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RESUMEN

Los programas de mejoramiento genético de ganado han cambiado gradualmente de
métodos tradicionales de seleccion fenotipica a la seleccidon cuantitativa y genotipica
mediante la utilizacion de marcadores moleculares y la identificacibn de genes
relacionados a rasgos econdmicamente importantes. El objetivo de este trabajo fue
identificar seis polimorfismos de nucleétido simple asociados (SNP) a genes de calidad de
leche, DGAT1, CSN1S1, CSN1S2, LALBA, GH1 y ABCG2 en algunas poblaciones criollas
y transfronterizas mediante secuenciacion NGS. Se tomaron muestras aleatorias de 73
animales de diversos genotipos puros, Criollos (Guaymi, GUY y Guabala, GUA)
transfronterizos (Brahman, BRAH; Holstein, HO y Senepol, SEN) y cruzados (europeo x
cebd, EXC e Indefinidos, SRD). El analisis de los SNP se realizé mediante el panel de
secuenciacion Truseq Bovine Parentage. Para calcular la variabilidad genética dentro de
cada poblacién, se calcularon los siguientes parametros: Equilibrio Hardy-Weinberg,
Frecuencia alélica y genotipica, heterocigosis observada (Hob) y esperada (He) e indice
de Shannon. Los marcadores GH1, LALBA y ABCG2 resultaron monomorficos. Los
marcadores mas informativos fueron DGAT1, CSN1S1 y CSN1S2, siendo el marcador
DGATL1 el que presenté mayores valores de Hob y He con valores de 0,424 y 0,430,
respectivamente, y los valores mas bajos para Hob y He se observaron en CSN1S2 con
0,247y 0,276, respectivamente. Estos resultados apuntan que los marcadores polimorficos
encontrados pueden ser de utilidad en los programas de mejoramiento sumando a la
seleccién cuantitativa, sin embargo, se requiere un mayor analisis, incrementando el
nuamero de animales y razas. Se logré determinar polimorfismos en los marcadores DGAT1,
CSN1S1 y CSN1S2, en los genotipos sometidos al presente estudio, sin embargo, no se
observaron alelos fijados en las razas Holstein y Guabala. La raza Guabala mostré una
fijacion del alelo A en ABCGZ2, situacién totalmente contraria en el resto de los genotipos
estudiados.
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POLYMORPHISMS OF MARKERS ASSOCIATED WITH MILK QUALITY
IN CREOLE AND CROSS-BORDER POPULATIONS

ABSTRACT

Genetic breeding programs have gradually changed from traditional phenotypic selection
methods to quantitative and genotypic selection using molecular markers and the
identification of genes related to economically important traits. The objective of this work
was to identify six single nucleotide polymorphisms associated (SNP) with milk quality
genes, DGAT1, CSN1S1, CSN1S2, LALBA, GH1 and ABCG2 in some creole and cross-
border populations breeds by sequencing (NGS). Random samples were taken from 73
animals of various pure genotypes, Creoles (Guaymi, GUY and Guabala, GUA), Cross-
border breeds (Brahman, BRAH; Holstein, HO; Senepol, SEN; Guaymi, GUY and Guabala,
GUA) and cross genotypes (European x Zebu, EXC and Indefinite, SRD). SNP analysis
was performed using the Truseq Bovine Parentage sequencing panel. To calculate the
genetic variability within population, the following parameters were calculated: Hardy-
Weinberg equilibrium, Allelic and genotypic frequency, observed heterozygosis (Hob) and
expected (He) and Shannon Index. The markers GH1, LALBA and ABCG2 were
monomorphic. The most informative markers were DGAT1, CSN1S1 and CSN1S2, with the
DGAT1 marker having the highest Hob and He values with values of 0,424 and 0,430,
respectively, and the lowest values for Hob and He were observed in CSN1S2 with 0,247
and 0,276, respectively. These results suggest that the polymorphic markers found may be
useful in breeding programs, adding to the quantitative selection, however, further analysis
is required, increasing the number of animals and breeds. It was possible to determine
polymorphisms in the markers DGAT1, CSN1S1 and CSN1S2, in the genotypes submitted
to the present study, however, no alleles fixed in the Holstein and Guabala breeds were
observed. The Guabala breed showed a fixation of the A allele in ABCG2, a completely
opposite situation in the rest of the genotypes studied.

Key words: Bioinformatics, biotechnology, molecular markers, milk production.

INTRODUCCION
El polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) es una variacion en la secuencia de
ADN que afecta a una sola base nucleotidica del genoma (Brookes, 1999; Vignal et al.,
2002). Los avances en la secuenciacion de ADN de alto rendimiento y la bioinformatica ha
hecho que el uso de SNP sea mas populares (Heaton et al., 2002). Estos se encuentran
distribuidos por todo el ADN y pueden localizarse tanto en regiones codificantes como no

codificantes (Sachidanandam et al., 2001). En varias especies domeésticas, incluido el
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bovino, estan disponibles decenas de miles de marcadores SNP (Matukumalli et al., 2009).
La disponibilidad de genotipos de estos SNP permite estimar la composicion de la raza de
animales individuales utilizando datos genomicos (Frkonja et al., 2012; Hulsegge et al.,
2013). Los programas de mejoramiento genético de ganado han cambiado gradualmente
de métodos tradicionales de seleccidn fenotipica a la seleccion genotipica mediante la
utilizacion de marcadores moleculares. La identificacién de genes relacionados a rasgos
econdmicamente importantes es el enfoque principal de la genémica del ganado, y una
gran cantidad de genes candidatos se han asociado potencialmente con el rendimiento y
la calidad de la leche (Rychtafova et al., 2014). Los genes candidatos relacionados con los
rasgos de produccion de leche, que se heredan poligénicamente, se pueden encontrar en
las vias de sintesis y metabolismo de las grasas. Polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP) alfaS1-caseina (CSN1S1), alfaS2-caseina (CSN1S2) y diacilglicerol aciltransferasa
1 (DGAT1) se ha demostrado que afectan la produccion de leche bovina y los rasgos de
composicion en diferentes poblaciones de ganado (Kucerova et al., 2006; Khatib et al.,
2007; Schennink et al., 2007). El gen DGAT1, K232A (rs109234250) genera dos variantes
alélicas alelo A alanina en ubicacion 232 del polipéptido y alelo K, lisina en la misma
posicion (Armstrong et al., 2011) Este gen se asocia con incremento en la concentracion
de &cidos grasos en leche y perfil de &cidos grasos insaturados en bovinos y en caprinos,
asi como el marmoleo en ganado de carne, principalmente en Bos taurus (Demeter et al.,
2009; Armstrong et al., 2011). Igualmente, la hormona del crecimiento (GH) afecta directa
0 indirectamente numerosos aspectos de la lactancia animal, el crecimiento y la

reproduccion.

Un papel significativo de la GH durante la lactancia queda demostrado por el
aumento de 10% a 15% en el rendimiento de la leche que ocurre en las vacas lecheras
tratadas con GH recombinante bovina (Bauman, 1999). El polimorfismo mas conocido de
GHa1 es la sustitucion de leucina a valina en la posicién 127 en el exdn 5. Ademas, Lucy et
al. (1993) reportaron las diferentes frecuencias de alelos GH1L y GH1V en las principales
razas lecheras, y la correlacién de las variantes genéticas con las estimaciones de la
produccion de leche en las vacas. Por otro lado, muchos estudios individuales en diferentes
poblaciones de ganado lechero han propuesto el ABCG2 (ATP-binding cassette G2, por

sus siglas en inglés) como el gen candidato para la produccién de leche, adyacente al
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Locus de Rasgos Cuantitativos (Quantitative Traits Loci) en el cromosoma 6 bovino, y es
un gen candidato por su supuesto papel fisioldgico en este rasgo de interés (Wayne y
Mclintyre, 2002; Khatkar et al., 2004; Yue et al., 2010). Se han identificado varios SNP en
el gen ABCG2, de los cuales el mas importante es una sustitucién de A a C en el exén 14,
causando un cambio de aminoacido no conservador (Y581S) de tirosina a serina que
puede afectar la funcion transportadora de este gen (Cohen-Zinder et al., 2005; Olsen et
al., 2005). Basado en datos de mapeo previos en ganado rojo noruego, este SNP del
ABCG2, fue reportado por primera vez por Olsen et al. (2005). La fraccién proteica del
suero de la leche bovina se compone principalmente de a-lactalbumina (a-LA, codificada
por LALBA) y b-lactoglobulina (b-LG, codificada por LGB) que representan el 20% y el 50%
de las proteinas de suero respectivamente. La a-LA juega un papel importante como
componente regulador del complejo de lactosa sintasa al modular la actividad de la
1,4-galactosiltransferasa (Ramakrishnan y Qasba, 2001). Hace varios afios que se
conocen tres variantes (A, By C) de la proteina a-LA (Bhattacharya et al., 1963; Bell
et al., 1981), pero solo dos, LAA * Ay LAA * B, tienen sus secuencias codificantes
confirmadas a nivel de ADN. Se ha reportado que el gen LALBA bovino, mapeado en
el cromosoma 5 también es un gen relacionado a la produccién y composicion de
leche (Penagaricano y Khatib, 2012). El objetivo de este trabajo fue evaluar seis
polimorfismos de nucle6tido simple asociados a la calidad de leche, DGAT1, CSN1S1,
CSN1S2, LALBA, GH1 y ABCG2 en algunos genotipos criollos y transfronterizos

mediante secuenciaciéon NGS.

MATERIALES Y METODOS

Se determiné el polimorfismo y la variabilidad genética de seis marcadores SNP
asociados a calidad de leche DGAT1, CSN1S1, CSN1S2, LALBA, GH1 y ABCG2 mediante
secuenciacion NGS. El polimorfismo del diacilglicerol aciltransferasa 1, DGATI1,
(g.1802265A>G) se encuentra ubicado en el cromosoma 14 del genoma bovino, el de las
caseinas, alfaSl-caseina CSN1S1 (g. 87157909A>G) y alfaS2-caseina CSN1S2
(9.87266177T>C) en el cromosoma 6, la a-lactalbumina, LALBA (g.31348380A>C) en el
cromosoma 5, la GH1 (g.48768774A>G) en el cromosoma 19 y la ATP-binding cassette
G2, ABCG2 (g. 38027010C>A) en el cromosoma 6 (Genome Data Viewer version 4.7.1).
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Se tomaron muestras aleatorias de 73 animales de diversos genotipos puros,
Criollos (Guaymi, GUY y Guabala, GUA) transfronterizos (Brahman, BRAH; Holstein, HO
y Senepol, SEN) y cruzados (europeo x cebl, EXC e Indefinidos, SRD). Se obtuvieron
muestras de sangre en finca de productores colaboradores y en fincas ganaderas del
IDIAP, utilizando tubos con EDTA de 5ml. La extraccion de ADN se llevd a cabo mediante
mini columnas por centrifugacion utilizando un kit comercial; el rendimiento de ADN
obtenido fue no menor a 50 ng, medido a través de un cuantificador fluorométrico. El
analisis de los SNP se realiz6 mediante el panel reducido de secuenciacién Truseq Bovine
Parentage, obtenido a partir de un chip de ADN, BovineSNP50 (Matukumalli et al., 2009).
La preparacion de librerias se realiz6 siguiendo el flujo de trabajo del fabricante. Una vez
amplificadas y normalizadas las librerias, se verifico la calidad mediante un analizador de
fragmentos, resultando en un tamafio esperado entre 200 y 300 bp. Luego se procedid a
secuenciarlas utilizando la metodologia de amplificacion en puente y secuenciacion por
sintesis en un equipo MISEQ™. Los datos fueron exportados al programa Sequence
Genotyper para su procesamiento y analisis. Para evaluar la variabilidad genética dentro
de cada poblacién, se calcularon los siguientes parametros: Equilibrio Hardy-Weinberg,
Frecuencia alélica y genotipica, heterocigosis observada (Hob) y esperada (He) e indice
de Shannon mediante el programa Genetix v. 4.02 y Genalex 6.5 (Belkhir et al., 2003;
Peakall y Smouse, 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

La media de variabilidad genética para los marcadores relacionados a produccién
de leche se puede observar en el Cuadro 1. Los marcadores GH1, LALBA y ABCG2
resultaron monomoérficos dentro de este estudio. Los marcadores que mostraron ser mas
informativos fueron DGAT1, CSN1S1 y CSN1S2, siendo el marcador DGAT1 el que
present6 mayores valores de Hob y He con valores de 0,424 y 0,430 respectivamente y los
valores mas bajos para Hob y He se observaron en CSN1S2 con 0,247 y 0,276
respectivamente, estos valores son ligeramente distintos a los reportados por Edea et al.
(2013) en ganado localmente adaptado en Etiopia quienes reportan valores de Hob
minimos y maximos de 0,363 y 0,415 y He minimos y maximos de 0,370 y 0,410
respectivamente. Estos valores de diversidad son importantes debido a que permite una

estimacion de la capacidad de adaptacion a las variaciones climaticas (Notter, 1999). En
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el cuanto a la raza Guaymi, tres marcadores presentaron valores de diversidad altos
DGAT1 (Hob =0,412; He=0,438), CSN1S1 (Hob=0,647; He=0,500) y CSN1S2 (Hob
=0,412; He=0,327). La Guabala presenté dos marcadores, DGAT1 (Hob =0,600;
He=0,480) y CSN1S1 (Hob =0,300; He=0,255) al igual que la raza Senepol, DGAT1 (Hob
=0,600; He=0,420), CSN1S1 (Hob =0,600; He=0,420) lo que permitiria desarrollar

programas de mejoramiento en estas poblaciones.

La media general del indice de Shannon en todos los marcadores fue (1=0,237),
mayor a lo reportado por Pashaei et al. (2009) en la raza Holstein (1=0,110) y la raza nativa
Mazarandanian de Pakistan (0,210). Segun la prueba de Chi-cuadrado, las frecuencias
genotipicas de DGAT1 y CSN1S1 estan fuera del desequilibrio de Hardy Weinberg (HWE)
p>0,05), indicando que la presién de seleccién en ambos marcadores es baja, El marcador
CSN1S2 mostré no ser consistente con HWE (p<0,05).

Cuadro 1. Media de indice de Shannon (I), Heterocigosis observada (Hob) y Heterocigosis
esperada (He) y HWE de marcadores asociados a produccion de leche.

Marcador I Hob He HWE
DGAT1 0,586 0,424 0,430 ns
GH1 0,022 0,010 0,010

LALBA 0,000 0,000 0,000

ABCG2 0,000 0,000 0,000
CSN1Ss1 0,424 0,342 0,293 ns
CSN1S2 0,390 0,247 0,276 *
Media 0,237 0,171 0,158 *

*: significativa; ns: no significativa

En ninguno de los genotipos se observo polimorfismo, para el LALBA con 100% de
presencia del SNP de referencia C. Tampoco se observé en GH1, a excepciéon de los
genotipos SRD, con una frecuencia alélica de A=0,036 y G = 0,964 y frecuencia genotipica
de AA=0,001, AG=0,0694 y GG= 0,929. No se observd polimorfismo para ABCG2 con
100%, de presencia del alelo C en todos los genotipos a excepcion de GUA con 100% de
alelo A. La raza HO presenté 100% de presencia de alelo G para los marcadores de
CSN1S1y CSN1S2 vy la raza GUA con 100% de alelo C en CSN1S2. La Figura 1 muestra

las frecuencias génicas globales para los tres marcadores polimérficos DGTAL, CSN1S1y
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CSN1S2. En este resultado se observa que las frecuencias mas altas son la de los alelos
C de CSN1S2, con 0,77 y G de CSN1S1 con 0,75. Para el marcador del DGATL1 el alelo

predominante fue A= 0,55.
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Figura 1. Frecuencias génicas globales para los marcadores polimdérficos DGTAL,
CSN1S1y CSN1S2.

Las frecuencias genotipicas globales por marcador fueron, para DGAT1, AA=0,300,
AG=0,495 y GG=0,204; CSN1S1, AA=0,061, AG=0,372 y GG=0,568 y CSN1S2,
CC=0,588, CT=0,357 y TT=0,054. En cuanto a la frecuencia génica por marcador y

poblacién, en el Cuadro 2 se presentan los valores de las frecuencias por genotipo.

Cuadro 2. Frecuencia alélicay genotipica del SNP DGAT1, CSN1S1y CSN1S2 de seis distintos
genotipos.

Marcador DGAT1 CSN1s1 CSN1Ss2
Genotipo A G A G C T
BRAH 0,900 0,100 0,300 0,700 0,567 0,433
HO 0,300 0,700 0,000 1,000 1,000 0,000
SEN 0,300 0,700 0,300 0,700 0,900 0,100
GUY 0,324 0,676 0,500 0,500 0,794 0,206
GUA 0,400 0,600 0,150 0,850 1,000 0,000
EXC 0,500 0,500 0,083 0,917 0,750 0,250
SRD 0,750 0,250 0,107 0,893 0,643 0,357
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El genotipo con mayor frecuencia de alelo A en DGTA1 fue BRAH A = 0,900 y para
G las mayores fueron la HO y SEN con G = 0,700 y de manera reciproca fueron los valores
mas bajos para los alelos correspondientes. Para el CSN1S1 el genotipo con mayor
frecuencia para el alelo A, fue GUY A = 0,500 y para G la mayor fue HO G = 1,000. En el
caso de la caseina CSN1S2, HO y GUA fueron las poblaciones con mayores valores de C
= 1,000 y BRAH mostré los mayores valores para el alelo T=0,433. Las frecuencias de
alelos del gen DGAT1 observados en BRAH son similares a los reportados por Casas et
al. (2005) quienes observaron una baja frecuencia del alelo G =0,100, relacionado a
incremento de produccién de leche, grasa, proteina, contenido de grasa y proteina (Grisart
et al. (2004). Contrariamente a lo observado en razas HO, SEN, GUY, GUA (Bos taurus)
dentro de este estudio, la frecuencia de alelos de G fue alta (0,600 a 0,700) y similar a los
valores reportados por Hradecka et al. (2008) y Armstrong et al. (2011) en raza Holstein
Alemana y Razas criollas de Uruguay. Las caseinas CSN1S1 y CSN1S2 se encuentran
ubicadas en el cromosoma 6 (BTA6) que esta relacionado al mayor QTL para la produccion
de leche en bovino (Olsen et al., 2007). Ademas, forma parte del 95% de los genes que
codifican las proteinas de la leche (Penagaricano y Khatib, 2012). Los valores de frecuencia
alélica de CSN1S1 analizados fueron distintos a los reportados por Ardicli et al. (2019) en
seis razas bovinas (Borgou, Brown Swiss, Carora, Holstein-Friesian, Reggiana, Somba, y
Sudanese Zebu Peucon) con valores de A=0,95 y G=0,05. Igualmente, los valores de
frecuencia alélica de CSN1S2 fueron distintos a los reportados en este trabajo con C=0,99
y T=0,01, considerados de bajo polimorfismo. Meier et al. (2019) reportan fijacién de alelos
con valores de CSN1S1 de A=1,000 y CSN1S2 C=1,000 en la raza “German Black Pied
Cattle”. Los valores de C para la CSN1S2 se encuentran fijos al igual que la HO y la GUA,
seguidos por la SEN C=0,900 y GUY C=0,794. En BRAH resultaron mucho menor
C=0,567. Estos resultados apuntan que los marcadores polimoérficos encontrados pueden
ser de utilidad en los programas de mejoramiento sumando a la seleccién cuantitativa, sin

embargo, se requiere un mayor analisis, incrementando el nimero de animales y razas.

CONCLUSIONES
¢ Se determiné el polimorfismo en los marcadores DGAT1, CSN1S1 y CSN1S2, en los
genotipos sometidos al presente estudio, sin embargo, se observo fijacion de alelos en

las razas Holstein y Guabala. No se observé polimorfismo en los marcadores GH1,
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LALBA y ABCG2 en ninguno de los genotipos puros ni cruzados. La raza Guabala
mostré una fijacion del alelo A en ABCG2, situacién totalmente contraria en el resto de

los genotipos estudiados.
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