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Caracterizacidon genética, cuantitativa y molecular de la produccién lechera 'y
mastitis en ovinos Pampinta

Resumen

Se han estudiado aspectos de la oveja Pampinta, una raza sintética desarrollada en la EEA de
Anguil, constituida por % Frisona del Este (East Friesian) y V4 Corriedale. Considerada de triple
propdsito (carne, leche y lana), pero seleccionada fenotipicamente hacia la raza Frisona del Este,
siendo una de las principales razas que se la utiliza en ordefie en Argentina. Con datos recogidos
en los controles lecheros entre los afios 2009 y 2017, se estimaron parametros genéticos para
produccion de leche (PL), grasa total (GT), proteinas totales (PT), grasa en porcentaje (G%),
proteina en porcentaje (P%) y mastitis subclinica (MSC). Las estimaciones de heredabilidad
resultaron intermedias a bajas, para los caracteres de produccion entre 0,21 y 0,33, y para mastitis
subclinica fue de 0,1. Para esta caracteristica no se han reportado previamente estimaciones de
heredabilidad. Las estimaciones de repetibilidades para los caracteres productivos fueron altas,
entre 0,42 y 0,51, indicando que una observacion fenotipica seria un buen predictor de la futura
produccion, ya que alrededor del 50% del caracter depende del componente genético total mas el
ambiente permanente. En tanto que para mastitis subclinica fue de 0,20. Las correlaciones entre
PL, GT y PT resultaron altas con valores ente 0,92 y 0,98. Las correlaciones entre G% y PL y PT
resultaron negativas, siendo aun mas negativas las genéticas que las fenotipicas. Las
estimaciones de estos parametros indican que es posible seleccionar por PL y composicion, y
reducir la incidencia de MSC. A su vez, se realizé6 una caracterizacion de la raza Pampinta por
variabilidad genética para los genes de las proteinas de la leche. Se obtuvieron las frecuencias
génicas y genotipicas para mutaciones previamente descriptas en la literatura de alfa caseina
(CSN1S1), beta caseina (CSN2), kappa caseina (CSN3), lacto-globulina (LGB) y defensina 2
(SBD2) para la cabafia de EEA Anguil y para 5 cabafas privadas.

Los genes CSN1S1, CSN2, CSN3 y LGB mostraron polimorfismo, en cambio, SBD2 no se puede

considerar polimérfico, ya que el alelo SBD2-A se encontré6 en muy baja frecuencia. La prueba
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exacta de Fisher indicdé que, en general, los genes en estas sub-poblaciones se encontraron en
equilibrio Hardy-Weinberg; siendo la excepcion los loci CSN1S1 (p<0,0001) y CSN2 (p<0,0001) en
la Cabana Anguil y el locus LGB (p<0,0151) en las Cabafias Comerciales, que presentaron desvios
significativos con respecto a las proporciones tedricas hacia el exceso de heterocigotas. Las
estimaciones de los estadisticos Fst y Gst globales, que resultaron iguales (0,0109), indicaron un
bajo nivel de variacion entre estas sub-poblaciones de Pampinta para las proteinas de la leche,
explicando solo un 1% de la variacién total de la varianza interpoblacional. En coincidencia con
este resultado, la distancia estandar (D) de Nei fue de -0,0038, con un error estandar igual a
0,0092, en tanto que la distancia DA resulté 0,0053. Ambas muy cercanas a cero. La falta de
diferenciacion, también se reflejé a nivel de cada locus estudiado. En relacién a la heterocigosidad
(H), las estimaciones evidenciaron altos niveles de diversidad genética, tanto a nivel global como
de cada locus. Con la excepcion del locus CSN3 debido a que las frecuencias alélicas estimadas
estuvieron cercanas a cero y a uno. Los alelos mas frecuentes fueron CSN1S1-T; CSN2-A; CSN3-
C y LGB-A. Se estimaron también los haplotipos de los genes de caseina, resultando TAC ser el
haplotipo mas frecuente, representando el 34% del total, en tanto que sélo cuatro haplotipos (TAC,
CAC, TGC, TAT) representaron aproximadamente el 77% del total. Posteriormente se realiz la
estimacién de asociaciones, utilizando un modelo de regresion, entre los polimorfismos genéticos
identificados y los caracteres productivos. Resultaron significativas (p<0,05) las asociaciones para
CSN1S1 con GT y para CSN2 con PT. En tanto que CSN1S1 con PL y con PT y para CSN2 con
PL y con GT mostraron una tendencia (p<0,1). No se observé ningun efecto significativo entre los
caracteres productivos con CSN3 y LGB. En CSN1S1, el efecto sobre GT significa 1,09 kg por
lactancia de 210 dias del genotipo TT en relacién al CC, en tanto una tendencia es positiva para
PL y PT del genotipo TT sobre el CC. Con respecto a CSN2, para PT el genotipo AA significé 0,99
kg sobre el genotipo GG, y tendencia similar se observé para PL y GT. En funcién de la variabilidad
del polimorfismo de CSN3, la probabilidad de encontrar ovejas de los tres genotipos fue baja.
Ademas, el efecto acumulativo de realizar la prueba en dos afios consecutivos, se malogré por la
pérdida de muestras debido a una mala cadena de frio y error en el protocolo inicial de

conservacion de las mismas. Por lo cual, se trabajé con muestras repetidas de muy pocos
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animales. Los valores obtenidos, sin embargo, estuvieron cercanos a los minimos de los rangos
reportados en otras razas, posiblemente por las diferencias de manejo que existen. Los resultados,

se presentan dentro de una revision bibliografica en el capitulo 5.
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Genetic, quantitative and molecular characterization of dairy production and
mastitis in Pampinta sheep

Abstract

Aspects have been studied about the Pampinta sheep, a synthetic breed developed in EEA Anguil,
(East Friesian % and Corriedale %4). It is a triple purpose (meat, milk and wool) breed, but it was
phenotypically selected towards East Friesian. It is one of the most important dairy breed in
Argentinian. The genetic parameters for yield milk (YM), total fat (TF), total protein (TP), percentage
protein (%P), percentage fat (%F) and subclinical mastitis, were estimated using data collected from
dairy controls between 2009 and 2017. Estimated heritability value was medium to low, for
production traits were between 0.21 and 0.33 and 0.1 for subclinical mastitis. For the last trait,
heritability estimates have not been previously reported. The repeatability for the productive trait
was high, between 0.42 and 0.51, indicating that a phenotypic observation would be a good
predictor of future production; approximately 50% of the traits depend on the total genetic
component plus the permanent environment. While for the subclinical mastitis was 0.20. The
correlation between YM, TF and TP was high with values 0.92 and 0.98. The correlation between
%F and YM and TP was negative, being the genetic ones more negative than the phenotypic ones.
Estimates of these parameters indicate that it is possible to select by YM and composition, and
reduce the incidence of MSC. Also, a characterization on the Pampinta breed was carried out by
genetic variability of milk protein genes. Genetic and genotype frequencies were obtained for point
mutations of alpha casein (CSN1S1), beta casein (CSN2), kappa casein (CSN3), lactoglobulin
(LGB) and defensin 2 (SDB2), for the EEA Anguil farm and for 5 other private farm. The genes
CSN1S1, CSN2, CSN3 and LGB showed polymorphism, whereas SDB2-A was found in very low
frequency. Fisher’s exact test indicated that in general, genes in these sub-population were found
in Hardy-Weinberg equilibrium, with the exception of CSN1S1loci (p <0.0001) and CSN2
(p<0.0001) in Anguil farm and LGB locus (p<0.0151) in commercial farms, which showed significant

deviations from theoretical proportions towards the excess of heterozygotes. Estimates of the global
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F<t and Gg, which were the same (0.0109), indicated a low level of variation among these Pampinta
sub- populations for milk proteins, explaining only 1% of the total inter-populations variance. In
agreement with this result, the standard distance (D) of Nei was -0.0038, with a standard error
equal to 0.0092, while the distance DA resulted 0.0053. Both very close to zero. The lack of
differentiation was also reflected at the level of each locus studied. In relation to heterozygosity
(H), the estimates showed high levels of genetic diversity, both globally and at each locus. Except
for the CSN3 locus where the estimates allelic frequencies were close to zero and one. The most
frequent alleles were CSN1S1- T; CSN2-A; CSN3-C and LGB-A. The haplotypes of casein genes
were also estimated, being TAC the most frequent haplotype, representing 34% of the total, while
only four haplotypes (TAC, CAC, TGC, TAT), represented approximately 77% of the total. Later an
estimation of associations using a regression model was made between identified genetic
polymorphism and productive traits. In associations for CSN1S1 with TF and for CSN2 with TP
resulted significant (p<0.05). While for CSN1S1 with YM and TP and CSN2 with YM and TF they
showed a trend (p<0.1). No significant effect was observed between productive traits with CSN3
and LGB. In CSN1S1, the effect on TF means 1.09 kg per lactation of 210 days of the TT genotype
in relation to the CC, while a trend is positive for YM and TP of the TT genotype over the CC. With
regard to CSN2, for TP the genotype AA means 0.99 kg over the GG genotype and a similar trend
was observed for YM and TF. Due to CSN3 observed variability, the probability of finding the three
genotypes was low. In addition, some samples were lost due to faults in the cold chain and in the
initial protocol. Therefore, we used repeated samples of very few animals. The values obtained,
however, were close to the minimum of the ranges reported in other breeds, possibly due to

differences in management. The results are presents within the bibliographical review in Chapter 5.
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1 Introduccion general

La produccion de leche ovina es considerada tipica de regiones donde otras especies,
como la bovina, no son explotadas (Garcia-Diaz et al., 2012). Es asi que el continente asiatico
aporta practicamente la mitad de la produccién mundial (46%) (Figura 1.1). Sin embargo, en las
ultimas décadas, la lecheria ovina esta planteada como una alternativa en paises desarrollados o
en vias de desarrollo, donde esta actividad productiva no es tradicional, y esta orientada a la

obtencién de productos de alta calidad.

Se estima que, aproximadamente, el 95% de la leche obtenida se destina a la produccion
de quesos, por su alto contenido proteico (principalmente caseinas) y el resto a yogurt y helados,

aunque en algunos paises asiaticos se la consume fluida (Pulina, 2006).

O Asia (46%)
B Europa (34%)

0O Africa (19%)
0O America (1%)

Figura 1.1 Porcentajes de produccion de leche ovina a nivel mundial

Elaboracion propia, datos tomados de FAO 2009.

En Sudamérica, la produccion lechera es extremadamente moderada, obteniéndose unas
45,000 toneladas anuales, correspondiendo la mayor parte a Brasil, a pesar de no ser un pais
tradicionalmente productor de leche, y caracterizado por sus sistemas productivos ineficientes,

incapaces de mantener una produccion constante (L6bo et al., 2005).



De cara al futuro, considerando que en Sudameérica la produccién continda aumentando y
que la leche de oveja constituye un producto muy importante para las economias regionales y de
subsistencia, es razonable pensar que se deberia prestar mayor atencion a estos sistemas
productivos. Ademas, habria que establecer medidas tendientes a mejorar su composicién, para

aumentar la eficiencia de la industria.

En Argentina, el desarrollo de la produccion ovina lechera esta en manos de pequefos y
medianos productores, quienes han buscado aumentar sus ingresos a partir de productos
elaborados como los quesos. Para dimensionar esto, en 2008, se registraron 48 establecimientos

tamberos, de los cuales el 59% eran tambos fabricas (Busetti et al., 2008).

Contemplando que estos sistemas productivos nacionales cuentan con una interesante
variabilidad de razas, entre ellas Frison (46%), Pampinta y sus cruzas (42,8%), Frison x Texel
(11,2%) (Busetti et al, 2008), podemos aseverar que dentro de los principales aspectos a
desarrollar en el sector, se encuentran el genético, ya que no existen evaluaciones en este sentido
ni mediciones objetivas. Sin embargo, existen impedimentos financieros, tecnoldgicos y otros
vinculados a la idiosincrasia de los propios productores dedicados a la actividad. A su vez,
tampoco existe una cadena de comercializacion acorde a la alta demanda de quesos que

favorezca el crecimiento del mercado.

Pampinta es una raza ovina sintética, originada del cruzamiento de East Friesian (3%4) y
Corriedale (Y4) en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) Anguil “Ing. Agr. Guillermo Covas”
(INTA) en la década del 70, y adaptada al semiarido y sub-hiumedo de la region pampeana (Busetti
& Suarez, 1999). Esta region se caracteriza por presentar las temperatura mas bajas en julio, con
una temperatura media de 7,3°C, y las mas elevadas en el mes de enero, cuya temperatura media
es de 22,9°C, siendo las temperaturas maximas absolutas registran valores de 41,5°C y las
minimas absolutas hasta 13,2°C (periodo 1973-2011). La zona bajo estudio se encuentra entre las
isohietas de 700 mm y 850 mm de precipitacién anual. La leche de estas ovejas tiene un contenido
promedio de sdlidos totales del 19,1%, constituido a su vez por proteina (6,7%), grasa (7,4%),

lactosa (4,7%) y cenizas (0,3%), segun valores obtenidos localmente (Busetti, 2008 comunicacion



personal). Su composicién se haya dentro de valores promedios citados por Juarez & Ramos
(1986), sdlidos totales (15,8-23,4%), grasa (4,5-12,6%), proteinas (4,3-6,8%), caseinas (4,3-4,5%),

lactosa (4,2-5,3%) y cenizas (0,8-1,0%).

Los factores que causan variaciones en la composicion de la leche pueden ser propios del
animal o bien externos al mismo. Entre los primeros tenemos genéticos, edad y tipo de parto, que
son factores no controlables mediante el manejo. Respecto a los factores externos, que si pueden
modificarse, se encuentran el momento de la lactacion, el destete, el peso de los animales
influenciados por la alimentacion, la sanidad, la esquila, entre otros. La influencia genética sobre
los componentes de la leche ha sido demostrada a través de varios estudios de enfoque
cuantitativo. En éstos, se calcularon los componentes genéticos a través del analisis de los
registros de produccién de leche, incluyendo el registro de la genealogia. Las heredabilidades
fueron muy variables, dependiendo de la raza y la muestra utilizada (Maioli et al., 2007). En ovinos
lecheros, los caracteres de produccion y calidad de leche son de baja a mediana heredabilidad
(0,10-0,25). En Pampinta, la estimacion de heredabilidad para la produccion acumulada en los
primeros 150 dias postparto resulté 0,17 (Maizon et al., 2011) mientras que en la raza Latxa fue de
0,20 (Legarra & Ugarte, 2001). Ahora bien, para Pampinta, es necesario obtener estimaciones de
correlaciones genéticas entre produccion de leche (PL), grasa total (GT), proteinas totales (PT),

porcentaje de grasa (%G) y proteina en porcentajes (%P), para asi poner énfasis en la seleccion.

La utilizacion de marcadores moleculares en programas de mejoramiento es
particularmente beneficiosa cuando los caracteres que se pretenden mejorar estan limitados por el
sexo o expresados tardiamente en la vida del animal. Por lo tanto, el sistema de produccién de
leche ofrece una excelente oportunidad técnica y econémica para implementar un programa de
seleccion asistido por marcadores moleculares. Con esa finalidad poder identificar los
polimorfismos gendmicos de los genes candidatos que codifican las principales proteinas de la
leche en las ovejas Pampinta, y asi poder obtener el maximo progreso genético, combinando dos

tipos de informacién, molecular y fenotipica, como asi también acortar el periodo generacional.



En la leche ovina, se encuentran diferentes fracciones proteicas, las caseinas ag;q
(CSN1S1), B caseina (CSN2) y K caseina (CSN3), son las principales, representando en conjunto
el 76-83% del total. También se encuentran las proteinas del lacto-suero beta-lacto-globulina
(LGB), alfa lacto-albumina (LAA) siendo las mayoritarias, lacto-ferrinas y defensinas (SBD1 vy

SBD2) en menor cantidad.

En general, en todas las especies estudiadas se ha descripto mayor heterogeneidad para
las caseinas que para las proteinas del suero. El polimorfismo genético de las caseinas ovinas, en
particular, se ha estudiado para las fracciones CSN1S1, CSN2, CSN3, resultando importante tanto
para los efectos cuantitativos como para las caracteristicas tecnolégicas de la leche. Estas
variantes genéticas se encuentran en diferentes frecuencias dentro de la poblacion. Segun Ceriotti
et al. (2004), las caseinas CSN1S1 y CSN2 tienen una alta frecuencia de mutacién (0,12-0,26), lo
que representa una oportunidad para considerar estos polimorfismos en la investigacion de la

diversidad de razas.

Un estudio en ovinos de la raza Valle del Belice mostr6 que animales con genotipos BB y
AB para el gen de la beta lacto-globulina se asocian a una mayor incidencia de cultivos
bacteriolégicos positivos en leche con respecto a aquellos con genotipo AA (Gigli et al., 2007). De
manera que la identificacién de los genotipos que presenten mayor nivel de defensa inespecifica vy,
por lo tanto, mayor resistencia a mastitis, permitiria su utilizaciéon en programas de seleccion. Por
otro lado, Bolla et al. (1989) ha asociado el polimorfismo de la beta lacto-globulina con rendimiento
lechero, reportando que la variante B estaba asociada con alta produccion de leche. En tanto que
Di Stazio et al. (1992) encontré que los heterocigotos de la raza Siciliana dieron mayor produccién
de leche. Por su parte Garzéon & Martinez (1992), encontraron que ovejas con genotipos AB tenian
mayor proteina y contenido de caseina. Respecto a las mastitis, la clinica produce menores
perdidas en la produccién (Bergonier et al., 2003), siendo los procesos sub-clinicos los causantes
principales de mermas productivas, afectando la calidad y la cantidad de leche. Ademas, aparejado
a estas pérdidas econémicas directas, hay también pérdidas indirectas, como las causadas por los
costos de los tratamientos antibidticos, el incremento de la mano de obra, menor ganancia diaria

de peso de los corderos amamantados (Fthenakis et al, 1990), menor volumen de leche
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comercializada, y las repercusiones en los cambios de composicion en la industria quesera. La
incidencia de mastitis clinica en ovejas es del 5% anual, siendo Staphylococcus aureus el agente
causal mas frecuente (entre 17 y 57%), siguiendo los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN)
(entre 10 y 53%; Marguet et al., 2000; Suérez et al., 2002). En Argentina, un relevamiento indico
que el 56% de los tambos encuestados manifesté haber padecido al menos un caso de mastitis
clinica en la historia de la majada (Busetti & Suarez, 2010). Para la mastitis subclinica (MSC), se
estima una incidencia alrededor del 10 al 50% (Bergonier et al., 2003), dicha reaccion inflamatoria
puede ser identificada por un elevado recuento de células somaticas (RCS) en leche o a través del
cultivo bacteriano. Suéarez et al. (2002) en ovejas en ordefie, reportaron una incidencia entre 18 y
36% para mastitis subclinica, evaluada mediante el Test mastitis California (TMC). Dentro de este
contexto, el RCS en leche se presenta como un buen indicador de la incidencia de mastitis
subclinica (MSC) y posibilita su uso dentro de programas de mejora genética. Aunque la
bibliografia es muy escasa comparada con la existente para bovinos, diversos estudios han
demostrado la posibilidad de utilizar la seleccion genética para aumentar la resistencia a mastitis

usando como criterio de seleccion el RCS (Barrilet et al., 2001; Rupp et al., 1999).

Existe una relacidon entre las bacterias aisladas de glandulas mamarias y la media
geomeétrica de RCS obtenidos, encontrandose en INTA Anguil una correlacién del 60% entre RCS
y el estado infeccioso (Cuadro 1.1). La importancia del RCS radica en su inversa relaciéon con la
produccion de leche (Gray & Schalm 1962; Raubertas & Shook, 1982). Torres-Hernandez y
Hohenboken (1979), informaron que ovejas libres de mastitis producen 11% mas leche que
aquellas con un medio afectado y 58% mas que aquellas con ambos medios afectados. Por otro
lado, Saratsis (1998) demostré que ovejas inoculadas con Staphylococcus epidermidis disminuyen
hasta un 55% su produccion. El efecto del RCS sobre la aptitud quesera, quedo demostrado por
Pisiri et al. (1994) donde leches con elevados numeros de células somaticas tienen un valor
elevado de pH, un mayor tiempo de coagulacién, pero sin embargo no influyé negativamente con el

rendimiento quesero.



Cuadro 1.1 Medias de RCS (incluyendo células epiteliales), correspondientes a los diferentes
grados de TMC, adaptado de Suérez et al. (2002)

Grados de TMC' 0 Trazas 1 2 3
RCS
m. aritmética 223576 245248 397778 1159109 2460833
m. geométrica 194984 208181 317774 915250 1990535

'La utilizacion del TMC ha sido probada en EEA Anguil, mostrando una correlaciéon del 80% entre el TMC y la
bacteriologia, con una sensibilidad y especificidad del 69% y 76%, respectivamente.

La aptitud quesera de la leche depende de un conjunto de factores que se refleja, en gran
medida, por su comportamiento en las fases de coagulacion y de desuerado. La calidad quesera
de la leche se puede definir como su aptitud para dar un buen queso, con un rendimiento
satisfactorio, en condiciones de trabajo normales. Las caseinas parecen ser los principales
componentes que explican la velocidad de endurecimiento y firmeza del gel. La velocidad de
endurecimiento de la leche de oveja esta influenciada negativamente por el tamafio de la micela,
las pequefas tienen mayor relacidon volumen/superficie, formando geles mas firmes; y
positivamente por un mayor contenido de calcio coloidal. También la firmeza del gel esta
correlacionada con el contenido de proteina y caseina (Delacroix-Buchet et al.,, 1994). Brulé et al.
(2000) establecieron diferencias en el tamafio promedio de las micelas, presentando las de leche
ovina un tamafio intermedio (202 nm) entre las de leche bovina (175 nm) y caprina (255 nm). Este
atributo es importante, ya que aquellas micelas pequefas contienen mayor proporcién de CSN3.
Cuanto menor es el diametro medio de las micelas, mayor es el tiempo de coagulacion, este efecto
se debe a las diferentes composiciones de las micelas en funcion a sus dimensiones,
fundamentalmente a su contenido en fosfato célcico coloidal, el cual estd en mayor proporcién en
las micelas de tamario superior. La sensibilidad de la leche a la accién del cuajo, esté fuertemente
relacionada con el fosfato calcico de la micela, siendo el tiempo de coagulacion mas corto y un gel

mas elastico cuando éste aumenta.

Las proteinas de la leche tienen gran influencia en la textura de la pasta del queso, pues

constituye la Unica fase soélida continda, en la que se encuentran los globulos grasos y el lacto-



suero. También pueden influir en su sabor y aroma, por la protedlisis que pueden sufrir en los

quesos madurados.

La relacion entre el tiempo de coagulacion y la concentracion de caseinas explica el
fendmeno de coagulacion, la hidrolisis de la CSN3 y la agregacion de las micelas modificadas. La
formacion de la cuajada depende de la hidrdlisis inicial de la CSN3, cuando el 85-90% de ésta se
hidroliza, mientras que la coagulacidon empieza por la formaciéon de enlaces que conducen a la
agregacion de CSN1S1, CSN2 y CSN3 hidrolizada parcialmente (paracaseina) y la formacién de

una malla que atrapa la grasa, algunas proteinas y minerales.

El tiempo de coagulacion es mucho mas sensible a las variaciones de CSN3 que a las de
CSN1S1 y CSN2. En bovinos, se han descripto 9 variantes del gen de la CSN3, siendo las
variantes A y B las mas importantes, aunque la B es la de mayor interés debido a que se asocia a
un menor tiempo de coagulacion, mejor formacion del cuajo y tamafno de micelas, todas
caracteristicas deseables para la elaboracién de quesos (Requena et al., 2007). En animales con
genotipo homocigoto BB hay un incremento de 0,8% mas de proteinas, sdlidos totales, menor
tiempo de coagulacion y mejor consistencia del cuajo, lo que se traduce en un 5 a 10 % mas en la
produccion de quesos, respecto a la leche de aquellos individuos con genotipo homocigoto AA
(Azevedo et al., 2008). El efecto de los polimorfismos de las proteinas de la leche en su
composicion y en el proceso de coagulacion, es posible explicarlo por diferentes menciones de
investigacion: 1.- contenido de caseina total, distintas proporciones; 2.- dimensién de las micelas;
3.- grado de glicosilacion de CSN3; 4.- composicion fisico quimica de la leche. La deteccion del
polimorfismo en las proteinas de la leche ofrece nuevas explicaciones para la variacién de las
propiedades de la leche de animales individuales (Géalvez, 1993). Como la proporcién de CSN3 en
la leche es genotipo dependiente, se pretendid estudiar la asociacion entre los genotipos y el
tiempo de coagulaciéon y rendimiento quesero, como se observé una baja variabilidad, no se pudo
realizar el estudio de asociaciéon propuesto. Los resultados del rendimiento quesero se presentan

en el Capitulo 5 dentro de la revision bibliografica realizada en el tema.



Hipoétesis

Hipoétesis general

En ovejas de la raza Pampinta existen polimorfismos de los genes que codifican para las
caseinas (CSN1S1, CSN2, CSN3) y proteinas del suero (LGB y SBD2), que se correlacionan con
los caracteres cuantitativos como produccion de leche (PL), grasa total (GT), proteina total (PT),
porcentaje de grasa (G%), porcentaje de proteina (P%) y mastitis subclinica (MSC); como asi
también asociados a parametros de la calidad del queso, como rendimiento quesero y tiempo de

coagulacion.

Hipétesis especificas

. El modelo genético infinitesimal explica la variacion de los caracteres cuantitativos: las
producciones de leche (PL), grasa total (GT), proteina tota (PT), grasa porcentaje (G%),
proteina porcentaje (P%) y la incidencia de mastitis subclinica (MSC).

. Existen genes cuantitativos con efecto pleiotropico o ligados que correlacionan
genéticamente las variables PL, GT, PT, G%, P% y MSC.

3 La raza ovina Pampinta presenta polimorfismos genémicos en los genes que codifican
para las caseinas (CSN1S1; CSN2; CSN3), beta lactoglobulina (BLG), beta defensina 2
(SBD2).

3 Los polimorfismos gendmicos de los genes en estudio estan en desequilibrio de ligamiento
con respecto a los genes cuantitativos.

. El polimorfismo de la kappa caseina (CSN3) estd asociado a diversos pardmetros de la

calidad del queso.



Objetivos del trabajo

Objetivos generales:

. Obtener estimaciones de la variabilidad genética de caracteristicas productivas y de
mastitis, y la relacion de estos con polimorfismos genéticos, en ovinos Pampinta para
permitir el desarrollo de programas de mejora genética orientados a la produccién de leche

para elaboracion de quesos.

Objetivos especificos:

. Estimar las varianzas genéticas y fenotipicas, y las heredabilidades para las producciones
de leche (PL), proteina total (PT), grasa total (GT), el conteo de células somaticas (RCS), y

Mastitis Subclinica (MSC).

. Estimar las correlaciones genéticas y fenotipicas entre PL, PT, GT, RCS, y MSC.

. Identificar polimorfismos gendmicos para caseinas: CSN1S1, CSN2 y CSN3, SBD2, LGB.

. Estimar asociaciones entre los polimorfismos gendémicos identificados con PL, PT, GT,
RCS, y MSC.

. Estimar las asociaciones entre el genotipo del gen CSN3 y el tiempo de coagulacion y

rendimiento quesero durante la elaboracién de quesos. Este ultimo objetivo no se pudo

cumplir por la baja variabilidad observada.

Animales e informacion fenotipica

La EEA INTA Anguil posee un plantel de pedigri de la raza Pampinta, que afo tras afio va
aumentando su tamano, con él se trabajé en el presente estudio. Actualmente posee unas 342
madres y 39 carneros. Cada afio se ordenaron aproximadamente 150 ovejas. Esta informacion se

sumé a la informacion de produccidon y genealogia obtenida desde 2001. Se pusieron a prueba



unos 10-15 machos por afio. Los animales comienzan el ordefie a los 40-45 dias post parto, y lo
finalizan (se secan) cuando su produccién es menor a 300 ml por dia (aproximadamente 200-220
dias post parto); se realizaron alrededor de 5 a 6 controles por animal en ordefie. Los datos
fenotipicos, que se generaron del control lechero mensual son los siguientes: PL en kg, PT g/ml y
GT g/ml, MSC (Mastitis Subclinica) (presencia/ausencia). PL se midié con lactémetros (TRU-Test),
%P y %G se midi6 con un equipo infrarrojo EKOMILK. En tanto que la MSC se evalué con el
método Test Mastitis California (Schalm & Noorlander, 1957). Del mismo modo, se realizaron
controles genealdgicos, para lo cual se registraron los servicios, que fueron dirigidos, y los partos;
donde se anot6 para cada parto: la oveja, la fecha de parto, el nUmero y sexo de los corderos

paridos, y sus pesos.
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2 Estimacion de parametros genéticos para produccion de leche, grasa,
proteinas y mastitis subclinica en ovinos Pampinta

2.1 Introduccion

Las estimaciones de componentes de varianza, asi como las de heredabilidades y
correlaciones genéticas y fenotipicas, cumplen un rol fundamental en el desarrollo de programas
de mejora genética (Falconer & Mackay, 1996). En relacion a caracteristica de produccion, tales
como leche, grasa y proteina, y de enfermedades, por ejemplo mastitis subclinicas, se han definido
diversas variables respuesta, que han variado en el tiempo de produccion (120, 180, 210 dias en
lactancia) y en la escala de medicion (litros, kilogramos, por dia o por periodo). Por ejemplo,
Legarra & Ugarte (2001) estimaron en la raza Latxa valores de heredabilidad de 0,20; 0,16; 0,18;
0,14 y 0,38 para produccion de leche (I), grasa (kg), proteina (kg), y porcentajes de grasa (g/l) y de
proteinas (g/l), respectivamente, para la producciéon acumulada en 120 dias. En la raza Frisona del
Este (East Friesian, desde ahora FE), Hamann et al. (2004) estimaron heredabilidades de 0,15
para leche (kg), grasa (g) y proteina (g) y 0,09 para porcentaje de proteinas (%) y 0,20 para
porcentaje de grasa (%) con un modelo del dia de produccion. Gutiérrez et al. (2007), mediante
analisis del dia de produccion, estimaron en ovejas Assaf para produccion de leche (kg)
estandarizada a 180 dias una heredabilidad de 0,13. Esto nos indica que la variacion en las
estimaciones es debida no sélo a su definicidn, escala y tiempo, sino que también a la raza y al
ambiente en que se la crie y seleccione.

Pampinta es una raza sintética % FE y % Corriedale que se seleccioné fenotipicamente
desde su origen, a fines de los afios 70, en la direccion del estandar racial de la raza FE. Por ser
esta ultima una de las principales razas Europeas para produccién de leche, Pampinta tiene una
importante aptitud lechera en comparacion a otras razas que se crian en el pais (Busetti et al.,
2008). Desde el afio 1995 en la EEA Anguil “Ing. Agr. Guillermo Covas” del INTA, se mantiene un
tambo experimental de la raza Pampita. Desde el inicio de la actividad, se han realizado controles
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lecheros individuales a cada animal que se ordend. Inicialmente sélo se registraba la produccion de
leche, en litros, y la presencia o ausencia de mastitis subclinicas mediante el test mastitis california
(Suarez et al., 1999). Desde el 2010, se registra también la composicién de la leche: grasas,
proteinas, sélidos totales y la densidad. Los registros de control lechero evidencian que Pampinta
produce aproximadamente un litro dia de leche en lactancias de entre 180 a 210 dias, valor
substancialmente menor a los 2,4 litros por dia producido por la raza alemana FE (Hamann et al.,
2004). Esto puede ser consecuencia de que la alimentacién y las condiciones de manejo nunca
llega a ser la ideal en Argentina y que ademas, la comercializacion no ha incentivado la seleccién a
favor de esta variable. Sin embargo, en relacion a otras razas empleadas a nivel nacional su nivel
de produccién es bueno, tal es asi que es de las razas predominantes en los tambos existentes en
Argentina (Busetti & Suarez, 2010).

La mastitis es una inflamacion del tejido mamario, no siempre debida a una infeccion.
Como respuesta al proceso inflamatorio, se produce una migracién de leucocitos principalmente
neutréfilos al lumen alveolar mamario y posteriormente a la leche (Harmon, 1994). La mastitis
subclinica (sin alteraciones visibles de la leche o glandulas mamarias) puede ser identificada
indirectamente por el recuento de células somaticas en leche (RCS) o a través del test mastitis
california (TMC). En Argentina, Suarez et al. (2002) reportaron una incidencia del 18 al 36% para
mastitis subclinicas evaluadas mediante el TMC, en ovejas en ordefie. En este contexto, el RCS y
el TMC se presentan como buenos indicadores de la incidencia de mastitis subclinicas, lo que
posibilita su uso dentro de programas de mejoras genéticas. En este sentido, aunque la bibliografia
es muy escasa comparada con la existente para bovinos, diversos estudios han demostrado la
posibilidad de utilizar el RCS para seleccionar genéticamente para resistencia al desarrollo de
mastitis (Barrilet et al., 2001, Rupp et al., 2002). En la situacion nacional, el uso de RCS tendria un
costo muy alto, por lo cual resulta interesante trabajar con TMC.

Para implementar un esquema de seleccidn en la raza Pampinta, que considere tanto la
produccion de leche en litro como su composicién y sanidad, es necesario contar con estimaciones
de los parametros genéticos de los caracteres mencionados. Por lo cual, para produccion de leche

(I/d), contenido de grasa total y proteinas totales (g/d), y para porcentaje de grasa (%) y de
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proteinas (%), y mastitis subclinica (presencia/ausencia en base a TMC), el presente trabajo tuvo
los siguientes objetivos: ajustar modelos que reflejen los efectos de los principales factores
ambientales sobre las variables mencionadas y obtener estimaciones de componentes de varianza

y covarianza, heredabilidades y correlaciones genéticas.

2.2 Materiales y Métodos

Para el presente estudio, se empled informacién de produccion de leche de la Cabana
Pampinta obtenida entre los afios 2009 y 2016 en el tambo experimental de la EEA Anguil “Ing.
Agr. Guillermo Covas” del INTA (Anguil, La Pampa, Argentina). En este tambo se realiza sélo un
ordefie diario por la manana, y las ovejas ingresan al ordefie al momento del destete de sus crias.
Los destetes se realizan cuando el peso de la cria supera 2,5 veces el peso al nacer, lo que ocurre
en promedio a los 45 dias postparto. Los controles lecheros (CL) se realizaron cada 28 a 35 dias,
con un tiempo promedio desde el parto al primer CL de 63,9 d con un desvio estandar (DE) de 18,5
d. En cada CL se obtuvo la produccion en kilogramos mediante lactometros (TRUTEST) vy la
presencia/ausencia de mastitis subclinica por el método TMC (Schalm & Noorlander, 1957).
Posteriormente, en el laboratorio de leche de la Experimental, se determiné la composicion (grasa
total, proteinas totales, densidad y residuo soélidos totales) mediante un equipo de infrarrojo
(EKOMILK, Coérdoba, Argentina) y se confirmé la presencia/ausencia de mastitis subclinica
mediante un contador automatico de células (Alfa DelLaval, Buenos Aires, Argentina). Fueron
consideraron con mastitis subclinica, los animales con un TMC positivo y un recuento de células
somaticas superior a 600.000 por mililitros en una muestra de leche. Los kilogramos de leche de
cada oveja se pasaron a litros de leche empleando la densidad individual. Se consideré fin de
lactancia cuando la cantidad de leche ordefiada fue igual o menor a 0,3 I/d en el dia del CL, lo que
ocurrié en promedio a los 209,1 d con un DE de 50,8 d. Para el andlisis estadistico sélo se
retuvieron las ovejas con tres o0 mas CLs entre el inicio del ordefie y los 210 d posparto. La

produccion de leche acumulada entre el dia de parto y los 210 d, en coincidencia con el tiempo
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promedio de duracidn de las lactancias en la EEA Anguil, se estim6é empleando el procedimiento

sugerido por Legarra & Ugarte (2001). Asi se obtuvieron para el periodo 2009-2016, 833

lactancias, correspondientes a 425 ovejas. El archivo de pedigri se generd incorporando los

ancestros de cada una de las ovejas con registros de produccién. Sélo se agregaron ancestros que

conectaran dos o mas animales con registro productivos, con lo cual se obtuvo un pedigri de 1.092

animales que incluia: 425 ovejas con datos productivos, 218 padres y 637 madres.

Los seis caracteres evaluados fueron “produccion de leche” (PL, I/d); “grasa total” (GT,

g/d); “proteinas totales” (PT, g/d); “porcentaje de grasa” (G%, %); “porcentaje de proteinas” (P%,

%) y “mastitis subclinica” (MSC, presencia/ausencia) en 210 d de lactancia. Por la naturaleza

dicotdmica de MSC, se consideraron afectadas aquellas ovejas que tuvieron al menos un TMC

positivo, confirmado por recuento de células somaticas en laboratorio, en algin momento de la
lactancia.
Los efectos clasificatorios considerados en el modelo de cada variable respuesta fueron:

1.- Edad al primer parto (EPP), con tres niveles: 1) menor o igual a 14 meses; 2) entre 15 y 22
meses; y 3) mayor a 23 meses;

2.- La combinacion ano de parto y época de parto (AEP): los afios 2009 a 2015, y la época: 1) si el
parto ocurrié entre julio y octubre y 2) si ocurrié en otros meses. Hubo nueve niveles pues sélo
los afios 2013 y 2015 tuvieron partos fuera de estacion reproductiva (llamados partos contra
estacion).

3.- Orden de parto (OPAR), con cuatro niveles: primer; segundo; tercer y cuarto o mas partos. Este
efecto clasificatorio estuvo altamente asociado (p< 0,01) con la edad al parto, por lo cual sélo se
emple6é OPAR.

4.- Tipo de parto y crianza (TPC) con cinco niveles, resultando de la combinacién del niumero de
nacidos [agrupados como uno (1) y dos o mas (2 o +)] y el numero de crias destetadas
[agrupadas como cero (0), una (1) y dos 0 mas (20+)]. Por ejemplo, “21” indica un parto doble
pero se destetd una sola cria.

5.- Dias desde el parto al primer control lechero (DPPCL), con tres niveles: 1) menor a 52 dias; 2)

entre 52 a 75 dias; y 3) mayor a 75 dias.
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6.- Extension de lactancia (ELAC). Tuvo tres niveles: 1) la lactancia fue menor a 200d; 2) la
lactancia estuvo entre 200d y 220d; 3) la lactancia fue mayor a 220d.

Previo a la estimacion de los componentes de varianza, se efectu6é un analisis preliminar

para seleccionar los efectos clasificatorios a incluir en los modelos de cada variable respuesta. El

mismo se realizd6 mediante modelos mixtos univariados con observaciones repetidas con el

programa R (R Core Team, 2014; https://www.r-project.org/) con el paquete “Ime 4” (versiéon 1.1-

13), incluyendo como efecto aleatorio las observaciones repetidas por oveja. Para cada variable
respuesta, el modelo de estimacion sélo incluyo los efectos clasificatorios con valores p menores o
iguales a 0,10.

Los efectos aleatorios considerados para la estimaciéon de componentes de varianza fueron
los siguientes:

1.- el componente permanente de las observaciones repetidas entre lactancias de ovejas. Se
asumio una distribucién normal e independiente entre ovejas, reflejando los efectos genéticos
no aditivos y el ambiente permanente;

2.- el componente genético aditivo, que se asumié con distribucion normal multivariada y
proporcional a la matriz de relaciones aditivas (A) que se construyd considerando el pedigri
obtenido al incorporar los ancestro de las ovejas con registros productivos;

3.- el término del error, que se asumié de distribucion normal e independiente entre las ovejas.

Para las estimaciones de los componentes de varianza y covarianza se empleé un
procedimiento bayesiano mediante el muestreo de Gibbs (Sorensen & Gianola, 2002) teniendo en
consideracion el bajo nimero de ovejas con observaciones y la presencia de un caracter
dicotdmico como la mastitis subclinica (MSC). A tal fin, se us6 el programa Threshold Model (TM)
de Legarra et al. (2008). Para MSC se empleé un modelo umbral con observaciones repetidas,
asumiendo un valor igual a cero para el umbral entre presencia y ausencia de MSC y una varianza
del término del error igual a uno (Sorensen & Gianola, 2002). Las estimaciones se realizaron,
primero mediante modelos mixtos univariados, en los que se consider6 para cada variable
respuesta los efectos clasificatorios obtenidos y el componente ambiental permanente. Luego,

mediante modelos bivariados, en los que se parti6 de las estimaciones realizadas para cada
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variable con los modelos univariados, se estimd las covarianzas entre las distintas variables
respuesta. Si bien se intentdé modelar con tres o0 mas caracteres, como algunas estimaciones
presentaron problemas numéricos de convergencia para los muestreos de Gibbs, se decidid
emplear sélo los modelos bivariados. Para cada situacion se generé una cadena unica de 1x10°
muestras de las distribuciones marginales posteriores de cada componente de varianza (varianza
genética aditiva, de ambiente permanente, y del error y sus respectivas covarianzas). Se tomo
como periodo de calentamiento (burn-in) las primeras 1x10° muestras. Para disminuir el efecto de
la auto-correlacion sobre las estimaciones, se tomaron valores cada 25 muestras de la cadena
Unica. Para comprobar la correcta convergencia del muestreo se utilizé el paquete BOA (Bayesian
Output Analysis Program for MCMC) en R (Smith, 2005). Se obtuvieron los siguientes graficos: a)
valor muestreado del componente de varianza en funcién del nimero de iteracion (traceplot), b) las
densidades de la distribucion posterior de los componentes de varianza, c) las medias de los
valores muestreados de los componentes de varianza hasta una iteracién en funcion de ésta ultima
(running mean) y d) los gréficos de autocorrelaciones de los valores muestreados de componentes
de varianza para distintas iteraciones. Ademas, para el diagndstico de convergencia se realizaron
las pruebas de Geweke, siempre utilizando el paquete BOA (Geweke, 1992) y de Heidelberger y
Welch (Heidelberger & Welch, 1983). La primera, prueba la hipétesis de que ambas cadenas de
Markov provienen de una misma distribucion. Para ello, compara las medias de dos partes de la
cadena: el 10% inicial y el 50% final. La segunda prueba, calcula un estadistico para probar si la

cadena muestreada corresponde a la de una distribucion estacionaria.

2.3 Resultados

En el Cuadro 2.1 se presentan los promedios, desvios estandares (DE), minimos y
maximos de las caracteristicas de produccién lechera de las 833 lactancias. Cabe aclarar que en el
afio 2009, sélo se tuvo registro de litros de leche y mastitis. La incidencia de MSC fue 0,174 en

todo el periodo considerado.
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Las pruebas de Geweke y de Heidelberger y Welch indicaron que los muestreos
convergieron a las distribuciones posteriores. El periodo de calentamiento de 10° fue adecuado en
general, aunque en muy pocas situaciones se lo debidé incrementar para obtener un muestreo
estable. Los graficos permitieron corroborar los resultados de las pruebas de Geweke y de
Heidelberger y Welch. En las figuras 2.1, 2.2, 2.3 y 2.4 se muestran algunos ejemplos de estos
graficos. En general, las autocorrelaciones disminuyeron al incrementarse las iteraciones. Esto
ocurrid mas rapido para los componentes de varianza que para los de covarianza (ver figura 2.1).
Las densidades fueron simétricas aunque las que tomaron valores muy cercanos a cero tuvieron
una leve cola a derecha (ver figura 2.2). La estacionalidad de los muestreos se puede observar en
los graficos traceplot y running mean (figura 2.3 y 2.4). Esto permite asumir que el muestreo de
Gibbs representé una muestra de las distribuciones posteriores de los componentes de varianza y

parametros genéticos que se pretende estimar.

Cuadro 2.1. Descripcién estadistica de las observaciones fenotipicas de produccion de leche
acumulada en 210 dias y expresadas como promedio diario, basada en lactancias de ovinos

Pampinta, de distintas edades y numero de partos, entre los afios 2009 y 2016.

Caracteristicas N Promedio DE Minimo Maximo
Leche (I/d) 833 1,0 0,38 0,2 2,2

Grasa (g/d) 768 66,3 26,5 12,7 1621
Proteina (g/d) 768 61,7 241 9,4 139,9
Grasa (%) 768 6,6 0,9 3,8 10,1
Proteina (%) 768 6,1 0,4 4,7 7,9

N: nimero de observaciones; DE: Desvio Estandar

En el Cuadro 2.2 se observan los valores de p de los efectos clasificatorios estimados bajo
modelos mixtos de observaciones repetidas univariados con el programa R para cada variable
respuesta. La significacion de estos efectos se realizé para elegir un modelo adecuado para cada

variable respuesta al estimar los componentes de la varianza. Se destaca por un lado la
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importancia del efecto afno-estacion de parto (AEP) y lo irrelevante que resulté la edad al primer
parto (EPP).

Las estimaciones del efecto AEP fueron significativas en todas las variables respuesta
estudiadas PL, GT, PT, G%, P% y MSC (Figura 2.2). Se tomé como referencia el primer nivel de
cada uno de los otros efectos clasificatorios en el modelo: EPP, OPAR, TPC, DPPCL y ELAC. Se
destaca la variabilidad en el periodo que estuvo relacionado con la variacion ambiental. Es
importante destacar que hubo temperaturas anuales promedios y precipitaciones muy distintas
entre los afos estudiados, que se tradujo en algunos afios muy humedos y otros muy secos con la
variacion esperada en la oferta forrajera. A su vez, si bien la incidencia de MSC promedio fue
relativamente baja, se notan dos periodos donde fue mayor en coincidencia con afio y estacién de

partos muy humedos, 2010_1y 2015_1, que afectaron sin duda la salud mamaria.

Cuadro 2.2. Valores p para los efectos clasificatorios: AEP, EPP, OPAR, TPC, DPPCL y ELAC
empleados en los modelos mixtos univariados para PL, GT, PT, G%, P% y MSC, en 210 dias
expresados como promedio diario, de ovejas Pampinta con tres o mas CLs en lactancias

registradas entre los afios 2009 y 2016.

Efectos PL GT PT G% P% MSC
AEP <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
EPP 0,2729 0,27 0,3594 0,6208 0,8985 0,3628
OPAR 0,0592 <0,0001 0,2694 <0,0001 0,0002 0,0004
TPC 0,3072 0,0617 0,2383 0,0642 0,0236 0,0231
DPPCL 0,0092 0,0277 0,0084 0,0169 0,0805 0,7214
ELAC <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0103 0,7699 0,5367

AEP: afio-época de parto; EPP: edad primer parto; OPAR: orden de parto; TPC: tipo de parto y crianza;
DPPCL.: dias desde el parto al primer control lechero; ELAC: extension de lactancia. PL: produccién de leche;
GT: grasa total; PT: proteina total; G%: grasa porcentaje; P%: proteina porcentaje; MSC: mastitis subclinica.

Las estimaciones para el efecto OPAR fueron significativas para GT, G%, P% y MSC
(cuadro 2.3). Para GT se observd un aumento en g/d hasta el tercer parto, y luego una diminucion.
En tanto, OPAR tuvo un efecto opuesto para G% y P%. Mientras que G% incrementd su valor con
el aumento del numero de partos, P% disminuyd. La incidencia de MSC aumenté sustancialmente

con el numero de partos.
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Las estimaciones para el efecto TPC se observan en el cuadro 4, el mismo fue significativo
para P% y MSC. Las mayores incidencias de MSC se presentaron cuando la oveja parid una cria y
la perdid, o cuando parié mas de dos o mas crias, pero sélo crié una.

Las estimaciones para el efecto DPPCL resultaron significativas para las caracteristicas
PL, GT, PT y G% (cuadro 2.5). En estas variables se observa una tendencia a disminuir el valor
cuanto mas tiempo transcurre entre el parto y el comienzo del ordefie. Con excepcion de G% que

tiende a aumentar levemente.

Cuadro 2.3. Estimaciones de minimo cuadrado del efecto OPAR para las variables PL (I/d), GT
(g/d), PT (g/d), G%, P% y MSC (incidencia). Las estimaciones son referidas al primer nivel de las

otras variables clasificatorias en el modelo ASP, EPP, TPC, DPPCL y ELAC en ovejas Pampinta.

OPAR PL GT PT G% P% MSC
1 0,691 43,4 57,7 4,72 6,06 0,069
2 0,712 49,0 57,6 5,15 5,93 0,137
3 0,772 55,6 60,6 5,45 5,92 0,195
40+ 0,720 53,1 57,3 5,65 5,91 0,306

OPAR: orden de parto

Cuadro 2.4. Estimaciones de minimo cuadrado del efecto TPC para las variables PL (I/d), GT
(g/d), PT (g/d), G%, P% y MSC (incidencia). Las estimaciones son referidas al primer nivel de las

otras variables clasificatorias en el modelo ASP, EPP, OPAR, DPPCL y ELAC en ovejas Pampinta.

TPC PL GT PT G% P% MSC
10 0,691 43,4 57,7 4,72 6,06 0,069
11 0,713 46,9 60,5 4,81 6,14 0,020
20 0,608 36,9 54,0 4,51 6,17 0,015
21 0,707 47,0 60,1 4,87 6,15 0,061
22 0,714 46,0 60,6 4,78 6,19 0,032

TPC: tipo de parto y crianza
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Figura 2.1. Los graficos diagnésticos de autocorrelacion, que se muestran a modo de ejemplo, son

para A) la varianza fenotipica de LT y B) la covarianza genética aditiva entre LT y MSC.

23



= FimEe

L]

T
408

el

covp L Mwe

= B

ga

Figura 2.2. A modo de ejemplo, se presentan los graficos de las densidades de las distribuciones

posteriores para C) la correlacién fenotipica entre LT y MSC y D) la varianza genética aditiva de

MSC.
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Figura 2.3. En los graficos diagnosticos de running means, se observan las medias E) para

varianza fenotipica para LT y en F) para la correlacion ambiental entre LT y MSC.

25



arp_ U

on: am on4 DR O 007

mm

— REEaE

s Lo
[HIEE ] 0m 0 HRI
I

e

i ]

Figura 2.4. En los graficos diagndsticos traceplots, presentados a modo de ejemplo, se puede

observar en G) el grafico de la varianza fenotipica para LT y en H) el de la varianza aditiva para LT.
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Figura 2.5. Estimaciones de minimo cuadrado del efecto AEP para cada variable respuesta, A) PL
en I/d; B) MSC incidencia; C) GT en g/d; D) PT en g/d; E) G% y F) P%. Las estimaciones son
referidas al primer nivel de cada variable clasificatoria en el modelo EPP, OPAR, TPC, DPPCL y

ELAC en ovejas Pampinta.
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Cuadro 2.5. Estimaciones de minimo cuadrado del efecto DPPCL para las variables PL (I/d), GT
(g/d), PT (g/d), G%, P% y MSC (incidencia). Las estimaciones son referidas al primer nivel de las

otras variables clasificatorias en el modelo ASP, EPP, TPC, OPAR y ELAC en ovejas Pampinta.

DPPCL PL GT PT G% P% MSC
1 0,691 43,4 57,7 4,72 6,06 0,069
2 0,602 37,6 51,8 4,73 6,07 0,070
3 0,592 37,3 50,8 4,92 6,13 0,052

DPPCL.: dias desde el parto al primer control lechero

Para el efecto ELAC, las estimaciones se observan en el cuadro 2.6. Este efecto fue
altamente significativo para PL, GT y PT, variables que mostraron un pronunciado incremento en la
medida que las lactancias fueron mas extensas.

En cuadro 2.7, se observan las estimaciones para la varianza genética aditiva (VGA),
ambiental permanente (VEp) y fenotipica (VP), desvio estandar aditivo (DEa), coeficiente de
variacion genética aditiva (CV%a), la heredabilidades (hz), la repetibilidades (r) y el error estandar
(e.e.) para las estimaciones de heredabilidad, obtenidas para cada una de las variables respuestas
bajo estudio. Las estimaciones de repetibilidades para los caracteres productivos fueron altas,
variando entre 0,42 y 0,51, en tanto que para MSC fue de 0,20. En tanto que las estimaciones de
heredabilidad resultaron intermedias a bajas, para los caracteres de produccion, variando entre
0,21 y 0,33, mientras que para MSC fue de 0,1. A su vez, MSC mostré mucha variacion genética

aditiva un 55%, en tanto que GT presentd la menor variacion genética aditiva con sélo un 25%.
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Cuadro 2.6. Estimaciones de minimo cuadrado del efecto ELAC para las variables PL (I/d), GT
(g/d), PT (g/d), G%, P% y MSC (incidencia). Las estimaciones son referidas al primer nivel de las

otras variables clasificatorias en el modelo ASP, EPP, TPC, OPAR y DPPCL en ovejas Pampinta.

ELAC PL GT PT G% P% MSC
1 0,691 43,4 57,7 4,72 6,06 0,069
2 0,983 64,2 75,3 4,90 6,08 0,071
3 1,091 71,3 82,1 4,77 6,05 0,101

ELAC: extension de lactancia

Las estaciones de correlaciones genéticas y fenotipicas entre las variables bajo estudio se
observan en cuadro 2.8. Las correlaciones entre PL, GT y PT resultaron altas con valores ente
0,92 y 0,98. Las correlaciones entre G% con PL y PT resultaron negativas, siendo las genéticas de
mayor valor (entre 0,26 y 0,28). Si bien las correlaciones fenotipicas entre MSC y los caracteres
productivos resultaron negativas, lo cual es favorable desde el punto de vista productivo, las
correlaciones genéticas resultaron todas positivas, indicando que una mejora en PL o GT,

aumentaria la incidencia de MSC.

Cuadro 2.7. Estimaciones de los componentes de varianza genética aditiva (VGA), ambiental
permanente (VEp) y fenotipica (VP), desvio estandar aditivo (DEa), coeficiente de variacion
2

genética aditiva (CV%a), heredabilidades (h®), repetibilidades (r) y error estandar (e.e.) para las

estimaciones de h? y r para las caracteristicas PL, GT, PT, G%, P% y MSC en ovinos Pampinta.

VA VEp VP DEa CV%a h2 R e.e.
PL 0,0235 0,0343 0,1131 0,0085 36,2 0,208 0,512 0,08
GT 110,46 138,17 538,74 40,918 37,0 0,205 0,462 0,07
PT 109,23 132,81 476,77 38,504 35,2 0,229 0,508 0,08
G% 0,1887 0,0489 0,5701 0,0465 24,7 0,331 0,417 0,08
P% 0,0332 0,0220 0,1299 0,0105 31,8 0,255 0,424 0,08
mMSsc 0,1334 0,1218 1,2552 0,0732 54,9 0,106 0,203 0,05
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Cuadro 2.8. Estimaciones de correlaciones genéticas aditivas (por encima de la diagonal) y
fenotipicas (por debajo de la diagonal) entre las caracteristicas PL, GT, PT, G%, P% y MSC en

ovinos Pampinta.

PL GT PT G% P% mMscC
PL 0,917 0,942 -0,259 0,147 0,183
GT 0,941 0,957 0,083 0,256 0,166
PT 0,978 0,952 -0,278 0,298 0,085
G% -0,078 0,221 -0,062 0,405 0,109
P% 0,222 0,261 0,370 0,155 0,055
MSC -0,150 -0,188 -0,180 -0,105 -0,182

2.4 Discusion

En el presente trabajo, se evaluaron distintos efectos clasificatorios y se realizaron
estimaciones de componentes de varianza y parametros genéticos para las siguientes variables:
produccion de leche (PL, I/d), contenidos de grasa total (GT, g/d) y proteinas totales (PT, g/d),
porcentaje de grasa (G%) y de proteinas (P%), y mastitis subclinica (MSC, presencia/ausencia).
Para ello, se emplearon modelos mixtos en una poblaciéon de ovinos Pampinta criados en la EEA
Anguil.

Los caracteres se vieron afectados principalmente por el efecto afio estacién de parto
(AEP), lo cual tendria relacion con la variacion ambiental del semi-arido de la region centro de la
provincia de La Pampa. En correspondencia con lo reportado para la raza Rambouillet por Ochoa
Cordero et al. (2007), y para la raza Frisona del Este por Kremer et al. (2015), la produccion
lechera aumenté con el numero de lactancia y el nimero de crias nacidas. En este sentido, Real
Ortellado (1999) encontrd que ovejas que criaban mellizos producian casi un 50% mas de leche
que aquellas que criaban un solo cordero.

En general, las estimaciones de heredabilidad y correlaciones genéticas para los

caracteres de produccion, se encontraron dentro de los rangos reportados por una reciente revision
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bibliografica de Carta et al. (2009). Para PL, se obtuvo una estimacion de heredabilidad de 0,22
que estd en concordancia con las reportadas previamente. Por ejemplo, Ligda et al. (2000)
reportaron una estimacion de 0,23 para la raza Chios con produccién acumulada a 180 d y Legarra
& Ugarte (2001) una h? de 0,20 para la raza Latxa con producciéon acumulada a 120 d. La
estimacioén fue levemente superior a la estimacién de 0,15 reportada por Hamann et al. (2004) en
la raza FE, de la cual Pampinta se origina, con un modelo del dia de produccion, y a la de 0,16
reportada por Ramon et al. (2006) con produccién acumuladas a 120 d en la raza Manchega. Estas
diferencias, pueden deberse por un lado a las distintas condiciones ambientales y de manejo en
que se encontraban los animales evaluados, y por otro a que fueron estudiados distintos grupos
genéticos.

Las estimaciones de heredabilidad para GT y PT fueron levemente superiores a las
obtenidas por Legarra & Ugarte (2001) para la raza Latxa y por Hamann et al. (2004) en la raza FE.
La heredabilidad estimada para G% resulté sustancialmente mayor en Pampinta que las estimadas
en las razas Latxa (Legarra & Ugarte, 2001), East Friesian (Hamann et al., 2004) y Manchega
(Ramén et al., 2006). En tanto que la estimada para P% fue intermedia a las obtenidas para Latxa
y FE, por Legarra & Ugarte (2001) y Hamann et al. (2004), respectivamente, y se asemejo el
estimado para la raza Manchega en lactancia de 150 d, mediante un modelo del dia de control
lechero (Serrano et al., 2001) y para la raza Manchega en lactancia acumulada a 120 d (Ramén et
al., 2006).

Para mastitis subclinicas la estimacion de heredabilidad fue 0,11 en ovejas Pampinta. Es
importante resaltar que para esta caracteristica no se han reportado previamente estimaciones de
heredabilidad. Esta resultd levemente inferior a las estimaciones para recuentos de células
somaticas, caracteristica que se usa para seleccionar indirectamente por resistencia a mastitis. Por
ejemplo, Barrilet et al. (2001) reportaron una h? de 0,15 en la raza Lacaune, en tanto que Riggio et
al. (2007) estimaron un valor de 0,14 para la raza Valle del Belice.

Las repetibilidades para las caracteristicas productivas resultaron entre 0,42 y 0,51
indicando que una observacioén fenotipica seria buena prediccion de la futura productividad, ya que

alrededor del 50% del caracter depende del componente genético mas del ambiente permanente.
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Las estimaciones fueron mayores que las reportadas por Ramoén et al. (2006) para la raza
Manchegas, y para P% reportada por Serrano et al. (2001). Esto podria ser explicado por el hecho
de haber trabajado en un solo predio, lo cual favorece la estabilidad del ambiente en el caso de
Pampinta. En tanto que para MSC, la repetibilidad resulté ser baja, 0,20, mostrando la gran
influencia ambiental en la determinacién de esta variable y posibilidad de evitarla manejando
correctamente el ambiente.

Todas las correlaciones genéticas estuvieron en los rangos presentados por Carta et al.
(2009) en una revision de nueve trabajos, salvo las correlaciones entre P% con GT y PT, que
resultaron en el presente trabajo positivas y en la revisién de Carta et al. (2009) el rango es
negativo. A su vez, las correlaciones fenotipicas fueron del mismo signo y orden que las genéticas
para los caracteres productivos (PL, GT, PT, G% y P%). Las correlaciones genéticas entre MSC y
los caracteres productivos fueron todas positivas, en tanto que las fenotipicas resultaron negativas.
Esto pone de relieve la importancia del manejo ambiental (nutricién, sanitario, y en general) que
favorece una mayor producciéon y también lograr una baja incidencia de MSC. Por Ultimo es
importante recalcar que en base a los resultados obtenidos, la seleccién por produccion sin
considerar la incidencia de MSC, incrementaria la incidencia de esta ultima por las correlaciones

genéticas positivas.

2.5 Conclusion

Las estimaciones de parametros genéticos indican que es posible seleccionar por
produccion de leche y composicion, y reducir la incidencia de MSC. La variabilidad genética aditiva
es suficiente como para emplear estas caracteristicas como objetivos y/o criterios de seleccién en
la mejora del ovino lechero Pampinta. Esto sin duda, sera una contribuciéon importante en los
sistemas ovinos lecheros nacionales. Por ultimo, cabe destacar una vez mas la importancia de
realizar estudios en poblaciones locales debido a que las estimaciones de los parametros
genéticos de caracteristicas de interés productivo varian segun la raza como se comprueba por las

diferencias observadas con los resultados reportados en la bibliografia.
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3 Caracterizacion de ovinos Pampinta por variabilidad genética en genes de
las proteinas de la leche

3.1 Introduccion

Pampinta es una raza sintética desarrollada en la EEA de Anguil, constituida en su origen
por % Frisona del Este (East Friesian, de Alemania) y 2 Corriedale. Presentando optimas
propiedades para la produccién en la region pampeana, se ha extendido en toda Argentina. Las
cabafias mas importantes se encuentran ubicadas en La Pampa (donde esta su nucleo fundador —
EEA Anguil) y en Buenos Aires. Aunque también las hay en Cérdoba, Entre Rios y Santa Fe, entre
otras provincias.

La lecheria ovina es una actividad reciente en Argentina. La produccion de leche
basicamente se destina a la elaboracion de quesos. La raza Pampinta al haber sido seleccionada
fenotipicamente hacia la raza Frisona del Este, una de las principales razas productora de leche en
Europa, tiene un importante acervo genético lechero. Pampinta y sus cruzas son ampliamente
utilizadas, constituyen alrededor del 43% de las ovejas en ordefie (Busetti et al., 2010). Sin
embargo, aun no se han realizado estudios de variabilidad genética para los genes que codifican
las proteinas de la leche en esta raza.

Dentro de las proteinas de la leche se encuentran dos grupos principales, las caseinas y las
proteinas del suero. En Pampinta, segun Busetti (2008, Comunicaciéon Personal) las caseinas
(CSN) representan un promedio de 74% de las proteinas totales. Es importante considerar que hay
diferentes caseinas codificadas por cuatro genes distintos: la ags (CSN1S1), la B (CSN2), la as,
(CSN1S2) y la K (CSN3). Estos genes se encuentran en el cromosoma 6 (Barrilet et al., 2005) y
estan estrechamente unidos (unas 250,000 bases), por lo cual, la unidad heredada se transmite en
forma de haplotipo. Las proteinas del suero representan en promedio el 17,6% del total de las
proteinas lacteas, la principal es la beta lacto-globulina. El gen que codifica esta proteina se

denomina LGB y se localiza en el cromosoma 3. Por otro lado, entre las proteinas que intervienen
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en los mecanismos de defensa inespecificos de la glandula mamaria, se encuentra la beta-
defensina que se purifica en leche. En ovejas, han sido descriptos dos tipos: beta-defensina 1 y
beta-defensina 2, codificadas por los genes SBD1 y SBD2, respectivamente, localizados en el
cromosoma 26.

La identificacién de la variabilidad genética en estas proteinas resulta de interés para
caracterizar el potencial productivo de una poblacién, pues se han reportado asociaciones entre los
genes que las codifican y la produccion de leche, como asi también con el rendimiento quesero y
con incidencia de mastitis. Entonces, por relacionarse con la produccion lactea tanto desde un
punto de vista cualitativo como asi también cuantitativo, la variabilidad genética de las principales
proteinas de la leche, CSN y LGB, ha sido en afios recientes, objeto de gran interés, tanto en
bovinos como en caprinos (Bonvillani et al., 2000; Caroli et al., 2007; Chessa et al., 2005; lkonen et
al., 2001; Ramunno et al., 2001). En ovinos, por el contrario la variabilidad genética de las
proteinas de la leche ha sido menos estudiada. En general, en las especies ovinas consideradas,
se encontré mayor variabilidad en las caseinas que en las proteinas del suero (Amigo et al., 2000).

La determinacion de alelos presentes en una poblacién genera informacion util para mejorar
caracteristicas productivas. Pues permite, mediante estrategias de seleccién, aumentar la
frecuencia de los alelos asociados favorablemente con las caracteristicas de importancia
productiva. En ovinos, los estudios reportados en la bibliografia, se han concentrado
principalmente en la variabilidad genética de tres caseinas (CSN1S1, CSN2, CSN3) y LGB, y su
influencia en las caracteristicas de produccion (Tetens et al., 2014). A la fecha, se han descripto
muchas variantes de cada una de ellas (ver Cuadro 3.1). Para los estudios de asociacion se
prefiere utilizar mutaciones puntuales, es decir causadas por el polimorfismo de un sélo nucledtido
(SNP). En CSN1S1 (Genbank NM 0011009795), Tetens et al. (2014) reportd varias mutaciones en
el exén 8, y determind que el alelo CSN1S1-C es el predominante (C>T posicién 602,), en tanto
que los alelos CSN1S1-A (G>A posicion 82 y C>T posicion 602), CSN1S1-D (G>A posicidon 248) y
CSN1S1-H (delecion de tres nucledtidos en exén 8 y un nucledtido en intrén 8) son raros. En
relacion a la B caseina (CSN2) (Genbank X16582), el alelo CSN2-A (A>G posicidon 596) fue el mas

frecuente (Tetens et al.,2014). Para la K caseina (CSN3) (GenBank NM 0011009378), Tetens et al.

37



(2014); no encontraron variacion en las razas ovinas estudiadas. Sin embargo, en razas italianas
en el exdén 4 Ceriotti et al. (2004) reportaron la presencia de dos alelos (C y T) por una mutacion
puntual (C>T) en posicion 443 y Feligini et al. (2005) también describe el cambio de C>T en
posicion 237 en otras razas italianas (GenBank NM 001009378.1).

El polimorfismo estudiado para el LGB es mas consistente en la bibliografia, ya que todos
los trabajos publicados describen la variacién A y B que corresponde al cambio C>G en posicién
1684 del exdn 2 (GenBank X12817.1); y ha sido caracterizado en muchas razas (Elmaci et al.,
2005; Barrilet et al., 2005; Mohammadi et al., 2006; Corral et al., 2010; Tetens et al., 2014; Chesa
et al., 2010; Feligini et al., 2005). A nivel de la proteina lactoglobulina, los estudios de asociacién
entre las distintas proteinas LGB en los rasgos de produccidon de ovejas han dado resultados
diferentes (Recio et al., 1997; Bolla et al., 1989; Garzén et al., 1992; Mohammadi et al., 2006).
Algunos genotipos (BB) se han asociado con un mayor rendimiento de leche, mientras que otros
(AA y AB) parecen ser superiores en contenido de proteina y caseina, como asi también en
rendimiento de cuajada (Bolla et al., 1989; Garzon et al., 1992). Segun Giambra et al. (2010) las
proteinas variantes LGB-A y LGB-B estan presentes en todas las razas estudiadas, pero la
variante LGB-C, un subtipo de la variante LGB-A con un unico intercambio de aminoacidos de Arg
con Glu en la posicion 148 (Erhardt et al., 1989), resulta ser especifico para la raza Merino (Barrilet
et al., 2005). Por otro lado, dentro de los mecanismos de defensa inespecificos de la glandula
mamaria, el gen SBD2 se describid asociado a un recuento elevado de células somaticas en leche
en bovinos (Ryniewicz et al., 2002). En la raza Valle del Belice, el gen SBD2 presenta un
polimorfismo gendémico (Gigli, comunicacion personal), por lo que su estudio resultaria de interés
como posible marcador de resistencia/susceptibilidad a mastitis.

Por lo explicado anteriormente, el objetivo general del presente trabajo fue describir la
variabilidad genética para las proteinas de la leche en ovinos Pampinta. Los objetivos especificos
fueron: 1.- obtener frecuencias génicas y genotipicas en ovinos Pampinta para CSN1S1, CSN2,
CSN3, LGB y SBD2 en mutaciones reportadas previamente para otras razas; 2.- estimar la
frecuencia de los haplotipos para los genes de las caseinas y 3.- evaluar si existe estructuracion

poblacional entre la Cabafia Pampinta y las Cabafas privadas, que seran consideradas sub-
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poblaciones de la poblaciéon nacional de Pampinta. Debido a que en otras razas ovinas, se han
encontrado asociaciones entre las variantes de los genes mencionados con producciéon de leche y
de queso, los resultados de la presente investigacion permitirian evaluar el potencial de produccion

lechero a partir de las frecuencias de alelos.
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Cuadro 3.1. Resumen de las variaciones para las caseinas (CSN1S1, CSN2, y CSN3) y el gen

lacto-globulina (LGB) reportadas en la literatura.

Razas Referencia
CSN1S1 CSN2 CSN3 LGB
N . 1 Elmaci et al.,
Kivircik, Gokgeada, Sakiz A B
2005
Lacaune, Manech, Massa, .
. 1 Barrilet et al.,
Sarda, Churra, Merino, A B
2005

Manchega, Segurena

Ghezel, Arkharmerino, Makoii,
Moghani, Afshari, Iranian

Mohammadi et
Karakul, Oparineski, Merino A, B'

Saveski, Russian Karakul, al., 2006

Finnish Landrace, Cross

Merino A G A B' Corral et al.,
' ’ 2010

Blndner Oberléander, o3 28 G8 X° ATO A B

Engadine Red T ’

Lacaune AL, C,H A G,X A A, B’

Swiss Black Brown Mountain A, B, D’ A, G, X A A, B' Tetens et al,

Swiss Mirror A, C A, G, X A A, B 2014

Swiss White Alpine A C A G, X A A, B’

Valais Blacknose, Valais Red C A G A A, B’

Massese, Zerasca A G, X

Garfagnina A G, X, Y"® Chessa et al,

Pomarancina A G 2010

Pag, Sarda, Pramenka c,T® Feligini et al.,

2005
Sarda, Comisana, coT™ A GP c T Ceriotti et al.,
Sopravissana ' ’ ’ 2004

'exon 2 posicién 1684 (C >G) GenBank X12817.1; “exon 7 posicién 12099 (A>G) GenBank X79703; “variante
C, exén 8 602 (C>T) posicion GenBank NM 001009795; “variante A (C>T) posicion 82 y (C>T) posicion 602
GenBank NM 001009795; °variante H, reemplazados por insercion de 13 nucledtidos, delecion de 3
nucledtidos en exén 8 y 1 nucledtido en intrén 8, mas (7C>T) posicion 602 GenBank NM 001009795; bvariante
B, posiciéon 82 (C>T) GenBank NM 001009795; ‘variante D 602 (G>A) posicion 248 GenBank NM
001009795; ®variantes A, G posicién 592 (A>G) GenBank X16482; ®variante X posicié631 (C>A) GenBank X
16482; Ovariante A Genbank NM 001009378; "posicién 663 (T>C) GenBank X03237; posicion 12029 (A>G)
GenBank 79703; "®exén 4 posicién 237 (T>C) GenBank X51822; "posicion 443 (C>T) GenBank X51822; y
®mutacion silenciosa (G>A)
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Diseno experimental y extraccion de ADN

Se obtuvieron muestras de sangre de 201 ovinos Pampinta; 177 de la Cabafa de la EEA
Anguil (156 hembras y 21 machos), denominados, para este estudio, sub-poblacion A y 24 machos
de cinco Cabafas privadas ubicadas en provincia de La Pampa y Buenos Aires, denominados sub-
poblacién B. A cada animal, se le extrajo 15-20 ml de sangre de la vena yugular, colectandose en
un tubo con EDTA 0,2 M como anticoagulante y refrigerados hasta el traslado al laboratorio de la
EEA Anguil. En el laboratorio, las muestras se conservaron a -20°C hasta su procesamiento. La
extraccion y purificacion de ADN se realizé6 por membrana de silica (Axygen Biosciences, Union

City, CA, USA).

3.2.2 Analisis moleculares

El gen CSN1S1 se tipific6 mediante la metodologia PCR-SSCP descripta por Ceriotti et al.
(2004), analizando el polimorfismo T>C en la posicion 15926 (acceso GenBank: JN560175.1) del
exén 17 (correspondiente a la posicion 663 de la secuencia el ARNm X03237). El polimorfismo del
gen CSN2 (A>G posicion 12029, acceso Genbank: X 79703.1) en exon 7 se determiné a través de
la metodologia de PCR-SSCP descripta por Ceriotti et al. (2004). CSN3 se identificé el SNP C>T
posicion 443, acceso GenBank: X51822; (Feligini et al., 2005), mediante la técnica PCR alelo
especifico y pirosecuenciacién. En este ultimo también se identific6 el SNP T>C posicion 237
(Ceriotti et al., 2004). Para analizar por piro secuenciacion los dos SNPs del gen, fueron necesarios
tres cebadores: un forward, un reverse y uno interno de secuenciacién. El primer forward tuvo que
tener una marca de biotina en el extremo 5'para su purificacion. Los cebadores fueron los
siguientes, posicion 1: K-cas_ SNP1-F Biotina-5- TCCCAATTCAGTATGTGCTGAGTA -3°; K-

cas_SNP1-R  5- TTGAAGAGTTTGGGCAGGTGA - 3 K-cas_SNP1_Interno 5'-
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TAATTGAGTCCATAACTAGG -3". Posicion 2: K-cas_SNP2-F Biotina-5"-
ACGTCACCCACACCCACATTTA-3"; K-cas_SNP2-R 5- TTCACTACTGCTTCGGTGGTAGG- 3
K-cas_SNP2_Interno 5-GGTGGAATGGCCATA-3". Siendo las secuencias a analizar para el
SNP1: AIGTACCTACTCAG y para el SNP2: AATG/AATAAATGTGGG. La PCR fue llevada a cabo
con un volumen total de 50 pl, el cual contenia 3 yl de ADN, 10 pl de buffer, 4 yl de dNTPS (2mM),
2 ul de cebadores, 31 yl de agua, 0,2 yl de DNA polimerasa. La amplificaciéon se realizé con una
desnaturalizacion inicial de 95° por 10 minutos, seguido de 30 ciclos de 15 segundos a 95°c, 30
segundos a 58°c, 1 minuto a 72° y extension final de 10 minutos a 72°. Los productos de PCR
fueron corridos en un gel de agarosa tefiido con Gelred (Genbiotech) para su comprobacion de
amplificacion. La genotipificacion fue realizada mediante el empleo del pirosecuenciador
automatico PSQ® 96 MA (Pyrosequencing AB, Uppsala, Suecia) utilizando una placa de unién con
20 pl del producto de PCR, 40 pl de Buffer, 3 yl de sefarosa y 17 ul de agua, y una placa de
reconocimiento con 45 ul de buffer y 0,135 ul de cebadores internos, colocandose en la
termocicladora por 2 min a 80°c. La lectura automatica se realizé utilizando el software informatico
PSQ® 96 MA 2.1.1 (Pyrosequencing AB, Uppsala, Suecia). El gen LGB se estudidé mediante la
metodologia RFLP-SSCP descripta por Feligini et al. (1998), identificando los alelos A y B por el
cambio T>C de la posicion 1684 del exdn 2 (Genbank X12817.1),

Para tipificar el gen de la SBD2 se desarroll6 un método basado en PCR-RFLP. Las
secuencias para los genes SBD1 y SBD 2 (U75251 y U75252. GenBank) fueron alineadas
mediante el programa descripto por Duret et al. (1994) para identificar las regiones variables entre
ambos genes. Luego se procedio al disefio de los cebadores especificos para SBD2 utilizando el
programa Primer-BLAST (NCBI). Se amplific6 un fragmento de 215 bp del exdén 2 del gen
(cebadores directo 5 GCAGGTGCCCTAGACA y cebador inverso 5'ATG ACC AGT GGG CAA
GAT TC3') que incluia el polimorfismo G>A posicion 1756 del exdén 2. Para identificar el
polimorfismo se selecciond la enzima de restriccion Rsal mediante un estudio in silico utilizando el
programa NEB cutter V2.0 (Vincze et al, 2003). Se tomaron algunas muestras para su
secuenciacion por electroforesis capilar, utilizando la técnica de Sanger & Nicklen (1977) como

control de la metodologia utilizada..
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Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se llevaron a cabo en un volumen de
reaccion de 25 microlitros finales, conteniendo 50 ng de ADN molde, 1x de buffer de reaccion, 5
pmol de cada primer, 0,16 mM de dNTP, 1,5 mM de MgCI2 y una unidad de Taq polimerasa. Los
fragmentos obtenidos se evaluaron en un gel de agarosa tefiido con Gelred (Genbiotech, Bs As,
Argentina), utilizando un transiluminador de LUZ UV. En los casos de CSN1S1 y CSN2, los
productos de amplificacién se discriminaron en geles de poliacrilamida (30%) con tincion de nitrato

de plata luego de la desnaturalizacion de los mismos (Benbouza et al., 2006).

3.2.3 Analisis estadisticos

Las frecuencias génicas y genotipicas para cada locus se determinaron por conteo directo,
y el Equilibrio de Hardy-Weinberg para cada locus dentro de cada sub-poblacion se evalud
utilizando el test exacto de Fisher (Weir & Cockerham, 1996) con el programa GENEPOP versién
4.6 (Rousset, 2008). La estructuracion (diversidad) genética entre sub-poblaciones, se evalud
mediante los estadisticos F de Wright (Wright, 1969). Estos parten el coeficiente de endogamia de
una poblacién subdividida, estimando el estadistico F, que corresponde a la endogamia total, el
estadistico Fis, que mide la subdivision intra-poblacional y el Fsr, que mide la subdivision

poblacional, los que se basan en las siguientes formulas:

F|'|'= (HT-Hl)/HT F|S= (HS-H')/HS FST= (F|'|'-F|S)/ (1‘F|S)

Donde HT se refiere a la heterocigosidad esperada en la poblacion total, HI es la heterocigosidad
promedio observada en un grupo de poblaciones y HS es la heterocigosidad promedio esperada
de cada poblacion. Estos calculos se realizaron usando el programa GENEPOP version 4.6
(Rousset, 2008), bajo la hipdtesis nula “los genotipos tienen la misma distribucion en todas las
poblaciones”. A su vez, se complementé el estudio de la diversidad genética y la diferenciacion
relativa entre las sub-poblaciones con las estimaciones de los estadisticos de heterocigosidad (Hr)

y diferenciacion génica (Gst) propuestos por Nei (1973) y distancia génica (D y DA) por Nei (1983)
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mediante el programa DISPAN (Ota, 1993). Tanto los estadisticos Wright como los de Nei fueron
estimados para cada locus y a nivel global. Para el calculo de los p-valor fueron utilizadas las
férmulas segun Weir et al. (1996). El analisis se completd con la estimacién de los haplotipos para
los genes de las caseinas en estudio, ass, B ¥ K, mediante el programa PHASE (Stephens et al.,

2001).

3.3 Resultados

En el Cuadro 3.2 se presentan las frecuencias alélicas y genotipicas observadas, como asi
también, los valores de significancia (p value) de las pruebas del equilibrio de Hardy-Weinberg para
cada locus estudiado, dentro de cada una de las sub-poblaciones, Cabafia EEA Anguil y Cabafas
Comerciales de ovinos Pampinta.

Los genes CSN1S1, CSN2, CSN3, y LGB mostraron polimorfismo, si se toma como criterio
que el alelo mas frecuente sélo representa hasta un 95% (Ott, 1999). En cambio, SBD2 no se
puede considerar polimorfico, ya que el alelo SBD2-A se encontré en muy baja frecuencia. Es por
esta razdon que se decidid excluir este gen del analisis en la sub-poblacion Cabanas. Las
frecuencias alélicas para los otros genes se han observado en igual distribucion entre todas las
sub-poblaciones estudiadas. No se observaron individuos con el genotipo GG para CSN2, aunque
hubo una alta proporcion de heterocigotas. Para disminuir errores de técnica, no sélo se realizaron
duplicados o triplicadas de los genotipados. Ademas, algunos animales fueron secuenciados, lo
que evidencié una total consistencia en los resultados obtenidos.

La prueba exacta de Fisher indicé que, en general, los genes en las sub-poblaciones se
encontraron en equilibrio HW; siendo la excepcioén los loci CSN1S1 (p<0,0001) y CSN2 (p<0,0001)
en la sub-poblacion Cabafia Anguil y el locus LGB (p<0,0151) en la sub-poblacién Cabafas
Comerciales, que presentaron desvios significativos con respecto a las proporciones teéricas hacia
el exceso de heterocigotas. A nivel global, considerando ambas sub-poblaciones de manera

conjunta, se destacé un exceso de heterocigotas en CSN1S1 (p<0,0001), CSN2 (p<0,0001), y
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CSN3 (p=0,0307) que generd un desvio de la frecuencias esperadas segun el equilibrio HW, en

tanto que LGB no mostraron desvios significativos (p=0,5249).

Cuadro 3.2. Frecuencias genotipicas observadas (fGo), frecuencias alélicas (fA), valor p para el
equilibrio de Hardy-Weinberg (p Eq.HW) estimadas en la poblacion EEA Anguil y Poblacién

Cabanas, para los loci CSN1S1, CSN2, CSN3, LGB y SBD2.

Sub-Poblacién A Sub-Poblacion B
fGo fA p Eq.HW fGo fA p Eq.HW Total
CcC 0,01 0,34 0,17 0,50 5
CS:”S CT 0,66 <0,0001 0,66 0,2154 76
TT 0,33 0,66 0,17 0,50 34
Total 91 24 115
AA 0,39 0,70 0,46 0,73 46
CSN2 AG 0,61 <0,0001 0,54 0,1375 67
GG 0,00 0,30 0,00 0,27 0
Total 89 24 113
CcC 0,69 0,84 0,82 0,91 140
CSN3 CT 0,30 0,2564 0,18 0,9999 57
TT 0,01 0,16 0,00 0,09 2
Total 177 22 199
AA 0,28 0,56 0,37 0,50 34
LGB AB 0,55 0,3899 0,25 0,0151 55
BB 0,17 0,44 0,38 0,50 24
Total 89 24 113
AA 0,00 0,02 0
SBD2 AG 0,05 0,9999 2
GG 0,95 0,98 39
Total 41 41

En el cuadro 3.3, se presenta la diversidad genética para Pampinta, estimadas para los
estadisticos de Wright (Fis, Fst ¥ Fir) y Nei (Gst y Hy) a partir de la informacion obtenida de los
genotipados de las proteinas de la leche bajo estudio. Las estimaciones de Fst y Gst globales, que
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resultaron iguales (0,0109), indicaron un bajo nivel de variacion entre las sub-poblaciones de
Pampinta para las proteinas de la leche, explicando la varianza interpoblacional el 1% de la
variacion total. En coincidencia con este resultado, la distancia estandar (D) de Nei fue -0,0038
(con un error estandar igual a 0,0092) y la distancia DA resulté 0,0053. La falta de diferenciacion,
también se reflejé a nivel de cada locus estudiado, como se puede apreciar en las estimaciones
obtenidas que figuran en el Cuadro 3.3. A nivel global, las estimaciones de los parametros Fis y Fit
indicaron que las sub-poblaciones y poblacién se desviaron significativamente de las condiciones
de equilibrio HW (p<0,05), con exceso de heterocigotas. A nivel de los loci, se observé que los
genes CSN1S1 y CSN2 presentaron un exceso en el numero de animales heterocigotas (p<0,05).
En tanto los otros loci, las estimaciones fueron cercanos a cero, indicando que las proporciones
genotipicas de sub-poblaciones y poblacion se ajustaron a las proporciones esperadas segun HW.
En relacion a la heterocigosidad (Hy), las estimaciones evidenciaron altos niveles de diversidad
genética, tanto a nivel global como para los loci. Con la excepcién del locus CSN3 debido a que las

frecuencias génicas estimadas estuvieron cercanas a cero y a uno.

Cuadro 3.3. Estimaciones de los estadisticos de Wright (Fis, Fst ¥ Fi1) y Nei (Gst y Hy) para cada

locus y a nivel global en las muestras de las sub-poblaciones Anguil y Cabafias para la raza

Pampinta.

Loci N Fis Fsr Fir Gsr Hy
CSN1s1 115 -0.4301 0.0453 -0.3653 0.0263 0.4872
CSN2 113 -0.4152 -0.0052 -0.4226 0.0011 0.4076
CSN3 199 -0.1027 0.0074 -0.0945 0.0112 0.2188
LGB 113 0.0257 -0.0073 0.0186 0.0036 0.4982
SBD2 39 -0.0127 - - - -
Global -0.2352 0.0109 -0.2222 0.0109 0.4029

P-valor para Fs: CSN1S1: 0,1512; CSN2: 0,7567; CSN3: 0,3893; LGB: 0,3238; Global: 0,3765. No se
observan diferencias significativas entre los grupos

Las frecuencias esperadas para los haplotipos de los loci de las caseinas CSN1S1, CSN2,
CSN3 se observan en el Cuadro 3.4. Las mismas fueron estimadas mediante el programa PHASE,
asumiendo que los loci estaban a distancias de 19600 (CSN1S1-CSN2) y 186000 (CSN2-CSN3)

pares de bases, y sin emplear relaciones de parentesco entre los individuos. El haplotipos
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CSN1S1-T, CSN2-A, CSN3-C (TAC) resulté el mas frecuente, y los cuatro (TAC, CAC, TGC, TAT)

haplotipos mas frecuentes representaron el 75% de los haplotipos esperados.

Cuadro 3.4. Frecuencias esperadas de los haplotipos para las caseinas CSN1S1, CSN2, CSN3 en

la poblacion Pampinta estimados mediante el programa PHASE. N = 115.

Haplotipos Frecuencias EE
TAC 0,337 0,021
CAC 0,186 0,020
TGC 0,132 0,018
TAT 0,115 0,017
CGC 0,086 0,019
CAT 0,068 0,015
TGT 0,042 0,013
CGT 0,034 0,013

3.4 Discusion

En el presente estudio se caracterizé el polimorfismo de cinco loci de genes de proteinas de
la leche en la raza Pampinta, a partir de muestras tomadas en seis cabafas: EEA Anguil y cinco
Cabaneros distribuidos en provincias de La Pampa y Buenos Aires. Si bien se las podria
considerar a un mismo nivel, la historia de la raza, en todas las cabafias que existen en la
actualidad, indica que su origen fue en la EEA Anguil a fines de los afios 70. A partir de este grupo
fundador, al principio lentamente, pero en los 90 de manera muy intensa, las Cabanas incorporaron
recursos genéticos desde EEA Anguil. Al inicio, madres y padres, y entre 2006 a 2012 solamente
padres, y en los ultimos afios casi no ha habido flujo génico entre EEA Anguil y estas cabanas, asi
como tampoco a otras. Esto es asi debido a que los cabaferos estan organizados en la Asociacion
Argentina de Criadores de Pampinta (AACP), y son los responsables de mantener el pedigri y la
promocion de la raza. Por lo tanto, el INTA, al ser una institucién publica, decidié no intervenir en la
esfera privada que compete a la AACP y sus cabafieros.

Casi todos los loci analizados (CSN1S1, CSN2, CSN3, y LGB) resultaron bialélico y

polimérficos, si consideramos el criterio expresado por Ott (1999), un locus es polimoérfico cuando

47



el alelo mas frecuente esta presente hasta un 95%. Por lo cual, el locus SBD2 cuyo alelo mas
representado (SBD2-A) tuvo una frecuencia de 0,976 y que a su vez presento niveles muy bajos de
diversidad genética, no puede ser considerado polimoérfico. En el resto de los loci, los alelos
CSN1S1-T, CSN2-A, CSN3-C, LGB-A resultaron ser los mas abundantes. Aunque en los ultimos
afios no hubo flujo genético entre la Cabafia EEA Anguil y las Cabafias comerciales, las
frecuencias alélicas intrapoblacionales fueron muy similares, por lo que no se observo
estructuracion poblacional, considerada a través de los estadisticos Fst y Gst, cuyas estimaciones
resultaron muy cercanas a cero. La estimacion de distancia genéticas de Nei confirmé los
resultados anteriores.

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que para el locus CSN1S1, en la
raza Pampinta el alelo CSN1S1-T fue el mas frecuente. La mutacién produce un cambio de
aminoacido treonina en la posicion 186 del aminoacido en la proteina madura, por isoleucina
(Ceriotti et al., 2004). Este resultado coincide con el reportado por Ceriotti et al. (2004) en razas
Comisana y Sopravissana. Esto llevé a Ceriotti et al. (2005) a proponer que la variante CSN1S1-C
seria la variante ancestral. Alternativamente, la alta frecuencia del alelo CSN1S1-C en las razas
bajo estudio podria ser consecuencia del efecto de la seleccion, ya que la misma estaria asociada
positivamente con el contenido de proteina total y con caseinas como observaron a nivel proteico
Pirisi et al. (1999); y Amigo et al. (2000). Podria deberse que la variante CSN1S1-T sea la mas
frecuente (0,63) en Pampinta por un efecto fundador y por el no haber sido seleccionada por
produccion de leche, o por produccion de queso. A su vez, entre los cuatro haplotipos mas
frecuentes, sélo uno tiene el alelo CSN1S1-C. Consecuentemente, si el alelo CSN1S1-C también
estuviera relacionado en esta raza con produccion de proteinas totales y caseinas en Pampinta,
como han reportado Pirisi et al. (1999) y Amigo et al. (2000) para otras razas, existiria la posibilidad
de mejorar la produccién por seleccion asistida por marcadores. Mas aun, al estar el alelo
CSN1S1-C en baja frecuencia, se podria esperar una importante respuesta al incluir esta
informacién en un programa de mejoramiento. Futuros estudios de asociacién podrian confirmar o

descartar esta hipotesis.
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Para el locus CSN2, alelo CSN2-A se observé una frecuencia de 0,70. Chessa et al. (2010)
argumentaron que la variante CSN2-A podria ser considerada ancestral en base a trabajos de
alineacién de secuencias realizado en otras especies. Con respecto a CSN3, el alelo mas
frecuente en Pampinta fue CSN3-C (0,85). Este alelo también fue reportado como el mas frecuente
por Ceriotti et al. (2004) y Feligini et al. (2005) en cuatro diferentes razas de ovejas Italianas.

En relacion a LGB, en Pampinta la frecuencia de LGB-A fue de 0,54. Este valor concuerda
con la mayoria de los trabajos publicados (ver cuadro 3.2) que han reportaron a LGB-A como el
alelo mas frecuente. Como por ejemplo, Corral et al. (2010) en la raza Merino, Maioli et al., (1998)
en varias razas italianas y Elmaci et al.,, (2005) en razas de ovejas turcas nativas. Aunque,
Mohammadi et al. (2006) indicaron que si bien el alelo LGB-A seria el mas frecuente, el genotipo
LGB-AB seria el mas prevalente en la mayoria de las razas ovinas. Esto no se observé en la raza

Pampinta.

3.5 Conclusion

Este es el primer estudio de polimorfismo genético en ovinos de raza Pampinta. Nuestros
resultados muestran que la raza presenta polimorfismo para los genes de las proteinas de la leche
bajo estudio. Los nucleos genéticos de la EEA Anguil y de las cabafias son aun cercanos para
estos genes, presentando heterocigosidad; los desvios del equilibrio HW son hacia un exceso de
heterocigotas. Algunas frecuencias alélicas coincidieron con las reportadas en la bibliografia para
otras razas, y algunos alelos se encontraron con frecuencias diferentes. Esto pone de relieve la

importancia de realizar estudios en las poblaciones locales.
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4 Estimacion de la asociacién entre polimorfismos genéticos de las

proteinas de la leche con caracteristicas de produccion de lechera y mastitis
subclinica

4.1 Introduccion

El interés por la leche de oveja en nuestro pais comenzo a principios de los afios
'80. La mayoria de los tambos utiliza animales de las razas Frisona del Este (FE), Pampinta y sus
cruzas. Tomando en consideracién el rendimiento quesero de la leche de ovinos, uno de los
objetivos de la actividad es desarrollar un emprendimiento, de pequefia a mediana escala, para
competir con los productos bovinos. Muchos de los productores comercializan sus productos en
forma local o regional (Busetti & Suarez, 2010). La actividad, sin embargo, entré en un circulo
vicioso, en el que 4 o 5 productores entran a la actividad cada afo y una misma cantidad la deja.
Esto es deberia fundamentalmente, segun Bettinoti (2005) a diferentes tipos de barreras:
genéticas, financieras, tecnolégicas y a una comercializacion no ordenada. Aunque, también
existen barreras de idiosincrasia. Sin embargo, Argentina tiene ventajas comparativas en relacion
a otros paises, que deberian hacer viable y rentable la produccién lechera de ovinos, en especial

en pequefos y medianos productores.

Las variantes genéticas de las proteinas de la leche pueden tener efecto en la
produccion y la composicion de la misma, lo que causa gran interés debido a las aplicaciones
tecnoldgicas que implica (Amigo et al., 2000). Se han descripto un gran nimero de asociaciones
entre los polimorfismos de las proteinas de la leche con caracteres productivos (ver cuadro 4.1). En
LGB (GenBank X 12817.1) Corral et al. (2010) y Ramos et al. (2009) reportaron una mutacion en el
exon 2 (C>G) en la posicion 1684; mientras que Dario et al. (2005; 2008) y Triantaphylopoulos et
al. (2016) reportaron la mutacion puntual en el exén 2 (T>C). En relacion a CSN1S1 (GenBank JN

560175.1) Ramos et al. (2009) reportdé una mutacion ene | exén 17 posicion 15926 (T>C). En CSN2
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(GenBank X 70703) Corral et al. (2010) reporté una mutacion en el exéon 7 posicion 12099 (A>G).
Sin embargo, los estudios de asociacion entre los polimorfismos de las proteinas de la leche y las
caracteristicas de produccidén y composicion han tenido resultados opuestos en distintas razas
ovinas (Amigo et al., 2000; Barrilet et al., 2005). A su vez, algunos autores no han encontrado
asociaciones entre los polimorfismos de las proteinas y las caracteristicas de la produccién (Staiger

et al., 2010).

Diversos autores han estudiado los polimorfismos genéticos de las proteinas de la
leche ovina y sus asociaciones con caracteres productivos. Tal es el caso del polimorfismo de la
Lactoglobulina (LGB), Giambra et al. (2014) en ovinos FE reportaron que animales con genotipo
AB tuvieron mayor produccion de leche, pero con bajos porcentajes de grasa y proteina, en
comparacién con animales BB. Por otra parte, Garzén & Martinez (1992), encontraron en ovejas
Manchegas heterocigotas un mayor contenido de proteina. Gigli et al. (2007) reportaron que el
genotipo BB de LGB en ovejas del Valle del Belice, es el menos favorable en términos de
resistencia a mastitis. Por otro lado, Triantaphylopoulos et al. (2016) encontré6 mayor numero de
células somaticas en leche en el genotipo AA en comparacién con el AB, pero no con el BB en
razas Chios y Karagouniko. En tanto que Mroczkowski et al. (2004) determinaron que animales
Polish Merinos con este genotipo BB producia un alto porcentaje de grasa y proteina. Por otra
parte, Mele et al. (2007) y Recio et al. (1997) no identificaron asociaciones entre polimorfismo

genéticos de la LGB y caracteres lecheros, en las razas Merino y Lacha, respectivamente.

Giambra et al. (2014) y Mroczkowski et al. (2004), para el genotipo CC de la
caseina alpha s1 (CSN1S1), reportaron mayor produccion de leche, grasa y porcentaje de grasa,
en tanto que los genotipos AA y DD se los asoci6 con baja produccion de grasa y proteina. Para la
beta caseina (CSN2) no se hallaron efectos significativos como los reportados por Corral et al.
(2010) en Merinos espafoles, donde el genotipo GG se asocié a un mayor rendimiento lechero y el
genotipo AA, a mayor porcentaje de grasa. Dagnachew et al. (2014) demostré que los haplotipos
(H1, H2, H3, H4 y H5) de kappa caseina (CSN3) estan asociados con altos porcentajes de proteina

en la raza de cabras lecheras Noruegas.
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Diferentes aproximaciones metodoldgicas han sido empleadas, en el curso de las
ultimas tres décadas, para estimar el efecto de un determinado marcador posiblemente asociado a
genes cuantitativos de caracteres de interés comercial. Por ejemplo, el uso de los genotipos para
un determinado marcador molecular en un contexto de ANOVA o regresion. Sin embargo, esto
desconoce la existencia de relaciones de parentesco entre los individuos de una poblacion. En
otras palabras, la existencia de covarianza entre los individuos, lo cual genera al ignorarlas
asociaciones espurias. Por este motivo, Aulchenko et al. (2007) proponen realizar la estimacion en
dos etapas: 1) mediante un modelo mixto que considera las relaciones de parentesco pero no
marcador molecular, se realiza una prediccidon para cada observaciéon y se obtiene el residuo; 2)
sobre el residuo, ahora ajustado por los efectos fijos y de parentesco, se realiza una estimacion
mediante regresion en cada uno de los marcadores. Esto es lo que Aulchenko et al. (2007) llaman

GRAMMAR.

El objetivo de esta investigaciéon fue estimar la asociaciéon entre los polimorfismos
LGB y caseinas (CSN1S1, CSN2 y CSN3), identificados en el capitulo anterior, con la produccion
de leche (PL), grasa total (GT), proteina total (PT), porcentaje de grasa (G%), porcentaje de
proteinas (P%) e incidencia de mastitis subclinicas (MSC) mediante la metodologia propuesta por

Aulchenko et al. (2007).
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Cuadro 4.1. Resumen de las asociaciones entre genotipos para proteinas de leche y su efecto en

caracteres productivos segun datos reportados.

Genes genot. efectos razas método Autores
BB' mayor PL y
menor P% Merino
~ ANOVA  Corral et al. (2010)
AA! mayor G% Espariol

y P%

AA? mayor GT Altamurana ANOVA  Dario et al. (2005)

Serra da
; Estrella y
AA menor PL White and
LGB Black ANOVA Ramos et al.
! (2009)
Merino
AA' mayor PT Merino
2 menor PL, .
BB GT, PT Leccese ANOVA  Dario et al. (2008)
AB? mayor PL ) )
Chios- rearesion Triantaphylopoulos
AAZ g\;yor GTy Karagouniko "9 et al. (2016)
(o]
3 Serra da Ramos et al.
CSN1S1 cC mayor PL Estrella ANOVA (2009)
GG* mayor PL )
CSN2 aai mayorGTy E“ii!',l& ANOVA  Corral et al. (2010)

PT
'exon 2 posicion 1684 (C>G) GenBank X12817.1; Z exén 2 (T>C) GenBank X12817.1; ° exon 17 posicion
15926 (T>C) GenBank JN 560175.1; *exon 7 posicion 12099 (A>G) GenBank X79703.
PL: produccion de leche; G%: porcentaje de grasa; P%: porcentaje de proteina; PT: contenido total de
proteina; GT: contenido total de grasa

4.2 Materiales Y Métodos

4.2.1 Animales:

Debido a restricciones presupuestarias, se tom6 una muestra de 70 ovejas para
realizar los andlisis de asociacion en general. En tanto que para CSN3, luego del primer muestro,
se aumento en 80 el numero de animales muestreados, haciendo un total de 150. Esto ultimo se
realizé tomando en consideracion la importancia de la proteina para la elaboracién de quesos, y la

necesidad de tener representados todos los genotipos para futuros estudios.

57



4.2.2 Muestreos:

ADN y Analisis moleculares:

Se utilizé la informacién obtenida en el capitulo 3.

4.2.3 Analisis Estadisticos:

El estudio de asociacion se realizé de acuerdo a lo propuesto, desde el punto de
vista metodolégico, por Aulchenko et al. (2007). Se realizé una estimacién de valores de cria y de
los efectos en el modelos para las siguientes caracteristicas: produccién de leche (PL), grasa total
(GT), proteina total (PT), porcentaje de grasa (G%), porcentaje de proteinas (P%) y la incidencia
de mastitis subclinicas (MSC). Estas estimaciones se realizaron empleando los modelos
identificados y las estimaciones de componentes de varianza realizadas en el capitulo 3,
empleando el programa WOMBAT (Meyer, 2007). Una vez realizadas las estimaciones, se predijo
el residuo de cada observacién como el valor fenotipico observado menos la prediccion realizada
por el modelo. Como hubo observaciones repetidas, para cada individuo con genotipo se tomd
para el analisis el promedio de los residuos predichos. Para cada uno de los genes evaluados
(LGB, CSN1S1, CSN2 y CSN3), se estimo el efecto de sustitucion empleando regresiones lineales
simples de los genotipos en los residuos promedios. Con lo cual, el modelo de regresion empleado
fue: é; = u+ fg; + €;, donde é; es el promedio de los residuos para la oveja i;  es el efecto del
cambio de un alelo por el otro; g; es el genotipo de individuo i, y €; es el residuo. Los genotipos se
codificaron como 0, 1 y 2, tomando arbitrariamente 0 como el primer genotipo ordenado
alfabéticamente. Por ejemplo, si los genotipos se codifican AA, AB y BB, los mismos seran 0, 1y 2,

respectivamente. Las estimaciones se realizaron empleando el programa R (R Core Team, 2014).
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4.3 Resultados

Los efectos estimados de los genotipos de LGB, CSN1S1, CSN2 y CSN3 sobre los
residuos promedios predichos para PL, GT, PT, G%, P% y MSC, y sus niveles de significancia (p-
valor) se pueden observar en el cuadro 1. El efecto de CSN1S1 fue significativo para GT y mostré
tendencia para PL y PT, y el de CSN2 fue significativo para PT y mostré tendencia para PL y GT.
En tanto que los efectos de CSN3 y LGB no resultaron significativo en ninguno de los caracteres
productivos bajo estudio. Desde el punto de vista productivo, en CSN1S1, el efecto sobre GT
significa 2,18 kg por lactancia de 210 dias del genotipo TT en relacién al CC. Asi como también se
observé una tendencia positiva para PL y PT del genotipo TT sobre el CC. En relacién a CSN2,
para PT el genotipo AA significé 1,98 kg, en lactancias de 210 dias, sobre el genotipo GG, y

observandose tendencias similares para PL y GT aunque de menor cuantia.

Cuadro 4.2. Efecto de la asociacién de los polimorfismos (caseinas y LGB) con caracteres de

produccidén, composicién de leche y RCS.

LGB CSN1S1 CSN2 CSN3

-0,029 0,054* -0,059" -0,004
PL (I/d)

(0,28) (0,07) (0,05) (0,81)

-0,043 -0,014 0,027 -0,047
MSC (incidencia/lactancia)

(0,42) (0,80) (0,64) (0,28)

2,731 5,211* -4,986" 0,4472
GT (g/d)

(0,25) (0,04) (0,05) (0,78)

-0,072 0,078 0,041 -0,019
G%

(0,36) (0,38) (0,65) (0,73)

-2,448 4,187" -4,725* 0,208
PT (g/d)

(0,24) (0,07) (0,04) (0,88)
oo, -0,009 0,039 -0,031 -0,016

° (0,79) (0,30) (0,42) (0,55)

“"p < 0,05, “* p<0,10
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4.4 Discusion

Para LGB, al igual que Mele et al. (2007) en ovejas Massese, Recio et al. (1997) en
ovinos Merino y Staiger et al. (2010) en East Friesian, en el presente trabajo no se encontraron
asociaciones significativas. En tanto que Ramos et al. (2009) demostraron que ovejas de la raza
Serra de Estrela con el genotipo AA tuvieron mayor rendimiento de leche, pero que ovejas Merino
con el genotipo AA, por el contrario, tuvieron menor rendimiento de leche, aunque estas ultimas
tuvieron mayor contenido de proteinas. A su vez, Giaccone et al. (2000) observaron que en ovejas
Valle de Belice, un mayor rendimiento de leche en el dia control para el genotipo AA, pero un
mayor contenido de grasa y proteina para BB. Dario et al. (2008) describieron un efecto de
dominancia para el alelo A de LGB, y de incrementar el contenido de grasa en ovejas Leccese. En
cambio, Cubric-Curik et al. (2012) encontraron en ovejas Pag que el genotipo AB asociado con
mayor la produccion de leche. En el estudio realizado por Triantaphylopoulos et al. (2016)
encontraron que el genotipo AA tiene mayor porcentaje de grasa y proteina en la raza Chios y
Karagouniko. Por otro lado, Nudda et al. (2003), en ovejas Sarda, demostraron que el genotipo BB
genera una menor produccion de leche, pero no encontrando efectos significativos de LGB sobre la
composicion lactea. En un trabajo de revision, Barrilet et al. (2005) concluyen que los efectos de
los polimorfismos de LGB sobre la produccion lactea y las propiedades tecnoldgicas son

demasiado inconsistentes entre razas, como para poder implementar un Unico criterio de seleccion.

Los resultados del presente estudio, indican que aquellos animales con genotipos
TT para el locus CSN1S1 presentan una mayor produccién de grasa total y una tendencia a mayor
produccion de leche y de proteina total en ovejas Pampinta. Estudios similares fueron llevados a
cabo por diferentes autores, con resultados no consistentes en relaciéon a los del presente trabajo.
Por un lado, Mroczkowski et al. (2004) demostraron en ovejas Merino que el genotipo CC era
superior para produccion de leche y porcentajes de grasa y proteinas. Por otra parte, Giambra et
al. (2014) encontraron en ovejas East Friesian que el genotipo CC se asociaba a mayor produccion
de proteinas, y a una tendencia a una mayor produccién de leche y grasa. Por su parte, Ramos et
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al. (2009), en ovejas de la raza Serra de Estrela, encontraron asociacion entre el genotipo CC con
mayor produccion de leche. En tanto Pirisi et al. (1999) encontraron asociacion entre el genotipo

CC y mayor contenido de proteina total en ovejas Sarda.

Para CSN2, los resultados del presente trabajo indicaron que el genotipo AA as
asocié con mayor produccion de proteinas totales, y mostré tendencia para mayor produccion
leche y grasa total. Estos resultados no concuerdan con lo hallado por Corral et al. (2010), quienes
entraron asociacién entre el genotipo GG y mayor produccién de leche, y entre el genotipo AA y

mayor porcentaje de grasa y proteina en ovejas Merino.

En relacién a CSN3, en el presente trabajo no se encontraron efectos significativos
de la mutacién estudiada con relacion a la produccion de leche y sus componentes. Esta caseina
fue poco investigada en relacion a sus posibles efectos sobre la composicién de la leche ovina
(Staiger et al., 2010), a pesar de la importancia que tiene para la producciéon de quesos, principal

destino de la leche ovina (Pirisi et al., 1999).

4.5 Conclusion

Las asociaciones encontradas entre CSN1S1 con GT y el de CSN2 con PT indican

una clara oportunidad de mejora genética en la produccién lechera nacional.
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5 Kappa caseina, tiempo de coagulacion y rendimiento quesero

5.1 Revision bibliografica

La kappa caseina (CSN3), una fosfoproteina, es fundamental para la formacion y
estabilizaciéon de las micelas lipidicas de la leche. La digestién de esta proteina es necesaria para
la formacion del coagulo en la fabricacion del queso, ya que la misma provoca la precipitacion de
las micelas. Al no ser sensible al calcio (Ca+2), cuando se agrega quimosina actua sobre ésta,
fraccionandola en dos partes, la hidrofila y la hidréfoba. Esta dltima unida a la micela, al perderse
su fraccion hidréfila, ya no cumple la funcidn de estabilizaciéon de las micelas, precipitando las
demas caseinas (Thompson et al., 2009). CSN3 tiene una estructura y propiedades caracteristicas
que determinan sus interacciones y su funcionalidad: 1.- Interacciona con las caseinas sensibles al
calcio Ca*? para formar las micelas; 2.- Presenta estructura anfipatica como se mencion6 antes; 3.-
Presenta una secuencia especifica donde actua la quimosina para la protedlisis limitada, lo que
permite la eliminacién selectiva del dominio polar, comenzando la coagulaciéon de las micelas
(Ferrandini et al., 2006). Lo que mejor se adapta a estos requisitos es una capa superficial de
CSN3, lo que también satisface la observacién de que el contenido de CSN3 es inversamente
proporcional al tamafo de la micela (Horne, 2006; Dalgleish et al., 1989). Al ser una micela de
tamafio pequefio, permite una disposicion mas compacta de las micelas sensibilizadas y por lo
tanto mas enlaces intermicelares cuando se forman en una red (Walsh et al., 1998; Horne, 2006;
Walstra et al., 1986). El tamafio de las micelas en ovejas tiene un diametro mediano, de 193 nm a
202 nm, comparado con las de otros rumiantes (Park et al., 2007; Brulé et al., 2000). El diametro
de las micelas es una de las propiedades fisicoquimicas que afectan la elaboracién de quesos,
junto con el pH. Bencini (2002), demostré en ovejas que el tiempo de coagulacion decrece de 17 a

7 minutos cuando el pH desciende de 6,65 a 6,16. Este parametro marca una diferencia en la
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velocidad del tiempo de coagulacion, jugando un papel importante (Bittante et al., 2012; Kiibarsepp
et al., 2005). Pugliese et al., (2000) durante un afio tuvo moderadas variaciones en el pH de leche
de ovejas Massese, pero tuvo altas variaciones en todos los parametros de la cuajada (CV 50%),
él se lo atribuye al alimento, al clima, como asi también. a factores grupales o individuales (orden y
etapa de lactancia), lactancias de primavera u otofio. Ademas, la proporcién de calcio por caseina,
dado que la presencia de iones de Ca' es indispensable para la floculacién de las micelas de
caseinas modificadas por la accion de la quimosina. La temperatura de tratamiento a la que se
someta la leche es otro factor. Se observé que cuando la temperatura se acerca a 38°C
(comparado con 30° y 34°C) se acorta el tiempo de coagulacion y no es afectada la consistencia
del cuajo. Esto es légico esperar debido a que el cuajo tiene una actividad maxima cuando la
temperatura se aproxima a la temperatura corporal de los corderos. Las distintas concentraciones
de minerales en la leche causan diferencias en el tiempo de coagulacién y rendimiento de la
cuajada. La concentraciéon del contenido de éstos, depende de la raza, la dieta, el individuo, el
estado de lactacion y su estado de salud (Park et al., 2007). Por ejemplo, Sevi et al. (2004)
demostré que el contenido de Ca*? en leche permanece constante durante la lactancia en ovejas
Comisana que tuvieron partos de otofio, pero aquellas que lo tuvieron en invierno, tuvieron una
reduccion significativa sobre todo en la lactancia tardia. Lo mismo ocurrié con el contenido de

fosforo de la leche.

Todas estas variables fisico quimicas estan correlacionadas con las variables de
coagulacién, como asi también, con su composicion. Pellegrini et al. (1994) demostré un aumento
en la firmeza de la cuajada durante la lactancia asociada con el aumento de proteinas y grasas,
adjudicando esto a que durante la lactancia aumenta el contenido de grasa y proteina (Pugliese et
al., 2000), mientras que la tasa de endurecimiento del cuajo disminuye. Este incremento, se puede
explicar, en parte, por la disminucién en el rendimiento de leche que normalmente ocurre durante
la curva de lactancia (Carta et al., 1995). La evolucion de la lactosa difiere del comportamiento de
las grasas, las proteinas y las caseinas (Pellegrini et al., 1994; Pugliese et al, 2000),
observandose una disminucion de la lactosa en la leche con el avance de la lactancia. En tanto,

Jaramillo et al. (2008) atribuyeron una mayor resistencia de la cuajada con un mayor contenido de
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proteina total en leche. Por otro lado, Kiibarsepp et al. (2005) sefialan una correlacion positiva
entre el aumento de la materia grasa y la disminucion del tiempo de coagulacién. Esto puede
deberse a que el contenido de grasa afecta el pH (Duranti et al., 2016), como se menciond
anteriormente, y a menor pH decrece el tiempo de coagulacién. Con el avance de la lactancia, la
aptitud de la leche para la elaboracion del queso disminuye debido a cambios en su composicion
(Jaramillo et al., 2008), a la actividad de las células somaticas y a una enzima proteasa llamada

plasmina (Sevi et al., 2004).

Segun Dalgleish et al. (1989) las micelas de diferentes tamafio tienen diferentes contenidos
de CSN3, por lo que se observan diferentes comportamientos de coagulacién. El inicio de la
coagulacion es lento para micelas de tamafio grande y pequefio, pero es rapido para micelas de
tamafio mediano. En tanto que Tornadijo et al. (1998) sostienen que la cuajada obtenida de leche
con micelas grandes de caseinas otorgan un gel mas firme y de rapido desuerado. El tiempo de
coagulacion es el tiempo que transcurre desde la aplicacién de la quimosina hasta la aparicién de
los primeros “copos” que se unen formando un gel que de a poco va adquiriendo dureza (Tornadijo
et al., 1998). La evaluacion de las propiedades de la coagulacién de la leche es importante para la
fabricacion del queso. Se dice que una leche tiene buena aptitud para la coagulacion cuando
coagula rapidamente en presencia de la enzima, tiene un desuerado corto y forma una cuajada
firme, dando lugar a un buen queso. La reactividad de la leche con el cuajo, tasa de formacion de
la cuajada y la resistencia de la cuajada, tienen un efecto positivo en todo el proceso de
elaboracién del queso y posterior maduracion (Tornadijo et al., 1998). La repetibilidad del tiempo
de coagulacion es alta, por lo tanto también lo podria ser su heredabilidad, con lo cual la mejora del
tiempo de coagulacién podria realizarse por seleccion (Bittante et al., 2012). Puledda et al. (2016)
encuentran una alta heredabilidad para el tiempo de coagulacién en ovejas Sarda (0,23), donde

concluye que se puede lograr un progreso genético breve en el tiempo.

Las variantes genéticas (especialmente de CSN3), influyen fuertemente en el tiempo de
coagulaciéon y en el comportamiento tecnolégico de la leche (Amigo et al., 2000). Se han
encontrado dos variantes del analisis de las proteinas para CSN3 (Alais & Jolles, 1967; Soulier et

al., 1974) y 3 variantes genéticas con digestion (RFLP) (Gregorio et al., 1991). Mas recientemente
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Ceriotti et al. (2004) encontré un polimorfismo de un sélo nucleétido (SNP) en la posicion 237, y
Feligini et al. (2005) localizdé un SNP en la posicién 443 del ARNm. Se ha demostrado que ciertas
variantes de CSN3 tienen un efecto favorable sobre las propiedades de la cuajada. Caravaca et al.
(2011) encuentran en cabras Murciano-Granadina que el genotipo de CSN3 se asocia
exclusivamente con el tiempo de coagulacién, teniendo un menor tiempo de coagulaciéon aquellos
animales que portaban el genotipo AB 11,22 min comparado con BB 13,43 min. Pazzola et al.
(2014) demostro el mismo efecto del genotipo en cabras de raza Sarda, donde la CSN3 influy6 en
las variables de la coagulacién. Animales con genotipo BB tuvieron un retardo en el tiempo de
coagulacion, siendo la leche de estos las mas bajas en pH. Por otro lado, los homocigotas AA
fueron los de mayor firmeza de cuajo. Por otro lado, Kibarsepp et al. (2005) encuentran en vacas
que el genotipo BB fue significativamente mejor que AA para los pardmetros de coagulacion. De
todas maneras debe observarse que el conjunto de mutaciones que caracterizan las variantes A y
B en cabras y en vacas son completamente diferentes entre ellas, y diferentes de las variantes de
CSN3 de ovejas. El gen CSN3 caprino comprende 5 exones con la region codificante para la
proteina madura contenido en los exones 3 y 4. Segun Yahyaoui et al. (2003), que realiz6 la
tipificacion del gen por amplificacion del exén 3 (469bp) y 4 (645 bp), obtuvo los alelos A, By C, y
en el analisis de secuencia del exén 3 encontré un SNP (A> G) en la posicién 27. Por otra parte,
para la genotipificacion del gen de CSN3 en bovinos, se puede utilizar PCR-RFLP. Segun
Alexander et al. (1988), amplificando un fragmento de 530 bp se puede identificar las dos variantes
mayoritarias (A y B) de este gen, en donde la variante A tiene Thr en la posicién 136 y Asp en la
posicion 148 de la proteina madura, mientras que la variante B tiene residuos de lle y Ala en las

respectivas posiciones.

Bittante et al. (2012) clasificaron los factores genéticos que afectan el tiempo de
coagulacion. La raza se encuentra en primer lugar, y las condiciones ambientales generan gran
variacion, en particular el calor juega un rol importante (Peana et al., 2007), ya que el estrés
calérico hace que los animales reaccionen con una sucesién de respuestas fisiolégicas y
endocrinas que tienen efecto directo en el rendimiento y composicién de la leche. A su vez, no hay

ingesta de alimento, por lo que se reducen los nutrientes disponibles para la glandula mamaria.
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Esto conlleva a desmejorar las caracteristicas de la cuajada y del queso. Peana et al. (2007)
encontro caidas significativas en el rendimiento de la leche hasta un 15% (aproximadamente 0,30
kg/dia/ cabeza) cuando las temperaturas maxima y media fueron superiores a 21-24°C y 15-21°C,
respectivamente. Asimismo, la humedad relativa del aire, influye positivamente en el rendimiento,
mostrando un aumento de hasta 10% (0,18kg/dia /cabeza) cuando esta era superior al 45-55%.
Entre los factores, se encuentra la estructura de los genes que codifican las proteinas de la leche,
y los efectos de sus variantes genéticas en el proceso de elaboracion de queso. Los genes
mayores de las proteinas de la leche, son otro factor muy importante. En este sentido, se han
realizado muchos estudios para identificar rasgos genéticos asociados a produccién de leche, para
realizar seleccién asistida por marcadores (MAS) (Georges et al., 1995). Se debe a su vez

considerar el efecto poligénico aditivo.

El efecto del genotipo de CSN3 ha resultado significativo para el tiempo de coagulacion
(Pazzola et al., 2014; Duranti et al., 2016; Maioli et al., 2007; Kiibarsepp et al., 2005). Muy pocos
estudios se han llevado a cabo sobre las propiedades de coagulaciéon en pequefos rumiantes,
especialmente en ovinos (Puledda et al., 2016). En general, los reportes sobre este tema estan
basados en el polimorfismo de CSN3, debido a que ésta juega un papel clave, es la responsable
de la estructura primaria de la cuajada del queso, la coagulacion afectaria la composicion del

queso, la textura y la reologia (Selvaggi et al., 2014).

El comportamiento coagulante de la leche esta fuertemente influenciado por los factores
climaticos y nutricionales, como ya se mencionara, ademas esta relacionado con el tipo de
lactacion y la época de paricion a las que esta sujeto el animal. Pugliese et al. (2000) demostraron
en ovejas Massese que lactancias cortas iniciadas en primavera tienen menor tiempo de
coagulacién (2,55 min) comparadas con lactancias cortas y largas iniciadas en otofio (3,83 min y
8,86 min, respectivamente). Segun Sevi et al. (2004), los parametros de la cuajada son afectados
por la época de parto y la etapa de la lactancia, obteniendo mejores resultados con las pariciones
de otofio comparadas con las de invierno. A su vez, también influyen el numero y el estado de
lactancia (Pazzola et al., 2014). La aptitud para la elaboracién de queso mejora después de la

cuarta lactancia (Pugliese et al., 2000; Kuchtik et al., 2008) a diferencia de la demostrado por
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Novotna et al. (2009); Jaramillo et al. (2008); y Pellegrini et al. (1997) quienes reportaron que la
mejor cuajada se encuentra en la segunda paricion, y luego comienza a declinar pero sin causar
efecto en las propiedades de coagulacién. Teniendo en cuenta los dias en lactancia, los tiempos
mas largo de coagulacion fueron entre el dia 33 y 67 en lactancia y los mas cortos hacia la mitad
de la lactacion en Frisona del Este (East Friesian), en lactancias de 191 dias (Kuchtik et al., 2008).
El motivo por el cual seria mas extenso, es porque al comienzo de la lactancia el contenido de
sélidos totales, proteina y grasa es bajo en comparacion con la mitad y el fin de la misma (Pavi¢ et

al., 2002; Pugliese et al., 2000).

Con respecto al tiempo de coagulacién y rendimiento quesero, en ovejas raza Massese,
Martini et al. (2008) obtuvo un tiempo de coagulacién de 12,83 (5,03) minutos, mientras que el
rendimiento fue de 20,11% (2,81). En razas Manchega y Lacaune (Abdelgawad et al., 2016),
donde se evaludé las propiedades de la coagulacidon para elaboracion de quesos de leche
proveniente de ovejas con MSC (Lacaune) y sin MSC (Manchega y Lacaune), los valores del
tiempo de coagulacion para las ovejas sin MSC fueron de 10,8 minutos y 9,90 minutos,
respectivamente. Mientras que aquellas leches con MSC tuvieron un mayor tiempo de coagulacién
(25,2 minutos), debido a que la integridad de las micelas de caseinas se encuentra comprometida
llevando a un gel deficiente. Abdelgawad et al. (2016) indicaron que la lactosa es un factor clave
balanceando los cambios osmoéticos entre la sangre y la leche de la ubre, ya que en animales
infectados con MSC hay una disminucion de la lactosa que equilibra el efecto osmotico del
aumento del contenido mineral. Las leches provenientes de animales con MSC tienen una lenta
coagulaciéon, como consecuencia de una la disminucién de la concentracion del Ca*?, fosforo y
potasio. Si incrementamos la concentracion de Ca'? inducimos a un tiempo de coagulacion corto.
Tanto el tiempo de coagulaciéon de la leche, como el que tarda la cuajada en adquirir firmeza,
aumentan de forma significativa con los RCS (Raynal-Ljutovac et al., 2007). En general, es
deseable minimizar el tiempo de coagulacién, porque de esta manera se reduce el tiempo de
procesamiento requerido para la elaboracién de queso. En ovejas Sarda (Puledda et al., 2016), el
tiempo de coagulacién hallado fue de 15,18 (4,29) minutos, y el rendimiento fue de 36,24% (9,33).

Novotna ef al. (2009) investigaron, segun el estado de lactacion y el parto, el rendimiento lechero,
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composicién y propiedades de la leche de oveja en 10 cruzas de ovejas criadas en granjas
organicas, La media segun el estado de lactacién y paricion fue de 3,36 (0,88) minutos de tiempo
de coagulacion.

En la raza Pampinta, se tratd de estimar la asociacion entre el genotipo del gen de CSN3 y
el tiempo de coagulacion y rendimiento quesero. La probabilidad de encontrar ovejas de los tres
genotipos fue muy baja. La prueba se realiz6é dos afios consecutivos, pero no se obtuvo un numero
suficiente de animales de dos de los genotipos como para realizar las comparaciones. El genotipo
mas frecuente para CSN3 en Pampinta fue el CC (el SNP C>T posicién 443, acceso GenBank:
X51822; (Feligini et al., 2005), mediante pirosecuenciacion; y el SNP T>C posicidon 237, GenBank
X51822 (Ceriotti et al., 2004)); encontrando en muy baja frecuencia el TC. No hubo diferencias
entre los genotipos con respecto al tiempo de coagulacién, pero si se encontraron diferencias en el
rendimiento quesero a nivel tedrico, obteniendo mejores rendimientos el genotipo TC. Trabajando
con un bajo numero de animales, los valores obtenidos, sin embargo, estuvieron dentro de los
reportados para otras razas de ovejas lecheras. Los valores estuvieron cercanos a los minimos de
los rangos reportados en otras razas, posiblemente por las diferencias de manejo que existen. Es
dificil comparar resultados en cuanto a las propiedades de coagulacion de la leche, ya que las
condiciones de operacién (temperatura, cantidad y calidad del cuajo, equipamiento) no son
necesariamente idénticas.

Algunas investigaciones han contribuido a la comprensién de las propiedades de cuajo de
razas de ovejas lechera, especialmente en paises mediterraneos. Sin embargo las propiedades
tecnoldgicas de muchas razas no se han estudiado. Teniendo en cuenta que la mayoria de los
programas de mejoramiento se basan Unicamente en los caracteres cuantitativos (litros de leche) y
cualitativos (contenido de grasa y proteinas) de la leche (Ugarte et al, 2001) y no en su
desempefio en la elaboracién de quesos. Como la leche de oveja se destina casi en su totalidad a
la elaboracion de quesos, la estimacion de los rasgos de coagulacion pueden permitir un marco

futuro de seleccion para tales rasgos (Puledda et al., 2016).
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6 Discusiéon General

En esta tesis se han abordado diferentes aspectos relacionados con la genética de la raza

Pampinta. Los analisis permiten elaborar algunas consideraciones generales:

. Los parametros genéticos estimados, con la base de datos de los ultimos 7 afios
de la raza Pampinta, estuvieron en concordancia con la bibliografia.

. Se analizaron varios modelos para la estimacién de las varianzas genéticas y
fenotipicas de 6 caracteres: produccion de leche (I/d); grasa total (g/d); proteinas totales (g/d);
porcentaje de grasa; porcentaje de proteinas y mastitis subclinica (presencia/ausencia) en 210 d
de lactancia. Los efectos clasificatorios que se utilizaron fueron: edad al primer parto, la
combinacioén afo de parto y época de parto, orden de parto, tipo de parto y crianza, dias desde el
parto al primer control lechero, extensién de lactancia. Destacandose el efecto afio-estacion de
parto, y resultando irrelevante la edad al primer parto. Como efectos aleatorios: el componente
permanente de las observaciones repetidas entre lactancias de ovejas, el componente genético
aditivo, y el término del error.

. Las heredabilidades resultaron de medianas a bajas, para los caracteres de
produccion. A su vez, mastitis subclinica mostré mayor variaciéon genética aditiva, con un CV
aditivo del 55%, en tanto que grasa total mostré6 menor variacién genética aditiva, CV% aditivo del
25%. Las correlaciones entre produccion de leche, grasa total y proteinas totales resultaron altas.
Las correlaciones entre porcentaje de grasa con produccion de leche y proteinas totales resultaron
negativas, siendo las genéticas de mayor valor. Si bien las correlaciones fenotipicas entre mastitis
subclinica y los caracteres productivos resultaron negativas, lo cual es favorable desde el punto de
vista productivo, las correlaciones genéticas resultaron todas positivas, indicando que una mejora
en produccion de leche o grasa total, aumentaria la incidencia de mastitis subclinica. Las

repetibilidades también resultaron altas.
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. Se obtuvieron las frecuencias génicas y genotipicas para mutaciones previamente
descriptas para otras razas de CSN1S1, CSN2, CSN3, LGB, SDB2 de la cabafia de la EEA Anguil
(INTA) y de cabafas privadas. No se observaron diferencias entre ellas, y aunque algunas
frecuencias alélicas coincidieron con las reportadas en bibliografia para otras razas ovinas, se
observan importantes diferencias en el material empleado para las determinaciones.

. Se estim¢ la frecuencia de los haplotipos para los genes de las caseinas. Siendo el
mas frecuente TAC, y s6lo cuatro haplotipos (TAC, CAC, TGC, TAT) representaron mas del 75%
del total de los haplotipos.

. Las asociaciones entre los caracteres de produccion y mastitis subclinicas con los
polimorfismos de CSN1S1, CSN2, CSN3 y LGB resultaron significativas (p<0,05) para CSN1S1
con grasa total y para CSN2 con proteinas totales. Por otra parte, para CSN1S1 con produccién de
leche y con proteinas totales y para CSN2 con produccion de leche y con grasas totales mostraron
sb6lo una tendencia (p<0,1). No se observé ningun efecto significativo entre los caracteres
productivos y mastitis subclinica con CSN3y LGB.

. En funcion de la variabilidad del polimorfismo de CSN3 observada, |la probabilidad
de encontrar ovejas de los tres genotipos posibles resultdé baja. Por lo cual, se trabajé con
muestras repetidas de muy pocos animales. Sin embargo, los valores obtenidos de tiempo de
coagulacion, estuvieron dentro de los reportados para otras razas de ovejas lecheras. Estos
estuvieron cercanos a los minimos de los rangos reportados en otras razas, posiblemente por las

diferencias de manejo que existen.
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6.1 Conclusiones

Primera — de los modelos empleados, para estimar las varianzas y covarianzas genéticas y
fenotipicas, usando modelos mixtos de observaciones repetidas, la inclusién de los efectos

clasificatorios, extension de la lactancia y afio-estacion de parto, resulté significativa.

Segunda — los caracteres produccion de leche, grasas totales, proteinas totales, grasa en
porcentaje, proteina en porcentaje y mastitis subclinicas presentaron heredabilidades de medianas
a bajas. En base a las correlaciones genéticas estimadas, seleccionar por producciéon de leche

producira una respuesta no deseada en mastitis subclinicas y grasa y proteinas en porcentaje.

Tercera — la raza Pampinta presenta polimorfismos para las proteinas de leche, caseinas,

lacto-globulinas, y defensina 2 en las mutaciones estudiadas.

Cuarta — la cabafa de la EEA Anguil y las cabafas privadas en el estudio son una misma

poblacién tomando como referencia el polimorfismo de los genes estudiados.

Quinto — considerando las asociaciones de los caracteres productivos y los polimorfismos,
se puede sostener que Pampinta posee frecuencia alelos favorablemente asociados a caracteres
productivos como produccién de leche, grasas totales y proteinas totales. Lo que puede emplearse

para definir criterio de seleccion molecular.
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