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4. RESUMEN del PROYECTOQO: (Maximo 200 palabras)

La Region Regulatoria Proximal (URR) de los genes de Clase Il del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC) es altamente conservada en mamiferos. Ha sido estudiada en
humanos, ratones, equinos y bovinos, donde se describieron un gran numero de
polimorfismos de la URR en los genes de DQB y DRB. Dichos polimorfismos pueden tener
como consecuencia diferencias en la expresion alélica y/o especificidad en tejidos de
moléculas de Clases Il afectando el nivel transcripcional y por lo tanto la respuesta inmune.
El objetivo general del presente estudio consiste en asociar los polimorfismos de la region
URR del gen DRB3 del MHC de bovinos, definidos mediante la técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa-Polimorfismos de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion
(PCR-RFLP) y Secuenciacion Directa (PCR- SBT), con la resistencia/susceptibilidad a
mastitis y leucosis en vacas Holstein de Provincia de La Pampa. Se basard en un disefio
caso/control, para lo cual, los animales seran agrupados en tres categorias segun el
recuento de células sométicas en la leche (bajo, alto, mastitis clinica) y en tres grupos

segun el recuento linfocitario de sangre (normal, leucocitosis, presencia de tumores).

5. INTRODUCCION y ANTECEDENTES

5.1. INTRODUCCION, MANEJO DE FUENTES BIBLIOGRAFICA S y DESCRIPCION de
la SITUACION ACTUAL del PROBLEMA

En los paises en desarrollo, las enfermedades infecciosas contindan siendo uno de

los principales problemas sanitarios. Aunque la mayoria de las infecciones son
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autolimitantes y confieren morbilidad no significativa en el hospedador, otras pocas tienen
una tasa de mortalidad cercana al 100 %. En estas ultimas, la variacion en el resultado de la
infeccion depende, en gran medida, de las diferencias en la constitucion genética de los
individuos (Diaz et al 2010).

La mastitis y la leucosis bovina enzodtica (LBE) son enfermedades que afectan a la
industria lechera, que es un segmento grande y dinamico de la economia ganadera de
muchas naciones.

La primera es una importante enfermedad multifactorial que culmina con distintos
niveles de inflamacién de la glandula mamaria del ganado lechero, la que conduce a un
decrecimiento en la produccién y a un aumento en los costos por cuidados veterinarios
(Ashwell et al.,, 1996). Es importante resaltar que en la Argentina, las usinas lecheras
premian o castigan a los productores del &rea segun el registro de células somaticas (RCS)
presentes en la leche. Dentro de las células somaticas se encuentra un grupo de células
perteneciente al sistema inmunitario. Por lo tanto, un nimero alto de éstas en la ubre indica
la existencia de una infeccidén, casi siempre causada por bacterias de la mastitis
(Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis). La mastitis
dafia el tejido secretor de leche y lo substituye con el tiempo por tejido cicatrizal. La ubre
estd conformada por cuartos y aquel que posee mastitis produce menos leche, y constituye
la principal fuente de infeccion para vacas sanas.

La leucosis bovina enzodtica (LBE) es una enfermedad del ganado bovino adulto
causada por el retrovirus de la leucemia bovina (BLV). El ganado puede infectarse a
cualquier edad, incluida la fase embrionaria. La mayoria de las infecciones son subclinicas,
pero un porcentaje del ganado mayor de 3 afios ( = 30%) desarrolla linfocitosis persistente y
una pequefia proporcion tumores (linfosarcomas) en varios 6rganos internos (Martinez et
al., 2005). También se ha registrado infeccién natural en bufalos y ovejas. Los sintomas
clinicos, cuando se presentan, dependen de los oOrganos afectados. El ganado con
linfosarcomas casi siempre muere subitamente, en semanas o0 en meses después de la
aparicion de los sintomas clinicos. La susceptibilidad del ganado a una linfocitosis
persistente esta determinada genéticamente, y quiz& también el desarrollo del propio tumor.
Se demostré que los rodeos infectados con BLV presentaban menor produccion lactea (2,5-
3% a nivel poblacional) y un aumento en la tasa de pérdidas selectivas, asi como una mayor
susceptibilidad a otras enfermedades de etiologia infecciosa, del tipo de la mastitis, diarrea y
neumonia, pero el efecto sobre la fertilidad fue escaso (Emanuelsson et al 1992).

Los genes del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) son de importancia
para los criadores de animales y genetistas porque juegan un rol central en la respuesta
inmune, y han sido asociados con resistencia/susceptibilidad a una amplia cantidad de
enfermedades. En bovinos, el MHC se denomina Antigeno Leucocitico Bovino (BoLA) y se

encuentra localizado en el cromosoma 23 (Amorena y Stone, 1978; Spooner, 1978).
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Diferentes autores han asociado los polimorfismos presentes en los genes del BoLA
con caracteres productivos como produccion de leche, proteinas y grasa en leche, y
crecimiento (Machado et al., 2005; Do nascimento et al., 2006; Zambrano et al., 2009b) y
con enfermedades infecciosas (Lin et al.,, 1993; Xu et al., 1993; Dietz et al., 1997b;
Mirsky,1998; Aida et al., 2001, Martinez et al., 2005; Martinez et al., 2006; Castro et al.,
2006; Do nascimiento et al., 2006; Juliarena et al., 2008; Panei et al., 2009). Entre las
enfermedades infecciosas estudiadas pueden mencionarse la brucelosis, mastitis, leucosis,
dermatofilosis, y ectoparasitosis, las que han sido asociadas principalmente a los
polimorfismos presentes en el segundo exon del gen de clase Il BoLA-DRB3 (Takeshima &
Aida, 2006; Diaz et al., 2010).

La region regulatoria proximal (URR) de los genes de Clase Il del MHC es altamente
conservada en mamiferos, y ha sido estudiada en humanos, ratones, equinos y bovinos,
entre otros. Esta region de aproximadamente 200 pares de base (pb) estd localizada
corriente arriba de la iniciacion de la transcripcion, e incluye de 5a 3" los motivos
regulatorios TATA y W, X, Y, CCAAT (Ripoli et al., 2002). Se han descriptos un gran
namero de polimorfismos en dicha region en los genes de Clase Il DQB y DRB del MHC.
Algunos de estos polimorfismos se ubicaron en los motivos regulatorios (cajas X1 vy
CCAAT), mientras que otros se observaron entre las cajas de consenso (Singal et al.,
1993%; Reischstetter et al., 1994; Singal and Qiu, 1994; Cowell et al., 1998; Mitchinson and
Roes, 2002).

Sin embargo, el efecto de estos polimorfismos sobre la resistencia/susceptibilidad a

enfermedades infecciosas no han sido aun estudiados en animales domésticos.

5.2. RESULTADOS ALCANZADOS POR el(los) INTEGRANTE(S ) del PROYECTO
DENTRO del AREA de CONOCIMIENTO del MISMO : (Publicados, enviados o
aceptados para publicar, o inéditos)

Desde hace mas de 15 afios, el grupo de animales domésticos del IGEVET ha estudiado
ininterrumpidamente la estructura y variabilidad genética del Complejo Principal de
Histocompatibilidad en bovinos, equinos y perros. Durante ese periodo se describié la
variabilidad genética de genes de clase Il en estas especies, se describieron las regiones
polimérficas de genes DRB en equinos y bovinos. Ademas, se llevaron a cabo estudios de
asociacion con enfermedades infecciosas, autoinmunes, y caracteres de produccion en
bovinos, equinos y perros. Por otra parte, se realizaron proyectos de colaboracion en esta
tematica con grupos nacionales e internacionales, como por ejemplo el Instituto Riken del
Japon. Estos estudios resultaron en la publicacion de numerosos articulos cientificos en
revistas nacionales e internacionales, capitulos de libros, presentaciones a reuniones
cientificas y Tesis Doctorales. Desde hace algunos afios se esta trabajando en colaboracion

junto a la catedra de Genética y Mejoramiento Animal de la Facultad de Veterinarias de la
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Universidad Nacional de La Pampa en el estudio de las susceptibilidad/resistencia a mastitis

en ganado Holstein.
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Blackwell.
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263. ISSN 0268-91146, Blackwell.
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537-540. ISSN 0960-7420, Blackwell.
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populations of this breed. Research in Veterinary Science 74(3): 287-290. ISSN 0034-
5288, Elsevier.

Villegas-Castagnasso E.E., Diaz S., Giovambattista G., Dulout F.N., Peral-Garcia P.
2003. Analysis of ELA-DQB Exon 2 Polymorphism in Argentine Creole Horses by PCR-
RFLP and PCR-SSCP. J Vet Med A Physiol Pathol Clin Med. 50(6):280-285. ISSN
0931-184X, Blackwell.

Ripoli M. V., J. P. Lirdn, J. C. De Luca, F. Rojas, F. N. Dulout, G. Giovambattista. 2004.
Gene Frequency Distribution of the BoLA-DRB3 in the Dairy “Saavedreiio” Creole
Cattle. Biochemical Genetics 42 (7/8): 231-240. ISSN 0006-2928, Kluwer.
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6. DESCRIPCION del PROYECTO

6.1. PROBLEMA CIENTIFICO, OBJETIVOS, HIPOTESIS y RESULTADOS
ESPERADOS del PROYECTO

Se describieron un gran namero de polimorfismos en la regién regulatoria proximal
(URR) en los genes de Clase || DQB y DRB del MHC en humanos, ratones, bovinos y

equinos.

Las variaciones en la respuesta inmune (y por lo tanto la resistencia o susceptibilidad
a un patdégeno) pude estar determinada, entre otros factores, por la afinidad entre la
capacidad de reconocimiento y presentacién de los antigenos y los niveles de expresion de
los genes del MHC. Las variaciones entre la afinidad entre el antigeno y la molécula
presentadora pueden ser consecuencia de polimorfismos en la regién de reconocimiento del
antigeno (segundo exon) en los de clase | y Il, los cuales han sido estudiados en numerosos

estudios de asociacion.

Hipotesis:
Los polimorfismos presentes en el URR de estos genes pueden tener como
consecuencia diferencias en la expresion alélica, inductibilidad y/o especificidad en

tejidos de moléculas de clases Il afectando el nivel transcripcional, y por lo tanto la

respuesta inmune.

Objetivo

El objetivo general del presente estudio consiste en asociar los polimorfismos de la
region URR del BoLA-DRB3, definidos mediante la técnica de secuenciacién directa (PCR-
SBT), con la resistencia/susceptibilidad a mastitis (evaluada a través del registro de células
somaéticas) y leucosis en vacas Holstein de Provincia de La Pampa. Dicho objetivo general

incluye los siguientes objetivos especificos:

1. Identificar los alelos del URR-BoOLA-DRB3 presentes en la poblaciéon de estudio y

determinar sus frecuencias génicas.

2. Determinar las fases de ligamiento (haplotipos) entre los polimorfismos presentes en

el promotor y en el segundo exdn de dicho gen.

3. Determinar el riesgo relativo a desarrollar mastitis y/o leucocitosis de cada uno de los

alelos detectados.

4, Determinar el riesgo relativo a desarrollar mastitis y/o leucocitosis de cada uno de los

haplotipos detectados.
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6.2. METODOLOGIA, MODELOS y TECNICAS.

Materiales y Métodos

Poblacién en estudio

Se analizaran 150 vacas lecheras de un tambo comercial de la raza Holstein ubicado
en la provincia de La Pampa.
Diseilo experimental.

El presente estudio se basara en un disefio caso/control para determinar la
resistencia/susceptibilidad a mastitis y a leucosis aportada por los diferentes alelos de URR-
BoLA-DRB3, y por los haplotipos URR-exén 2. Para lo cual, los animales seran agrupados
en tres categorias segun el recuento de células somaticas en la leche (Bajo, alto, mastitis
clinica) y en tres grupos segun el recuento linfocitario de sangre (normal, leucocitosis,

presencia de tumores).

Toma de muestra .

Para detectar el VLB a cada animal se le realizara:

Muestra 1 - Andlisis de suero: de cada individuo se extraeran 5 ml de sangre para efectuar
la deteccion de anticuerpos en muestras aisladas o conjuntas de suero mediante un
inmunoensayo de bloqueo - ELISA.

Muestra 2- Andlisis de sangre entera: la misma sera depositada en tubos con
anticoagulante y seran almacenadas a -20°C hasta su utilizacion.

Muestra 3- Analisis de sangre entera: Se utilizara para determinar la formula linfocitaria y la
presencia de células anormales con el fin de detectar animales con linfocitosis persistente.
Este andlisis se repetira tres veces a lo largo del afo para confirmar el status sanitario de

cada animal.

Registro de Datos
De cada animal se registraran mensualmente durante el desarrollo del proyecto los

siguientes datos genealdgicos, sanitarios y de produccion:

- Numero de identificacion del animal.

- Fecha de nacimiento.

- Progenitores.

- Numero de células somaticas.

- Registro de mastitis clinica o tumores.
- Produccion en litros de leche

- Datos de porcentaje de grasa

- Datos de porcentaje de proteinas.




Corresponde a Resolucién 807/11 C.D.

Extraccién del ADN.
El ADN gendmico se extraera a partir de las muestras de sangre mediante la técnica
de DNazol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Genatipificacion:

Los fragmentos de ADN se amplificardn mediante la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) utilizando los primers y la condiciones descriptas por Ripoli et al. (2004).
Los polimorfismos seran analizados mediante la técnica de Polimorfismos de la Longitud de
los Fragmentos de Restriccion (RFLP) y de Secuenciacion Directa (PCR-SBT). Para ésta
tltima técnica, los productos de amplificacion seran purificados y secuenciados en un
secuenciador automatico de tecnologia capilar MegaBace 1000 (GE Healthcare, USA). A
partir de un analisis comparativo entre las secuencias obtenidas y las reportadas, llevado a
cabo a través de los programas Chromas Lite, DNAMAN vy el algoritmo BLAST, se

detectaran los polimorfismos presentes.

Métodos estadisticos

Se estimaran las frecuencias génicas y genotipicas en la poblacion analizada. El
equilibrio de Hardy-Weinberg se determinara, en base al método Exacto (Guo y Thompson,
1992) y el test exacto de Fisher. La diversidad genética de los marcadores estudiados se
estimard mediante los indices de heterocigosidad esperada y numero de alelos. Los
parametros poblacionales mencionados y la diversidad nucleotidica (1) sera calculada
mediante los algoritmos implementados en el programa Arlequin (Excoffier y col. 2005) y
Genepop (Raymond y Rousset, 1995; Schneider et. al., 2000). La reconstruccion de las fase
de ligamiento de los haplotipos de los Polimorfismos de secuencia Unica (SNPs) detectados

en cada gen se realizara mediante el programa PHASE v 2.1.1 (Li y Stephens 2003).

6.3. CONTRIBUCION al CONOCIMIENTO CIENTIFICO y/o TECNOLOGICO y a la
RESOLUCION de los PROBLEMAS

Los resultados obtenidos en este proyecto permitirAn conocer la variabilidad genética
presente en la Regidén Regulatoria Proximal del Gen DRB3 (URR-DRB3) en poblaciones de
Bovinos lecheros de la provincia de La Pampa. Ademas contribuird a aumentar nuestros
conocimientos acerca de los factores genéticos involucrados en la resistencia/
susceptibilidad a la leucosis y mastitis. Por otra parte, el estudio redundar& en el desarrollo y
puesta apunto de metodologias de tipificacion a nivel molecular que podran ser usados a
corto plazo en programas de selecciébn. Como consecuencia de esto es esperable obtener

un aumento en la resistencia a la leucosis y mastitis en los bovinos lecheros de La Pampa,

10




Corresponde a Resolucién 807/11 C.D.

lo que permitira reducir la incidencia de dichas enfermedades y por lo tanto los costos

sanitarios.

6.4. CRONOGRAMA ANUAL de ACTIVIDADES

ACTIVIDAD SEMESTRES
617 8

Toma de muestra
Registro de datos de produccion y sanitarios

X | X

Deteccion de BLV

X| X[ X| X|m

Analisis linfocitario

Genotipificacién

X| X| X| X| X|X|N

Asociacion con mastitis y leucosis
Andlisis estadistico

X| X| X| X| X| X|X|W
X| X| X| X| X| X|X|&

pad

Convalidacién de los resultados preliminares
Publicacion de los resultados

X| X X| X| X| X| X| X|X|un

X| X| X| X| X
X| X| X| X

7. INFRAESTRUCTURA Y PRESUPUESTO

7.1. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS y OTROS BIENES
REQUERIDOS por el PROYECTO YAEXISTENT ES en esta INSTITUCION:

La facultad de Ciencias Veterinarias cuenta con un laboratorio de Genética Molecular. El
mismo dispone de un Termociclador para amplificacion de ADN, un equipo de electroforésis
y otro de revelado de geles. El mismo se ha ido completando con la compra de

equipamiento menor como también de insumos.

7.2. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS y OTROS BIENES
NECESARIOS para el PROYECTO y NO DISPONIBLES en est a FACULTAD

La secuenciacion Directa (SBT) se realizara en el Instituto de Genética Veterinaria
(IGEVET- CONICET) de la FCV; UNLP, que posee un laboratorio de genética Molecular y
Secuenciacion de ADN. Este laboratorio cuenta con equipamiento de alta tecnologia como
un secuenciador automético de tecnologia capilar MegaBace 1000 (GE Healthcare, USA) y

un pirosecuenciador (Biotage).

11



Corresponde a Resolucién 807/11 C.D.

7.3. JUSTIFICACION de la ADQUISICION o FACTIBI LIDAD de ACCESO en
CONDICIONES de PRESTAMO o0 USO de los BIENES NO E XISTENTES en esta
INSTITUCION

El uso de bienes no existentes en la Facultad de Ciencias Veterinarias de UNLPam, se
efectuaran en el Instituto de Genética Veterinaria (IGEVET-CCT), de FCV, UNLP; lo cual
esta justificado debido a que se trata de un equipamiento de alta complejidad y alto costo,
cuya adquisicion excede los limites de este proyecto. Es habitual que estos equipamientos

mayores sean compartidos por varias instituciones a modo de facility.

7.4. ESPECIFICAR otras FUENTES de FINANCIACION:

La provincia de La Pampa, a través del Ministerio de la Produccion, ha establecido a la
actividad ganadera como una de las lineas estratégicas para el crecimiento regional. Es por
ello que, como parte de su plan de accion, ha financiado proyectos de investigacion y
transferencia de tecnologia que intentan reforzar el vinculo entre el sector productivo y el
sector universitario.

Tal como ha acontecido con otros proyectos llevados adelante por la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UNLPam, se ha solicitado financiamiento adicional para el desarrollo y

concrecién del presente proyecto.

7.5. PRESUPUESTO ESTIMADO para el PROYECTO PRESENTA DO (Total y Anual) *

Equipamiento e infraestructura 0,00
Bienes de consumo 23398,00
Bibliografia 300,00
Viajes 7450,00
Personal de apoyo 0,00
Otros (asistencia a congresos) 4500,00

TOTAL $ 35648,00

* El Consejo Directivo adjudicard presupuesto a cad a Proyecto de acuerdo a su
Presupuesto de Ciencia y Técnica anual, tomando en cuenta normas Yy criterios que
el mismo determine.
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