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Resumen

En este trabajo se determind la existencia de asociaciones no espureas entre los polimorfismos de cuatro STRs
de la region BoLA (BM1818, CYP21, TALMS113.2 y UWCA1) y la susceptibilidad a mastitis clinica en una
poblacion Holstein del departamento de Antioquia, Colombia. La poblacién no se encontrd en equilibrio de
Hardy-Weinberg para los locus CYP21, TAMLS113.3 y UWCAL. El alelo mas frecuente para BM1818 fue 262
(0,527), para TAMLS113.3 fue 162 (0,285), para CYP21 fue 194 (0,269) y para UWCALI fue 110 (0,317), siendo
éste ultimo el mas polimoérfico de los 4 STRs analizados. Los alelos TAMLS113.3*%170 y UWCA1*110, 112y 116
mostraron efecto significativo (p < 0,05) con la susceptibilidad a mastitis clinica bovina en la poblacion anali-
zada.
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Abstract

In this study, the existence of non spurious associations between polymorphism in four STRs (BM1818,
CYP21, TAMLS113.3 y UWCA1) located in region BoLA, and the susceptibility to mastitis in Holstein population
in Antioquia, Colombia was determined. Statistically significant deviation from Hardy-Weinberg expectations
was found at the 3 locus in the population (CYP21, TALMS113.2, and UWCA1). The most common alleles were
BM1818*262 (0.527), TAMLS113.3*%162 (0.2851), CYP21*194 (0.269), and UWCA1*110 (0.3173), being the last
one the most polymorphic of the STRs analyzed. TAMLS113.3%170 and UWCA1*110, 112, and 116 alleles,
showed a significative effect (p < 0.05) on the susceptibility to bovine mastitis in the population analyzed.
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INTRODUCCION

La mastitis bovina es la inflamacion de la glandula
mamaria en la hembra, ocasionada usualmente por
la presencia de microorganismos. Se considera
como una enfermedad multifactorial, resultado de
las condiciones ambientales, el grado de exposicion
al patogeno y la susceptibilidad individual (Barajas
etal., 1999). Epidemioldgicamente es considerada
la enfermedad més comun y costosa del ganado le-

chero en la mayor parte del mundo (Dohoo y Meek,
1982; Eberhart et al., 1987).

La infeccion penetra a través del ductus papilaris
del pezon por la presencia de lesiones o simple-
mente por la pérdida de resistencia de la barrera
epitelial. En consecuencia, los microorganismos
pueden alcanzar el parénquima mamario debido a
los movimientos del ordefio, impulsandose dentro
del canal del pezon y la cisterna mamaria. La enfer-
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medad tiene efectos colaterales como cambios fisi-
coquimicos y biologicos de las secreciones, debido
al aumento en el contenido leucocitario producto
de la respuesta inmune o por efecto de la secrecion
de productos bacterianos (Eberhart et al., 1987;
Schalm et al., 1971). Se desarrolla en dos etapas:
la primera o subclinica, se presenta asintomatica,
sutil y dificil de corregir; la ubre no muestra ningin
signo de inflamacion y el aspecto de la leche es nor-
mal. Sin embargo, los microorganismos y las célu-
las somaticas leucocitarias que combaten las infec-
ciones se encuentran elevados en la leche. En la
segunda etapa o clinica, se presentan signos evi-
dentes de infeccion, el cuarto infectado se inflama,
es sensible al tacto y la leche se altera por la pre-
sencia de coagulos, descamaciones y anormalidad
en las secreciones (Crist et al., 1997).

Los agentes infecciosos mas frecuentemente aisla-
dos en los casos de mastitis bovina son Staphylo-
coccus aureus 'y Streptococcus agalactiae. Hay
patégenos ambientales menores que causan del 5
al 10% de las infecciones tales como: Streptococcus
uberis, S. dysgalactiae, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, todos estos provenientes
del microambiente de los bovinos que colonizan de
manera oportunista los tejidos lesionados. Se han
reportado un total de 137 microorganismos aisla-
dos en las ubres, la mayoria de ellos inocua en ani-
males con sistemas inmunes eficientes (Brand et al.,
1996; DeRosa et al., 1997; Watts y Owens, 1988).

Los signos y efectos de la mastitis varian de acuerdo
con factores propios del hospedero y el patdgeno in-
vasor, esto evidencia una susceptibilidad individual a
la proliferacion y avidez de la infeccion, que combina
los efectos de la manipulacion con las expresiones in-
dividuales de la respuesta inmune (Leigh, 1999).

La respuesta inmune asociada con los tejidos y se-
creciones de la glindula mamaria, es vital en contra
de las enfermedades infecciosas y en la transmision
de la inmunidad pasiva a los neonatos (Opdebeeck,
1982). Actualmente, la investigacion se ha enfoca-
do hacia el analisis de los mecanismos de defensa
naturales durante los periodos de susceptibilidad a
la enfermedad, tal es el caso de genes que gobier-
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nan la respuesta inmune a un antigeno y controlan la
calidad y cantidad de la respuesta innata, o genes
que codifican opsoninas no especificas, receptores
y enzimas involucrados en la fagocitosis y otros que
controlan la especificidad de la respuesta inmune
adaptativa como el complejo mayor de histocompa-
tibilidad (MHC), receptores de células T y genes
de Inmunoglobulinas (Kelm et al., 1997).

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad es cono-
cido en los bovinos como BoL A y estd ubicado en la
region 23q (Andersson y Davies, 1994). Codifica dos
tipos de glicoproteinas de membrana, molecular y
funcionalmente diferentes (BoLA clase I y BoLA cla-
se II) cuyas funciones primarias son la presentacion
de antigenos procesados a las células efectoras del
sistema inmune (Andersson y Davies, 1994).

Laregion clase I designada como BoLA A, ha sido
definida serologicamente por Amorena y Stone
(1978) y comprende 50 aloantigenos reconocidos
internacionalmente (Bernoco et al., 1991). Los
genes BoLA clase II estan distribuidos en dos re-
giones diferentes IIA y IIB (Davies et al., 1994). La
region 1A involucra los genes DRA, DRB, DQA 'y
DQBy laregion IIB involucraa DOB, DYA, DYB,
y DIB (Davies et al., 1994).

Algunos de los alelos de varios loci de regiones
BoLA A y BoLA DQ han sido asociados con la
susceptibilidad o resistencia a mastitis (Lie et al.,
1994; Lunden et al., 1990), con variaciones en la
ocurrencia de la enfermedad (Kelm et al., 1997;
Sharif et al., 1998) y podrian tener una potencial
utilidad como marcadores genéticos de alto y bajo
riesgo de infeccion en bovinos. (Aarestrup et al.,
1995; Sharifet al., 1998).

En la raza Holstein, grupo seleccionado para éste
estudio, los cruces y la presion selectiva sobre las
caracteristicas fisiologicas, anatomicas y de calidad
de la ubre, han permitido elevar su productividad,
pero la seleccion dirigida a estas caracteristicas tam-
bién se sugiere como posible factor para la suscep-
tibilidad a las infecciones (Hoeschele y Meinert,
1990; Powell et al., 1997). Teniendo en cuenta lo
anterior, la presente investigacion estuvo dirigida a
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buscar una asociacion entre algunos /oci de la re-
gioén BoLA y la susceptibilidad a mastitis clinica en la
raza Holstein de la regién de Antioquia, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Muestras. Fueron evaluadas 258 hembras Holstein
y muestreados en 5 diferentes hatos de la zona nor-
te del departamento de Antioquia, Colombia. Los
hatos presentaron caracteristicas comunes tales co-
mo: temperatura promedio 14 °C, topografia prade-
ras, pasto estrella y ordefio mecanico. Del grupo
seleccionado, 112 hembras presentaron diagnosti-
co previo y recurrente de mastitis clinica (A =Afec-
tadas) y 104 diagnostico negativo de mastitis clini-
ca (NA =No afectadas). Para ésta clasificacion se
consideraron los registros historicos de casos de
mastitis clinica (Sharif et al., 1998), en los cuales
los animales que habian presentado cuadros de le-
che anormal, fiebre y anorexia, evaluados por un
meédico veterinario durante cada lactancia, confor-
maron la subpoblacion A y los que no los habian
presentado la subpoblacion NA. No se considerd
el recuento de células somaticas como indicador de
la enfermedad. Cada uno de los hatos evaluados
presentaron hembras NA y A segtin la tabla 1. Para
la extraccion de ADN se utilizaron 7 ml de sangre
de cada animal, en tubos vacutainer con EDTA, por
el método de Salting out y precipitaciéon con
isopropanol (Miller et al., 1988).

Actual Biol 27(83):159-169, 2005

Genotipificacion. Se genotipificaron cuatro
STRs (sequence tandem repeat), ubicados en la
region BoLA (Bovine Leucocite antigen), entre
23ql4-15a 23921y ql.5 a g2.2. Se utilizaron
los cebadores especificos para cada STR
(TAMLS 113.3, acceso BTA000982; BM 1818,
acceso BTA000976; UWCAI1, acceso
BTA000989; CYP21, acceso BTA000094)
(IDT, Coraville (Iowa), E. U. A.) (tabla 2). Cada
uno de los STRs fue evaluado en un nimero de
animales asi: BM1818 en 258, TAMLS113.3 en
254, UWCAIl en 115y CYP21 en 152. La va-
riacion en el nimero de animales genotipificados
para cada STR, se debio a dificultades técnicas
generadas en la amplificacion, que no permitie-
ron obtener resultados en la totalidad de las mues-
tras colectadas.

Tabla 1. Registros historicos de los casos de mastitis clini-
ca en cada uno de los hatos evaluados (afectadas = Ani-
males que presentaron mastitis clinica; no afectadas = Ani-
males que no presentaron mastitis clinica)

Sitios de muestreo | Afectadas | No Afectadas
Hato 1 66 11
Hato 2 22 8
Hato 3 1 32
Hato 4 6 31
Hato 5 17 22
Total 112 104

Tabla 2. Cebadores utilizados en las reacciones de amplificacion para cada STR de la region BoLA (F = oligo directo; R =

oligo reverso; Locus = STRs analizados)

Locus Cebadores Variacion Referencia
en tamano
BM18&818 | F | 5’- AGCTGGGAATATAACCAAAGG-3° 258 a 272 pb | Kappes et al. (1997)
R [ 3’-AGTACTTTCAAGGGTCCATGC-5°
CYP21 | F | 5-GGAGGGTTACAGTCCATGAGTTTG-3" | 186 a 224 pb | Creighton etal. (1992
R [ 5°-TCGCGATCCAACTCCTCCTGAAG-3’
TAMLS | F | 5’-TTACTGCTGAGCCACCGG-3* 148 a 170 pb | Kappes et al. (1997)
113.2 R [ 5’-GATGGGGGTCACAAACTGAC-3¢
UWCAL | F | 5-AGAGTGTCTTATAATTAGCCAGGAA-3’| 100 a 128 pb Sun etal. (1993)
R [ 5-AACTCTTTCAGTTGGTTCCTGT-3¢
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Para cada par de iniciadores se estandarizaron las
condiciones de PCR en un termociclador MJ
Research (PTC 150), usando 20 pl de reaccion que
contenia: 50 ng de DNA, 1ul de tampon 10 x (750
mM Tris-HCI, pH: 8,8, 200 mM (NH,),SO,, y
0,1% Tween 20); 1,25 mM de MgCl,, 0,15 U de
Taq DNA polimerasa (recombinante) AMRESCO,
2 mM de dNTPs y 0,25 pM de cada cebador.

La amplificacion para los 4 STRs consistié en un
cicloa95 °Cpor 150 s, seguido por 30 ciclos a 95
°C por 60 s, hibridacion a 63 °C para CYP21, 59
°C para TAMLS113.3 y 60 °C para UWCAL y
BM1818 por 60 s. Extension 72 °C por 60 s y una
extension final a 72 °C por 10 min. Todos los pro-
ductos de PCR se verificaron en geles de agarosa
al 2%, corridos a 60 voltios durante 20 min.

Los controles negativos fueron realizados utilizan-
do la mezcla de reaccion adicionando agua
desionizada en reemplazo de ADN bovino. Los
controles positivos se basaron en los tamafios re-
portados en publicaciones previas para cada STR
(Creighton et al., 1992; Kappes et al., 1997; Sun
et al., 1993) y en la utilizacion de marcadores de
peso molecular que indicaron el rango de ubicacion
y cada uno de los tamafios encontrados.

Identificacion de los genotipos de los STRS.
Los productos de amplificacion para cada STR y
para cada muestra se mezclaron con 2 pl de tam-
poén de carga AMRESCO. Se desnaturalizaron a
95 °C por 210 s y se corrieron en geles de
poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida 19:1) al 6%
con marcadores de peso molecular, durante 90 min
a 1,900 voltios. Finalmente, los geles fueron tefii-
dos con plata (protocolo de PROMEGA Silver
sequence DNA staining reagents).

Analisis estadistico. La determinacion de las fre-
cuencias alelicas y genotipicas se llevo a cabo con
los programas GDA y GENEPOP version 3.3 (Statkin
y Excoffier, 1996; Weir y Cockerham, 1984).

En la deteccion de las desviaciones significativas de
las proporciones genotipicas observadas frente a
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las esperadas, se utilizo la prueba de equilibrio de
Hardy-Weinberg, siguiendo el proceso descrito por
Guo y Thomson (1992), usando una prueba analo-
ga de Fisher y una tabla de contingencia de dos por
dos. El desequilibrio de ligamiento fue analizado con
la prueba de maxima verosimilitud. Las diferencias
entre las frecuencias alelicas para cada uno de los
STRs encontrados en las subpoblaciones afecta-
das y no afectadas, fue determinada con la prueba
de proporciones Z (Weir y Cockerman, 1984).

La evaluacion de la asociacion entre cada uno de
los alelos y para cada uno de los STRs, con sus-
ceptibilidad o resistencia a mastitis clinica, se reali-
z6 con el procedimiento CATMOD de SAS (SAS
Institute, 1989), basado en regresion logistica y
modelo de sustitucion génica (Batra et al., 1989),
con el modelo: Yo = i + hato, + partos, + ?b,
BoLA, +e,; donde Y, =es la variable depen-
diente (mastitis clinica), medida teniendo en cuenta
los registros en los hatos, para la presencia o no
historica de mastitis clinica en cada animal
muestreado; i = la media de la poblacion; hato, =
sitos del muestreo, i =1, 2, 3,4y 5; partosj =
nimero de partos en los animales, j = 1-4; b, =
coeficiente de regresion en el nimero de alelos;
BoLA, = efecto fijo del nimero de copias del los
alelos BoLA 1 (1= 1-9) presentes en los animales;
€, = CITOr residual.

Los alelos mas frecuentes para cada uno de los
microsatélites (tablas 3-6), fueron incluidos en el mo-
delo de sustitucion génica de CATMOD (SAS
Institute, 1989), y el resto de los alelos cuyas fre-
cuencias fueron inferiores a 0,02 fueron reunidos
en la categoria de menores (Sharif et al., 1998).

RESULTADOS

La genotipificacion de los 4 STRs escogidos (Re-
gion BoLA) permiti6 identificar seis alelos diferen-
tes para BM 1818, catorce para CYP21, once para
TAMLS113.3 y quince para UWCAI. Las frecuen-
cias alelicas se muestran en las tablas 3-6.
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Tabla 3. Frecuencias alelicas en la poblacion total y en las subpoblaciones afectadas y no afectadas para el microsatélite
BM1818 (n = niimero de alelos; A. y No A. = frecuencias alelicas en la subpoblacion afectada y no afectada; Pb. total =
frecuencias alelicas en la poblacion total; Ta. pb. = tamafio en pares de bases)

Alelo Frecuencias Alelo Frecuencias
STR n |Ta. pb.| Pb. total A. No A. n Ta. pb | Pb. total A. No A.
BM1818| 17| 256 0,032 0,050 0,017 272 262 0,527 0,512 0,539
194 258 0,375 0,351 0,396 3 264 0,005 0,012 0,000
29 260 0,056 0,067 0,046 1 266 0,001 0,004 0,000

Tabla 4. Frecuencias alelicas en la poblacion total y en las subpoblaciones afectadas y no afectadas para el microsatélite
CYP21 (n = numero de alelos; A. y No A. = frecuencias alelicas en la subpoblacion afectada y no afectada; Pb. total =
frecuencias alelicas en la poblacion total; Ta. pb. = tamafio en pares de bases)

Alelo Frecuencias Alelo Frecuencias

STR n | Ta.pb.| Pb. total A. No A. | n | Ta.pb | Pb. total A. No A.
7 186 0,023 0,031 0,013 2 200 0,006 0,012 0,000

43 188 0,141 0,126 | 0,157 4 202 0,013 0,018 0,006

56 190 0,184 0,158 | 0,212 7 204 0,023 0,031 0,013

CYP21 | 37 192 0,121 0,139 | 0,102 4 206 0,013 0,25 0,000
82 194 0,269 0,246 | 0,294 4 208 0,013 0,018 0,006

19 196 0,062 0,044 | 0,082 3 210 0,009 0,001 0,000

35 198 0,115 0,120 | 0,109 1 212 0,003 0,006 0,000

Tabla 5. Frecuencias alelicas en la poblacion total y en las subpoblaciones afectadas y no afectadas para el microsatélite
TAMLSI113.3 (n = nimero de alelos; A. y No A. = frecuencias alelicas en la subpoblacion afectada y no afectada; Pb. total =
frecuencias alelicas en la poblacion total; Ta. pb. = tamafio en pares de bases)

Alelo Frecuencias Alelo Frecuencias
STR n | Ta.pb.| Pb. total A. No A. | n | Ta.pb | Pb. total A. No A.
TAMLS | 10 152 0,019 0,025 0,014 | 44 164 0,085 0,084 0,086
113.3 | 29 154 0,056 0,038 | 0,072 | 29 166 0,056 0,059 0,054
132 156 0,257 0,233 0,278 | 39 168 0,076 0,114 0,043
48 158 0,093 0,110 0,079 | 18 170 0,035 0,029 0,039
16 160 0,031 0,029 | 0,032 1 172 0,001 0,000 0,003
146 162 0,285 0,275 0,293
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Tabla 6. Frecuencias alelicas en la poblacion total y las subpoblaciones afectadas y no afectadas para el microsatélite
UWCAI1 (n = nimero de alelos; A. y No A. = frecuencias alelicas en la subpoblacion afectada y no afectada; Pb. total =
frecuencias alelicas en la poblacion total; Ta. pb. = tamafio en pares de bases)

Alelo Frecuencias Alelo Frecuencias
STR n | Ta.pb.| Pb. total A. No A. | n | Ta.pb | Pb. total A. No A.
UWCAL| 6 100 0,026 0,020 | 0,034 5 118 0,021 0,013 0,034
5 102 0,021 0,000 | 0,058 6 120 0,026 0,027 0,023
4 106 0,017 0,020 | 0,011 10 122 0,043 0,048 0,034
7 108 0,030 0,013 | 0,058 1 124 0,004 0,000 0,011
73 110 0,317 0,333 | 0,290 6 126 0,026 0,041 0,000
21 112 0,091 0,090 | 0,093 6 128 0,026 0,041 0,000
64 114 0,278 0,284 | 0,267 2 130 0,008 0,013 0,000
14 116 0,060 0,048 | 0,081

La poblacion no presento equilibrio de Hardy-
Weinberg (H-W) para CYP21, TAMLS113.3 y
UWCALI (tablas 4-6), pero si mostro equilibrio
de H-W para BM 1818, éste tlltimo resultado es-
perado en el analisis, teniendo en cuenta el nume-

ro de alelos encontrados para el marcador
BM1818 (tabla 3).

En cada uno de los diferentes STRs analizados, se
detectaron alelos mas y menos frecuentes para el
total de la poblacion Holstein. El alelo mas fre-
cuente para CYP21 fue 194 (0,269) y el menos
frecuente 212 (0,003); para TALMS113.2 el alelo
mas frecuente fue 162 (0,2851) y el menos fre-
cuente 172 (0,002); para UWCAT el mas frecuen-
te fue 110 (0,3174) y el menos frecuente 124
(0,004) (tablas 3-6). Considerando las poblacio-
nes afectadas y no afectadas separadamente, los
alelos 194y 110 de CYP21 y UWCAI1 respecti-
vamente, fueron los mas frecuentes tanto en la
poblacion con mastitis clinica, como en la pobla-
cion que no presenta la enfermedad. El alelo 162
de TAMLS113.3, fue el mas frecuente en ambos
grupos (A y NA) y el alelo 172 del mismo marca-
dor, solamente se encontro6 en el grupo de no afec-
tadas (tabla 5). La estimacidn de los valores de
FIS para cada uno de los microsatélites en la po-
blacion total, muestra un exceso de heterocigoticos
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significativo para TAMLS113.3 y UWCAL, un
déficit para CYP21 y BM1818 se encuentra en
equilibrio (tabla 7).

Tabla 7. Estimacion de los valores de FIS para la poblacion
total y para cada uno de los microsatélites de la region
BoLA analizados (Ns = no significativa; * = significativa;
Prob = probabilidad para los valores de FIS; N = numero
de animales genotipificados)

Locus Poblacion Holstein
FIS Prob N
BMI1818 -0,027 0,1200 ™ 217
TAMLS113.3 | -0,163 0,0231 * 214
UWCA1 -0,079 0,000 * 193
CYP21 +0,227 0,000 * 191

Los resultados del anélisis de desequilibrio de
ligamiento entre los diferentes STRs, mostra-
ron segregacion independiente entre los dife-
rentes /oci, con un valor p significativo (p <
0,5) (tabla 8).

En éste estudio, el analisis de asociacion de la
mastitis clinica reconocida por registros historicos,
con cada uno de los alelos de cada STR analizado,
en la poblacion Holstein, utilizando el procedimien-
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to CATMOD de SAS (SAS Institute, 1989), no se
encontrd un efecto significativo (p >0,05), de nin-
guno de los alelos de BM1818 y CYP21 con la
presencia de mastitis clinica en el grupo de animales
analizado. El alelo 170 de TAMLS113.3, tuvo un
efecto estadisticamente significativo (p <0,05), so-
bre la presencia de la enfermedad, reconocida en
los registros histdricos (tabla 9). Este mismo resul-
tado se encontro para los alelos 110, 112y 116 de
UWCALI (tabla 10).

Tabla 8.Valores de desequilibrio de ligamiento de los
genotipos evaluados (UWCA1, CYP21, TAMLS113.3,
BM1818 = microsatélites de la region BoLA; valor P >
0,005; EE = Error estandar)

Poblacion Holstein
Locus valor P EE

UWCA1-CYP21 0,870 0,013
BMI1818-TAMLS113.3| 0,533 0,060

Tabla 9. Estimacion del efecto del alelo 170 de TAMLs113.3
sobre la presencia de mastitis clinica (TAMLS113.3 =
microsatélite de la region BoLA; P > Chi ? = Probabilidad
mayor que chi cuadrado; P< 0.05 = efecto significativo)

Locus valor P> Chi?
TAMLS113.3 Chi? (probabilidad)
170 3,72 0,051

Tabla 10. Resultados de la estimacion del efecto de los
alelos 110, 112 y 116 sobre la presencia de mastitis clinica
en la poblacion Holstein (UWCAI1 = microsatélite de la
region BoLA; Chi?>= chi cuadrado; P > Chi? = Probabilidad
mayor que Chi cuadrado)

Locus Chi? P> Chi?
UWCAI1 valor (probabilidad)
110 14,86 0,001
112 7,32 0,008
116 6,47 0,0109
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DISCUSION

Los analisis de la composicion, variabilidad y re-
cursos genéticos, son el primer paso en el proceso
del mejoramiento genético animal (Spooner et al.,
1988). El conocimiento de las poblaciones deriva a
largo plazo en programas de seleccion especificos
para cada region y ambiente de produccion, con el
proposito de obtener y mantener poblaciones salu-
dables. La region BoLA es de particular interés
debido al papel que tienen los genes clase [ y Il en
la inmunidad natural (Andersson y Davies, 1994).
Previas investigaciones han demostrado fuertes aso-
ciaciones entre alelos de la region BoL A y mastitis
(Aarestrup et al., 1995; Berryere et al., 1994; Kelm
et al., 1997; Lunden et al., 1990; Oddgeirsson et
al., 1988), y se ha reportado también que puede
haber una variacion genética con respecto a la sus-
ceptibilidad o resistencia en bovinos a enfermeda-
des como ovario quistico, retencioén de placenta,
susceptibilidad a mastitis y linfocitosis persistente,
que pueden ser explicadas por polimorfismos en
varios locus de la region BoLA (Lewin, 1989;
Oddgeirsson et al., 1988; Uribe et al., 1995).

Con la genotipificacion, determinacion de los
polimorfismos y posterior estimacion de las frecuen-
cias alelicas y genotipicas se encontr6 que los marca-
dores UWCA1 y TAMLS113.3 presentaron un
exceso de heterocigoticos (tabla 5) y CYP21 mos-
tré deficit de heterocigoticos, este tltimo resultado
diferente a los demas microsatélites analizados, se
debe quizas a que CYP21 forma parte del gen que
codifica un miembro de la superfamilia de las enzimas
P450, involucradas en el metabolismo de las dro-
gas, sintesis de colesterol y otros lipidos (Chang y
Kam, 1999; Lytton et al., 2002), y posiblemente ha
sufrido el efecto de seleccion artificial constante que
se ejerce actualmente sobre este grupo bovino con
respecto a las caracteristicas de produccion.

No se presentaron diferencias entre las frecuencias
de heterocigoticos observadas y esperadas para
BM1818 en la poblacion total (tabla 11), proba-
blemente debido a que éste STR esta ubicado en
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una secuencia no codificante, alejada de genes
involucrados con funciones especificas, libre de la
accion de fuerzas evolutivas (Kappes et al., 1997),
lo que podria significar ausencia de presion de se-
leccion, permitiendo conservar las frecuencias
genotipicas propias de una poblacion natural.

Tabla 11. Estimacion de los valores de heterocigocidad de
los genotipos encontrados para cada STR en la poblacion
Holstein (Ho = heterocigocidad observada; He =
heterocigocidad esperada; * = deficit de heterocigoéticos
significativo; ** = exceso de heterocigdticos significati-
vo; n s = no significativa)

Holstein Ho He
CYP21 0,650 * 0,840
UWCA1 0,869 ** 0,806
BM18&18 0,583 ns 0,577
TAMLS113.3 0,820 ** 0,957

El microsatélite mas polimorfico en esta evalua-
cion fue UWCAT (tabla 6), quizas debido a su
ubicacidn en una region de mucha variabilidad
(23q15) (Kappes et al., 1997; Sun et al., 1993).
El microsatélite de menor polimorfismo fue
BM1818, los 6 alelos detectados para BM1818
se presentaron con frecuencias muy bajas en la
poblacion total analizada, excepto para 262, el cual
ademas, se encontro con una frecuencia superior
a 0,5 tanto en la poblacion afectada como en la
no afectada (tabla 3). Adicionalmente, se encon-
tro el alelo BM1818*256 cuyo tamaio esté fuera
del rango de reportes previos (Kappes et al.,
1997). Cuando se analizaron las dos
subpoblaciones A 'y NA, los valores correspon-
dientes a las frecuencias alelicas para cada STR,
muestran diferencias significativas entre las dos
subpoblaciones, excepto para BM 1818, éste ulti-
mo resultado, como consecuencia de su tenden-
cia al bajo nimero de alelos (tabla 3).

BM1818 y TAMLS113.3, se encuentran en la re-
gion clase 1 (23g24dist), han sido utilizados en
mapeo de ligamiento en bovinos y ubicadosa 14y
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1 cM respectivamente de DRB3 (Thara et al., 2004;
Skow et al., 1994; Weimann et al., 2003), éste ul-
timo marcador, asociado con resistencia o suscep-
tibilidad a mastitis (Aarestrup et al., 1995; Lunden
et al., 1990; Sharif et al., 1998). También estan a
37y 24,1 cM respectivamente de PSMB9 que co-
difica para la subunidad proteosomal de la proteasa
multifuncional (Goy y Honeycutt, 1994). Esta re-
gi6n genodmica ademas, presenta polimorfismos que
han sido relacionados con variaciones en el sistema
inmune (Glass etal., 1990; Lie et al., 1994; Lunden
etal., 1990). Considerando la ubicacion gendmica
de BM1818 y TAMLS113.3, potencialmente po-
drian ofrecer informacion acerca de genes asocia-
dos con resistencia o susceptibilidad a enfermeda-
des infecciosas (Bishop et al., 1994). En éste senti-
do, se encontrd un efecto significativo (p < 0,05)
con la presencia de mastitis clinica, para el alelo
TAMLS113.3*170, en resultados obtenidos con el
procedimiento CATMOD de SAS (tabla 9). Po-
dria considerarse entonces, que la cercania de
TAMLS113.3 a DRB3 seria, una de las razones
del resultado de asociacion obtenido (Beever et al.,
1996; Gallagher et al., 2001).

UWCALI es un microsatélite de la region clase 11
(23q14-q15), ubicado en una secuencia no codifi-
cante, aproximadamente a 9,5 cM de BoLA DRB3
ya 15,1 cM de PSMB9 (Ihara et al., 2004; Sun
etal., 1993). Aunque hasta el momento su utilidad
ha sido dirigida a mapeo genético (Barendse et
al., 1994; Kappes et al., 1997; Slate et al., 1998;
Sunetal., 1993), el efecto significativo (p <0,001)
de los alelos UWCA1*110, 112 y 116, sobre la
presencia de mastitis clinica (tabla 10), en esta po-
blacion Holstein, parece indicar que posiblemente
UWCAL se encuentre cercano o ligado a secuen-
cias codificantes que tienen influencia sobre la sus-
ceptibilidad a la enfermedad (Sharif et al., 1998).
Curiosamente el alelo UWCA1*110 fue uno de
los mas frecuentes en la poblacion con mastitis cli-
nica (tabla 6).

CYP21, se encuentra ubicado en la region I de
BoLA, BTA23q12q13 (Mcshane et al., 2001), su
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producto es una enzima llamada esteroide 21 B-
hidroxilasa (Andersson y Davies, 1994). El
microsatélite CYP21 ubicado en uno de los intrones
de este gen, fue analizado en ésta investigacion y
actualmente se han descrito 19 alelos en diferentes
razas bovinas (Usha et al., 1995) y ha sido estudia-
do en mapeo genético, y estructuracion poblacional
(Weiman et al., 2003). Ninguno de los alelos de
este microsatélite mostro efecto significativo sobre
la incidencia de mastitis clinica en esta poblacion
Holstein.

La influencia de los sitios de muestreo, sobre la pre-
sencia de la mastitis clinica fue evaluada con el pro-
cedimiento CATMOD de SAS (SAS Institute,
1989). El modelo utilizado incluye el efecto de cada
una de las zonas de muestreo sobre la incidencia de
mastitis clinica; en los resultados se encontr6 que
los hatos donde fueron colectadas las muestras,
presentan una gran influencia sobre la presencia de
la enfermedad, efecto éste debido posiblemente al
manejo inadecuado de los factores ambientales que
predisponen a la misma, tales como, la clase de or-
defio (mecénico) (tabla 12).
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