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RESUMEN

La expresion del gene PAPP-A2 puede asociarse a rasgos relacionados con la fertilidad del
bovino. El objetivo del estudio fue identificar un polimorfismo del gen del PAPP-A2 asociado
con mayor eficiencia reproductiva en ganado Holstein criado al sur de Sonora. De la
poblacién animal (n=261) se obtuvo ADN que fue utilizado para la genotipificacion de cinco
polimorfismos del gen PAPPA2 mediante espectrometria de masas. Un modelo mixto asocio
estadisticamente los genotipos del PAPPA2 con Dias Abiertos (DA), Intervalo entre Partos
(IP) y Servicios por Concepcidon (SC). El genotipo TT del PAPPA2-4 fue el mas favorable
(P<0.05) para DA (119.96 d), IP (401.96 d) y SPC (1.63 serv/concep). El alelo T indico6 -28.15
d menos en DA e IP, asi como -0.10 servicios por concepcion (P<0.05), concluyendo que el
PAPPA2-4 puede ser un gen predictor para el desempefio reproductivo en la poblaciéon de
ganado Holstein del sur de Sonora.
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INTRODUCCION
La eficiencia reproductiva del bovino es sensible a las condiciones climaticas, especialmente
durante los meses calidos (Correa et al.,, 2009). EI mapeo del genoma bovino ha
representado un salto enorme en el entendimiento de algunas regiones cromosomicas
relacionadas a funciones de importancia economica como la fertilidad de la vaca (Luna et al.,
2010). El gen de la Proteina Plasmatica Asociada a la Prefiez A2 (PAPP-A2), ubicado en el
cromosoma 16 del bovino es uno de los candidatos implicados (Fortes et al., 2013) y ha sido
asociado al comportamiento reproductivo del bovino, asumiendo relacion funcional en el eje
endocrino GH-IGF (Luna et al.,, 2012). El valle del Yaqui se encuentra al sur de Sonora
México, zona calida que afecta el desempefio fisiolégico de la vaca Holstein (Leyva et al.,
2008), donde es comun observar vacas con un desempefio reproductivo satisfactoria
respecto al resto de la poblacién, por lo que es posible que exista un polimorfismo o variante
del gen PAPPA2 dentro de esta poblacibn que se asocie a un mejor comportamiento
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reproductivo bajo las condiciones climaticas del sur de Sonora. El objetivo del estudio fue
identificar un polimorfismo del gen del PAPP-A2 asociado a mayor eficiencia reproductiva del
ganado Holstein criado al sur de Sonora México.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccion6 una poblacion de 261 vacas Holstein de un establo comercial ubicado en el
Block 1114 del Valle del Yaqui, Sonora. Se extrajo una muestra sanguinea mediante puncién
de la vena coccigea para depositar 4-5 gotas de sangre distribuidas en tarjetas Blood-
Cards™, las cuales se enviaron al Lab. Neogen/GeenSeek Inc., USA, para la extraccion
(Gentra Puregene DNA Isolation Kit, Gentra, Minneapolis, MN, 55441) y cuantificacion de
ADN, asi como la posterior genotipificacion de cinco variantes polimorficas correspondientes
a los genes del PAPPA2 (PAPPA2-1, PAPPA2-2, PAPPA2-3, PAPPA2-4 y PAPPA2-5) en
esta poblacién de vacas Holstein que son expuestas a temperaturas que superan los 35°C
durante cinco meses del afio. Varios ensayos en PCR se ejecutaron para la genotipificacion;
la técnica de espectrometria de masas (MALDITOF) fue utilizada para identificar la secuencia
primaria y los alelos localizados en el sitio polimorfico. En la dltima fase de la plataforma
comercial “Sequenom Mass Array” se transcribe (SpectroTYPER) la masa del iniciador
especifico en el genotipo correspondiente para cada reaccion (Luna et al., 2012).

Las variables analizadas fueron: Dias abiertos (DA), Intervalo entre partos (IP) y Servicios
por concepcién (SPC), colectadas (afios 2012 y 2013) y organizadas en el programa Excel.
La estadistica descriptiva para las medias DA, IP y SPC, fueron calculadas con el
procedimiento MEANS en el paquete estadistico SAS (SAS, 2004);el procedimiento ALLELE
estimo la frecuencia alélica y de genotipos y el No Equilibrio de Hardy-Weinberg (HW),
mientras que el procedimiento MIXED ejecuto la asociacion del valor fenotipico (DA, IP y SC)
con el efecto fijo del genotipo de cada polimorfismo. La opcién PDIFF del procedimiento
LSMEANS fue ejecutado para la comparacion de medias incluyendo el ajuste Bonferroni.
Como criterio de inclusion de polimorfismos al estudio asociativo, solo se incluyeron aquellos
con una frecuencia mayor al 10% en su alelo menor (FAM>10%). El efecto individual del
alelo sobre el fenotipo dentro de la poblacién, fue estimado mediante substitucién alélica en
un modelo de regresion, incluyendo el genotipo como covariable (Falconer y MacKay, 1996).
Los efectos de dominancia y aditividad fueron estimados de acuerdo a los procedimientos
descritos por Sherman et al. (2008), utilizando un analisis de contrastes (lineales y
cuadraticos) para confirmar si el efecto individual de los alelos de cada gen fue aditivo o
dominante.

RESULTADOS Y DISCUSION
En la tabla 1 se muestran las medias generales para los caracteres DA, IP, SPC y % de
prefiez al primer servicio en la poblacion de estudio. La tabla 2 presenta la frecuencia (%) de
alelos y genotipos para el gen PAPP-A2 incluidos de acuerdo a la condicion FAM>10% y
asumiendo que no estan en equilibrio HW (P>0.05). Una frecuencia entre el 5 al 10% del
alelo menor es requerida para evitar falso resultados (Balding, 2006). De los cinco
polimorfismos, el PAPPA2-4 resulté significativo para DA (P= 0.0114), IP, (P=0.0114) y SPC
(P=0.0082) (Tabla 3). En vacas con genotipo TT (119.96 d) resultaron con menor niamero de
dias en DA (P<0.05) respecto a AA (-31.44 d) y TA (-40.19 d). Un desempefio mas favorable
para el IP (P<0.05) se observo en TT (401.96) respecto a AA (433.64 d) y TA (442.15 d),
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mientras que menor numero de SPC fue requerido (P<0.05) para vacas TT (1.2779
serv/iconcep) y AA (1.6370 serv/iconcep). El analisis de substitucion alélica (Tabla 4), muestré
que el gen PAPPA2-4 resultd ser un buen predictor para DA, IP y SPC, donde el alelo
favorable indico una reduccion de -28.152 d para DA e IP (P=0.0014), mientras que los SPC
se redujeron -0.1010 (P=0.0082) ante la presencia del alelo. EI gen PAPP-A2 se ubica en el
cromosoma 16 en el Bos Taurus y otros estudios han asociado aspectos de fertilidad al
participar dentro del eje funcional GH-IGF1 (Luna et al., 2010).

De acuerdo con los polimorfismos analizados para el gen de la PAPP-A2, solo el PAPPA2-4
se asoci6 estadisticamente con DA, IP y SPC, lo cual es coincidente con los resultados de
Wickramasinghe et al., (2011), quienes explican en su trabajo que este polimorfismo influye
sobre la tendencia genética para caracteres relacionados con la reproduccion. Luna et al
(2012) reportaron una asociacion entre un polimorfismo del PAPP-A2 (rs110490898) con una
menor edad al primer (-37.1 d) y segundo parto (-65.43 d) en una poblaciéon de ganado
Romosinuano. Otro trabajo similar en vaquillas Angus, Brahaman y Romosinuano de primer
parto, se reportaron dos marcadores del PAPP-A2, los cuales fueron asociados al
comportamiento reproductivo (intervalo entre parto, dias al parto y tasa de prefiez), aunque a
diferencia del presente estudio, esos marcadores no fueron predictores de fertilidad (Luna et
al., 2010).

Se concluye que dentro de la poblacién de estudio, la presencia de una variante del PAPP-
A2 resultdé ser un buen predictor para dias abiertos, intervalo entre partos y servicios por
concepcion, lo que lo convierte en parte del complejo de genes candidatos implicados en la
expresion de un comportamiento reproductivo superior en algunas vacas Holstein que son
expuestas a condiciones calidas gran parte del afio en la zona del sur de Sonora.

Tabla 1. Medias para los caracteres relacionados con la eficiencia reproductiva de la
poblacion de ganado Holstein criado en el valle del Yaqui del presente estudio.

Fenotipo n Media + EE
Dias Abiertos (DA) 253 1409 +5.8
Intervalo entre partos (IP) 253 4229+5.8
Servicios por Concepcién (SPC) 253 1.86 = 0.07
% Prefiez al primer servicio 198 61.1+24

PROC UNIVARIATE en SAS. Se eliminaron animales debido al cumplimiento de la prueba de Hardy Weinberg
y nimero de polimorfismos que pudieron secuenciarse por la calidad de la muestra de ADN.
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Tabla 2. Frecuencia alélica y genotipica de los 5 polimorfismos del gen PAPP-A2
encontrados en la poblacion de ganado Holstein del valle del Yaqui, Sonora México.

Frecuencia de Frecuencia de
Gen Polimorfismo alelos (%) Genotipos (%)
A G AA AG GG
PAPPA2-1 37505  62.505 5.56 63.89 30.56
PAPPA2-2 36.105  63.885 11.90 48.41 39.68
A C AA CA cC
PAPP-A2 PAPPA2-3 28.14 71.86 7.29 41.70 51.01
PAPPA2-4 44.40 55.60 0.40 88.00 11.60
A T AA AT TT
PAPPA2-5 38.29 61.71 5.95 64.68 29.37

Polimorfismos del gen PAPP-A2 considerados por criterio inclusion por FAM>10% y el supuesto de no equilibrio
(P>0.05) para la prueba de Hardy-Weinberg.

Tabla 3. Medias de cuadrados minimos para los caracteres de fertilidad por efecto
asociados al genotipo del polimorfismo marcador del gen PAPP-A2 encontrado en la
poblacion de ganado Holstein del valle del Yaqui.

Genotipos para PAPPA2-4

AA TA TT
Fenotipo (n=17) (n=135) (n=302) Prob
DA 151.64 + 27.3724° 160.15 + 11.6045% 119.96 *+ 7.8330° 0.0144
IP 433.64 + 27.3724% 442.15 + 11.6045?2 401.96 + 7.8330° 0.0144
SPC 2.2779 £ 0.2719°% 2.0091 + 0.1150% 1.6370 + 0.07742° 0.0082

3D ndican diferencia estadistica (P<0.05) entre medias de genotipo.

Tabla 4. Analisis de substitucién alélica para el genotipo favorable a fertilidad del
polimorfismo del gen PAPPA2-4 encontrado en la poblacién de ganado Holstein
criado en el valle del Yaqui.

Efectos de substitucion alélica

Caracter Valor estimado + EE Prob

Dias abiertos -28.152 +£10.6833 0.0014
Intervalo entre partos -28.152 +10.6833 0.0014
Servicios por concepcion -0.1010 £ 0.1082 0.0082

Valores generados considerando al genotipo como covariable dentro de un modelo de regresion.
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