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Resumen

El cambio climatico global ha convertido a la tolerancia al estrés por calor en
una caracteristica importante para ser considerada en programas de mejo-
ramiento genético y aumentar la resistencia de los animales productivos a
los entornos medio ambientales adversos. El objetivo de este estudio fue
conocer la asociacién que existe entre marcadores de polimorfismos de nu-
cledtido Unico (SNP) vy la resistencia al estrés por calor con un estudio de
asociacion del genoma completo (GWAS). Se utilizaron 95 vacas lecheras de
la raza Pardo Suizo para obtener temperatura corporal, frecuencia respiratoria
y genotipo. Se detectaron 7 SNP con un efecto estadisticamente significativo
(P < 0.01) sobre la frecuencia respiratoria bajo estrés caldrico. Los marca-
dores con mayor asociacion se encuentran en el autosoma 6 de Bos taurus
(BTA 6), por ejemplo, el SNP BovineHDO600010397 se ubica dentro del
gen FAM13A, y el SNP BovineHD0600012612, dentro del gen PI4K2B. El
SNP ARS-BFGL-NGS-102407 que se localiza en el BTA 4 es el que presenta
un mayor nimero de asociaciones a genes. La mayorfa de los genes partici-
pan en procesos celulares de la resistencia de los individuos a temperaturas
ambientales altas y himedas. Estos resultados proporcionan conocimientos
nuevos sobre la genética de la tolerancia al estrés por calor en bovinos de la
raza Pardo Suizo en Yucatan, México.
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Contribucién del estudio

El calentamiento global es un problema fuerte que compromete el bienestar de
los animales al tratar de mantener su homeostasis y continuar con su produccion
para alimentar a los més de 130 millones de personas que viven actualmente en
México. Por tal motivo, es necesario realizar investigaciones que indiquen la exis-
tencia de poblaciones de animales productivos con genes que les confieran una
resistencia al estrés caldrico. Este estudio demostrd la existencia de polimorfismos
de nucledtido Unico asociados a genes cuyas expresiones producen protefnas que
le confieren al animal resistencia al calor. Con esto, se abre una linea de investi-
gacion muy importante en México para continuar con estudios en la raza Pardo
Suizo y asf, generar a mediano plazo, poblaciones de referencia para implementar
programas de seleccion gendmica con esta caracteristica.

Introduccién

El cambio climético representa uno de los mayores problemas que afectan la pro-
duccion ganadera a nivel mundial. Segtin el Grupo Intergubernamental de Expertos
sobre el Cambio Climético (IPCC), la tasa de calentamiento global es de 0.2 °C por
década y se estima que entre 2030 y 2052 sea de hasta 1.5 °C. En este contexto,
México es el sexto pais donde se espera un impacto mas alto en 2050 (4.2 °C)
Esto representa muchos retos, considerando que hard mas dificil la tarea de ali-
mentar a los 10 000 millones de personas que conformaran la poblacion mundial
para 2050 de acuerdo con las proyecciones del Banco Mundial, pues su impacto
ya se refleja en la caida de los rendimientos y en los fendmenos meteorolégicos
extremos que afectan los cultivos y el ganado.(!)

Los efectos de las altas temperaturas en los diferentes procesos fisioldgicos de
los organismos vivos han sido ampliamente estudiados. La adaptacion fisiologica a
soportar altas temperaturas dependeré de varios factores biologicos que ayudaran a
mantener la homeostasis del individuo.(?) En los rumiantes, el estrés por calor (EC)
se presenta cuando un individuo percibe alguna amenaza a su homeostasis.(?)
El EC no solo afecta la cantidad y calidad de leche, también tiene efectos negativos
sobre la fertilidad y el consumo de alimento. Algunos autores han reportado que
existen pérdidas econdmicas debido al EC en condiciones geogréficas y climéticas
similares a las de México. En la actualidad (2023), debido al aumento de las tem-
peraturas, algunos paises han implementado programas de mejoramiento genético
en ganado bovino especializado en leche, que incluyen la tolerancia al estrés por
calor (TEC) como caracteristica a seleccionar.(%)

La principal limitante en estas poblaciones es la determinacion a bajo costo de
una medida fenotipica para la deteccién de animales tolerantes. Una aproximacion
propuesta por Misztal®) es el uso de los datos existentes de control lechero, como
la produccién de leche, junto con los de estaciones meteorolégicas (temperatura
y humedad) proximas a las explotaciones para determinar la pendiente de caida
productiva individual en funcion de un indice de carga térmica. Esta medida tiene
bajo costo afadido, pero es una medida poco precisa de la tolerancia.(>) Algunos
autores proponen que la temperatura rectal deberia ser la medida esténdar para
monitorizar de forma objetiva el bienestar de los animales sometidos a alta carga
térmica(®) y ha sido usada para evaluar el efecto del medio ambiente térmico sobre
el crecimiento, la lactacion y la reproduccion en el ganado lechero.(’ ©)
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Sin embargo, con la actual era de la fenotipificacion se han utilizado herra-
mientas como la cdmara termogréfica que facilita el trabajo en la captura de la tem-
peratura corporal del animal, disminuyendo el contacto directo con él y evitando el
estrés por manejo.(®) La genotipificacién es una herramienta genética que en los
Ultimos 15 afios se ha utilizado con mucho éxito, porque aumenta favorablemente
la precision de los valores genéticos de los animales para la seleccién. La posibi-
lidad de incluir los datos genotipicos en las predicciones de los valores genéticos
de los individuos ha abierto nuevas posibilidades para aprovechar los recursos
genéticos en poblaciones de bovinos.(19)

En este sentido, la gendmica ha influenciado el estudio genético de los anima-
les de produccién, a través de metodologias como GWAS, que usa informacion de
miles de SNP distribuidos a lo largo de todo el genoma para estimar y cuantificar
sus efectos con el fin de seleccionar e identificar regiones o foci involucrados en
la expresién de caracteristicas cuantitativas (QTL).('") Estudios como el de Her-
nandez-Cordero et al.(12) identificaron 7 genes (AVPRIA, Furin, IGFBP5, IGFBPE,
PMCH, PRLR y STAT5B) asociados a la termotolerancia del ganado lechero de la
raza Holstein en el valle del Yaqui, Sonora, México. Otros investigadores reportaron
6 genes asociados con la produccion de leche, su contenido de grasa y proteina
(SFXNT,LOC781028, ANKRD3 1, LOC100296562, LOC107131388 y WDR4T) en
un andlisis de la GWAS en ganado Holstein criado en la region desértica de Mexi-
cali, Baja California, México.(1%)

En EE.UU., Sigdel et al.(1") identificaron 10 genes asociados con la termoto-
lerancia, ya que participan en diferentes procesos celulares en respuesta al EC,
como lo son: activacion de las HSP (PEX16, HSF1, EEFID y VPS28), reduccion del
estrés oxidativo (CDKN 1By DUSP16), modulacion del proceso de apoptosis (MA-
PK81PI, CREB3LT), mantenimiento del ADN (TONSL) y termotolerancia (CRY2).
Por otro lado, Dikmen et al.(!>) encontraron dos regiones gendmicas (BTA-24 y
BTA-26) asociadas con genes de termotolerancia en el ganado Holstein estadouni-
dense, las cuales se relacionan con la temperatura rectal y la produccién de leche,
respectivamente. Correa-Calderdn et al.(1) reportaron que, en el caso de China,
también hay evidencias de que su ganado Holstein es portador de SNP asociados
a genes de termotolerancia como ATPTAT, HSPSOAAT, HSF1, HSP70A1A y HSPBI.

El estudio de la TEC en los sistemas de produccion de México es indispensable
en un marco competitivo para el abastecimiento mundial de leche y carne, donde
se ha predicho un aumento del 73 % y 58 % respectivamente.(!) Por lo anterior,
este estudio propone identificar polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) aso-
ciados a las respuestas fisiologicas que indican el estrés calorico de los bovinos
productores de leche en México para identificar ganado tolerante al EC.

Materiales y métodos

Datos fenotipicos

Los animales pertenecian a un rancho localizado en la comunidad del puerto de
Progreso, Mérida, Yucatan. En las Figuras SIAT, SIB y S2, se observan las tempera-
turas promedio mensuales y la humedad relativa promedio de 2019 y 2020 en
1 Laletra S en las referencias de Figuras y Cuadros indica que es Material
suplementario.
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este puerto de Yucatan.('”) Se usaron datos de 95 vacas con 2 038 registros de
produccién de leche de hasta 10 lactaciones (PL), se midieron 8 216 temperaturas
corporales (TC) y 10 022 frecuencias respiratorias (FR). Se registraron las tempe-
raturas de los animales con una cdmara termogréfica de la marca FLIR E4 de 9 Hz
y las frecuencias respiratorias por minuto (rpm) fueron registradas en el costado
derecho de cada animal. Los muestreos de temperaturas y frecuencias respiratorias
se realizaron dos veces a la semana, dos veces al dia (mafana y tarde) de octubre
a diciembre de 2019 y de enero a marzo de 2020. En la edicién de cada una de
las variables se eliminaron los valores extremos a tres desviaciones estandar de la
media y se asignaron como valores perdidos.

Datos meteoroldgicos

Las temperaturas ambientales (TA) y humedades relativas ambientales (HR) se
registraron en la sala de ordefio al mismo tiempo que la informacién fisiolégica, a
través de un termohigrémetro digital. El indice de temperatura-humedad (ITH) por
dia de registros fisiologicos se calculd considerando la temperatura (T) y la hume-
dad relativa (HR) como sigue:(®)

ITH= (1.8 X TA + 32) - (0.55 - 0.0055 x HR) x (1.8 x TA - 26)

Se eliminaron aquellos valores extremos a tres desviaciones esténdar de la media
y se asignaron como valores perdidos. En el Cuadro S1, se muestra la clasificacion de
acuerdo con el ITH para el rancho donde se obtuvieron las mediciones fisioldgicas
de las vacas.

Datos genotipicos

Se genotiparon 95 vacas usando el chip GGP Bov 100K de llumina. Los genotipos
fueron editados de acuerdo con un control de call rate > 0.90, alelos de menor
frecuencia (MAF) > 0.02, equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) P > 0.001, descarte
de marcadores con errores mendelianos y GCScore > 0.25. Se utilizaron un total
de 69 848 SNP en todo el genoma. Las posiciones de los SNP se coordinaron
seglin el conjunto de referencia ARS-UCD1.3.

Modelo estadistico

Se realizd un GWAS para obtener, a través de los marcadores SNP, las asociaciones
con posibles genes involucrados en la resistencia al estrés por calor medido a tra-
vés de su frecuencia respiratoria. Se elabord un modelo mixto de regresion lineal
multiple, con los siguientes términos:

Vit = M+ Byri + Bl + Bsgy + Uy + €y

donde, y es la frecuencia respiratoria; r es la temperatura de la cdmara termo-
grafica; t es el ITH; g es el SNP; B;, B,, B3 son los coeficientes de las regresiones
lineales fijas para r, t y g, mientras que u es el efecto aleatorio del animal que fue
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Cuadro 1. Estadisticas descriptivas para las caracteristicas fenotipicas

I I T T

Frecuencia respiratoria (rpm) 41 £11 0.28
Temperatura corporal (°C) 375 +£0.8 279 40.1 0.02
indice temperatura-humedad 73£5 61 82 0.07

Frecuencias respiratorias por minuto (rpm); grados centigrados (°C)

incluido para tomar en cuenta las mediciones multiples de cada vaca, y e es el error
asociado. Se estim¢ el efecto de cada SNP y su valor de significancia fue ajustado
por la tasa de falsos descubrimientos (FDR) y después transformado a su logaritmo
negativo base 10, y se realizé un gréfico de Manhattan para identificar los SNP sig-
nificativos (P < 0.05). Los anélisis se realizaron usando el software estadistico R.(!9)

Resultados y discusion

En el Cuadro | se muestran las estadisticas descriptivas de las caracteristicas fenotipi-
cas involucradas en el modelo estadistico. Se observa una media para la frecuencia
respiratoria de 41 £ 11 respiraciones por minuto, con un valor minimo de 16 y un
maximo de 88, con un coeficiente de variacion de 28 %. Respecto a la temperatu-
ra corporal medida con la cdmara termogréfica, la media fue de 37.50 £ 0.84 °C,
con un valor minimo de 27.9 y un maximo de 40.1, con un coeficiente de variacién
de 2 %. Y el indice de temperatura-humedad tuvo un promedio de 73 + 5, con
un valor minimo de 61 y un maximo de 82, cuyo coeficiente de variacion fue del
7 por ciento.

En la Figura |, se muestran la asociacion gendmica y las asociaciones signifi-
cativas entre los marcadores y la frecuencia respiratoria del animal bajo EC. Las
regiones con una sefal clara de efecto sobre la caracteristica se localizaron en BTA
4,6, 10y 17. En el cromosoma 6 se observan 2 puntos, debido a que hay 3 SNP
(BovineHD0600012612, ARS-BFGL-NGS-21182 y Hapmap41353-BTA-76120)
con distancias muy cortas entre ellos (44831889, 45112831 y 45935611 pb)
que se podrian estar heredando juntos.

Los efectos del ITH y la temperatura corporal fueron significativos en los
modelos. Asimismo, el efecto aleatorio del animal en promedio representd alre-
dedor de un 3.9 % de la variacién total de los modelos para la frecuencia respira-
toria. Se detectaron 7 SNP significativos (P < 0.05) que tienen un efecto sobre la
frecuencia respiratoria bajo EC. Los marcadores SNP més significativos flanquean
la region entre 35992596 y 45935611 pb en el BTA 6. El SNP que se localiza en
el BTA 4 fue el que presento asociacion con mdas genes. También los BTA 10y 17
tuvieron un efecto altamente significativo sobre la caracteristica.

En el Cuadro 2, se observan los coeficientes de regresion para las variables
independientes del ITH y la TC, asi como para los genotipos de cada SNP. Los re-
sultados indican una relacion lineal estadisticamente significativa (P < 0.01) entre
el ITH y los SNP que indican que la frecuencia respiratoria aumenta entre 0.69 y
0.70 rpm por cada unidad de cambio en el ITH.
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Figura 1. Gréfico de Manhattan donde se observa la significancia —log10(P-value) para los efectos de los SNP para frecuencia
respiratoria bajo estrés caldrico en ganado Pardo Suizo en México.

Cuadro 2. Lista de los marcadores moleculares tipo SNP significativos en el estudio de asociacién gendmica

Coeficientes Genotipo
Nombre SNP
EXER N
ARS-BFGL-NGS-102407 rs110968187 0.7** 3.49%  -103.31** 2.23%* -4 37**
BovineHD0600010397 1469925373 0.7+ 3.55%  -109.67** 1.75%* 5.04%*
BovineHD0600012612 rs137814830 0.7%* 350"  -101.92%* -2.45NS -5.80%*
ARS-BFGL-NGS-21182 rs110652103 0.7** B30 -107.72%* I 5.80%*
Hapmap41353-BTA-76120 rs41652054 0.7%* Z 50 -101.92%* -2.45 NS -5.80%*
BovineHD 1000012735 rs43625771 0.7+ 3.48%  -101.40%* -3.28%* -5.61+*
BovineHD 1700003830 rs132824650 0.69%* 3.59%F  -111.48%* 2.28%* 4157
#* P <001

NS = no significativo (P > 0.05)
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Figura 2. Distribucion de las medias marginales de la frecuencia respiratoria (FR) en cada uno de los genotipos de cada
SNP significativo.

De la misma manera se observa una relacién lineal estadisticamente signifi-
cativa (P < 0.01) entre la TC y la FR que indica que la frecuencia respiratoria
aumenta entre 3.48 y 3.59 rpm por cada unidad de cambio en la temperatura
corporal. Se detecté una asociacién favorable entre el SNP rs110968187 (ARS-
BFGL-NGS-102407) con una disminucién en la frecuencia respiratoria de -2.23
y —4.37 rpm del heterocigoto y el homocigoto respectivamente (Figura 2). Este
SNP se ubica en la regién 75602694 del cromosoma 4, y los genes a los que
se les puede asociar son TNS3, TRNAR-ACG, ADCY'1, CAMK2B, ADAM22, COAT,
HECW1, OGDH, NUDCD3, GLI3, FAM221A, OSBPL3, MPP6 e IGFBP3 (Cuadro 3).
El gen TNS3 (Tensina 3) estd implicado en la migracion de las células mamarias
y se ha reportado como gen candidato en las lineas de células tumorales,(29) el
gen TRNAR-ACG es un ARN arginina transferasa que funciona como un anticodon
ACG que genera mutaciones en esta familia de ARN transferasas isogénicos.(?!)
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Cuadro 3. Genes a los que estan asociados los 7 SNP significativos que se obtuvieron del estudio GWAS
para frecuencia respiratoria en vacas lecheras Pardo Suizo en temperaturas y humedades relativas altas

asociado

rs110968187 75602694 4.29E-07 TNS3

TRNAR-ACG
ADCY1
CAMK2B
ADAM22
COA1
HECW1
OGDH
NUDCD3
GLI3
FAM221A
OSBPL3
MPP6

IGFBP3
1s469925373 6 35992596 A/G 1.54 E-06 FAM13A

rs137814830 6 44831889 G/A 2.18E-06 PI4K2B

ZCCHC4
ANAPC4

rs110652103 6 45112831 A/T 2.18E-06 LOC112447058
SLC34A2

LOC112447057

LOC112447059

LOC112447218

ANAPC4
1s41652054 6 45935611 G/A 2.18E-06 CCKAR

1543625771 10 41722547 G/A 2.29E-07 MDGA2
rs132824650 17 13124955 A/G 2.45E-06 OTUD4

A = Adenina, G = Guanina, T = Timina
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Este gen fue reportado como un gen candidato responsable de la transformacién del
genoma para generar tolerancia a las altas temperaturas en microorganismos como
las levaduras.(2!) Mientras que el gen ADCYT esta implicado en el indice de con-
dicién corporal en razas cebuinas y sintéticas para la adaptacién a climas con altas
temperaturas y se reporta como un gen candidato.(?2) El gen FAM221A, también
candidato,(?®) interviene en los procesos para mantener la homeostasis en varios
sistemas bioldgicos como el inmune, el crecimiento y el desarrollo, cardiovascular,
humoral, reproductivo, esquelético, respiratorio, ocular, hematopoyético y repro-
ductivo. El gen IGFBP3 interviene en la produccién de leche bajo estrés caldrico
como otros genes de la misma familia (IGFBP5 e IGFBP6) reportados en la raza
Holstein estresada por calor en el valle del Yaqui, Sonora, México.(12)

También se observd una asociacion favorable entre el SNP rs43625771 (Bo-
vineHD1000012735) con una disminucion en la frecuencia respiratoria de -3.28
y -5.61 del heterocigoto y el homocigoto respectivamente (Figura 2). Este SNP
se ubica en la region 41722547 del cromosoma 10, y al gen que se le puede
asociar es al MDGA?2, este gen codifica para el dominio que contiene anclaje de
glucosilfosfatidilinositol 2 que interviene para la regulacion del ensamblaje de la
presinapsis, la regulacién de la adhesién de la membrana sindptica y diferenciacion
de las neuronas motoras de la médula espinal. También participa en el proceso de
migracion v la especificacién de patrones de neuronas, activa la sinapsis GABAér-
gica y la sinapsis glutamatérgica. En un estudio cientifico de Alemania, este gen se
sefiala como candidato en ganado bovino Holstein bajo EC.(4)

Para los SNP rs469925373 (BovineHD0600010397), rs110652103 (ARS-
BFGL-NGS-21182) y rs132824650 (BovineHD1700003830) se observaron aso-
ciaciones con un aumento de la FR. Para el primer SNP fue de 1.75 y 5.04 rpm,
para el segundo de 3.35y 5.80 rpm, y para el tercero, de 2.28 y 4.51 rpm del hete-
rocigoto y el homocigoto respectivamente (Figura 2). El primer SNP (rs469925373)
se ubica en la regidn 35992596 del cromosoma 6, y al gen que se le puede
asociar es al FAM13A. Este gen codifica un activo regulador en la region H3K27ac
de los nucleos adiposos aumentando la distribucion de grasa corporal en el tejido
adiposo subcutdneo y afecta la funcién del adiposito.

En un estudio®®) en ganado bovino Holstein, se reporté que el gen FAM13A
produce transcritos que son complementarios a los genes adyacentes, los cua-
les codifican protefnas de la matriz extracelular que contienen secuencias esen-
ciales para las interacciones entre integrinas y receptores localizada en el BTA 6,
dentro de un locus de rasgo cuantitativo (QTL) que afecta a la produccién de protei-
nas lacteas. Los genes de este cluster estén implicados en la formacién de estructuras
l6bulo-alveolares en la gldandula mamaria y en la funcion renal. En humanos el gen
FAM13A se ha reportado como gen candidato responsable de la enfermedad de
la resistencia a la insulina que puede predisponer al desarrollo de diabetes tipo 2,
enfermedades cardiovasculares e hiperglicemia.(26)

El segundo SNP (rs110652103) se ubica en la region 45112831, que también
se encuentra en el cromosoma 6, y los genes a los que se le puede asociar son
LOC112447058, SLC34A2, LOC112447057, LOC112447059, LOC112447218 y
ANAPC4 (Cuadro 3). El gen ANAPC4 participa en el complejo de subunidad 4 pro-
motora de la anafase en los procesos de division celular.(2%) El gen SLC34A2 codifica
el cotransportador de iones fosfato de la célula y en el transporte transmembranal
de iones de sodio para el transporte de fosfato inorganico, aminoécidos y caseina
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en las células. A este gen se le ha notificado como gen candidato que se expresa
cuando las células mamarias estan bajo estrés calérico.?”) También se ha sefia-
lado como participante en la calidad de la carne y en la composicién corporal en
ganado Nellore.(?8) Los genes LOCT112447057, LOCI 12447058, LOC112447059
y LOC112447218 no estan caracterizados aun. El tercer SNP (rs132824650) se
ubica en la region 13124955 en el cromosoma 17 y el gen al que se le puede
asociar es OTUD4, que codifica para la enzima OTU deubiquitadora 4, y participa
a través de mecanismos tanto de catdlisis dependiente como independiente para
regular la actividad de factor de crecimiento transformante-g (TGFB). Esta via es
crucial para el desarrollo embrionario, asi como para el mantenimiento de la ho-
meostasis tisular en los tejidos adultos.(23)

Los SNP rs137814830 (BovineHD0600012612) vy rs41652054 (Hap-
map41353-BTA-76120) se asocian favorable y significativamente con el genotipo
homocigoto; pero, la asociacion no es significativa con el genotipo heterocigoto
(-5.80 y -2.45), respectivamente. Ambos se encuentran en el cromosoma 6; el
primer SNP se encuentra en una ubicacién de 44831889 pb y el segundo de
45935611 pb. Los genes a los que se les asocia se observan en el Cuadro 2; PI4K2B
es gen candidato, codifica para una proteina citosolica y contribuye a la actividad de
la P14 quinasa junto con otras protefnas que entre todas participan en la activacion
temprana de las células T.(29 Al gen ZCCHC4 se le conoce también como el gen
HSPC052, que es parte de la familia de los genes que expresan las proteinas para
contrarrestar los efectos del estrés calorico y participa en la adaptacion del animal
a climas con temperaturas muy altas.(*9) CCKAR participa en la via de sefializacién
del calcio y se reporta como gen candidato asociado con caracteristicas de creci-
miento y de la calidad de la canal en ganado Hanwoo.(31)

Conclusiones

En el estudio de la GWAS se identificaron un total de 7 SNP asociados a cambios
en la frecuencia respiratoria, para los 7 SNP, los homocigotos AA tuvieron una
frecuencia respiratoria menor en comparacion con los heterocigotos o los homo-
cigotos, esto indica que los animales con genotipos AA resisten el estrés calorico.
Los heterocigotos AG o AT tienen una respuesta intermedia al calor, mientras que
los genotipos GG o TT aumentan la frecuencia respiratoria, lo cual indica que los
animales con estos genotipos seran susceptibles al estrés calérico. Para cada uno
de estos SNP se encontraron varias asociaciones con genes relacionados con la
produccién de proteinas, el mantenimiento de la condicién corporal y el metabolis-
mo celular; procesos fisioldgicos que participan en la adaptacion a climas con altas
temperaturas y humedades relativas ambientales. Estos resultados proporcionan
conocimientos nuevos sobre la genética de la tolerancia al estrés por calor en bo-
vinos productores de leche de la raza Pardo Suizo.
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Disponibilidad de datos

Sise desea teneracceso a los datos favor de contactar a los autores correspondientes.
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