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Resumen: Las enfermedades infecciosas en animales domésticos aun permanecen como
una de las principales causas de morbilidad y mortalidad, con las consecuentes pérdi-
das productivas, siendo uno de los principales problemas sanitarios en los paises en
desarrollo. El resultado de la infeccion puede estar influenciado por factores ambienta-
les, variables propias del patégeno y factores del hospedador. En consecuencia se han
realizado numerosas investigaciones dirigidas a establecer las relaciones entre la pro-
babilidad de adquirir o desarrollar la enfermedad y la constitucion genética de los
individuos. Los loci del Complejo Principal de Histocompatibilidad son considerados
genes candidatos dado el rol que desempefian en la respuesta inmune. En este trabajo
de revision se describen las principales estrategias implementadas para detectar el
componente genético de la susceptibilidad/resistencia y se detallan las consideracio-
nes generales para la eleccion del método adecuado. Ademas, se describen y discuten
los principales resultados obtenidos en las diferentes especies de animales domésti-
cos: equinos (sarcoiditis, hipersensibilidad dérmica a insectos), bovinos (leucosis, mas-
titis, dermatofilosis), caninos (leishmaniasis) y aves de corral (enfermedad de Marek).
Finalmente, se hace una breve mencién de estudios de asociacién realizados con otros
genes candidatos que no pertenecen al MHC y se discute la situacion actual y las pers-
pectivas futuras de esta area del conocimiento
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Abstract: Infectious diseases in farm animals are the main cause of morbidity and mor-
tality and because of the consequent productive losses is considered one of the major
sanitary problems in developing countries. The outcome of infection can be divided into
environment, pathogen and host factors. Several investigations have intended to relate
the probability of acquire or develop a disease and the genetic constitution of the indi-
viduals. Major Histocompatibility Complex loci are proposed as candidate genes due to
their role on the immune system. In this review the principal strategies to detect the
genetic component of susceptibility/resistance are described and the general norms to
select the accurate method are detailed. Moreover, the main results obtained in different
farm animals: equine (sarcoids, insect dermal hipersensibility), bovine (leukosis, masti-
tis, dermatophilosis), canine (leishmaniasis) and poultry (Marek’s disease) are presented.
Finally, a brief description of association studies with other candidate non-MHC genes
is mentioned, and the present status and future perspectives are discussed.
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INTRODUCCION

La mayoria de las enfermedades se rela-
cionan de una forma u otra con los genes. La
informacién codificada por ellos es tan critica
que el cambio en un sélo nucleétido (muta-
cion puntual) del ADN (Acido Desoxirribonu-
cleico) puede ser suficiente para desencade-
nar enfermedades hereditarias, hacer a los
individuos méas o menos vulnerables a
padecerlas crénicamente, o ser susceptibles a
contraer enfermedades infecciosas.

La probabilidad de contraer enfermeda-
des infecciosas en el mundo desarrollado ha
disminuido en los ultimos 50 afos. Sin em-
bargo, la infecciébn aun permanece como una
de las principales causas de morbilidad y mor-
talidad, con la consecuente pérdida producti-
va. En los paises en desarrollo, las enferme-
dades infecciosas contindan siendo uno de los
principales problemas sanitarios. Aunque la
mayoria de las infecciones son autolimitantes
y confieren morbilidad no significativa en el
hospedador, otras pocas tienen una tasa de
mortalidad cercana al 100%. En estas ultimas,
la variacién en el resultado de la infeccion
depende en gran medida de las diferencias en
la constitucion genética de los individuos.

Existen varios factores que pueden in-
fluenciar el resultado de la infeccion y que por
conveniencia, se clasifican en variables am-
bientales, variables propias del patégeno y
factores del hospedador. Los factores ambien-
tales pueden incluir, entre otros, la nutricién,
las toxinas ambientales y la edad de exposi-
cion al patoégeno. Por otra parte, aquellas va-
riables derivadas del patégeno generalmente
implican factores de virulencia que, por ejem-
plo, pueden incrementar o atenuar la habili-
dad de colonizacién del organismo o aumen-
tar la virulencia a través de la expresién de
una toxina. Finalmente, los factores atribui-
dos al hospedador, a los cuales nos vamos a
referir en detalle, implican principalmente la
dotacién genética del organismo.

En consecuencia, el objetivo del presen-
te trabajo consiste en describir y analizar al-
gunos aspectos de la susceptibilidad/resisten-
cia a enfermedades infecciosas desde un pun-
to de vista principalmente genético. Por otra
parte, se mencionara la metodologia estadis-
tica y los disefios muestrales comdnmente uti-
lizados para detectar este tipo de asociacio-
nes. Por Ultimo, se describirdn estudios de aso-
ciaciones entre susceptibilidad/resistencia y
los genes del MHC en las principales especies
de animales domésticos previamente reporta-
dos.

Marcadores genéticos en animales

Los vertebrados tienen entre 30 y 35 mil
genes. Como se menciond anteriormente, un
Unico cambio o mutacién en las bases de ADN
gue conforman esos genes puede causar una
enfermedad o provocar predisposicion a pa-
decerla. Las mutaciones que generan varia-
ciones genéticas, alterando el riesgo de ocu-
rrencia de una enfermedad infecciosa, se co-
nocen como genes de susceptibilidad. Los ge-
nes de susceptibilidad/resistencia se ponen
de manifiesto porque algunas de sus varian-
tes: (i) causan o predisponen el desarrollo de
una enfermedad (alelo de susceptibilidad), (ii)
presentan mayor incidencia en individuos
emparentados, (iii) influencian la edad de ocu-
rrencia y/o la progresion o (iv) ayudan a pro-
teger contra la enfermedad (alelo protector).

La manera en que los cambios o varia-
ciones de los genes pueden determinar que
un organismo sea susceptible a desarrollar una
enfermedad, o por el contrario, sea resistente
a ella, ha sido objeto de numerosos estudios
en diversas especies de organismos, principal-
mente en humanos, animales de laboratorios
y animales domeésticos (1-18).

Estos estudios han demostrado que las
variaciones genéticas que afectan la suscepti-
bilidad/resistencia pueden ocurrir tanto en re-
giones codificantes como no codificantes. En-
tre las primeras se encuentran, por ejemplo,
los cambios en las regiones de reconocimien-
to de los antigenos (ARS), que pueden modifi-
car la afinidad antigeno-anticuerpo. Entre la
mutaciones en regiones no codificantes pue-
den mencionarse: (i) las regiones involucra-
das en el corte y empalme de intrén y exén
(splicing), las que pueden modificar la funcio-
nalidad de la proteina madura, y (ii) las regio-
nes promotoras implicadas en el control de la
transcripcion de los genes y que por lo tanto,
pueden variar los niveles de expresién.

Con este fin se han utilizado diferentes
estrategias para identificar al gen responsa-
ble o al conjunto de genes asociados con la
resistencia/susceptibilidad a una determina-
da enfermedad infecciosa.

IDENTIFICACION DE GENES DE SUS-
CEPTIBILIDAD/RESISTENCIA A EN-

FERMEDADES INFECCIOSAS

En términos generales, la identificacion
de genes de susceptibilidad o resistencia a
enfermedades infecciosas consiste en la buas-
queda de cambios en el ADN o la deteccién de
regiones cromosémicas asociadas. Comun-
mente, para identificar las variaciones en el
ADN se utilizan Marcadores Genéticos (MG),
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representados por genes, fragmentos de ge-
nes o secuencias no codificantes, que tienen
variantes alternativas o alelos, con frecuencia
apreciables en las distintas poblaciones (poli-
morfismo). Los MG poseen herencia mende-
liana simple, y su deteccién es sencilla y re-
producible.

Se han implementado diversas estrate-
gias para detectar susceptibilidad/resistencia
a enfermedades infecciosas. Para la eleccién
del método de estudio se deben tener en cuen-
ta diversas consideraciones generales, a sa-
ber:

- Seleccion de genes que han sido con-
firmados, propuestos, o que podrian ser con-
siderados como genes candidatos para suscep-
tibilidad/resistencia a enfermedades. Se defi-
nen como genes candidatos a aquellos loci que
por su funcién biolégica pueden estar involu-
crados en la determinaciéon de un caracter, por
la funcién de la proteina que codifican o por
comparacion con genes asociados a enferme-
dades similares en otras especies.

- Si el MG y un gen involucrado con la
susceptibilidad/resistencia se encuentran li-
gados, ambos tenderan a heredarse juntos. Por
lo tanto, la utilidad de un MG consiste en
mapear genes o regiones cromosémicas impli-
cadas en el caracter mediante anélisis de
ligamiento.

- Los grupos sanos y enfermos deben es-
tar definidos por medio de fenotipos claros y
robustos, de manera tal de poder diferenciar-
los claramente. Para que las diferencias entre
sanos y enfermos no se deban a diferencias
génicas inherentes a las poblaciones de ori-
gen, la seleccién de los grupos control y en-
fermo debe realizarse dentro del mismo ori-
gen étnico.

En las diferentes razas o familias no
siempre se presentan las mismas asociacio-
nes entre marcador y caracter. Por ejemplo, si
tenemos en cuenta que el ligamiento entre el
caracter y el marcador genético es incomple-
to, podrian existir en la poblaciéon diferentes
haplotipos marcador/caracter. De este modo,
un alelo del marcador podria estar ligado al
alelo de susceptibilidad en algunos animales,
mientras que en otros estaria ligado a la va-
riante de resistencia. Por lo tanto, los efectos
estimados del caracter sobre el rasgo cuanti-
tativo se veran sesgados por efecto de la re-
combinacion.

En términos generales, el estudio de aso-
ciacion a enfermedades consiste en la identi-
ficacion de un gen candidato polimérfico y en
la comparacion de las frecuencias alélicas del

gen entre el grupo afectado y el grupo control.

Estrategias de identificacion de ge-
nes de susceptibilidad/resistencia a

enfermedades

Segun el tipo de marcador utilizado exis-
ten dos estrategias principales para la identi-
ficacion de genes involucrados en la determi-
naciéon de un caracter, tal como es la suscep-
tibilidad/resistencia a enfermedades infeccio-
sas: (i) rastreo del genoma y (ii) estudio de
genes candidatos.

El rastreo del genoma consiste en el
mapeo (localizacién) e identificacién de regio-
nes del genoma que estarian asociadas con
susceptibilidad/resistencia a una determina-
da enfermedad infecciosa. Esta estrategia se
utiliza para determinar si existen similitudes
entre individuos afectados. El rastreo se rea-
liza usualmente con marcadores de tipo mi-
crosatélites (secuencias repetitivas en tandem)
distribuidos a lo largo de todo un cromosoma
o de todo el genoma (19, 20). Luego se realiza
el analisis de ligamiento, con el fin de deter-
minar que marcador segrega conjuntamente
con el caracter en estudio. Posteriormente, se
identifican los genes que presentaron asocia-
cion significativa con el caracter dentro de las
regiones mapeadas. Esto puede realizarse ana-
lizando los genes previamente mapeados en
dichas regiones cromosémicas, o mediante
estudios de mapeo posicional. El ultimo paso
involucra la determinacion de cudl de estos
genes 0 mutaciones son causantes de la sus-
ceptibilidad/resistencia a la enfermedad in-
fecciosa en estudio.

La segunda estrategia consiste en la se-
leccién y estudio de genes candidatos. Estos
estudios parten del supuesto de que por su
funcién biolégica el gen candidato estaria in-
volucrado en la susceptibilidad/resistencia a
una determinada enfermedad infecciosa. La
estrategia consiste en asociar los genotipos del
gen candidato con el caracter estudiado. De
igual modo que en la estrategia de rastreo, el
objetivo final consiste en identificar en el gen
candidato la mutacién causal de la suscepti-
bilidad/resistencia, y de esta forma confirmar
al locus como responsable de la asociacién.

Una vez determinados los genotipos o ha-
plotipos del gen analizado, el estudio puede
conducirse segun el caso hacia: (1) el analisis
de segregacion compleja, el cual simula la se-
gregacion de la enfermedad en familias
multicasos y compara la probabilidad de dife-
rentes formas de heredar la enfermedad; (2) la
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comparacion del numero observado de alelos
compartidos con el namero esperado por he-
rencia mendeliana simple, en pares de her-
manos enteros; (3) analisis de ligamiento, el
cual incorpora los efectos de recombinacién
en las generaciones anteriores para determi-
nar la localizacién génica.

Si bien los métodos mencionados son de
gran utilidad en la identificacién de alelos de
susceptibilidad a enfermedades, no son apli-
cables a todas las enfermedades infecciosas
por razones logisticas. Si un gen candidato es
identificado a través de estudios de alelos com-
partidos, analisis de ligamiento o de segrega-
cion, la evaluacion final requerira estudios de
asociacién con la enfermedad cuidadosamen-
te disefiados, a fin de validar la asociacién
encontrada entre el gen estudiado y la enfer-
medad en cuestion.

Tanto una estrategia como la otra pue-
den utilizar diferentes disefios muestrales,
tales como: (1) disefio de medio-hermanos (Pa-
ternal half sibs) o disefio de nietos (Grand-
daugther Designs), (2) lineas endocriadas (mo-
delos murinos), (3) estudios de familias porta-
doras y (4) analisis poblacionales.

El cruzamiento de medio-hermanos pa-
ternos se basa en el estudio de la descenden-
cia de machos heterocigotas para un locus
determinado. Teniendo en cuenta el alelo que
reciben del padre, las hijas pueden ser clasifi-
cadas en dos grupos de medio hermanas pa-
ternas (21, 23). Debido a que los alelos co-
rrespondientes a un locus marcan las regio-
nes cromosémicas homoélogas a las que se en-
cuentran ligados, pueden ser usados en este
sentido como MG. Si el marcador se encuen-
tra estrechamente ligado al caracter en estu-
dio, al recibir un alelo determinado del padre
las crias heredan simultdneamente una de las
dos posibles regiones cromosémicas homélo-
gas que incluyen el caracter. De esta manera,
los dos grupos de medias hermanas paternas
deberian diferenciarse para el caracter. Por lo
dicho anteriormente, s6lo seran informativos
aquellos machos que sean heterocigotas para
ambos loci.

El método denominado “Disefio de Nie-
tas” se basa en la caracterizacion de los hijos
de machos heterocigotas para un determina-
do marcador. Los hijos se dividen en dos gru-
pos de acuerdo al alelo que hayan recibido del
macho. Posteriormente, los son hijos evalua-
dos a partir de la produccién de sus respecti-
vas hijas (por ejemplo, mediante los valores
de cria).

Marcadores genéticos en animales

En el disefio que emplea lineas endocria-
das para identificar genes de susceptibilidad
a enfermedades se tipifican cepas endocria-
das de roedores después de haber estado ex-
puestas a una infecciéon con el fin de obtener
fenotipos extremos. Se determina si el fenoti-
po en particular es dominante o recesivo en
los cruzamientos F1 en los cuales todos los
individuos son heterocigotas, habiendo here-
dado un cromosoma de cada una de las cepas
parentales endocriadas. Por lo tanto, el feno-
tipo de la enfermedad deberia ser homogéneo.
Posteriormente se realizan cruzamientos en-
tre hermanos, o retrocruzamientos con uno de
los parentales con el fin de producir cepas con
genotipos y fenotipos variables como resulta-
do de la recombinacion cromosémica.

Cuando se utiliza el disefio de familias
portadoras se considera que en determinadas
regiones cromosoémicas pueden existir nume-
rosos genes estrechamente ligados, los cua-
les se trasmiten juntos como haplotipos (Fi-
gura 1). Como se observa en el esquema, los
individuos tienen dos haplotipos (denotados
por letras mayudsculas), uno en cada cromo-
soma homoélogo, entonces, un hijo recibe un
haplotipo de cada parental y existe una pro-
babilidad del 25% de que dos crias de los mis-
mos parentales hereden el mismo haplotipo.
En circunstancias extremadamente raras un
padre puede transmitir un haplotipo recombi-
nante a la descendencia. Estas caracteristi-
cas hacen posible la deteccion de genes de sus-
ceptibilidad/resistencia al analizar los alelos
0 haplotipos compartidos en los individuos
enfermos (haplotipos sombreados).

Numerosos trabajos realizados para
mapear marcadores en especies domésticas,
han sido realizados dentro de poblaciones de
una misma raza, es decir, por Cruzamientos
de Poblaciones Segregantes. Sin embargo,
cuando poblaciones pertenecientes a diferen-
tes razas difieren para cierto caracter, y por lo
tanto para los marcadores, la cruza entre am-
bos grupos puede resultar de gran utilidad en
el mapeo de dichos marcadores (Figura 2).

Beckmann y Soller (24) demostraron que
es posible estudiar el ligamiento marcador-
caracter siguiendo la cosegregacion del mar-
cador y del caracter dentro de cada familia.
Para marcadores multialélicos, esta clase de
analisis tiene el mismo poder de resolucién
que la cruza entre lineas puras. A modo de
ejemplo pueden citarse el cruzamiento de
N'Dama y Zebu para mapear QTLs asociados
con resistencia/Zsusceptibilidad a la tripano-
somiasis (25, 27).
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Figura 1. Ejemplo de disefio de familias portadoras para

deteccion de genes de susceptibilidad/resistencia.
Figure 1. Example of the carrier families design for the detection of resis-
tance/susceptibility genes
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Figura 2. Ejemplo del disefio muestral de Cruzamientos de Po-
blaciones Segregantes o de Tipificacidn Selectiva para detecciéon
de genes de susceptibilidad/resistencia.

Figure 2. Example of the segregating populations design or the selective typing
for the detection of resistance/susceptibility genes.
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Dentro del analisis a nivel de poblacio-
nes se puede aplicar el método de Tipificacién
Selectiva (Selective Genotyping). Este método
se basa en realizar cruzamientos en poblacio-
nes que difieren para cierto caracter y por lo
tanto para los marcadores genéticos. Se se-
leccionan aquellos animales que se encuen-
tran en los extremos de la distribucién para el
caracter de interés, y posteriormente se tipifi-
can los marcadores genéticos (Figura 2). Por
lo tanto, la cruza entre diferentes grupos pue-
de resultar Gtil en el mapeo de los marcado-
res relacionados a susceptibilidad/resistencia
a enfermedades infecciosas, dado que una di-
ferencia significativa entre las frecuencias gé-
nicas de las colas de la distribucion (suscepti-
bilidad/resistencia) en la F2 o en la poblacién
base puede servir como test para el ligamiento
marcador-caracter.

Esta metodologia se fundamenta en el
hecho de que la seleccion sobre un caracter
podria cambiar las frecuencias génicas en la
poblacion segregante. Una diferencia signifi-
cativa entre las frecuencias génicas de las co-
las de la distribucién (susceptibilidad/resis-
tencia) en la F2 o en la poblacién base puede
servir como test para el ligamiento marcador-
caracter (28, 29).

Dentro de una raza el mapeo puede rea-
lizarse también por el método «ldéntico por
Descendencia (IBD Identical-by-Descent)». La
importancia de esta estrategia radica en que
permite mapear, tanto en animales domésti-
cos como en el hombre, los genes causantes
de enfermedades genéticas utilizando un nua-
mero limitado de descendientes afectados que
comparten un antecesor comun. De esta ma-
nera, detectando el segmento cromosémico que
comparten los individuos afectados, no es ne-
cesario realizar los cldsicos cruzamientos uti-
lizados en los andlisis de ligamientos, redu-
ciendo el tiempo y costo que requiere aquella
estrategia.

Un ejemplo de la utilidad de esta meto-
dologia para el mapeo de enfermedades gené-
ticas es la investigacion realizada por Charlier
y col. (30). Con el fin de localizar el gen cau-
sante del pie de mula en la raza bovina Holstein
Friesian examinaron el pedigri de 12 indivi-
duos afectados. Utilizando 213 microsatélites,
los autores observaron que todos los indivi-
duos analizados compartian un mismo seg-
mento del cromosoma 15, el cual provenia de
un ancestro comun.

En las tablas | y Il se detallan los princi-
pales métodos empleados y programas de com-

Marcadores genéticos en animales

putacién disponibles para el andlisis de des-
equilibrio de ligamiento.

LOS GENES DEL COMPLEJO PRINCI-
PAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD
(MHC) COMO CANDIDATOS PARA ES-
TUDIOS DE ASOCIACION CON EN-

FERMEDADES INFECCIOSAS

La resistencia genética es un rasgo mul-
tigénico, es decir, determinado por muchos
genes, entre los cuales se encuentran los que
codifican las moléculas que forman parte del
sistema inmune.

La diversidad de las proteinas codifica-
das en el MHC se debe al polimorfismo de los
genes que se encuentran en este complejo.
Esta diversidad genética seria la responsable
de la variacién genotipica en la resistencia o
susceptibilidad a enfermedades infecciosas.
Los loci del MHC desempefian un rol central
en la respuesta inmune, por lo que constitu-
yen genes candidatos para el estudio de aso-
ciacion entre marcadores genéticos y resisten-
cia/susceptibilidad a enfermedades infeccio-
sas.

Este complejo consiste en un bloque de
ligamiento formado por mas de 100 genes in-
volucrados en su mayoria, en la respuesta in-
munitaria. Entre ellos podemos nombrar los
genes presentadores de antigeno (Clase | y 1),
los procesadores de antigeno, los del sistema
del Complemento (Clase Ill) y genes relacio-
nados como el Factor de Necrosis Tumoral
(TNF). La variabilidad genética en esta regién
se ve determinada por un alto namero de ale-
los, presencia de varias copias de cada gen,
numero variable de genes en los distintos ha-
plotipos y variaciones alélicas en la region de
control de la expresion (promotor). En nume-
rosos estudios se ha demostrado que las va-
riaciones en la respuesta inmune dependen
tanto de las mutaciones en las regiones pro-
motoras de genes de histocompatibilidad, las
cuales modifican los niveles de transcripcion,
como del polimorfismo en la regién de unién
al antigeno (Antigen Recognition Site, ARS) de
las glicoproteinas de Clase | y Il, que determi-
nan su afinidad con los antigenos. También,
los genes de citoquinas se consideran impor-
tantes genes candidatos para investigar sus-
ceptibilidad/resistencia a enfermedades infec-
ciosas, ya que en las especies estudiadas se
han identificado polimorfismos nucleotidicos
simples (SNPs) asociados a la susceptibilidad/
resistencia. Estos altos niveles de polimorfis-
mo han permitido el desarrollo de MG asocia-
dos a enfermedades infecciosas para ser utili-
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Tabla I. Breve descripcidon de algunos de los métodos utilizados comdnmente para la estima-
cion de desequilibrio de ligamiento (LD).
Table I. Short description of some of the usual methods employed to estimate linkage disequilibrium (LD).

Método Caracteristicas

no es afectada
usa genotipos

Medida mas comunmente usada,
por estratificacion poblacional,
parentales heterocigotas.

Transmission
Desequilibrium Test
(TDT)

Estima frecuencias alélicas transmitidas por los
genotipos parentales homocigotas y heterocigotas;
es atil para muestras de ADN agrupadas. Es
sensible a estratificacién poblacional.

Haplotype Relative
Risk (HRR)
“Riesgo relativo”

Multilocus Utiliza multiples marcadores incrementando el
composite likelihood | poder de deteccién de desequilibrio de ligamiento.
approaches

Considera la covarianza entre loci

sensible a heterogeneidad alélica.

Haplotype segment marcadores;

sharing method

Tabla Il. Software disponible para analisis de desequilibrio de ligamiento (LD).

Table Il. Available software for linkage disequilibrium (LD) analysis.

Programa Descripcion Pagina Web Referencia

ALLASS Estimacién de LD compuesto http://cedar.genetics.soton.ac.uk (43)
para datos multilocus usando la | 7pub7PROGRAM/ALLAS
ecuacion de Malécot.

ARLEQUIN | Paquete de analisis genético http://anthro.unige.ch/arlequin/ (44) (45)
poblacional que incluye
estimacién de haplotipos por el
algoritmo EM y analisis de LD
para pares de loci; estima
significancia por método
permutacion.

DISEQ Estimacioén de desequilibrio ftp://linkage.cpmc.columbia.edu (46)
multilocus. /software/diseq

DMAP Estimacion de likelihood http://lib.stat.cmu.edu/-bdevlin/ 47)
compuesta para multiples datos.

ETDT Usa regresion logistica para TDT http://www.gene.ucl.ac.uk/dcurt (48)
para marcadores multialelicos is/software.hyml

FINEMAP Estima arboles filogenéticos para | http://www.stat.cmu.edu/cmu- (49)
enfermedades multilocus y stats/
haplotipos normales para inferir
localizacién del gen de la
enfermedad.

GASSOC Realiza varios test de asociacion, http://www.mayo.edu/statgen (50)
incluyendo TDT para multiples
marcadores.

GDA Andlisis genético poblacional. http://alleyn.eeb.uconn.edu/gda (51)
Incluye estimacion de LD para /
pares de loci, test de significancia
por método de permutacion.

QTDT Realiza test de asociacion y TDT http://eee.well.ox.ac.uk/ashtma/ (52)
para rasgos cuantitativos usando | QTDT
metodo de componentes de
varianza.

TDT/S-TDT| TDT y sib-TDT. http://spielman07.med.upenn.ed (53) (54)

u/TDT.htm

TRIMHAP Andlisis de haplotipos http://www.vipbg.vcu.edu/trimh (55)
compartidos para estimacion de ap
localizacién de genes de
enfermedades.
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zados en su control sanitario y erradicacion.
La mayoria de los estudios de asociaciones con
los polimorfismos de los genes de Clase I, Cla-
se Il y citoquinas se realizaron en enfermeda-
des humanas y en algunos animales domésti-
cos (1, 18).

EJEMPLOS DE ASOCIACION DE GE-
NES CANDIDATOS DEL MHC CON
SUSCEPTIBILIDAD A ENFERMEDA-

DES

Numerosos autores han llevado a cabo
estudios de asociacién entre genes del MHC y
resistencia/susceptibilidad a diversas enfer-
medades infecciosas, principalmente aquellas
responsables de importantes pérdidas econé6-
micas. Entre los ejemplos mas relevantes po-
demos citar los siguientes trabajos:

Equinos

Una de las asociaciones mas fuertes
identificadas en equinos (1, 2) en estudios del
MHC equino (ELA, equine leukocyte antigen) y
la susceptibilidad/resistencia corresponde a
la patogénesis del tumor de piel comun o
sarcoiditis. Estos tumores son de ocurrencia
comun en caballos y son causados por un vi-
rus relacionado al virus del papiloma bovino
(BPV).

Las investigaciones realizadas desde la
década de 1980 involucraron el analisis de los
genes del ELA de Clase | y Clase Il en varias
razas de caballos. Los resultados determina-
ron, por una parte, altas frecuencias de alelos
ELA-A3 (Clase 1) y ELA W13 (Clase Il) en caba-
llos afectados con tumores, en comparacién a
los controles sanos. Por otra parte, entre las
diferentes razas analizadas se evidencid dis-
tinta incidencia de tumores debido, probable-
mente, a la distribucion diferencial de los ale-
los entre razas. Sin embargo, la susceptibili-
dad no se deberia solamente a la presencia de
los alelos ELA-A3 y ELA W13, sino a una com-
binacion de genes (haplotipo) que acompafa
a estos alelos y aun de otros genes ligados al
MHC. Dado que estas investigaciones se rea-
lizaron mediante determinaciones seroldgicas,
es muy probable que un estudio molecular por
genes candidatos revele una asociaciéon aun
mas estrecha entre determinados alelos y la
susceptibilidad a sarcoiditis.

Otros ejemplos son las relaciones entre
algunos haplotipos del ELA y la hipersensibi-
lidad dérmica a insectos, la influencia de dife-
rencias antigénicas en la fertilidad, la relacion
de fenotipos de transferrinas y ELA con el gra-
do de deterioro endometrial en yeguas gestan-

Marcadores genéticos en animales

tes (31, 33). Investigaciones de posibles aso-
ciaciones entre antigenos de Clase | del MHC
y niveles de IgE especificos demostraron una
asociacion significativa entre ELA-A8 vy titulos
indetectables de IgE contra las cepas de As-
pergillus fumigatus rAsp f 7 y rAsp f 8. Tam-
bién, se demostraron asociaciones significati-
vas entre ELA-A1 y altos niveles especificos
de IgE, entre ELA-A14 y bajos niveles de IgE,
y entre ELA-Be27 y bajos niveles de IgE de
Aspergillus-especifico (12). En un estudio mas
reciente se demostrd, ademds, la asociacion
entre tipos de transferrina y la muerte de los
potros causada por la infeccién por
Rhodococcus equi (15).

Bovinos

La leucosis bovina es una enfermedad
de importancia econdmica y de distribucién
mundial producida por el virus de la leucosis
bovina. El desarrollo de esta enfermedad se
encuentra bajo control genético, intimamente
ligado al polimorfismo del MHC bovino, y pre-
senta tres estadios: (1) Produccion de anticuer-
pos contra antigenos virales (seroconversién);
(2) Aumento significativo y persistente del
numero de linfocitos B (linfocitosis persisten-
te); (3) Linfosarcoma.

En 1986, Lewin y Bernoco (3) estudia-
ron la asociaciéon entre el BoLA (bovine
lymphocyte antigen) Clase | y la progresion de
la enfermedad en un rodeo Shorton
californiano (n=117). La tipificacién del BoLA
Clase | se realiz6 mediante serologia. El estu-
dio se realiz6 a nivel rodeo y a nivel familia. A
nivel rodeo se detectaron 60 vacas
seropositivas, y entre ellas, aquellas con el ha-
plotipo BoLA-w8 presentaron aumento de la
susceptibilidad y mayor frecuencia de linfoci-
tosis persistente. Los animales con el haploti-
po BoLA-DA7 y BoLA-DAG6.2 presentaron una
menor frecuencia de linfocitosis persistente.

A nivel familia se estudi6 la segregacion
alélica en una familia de medio hermanas pa-
ternas y se observo que las vacas que hereda-
ron el haplotipo DA 12.3 eran susceptibles a
la linfocitosis persistente, mientras que las
vacas con el haplotipo DA7 exhibian resisten-
cia a linfocitosis persistente.

En 1996, Zanotti y colaboradores (5) ana-
lizaron la influencia del polimorfismo del MHC
sobre la progresién subclinica del virus de la
leucosis bovina en 2 rodeos italianos de vacas
Holstein (n=41). Estos autores estudiaron el
BoLA-A por serologia, el BoLA-DQ por RFLP y
el BoLA-DR por PRC-RFLP. A partir de estos
analisis comprobaron que el haplotipo
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DQA*12-DQB*12-DRB2*3A-DRB3.2*8 se en-
contraba asociado a susceptibilidad a la leu-
cosis, mientras que el haplotipo DQA*3A-
DQB*3A-DRB2*2A-DRB3.2*11 se asoci6 con
resistencia a la enfermedad.

Por otra parte, el andlisis de la secuen-
cia nucleotidica del segundo exén de los ale-
los DRB3 revel6 que los alelos asociados con
resistencia presentaban en la posiciones 70 y
71 del dominio bl del ABS (Antigen Binding
Site) acido glutamico y arginina, respectiva-
mente.

Este estudio dejé en evidencia el papel
principal del BoLA-DRB3 en la progresion sub-
clinica de la infeccion con el virus de la leuco-
sis bovina, que estaria dado a nivel de la pre-
sentacion de péptidos antigénicos a los linfo-
citos T helper.

La enfermedad conocida como Mastitis
Bovina es producida principalmente por Sta-
phylococcus aureus. Es una de las enfermeda-
des mas frecuentes en el ganado bovino le-
chero y la que ocasiona las mayores pérdidas
econdmicas.

En 1997, Kelm y col (8) estudiaron la
relacién entre medidas genéticas de mastitis
(ndmero de células somaticas, SCS) y para-
metros inmunolégicos (marcadores molecula-
res BoLA-DRB3.2) en vacas Holstein de Esta-
dos Unidos (n=137). El BoLA-DRB3.2 se ana-
liz6 por PCR-RFLP (con las enzimas de restric-
cién Rsal, Haelll y BstYIl). ElI SCS se utilizé
como parametro ya que existe una alta corre-
lacion entre la ocurrencia de mastitis y SCS.
Los autores encontraron que el alelo
DRB3.2*16 se asociaba con SCS elevado, mien-
tras que el DRB3.2*24 se asociaba con SCS
bajo. Por otro lado, Dietz y colaboradores (10)
también encontraron asociacién entre el alelo
DRB3.2*16 y SCS alto. Ambos estudios evi-
denciaron la utilidad de los alelos del BoLA-
DRB3 como marcadores de la resistencia/sus-
ceptibilidad a mastitis.

Sharif y col. (11) también analizaron la
asociacion entre los alelos del BoLA-DRB3 y
el SCS como medida de mastitis en un rodeo
canadiense de vacas Hosltein (n=835). Ellos
detectaron asociaciéon entre el alelo DRB3.2*16
con bajos SCS, y entre el alelo DRB3.2*23 con
casos de mastitis severos.

La discrepancia observada entre los
trabajos de Kelm y Dietz, con el de Sharif po-
dria deberse al disefio experimental, a la va-
riable dependiente utilizada (SCS), a la pre-

sencia de distintos patégenos, al background
genético, factores ambientales, etc.

Park y colaboradores (17) realizaron uno
de los ultimos estudios acerca de la posible
asociacién entre resistencia/susceptibilidad a
mastitis producida por S. aureus y genes del
MHC. Los autores reportaron una estrecha
asociacién entre el haplotipo de Clase lla
DH24A y susceptibilidad a mastitis, mientras
que los haplotipos DH16A y DHO8A se encon-
traron asociados con resistencia a la enferme-
dad.

La Dermatofilosis Bovina es una enfer-
medad de la piel causada por el patégeno
Dermatophilus congolensis asociada con la ga-
rrapata Amblyomma variegatum. Produce
importantes pérdidas en la produccién y pre-
senta una tasa de mortalidad del 15%.

Maillard y col. (14) analizaron varios loci
del MHC bovino para identificar marcadores
moleculares asociados con resistencia/sus-
ceptibilidad a dermatofilosis. Los autores es-
tudiaron dos grupos extremos de animales
Brahman zebl de la isla de Martinica no rela-
cionados y en las mismas condiciones ambien-
tales: 61 animales que nunca enfermaron y
62 animales con signos clinicos severos. Los
haplotipos DRB3.2*9 y DQB*1804 se encon-
traron significativamente asociados con alta
susceptibilidad a la enfermedad. Esta asocia-
cion se validé en otras poblaciones de ganado
de la misma raza y en otras razas de otras par-
tes del mundo. A partir de estos resultados se
realizé en la isla de Martinica un programa de
seleccidn asistida durante el cual se elimina-
ron los individuos que tenian el haplotipo aso-
ciado a susceptibilidad. De esta manera se
logré reducir la prevalencia de la enfermedad
del 76%, en 1996 a menos del 2%, en el 2001.

En otro tipo de estudio, Acosta-Rodriguez
y coautores (18) analizaron la posible partici-
pacién de los genes del MHC en la infestacién
con garrapatas Boophilus microplus mediante
el estudio de microsatélites de Clase Il. Las
pérdidas causadas por esta garrapata han sido
estimadas en cien millones de ddlares por afio
en Australia, y en un billon de délares por afio
en América Central y Sudamérica. Los auto-
res reportaron la existencia de asociaciéon en-
tre cuatro microsatélites del BoLA Clase Il y
susceptibilidad a la infestaciéon con garrapa-
tas Boophilus microplus. Este estudio eviden-
cié la participacion, al menos parcialmente,
de varios alelos de Clase Il del BoLA en la sus-
ceptibilidad a la infestacién con garrapatas.
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Ovinos

La parasitosis en el ganado ovino es una
de las principales causas de pérdidas econo6-
micas. En 1996, Outteridge y colaboradores
(6) estudiaron la posible asociacion entre los
polimorfismos del MHC ovino (OLA, Ovine
Leukocyte Antigen) y las variaciones en la re-
sistencia a parasitos intestinales, principal-
mente nematodes. Para llevar a cabo este es-
tudio los autores se basaron en el hecho que
los genes del DRB se encuentran en la region
de Clase Il del MHC, y en la existencia de una
relacién inversa entre el nivel de anticuerpos
y el nimero de huevos de parasitos en las
heces de este modo la resistenciaZsusceptibi-
lidad a los parasitos podria ser determinada
por el polimorfismo del DRB.

El estudio se realizé en tres familias de
ovejas Merino (n=130) de Australia. Los auto-
res tipificaron un microsatélite intrénico es-
trechamente ligado al exén 2 del DRB ovino
mediante PCR y midieron los niveles de anti-
cuerpos contra los parasitos y el namero de
huevos en la materia fecal. Si bien se encon-
tré asociacién entre altos niveles de anticuer-
pos, bajo nimero de huevos en materia fecal
y polimorfismo del DRB, los autores resaltan
la necesidad de realizar estudios adicionales
para confirmar las asociaciones observadas.

Caninos

La leishmaniasis es una enfermedad que
afecta a perros, humanos y otros animales
causada por el parasito intracelular Leishma-
nia infantum. El perro doméstico es el princi-
pal reservorio para la infeccién humana.

Quinnell y colaboradores (16) analizaron
la asociacion entre los genes del DLA (Dog
Leukocyte Antigen) Clase Il del perro DLA-
DRB1, -DQA1 y -DQB1 y el curso de la enfer-
medad en perros expuestos a infeccion natu-
ral con Leishmania infantum en Brasil. El es-
tudio incluyd 99 perros de la ciudad de Belém
(zona no endémica) que fueron llevados a
Marajé (zona endémica), y 27 perros nacidos
en Marajo.

La tipificacion de los genes DLA-DRB1, -
DQA1l y -DQB1 se efectud por secuenciacion
directa. La deteccidon del parasito se realizé
por PCR a partir de biopsias de médula 6sea y
se midieron los niveles de IgG. Finalmente,
los autores encontraron una asociacion signi-
ficativa entre la presencia del alelo
DRB1*01502 y la susceptibilidad a leishma-
niasis en perros, pero no se detectaron aso-
ciaciones con DQA1l y DQBI1.

Marcadores genéticos en animales

Aves

La enfermedad de Marek en pollos es
causada por un herpes virus. Puede manifes-
tarse en una forma nerviosa (ataca los ner-
vios, especialmente el nervio ciatico) o visce-
ral (tumores en higado, ovario, rifién, bazo y
corazon) y produce importantes pérdidas eco-
nomicas.

En 1997, Kaufman y Salomonsen (9) en-
contraron una asociacion significativa entre
el haplotipo B21 de Clase | del MHC del pollo
y la resistencia a la enfermedad, mientras que
el haplotipo mas susceptible fue el B19.

Estado actual de las investigaciones en
susceptibilidad/resistencia genética a enfer-
medades infecciosas en la Argentina

Si bien en la Argentina, esta area del co-
nocimiento no estd muy desarrollada, existen
actualmente lineas de investigaciones tendien-
tes a caracterizar los genes del MHC de dife-
rentes especies domésticas y a determinar
asociaciones entre dichos loci y susceptibili-
dad/resistencia a enfermedades infecciosas.
Asi por ejemplo, en el Centro de Investigacio-
nes en Genética Basica y Aplicada (CIGEBA)
de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Uni-
versidad Nacional de La Plata, en estudios an-
teriores se analizd la variabilidad genética de
genes del MHC en razas bovinas, equinas y
caninas y actualmente se estan llevando a cabo
investigaciones de las posibles asociaciones
entre genes candidatos del MHC y enfermeda-
des tales como demodicosis juvenil generali-
zada canina y arteritis viral equina (AVE) (36-
40). Por otra parte, en la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de
Buenos Aires se estan estudiando los genes
de MHC de aves de corral (41, 42).

ASOCIACION CON GENES QUE NO
PERTENECEN AL MHC

En la respuesta inmune intervienen los
productos de numerosos genes, muchos de los
cuales no pertenecen al MHC. En los ultimos
afos, varios loci involucrados en la respuesta
inmune han sido estudiados con el objeto de
determinar su asociacion con susceptibilidad/
resistencia a determinadas enfermedades in-
fecciosas. A modo de ejemplo, pueden men-
cionarse el gen que codifica para la proteina 1
de macroéfagos asociada a resistencia natural
o Nrampl (7, 13), los genes para inmunoglo-
bulinas y genes del receptor de células T (3).
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Si bien los antibidticos son efectivos en
el control de varias enfermedades, su uso a lo
largo del tiempo puede desarrollar resistencia
a la droga por parte de los patégenos. Ade-
mas, el uso masivo de antibidticos es cada vez
menos aceptado por los consumidores, quie-
nes exigen productos libres de residuos.

Otras enfermedades pueden ser contro-
ladas a través de la utilizacién de vacunas.
Sin embargo, las vacunas atenuadas, tradicio-
nalmente empleadas, a veces proveen una pro-
teccion incompleta y en el caso de las vacu-
nas pobremente inactivadas pueden causar la
enfermedad que tendrian que prevenir (Roslin
Institute, Annual Report 2000-2001, http://
www.roslin.ac.uk/).

La seleccién de animales resistentes a
enfermedades es posible, pero tradicionalmen-
te los criadores se han concentrado en mejo-
rar los caracteres de produccion, por lo que la
informacién acerca de la variacidon genética en
resistencia a enfermedades es limitada.

En los ultimos afios el crecimiento de la
biotecnologia esta permitiendo el desarrollo de
nuevas estrategias para el control de enfer-
medades. En este contexto, ya se estan utili-
zando rutinariamente los marcadores molecu-
lares para la seleccion de animales resisten-
tes a enfermedades. Por otra parte, a través
de la tecnologia recombinante, se estan desa-
rrollando nuevas vacunas basadas en la es-
tructura de las moléculas de reconocimiento
y presentadoras de antigenos y en la informa-
cion obtenida a partir de los estudios de aso-
ciacién en las diferentes especies estudiadas.
Sin embargo, alun es necesario obtener una
mejor comprension de la genética y de la fun-
cion del sistema inmune del huésped y de los
mecanismos de evasion de la respuesta inmu-
ne por parte del patégeno, para que la biolo-
gia molecular tenga un mayor impacto en el
control de las enfermedades animales.
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