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DESCRIPCION
QTL para resistencia a mastitis en ganado bovino.
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a un método para determinar la resistencia frente a mastitis en un sujeto bovino que
comprende detectar al menos un marcador genético ubicado en el cromosoma bovino BTA9. Ademas, la presente
invencion se refiere al uso de un kit de diagnodstico para detectar la presencia o ausencia de al menos un marcador
genético asociado con resistencia frente a mastitis.

Antecedentes de invencion

La mastitis es la inflamacién de la glandula mamaria o ubre de la vaca que resulta de infecciéon o traumatismo y se
cree que la mastitis es la enfermedad mas importante econémicamente en el ganado bovino.

La enfermedad puede producirse por una variedad de agentes. La causa principal de la mastitis es la invasion de la
glandula mamaria a través de la punta del pezén por microorganismos.

La mastitis puede ser clinica o subclinica, precediendo la infeccidon subclinica a las manifestaciones clinicas. La
mastitis clinica (CM) puede detectarse visualmente mediante la observacion de glandulas mamarias rojas e
hinchadas, es decir, ubre roja hinchada, y mediante la produccién de leche coagulada. Una vez detectada, la leche
de vacas con mastitis se mantiene separada del tanque de modo que no afecte a la calidad de la leche total.

La mastitis subclinica es un tipo de mastitis caracterizada por altos recuentos de células somaticas (SCS), una
temperatura corporal normal o elevada y muestras de leche que deben dar resultados positivos en cultivo. Por tanto,
la mastitis subclinica no puede detectarse visualmente por la hinchazén de la ubre o por la observacion de la
glandula o la leche producida. Debido a esto, los granjeros no tienen la opcion de apartar la leche de las vacas con
mastitis subclinica. Sin embargo, esta leche es de calidad inferior a la de las vacas no infectadas y por tanto puede
contaminar el resto de la leche en el tanque.

La mastitis puede detectarse mediante el uso de recuentos de células soméaticas (SCS) en los que se analiza una
muestra de leche de una vaca para determinar la presencia de células somaticas (glébulos blancos). Las células
somaticas son parte del mecanismo de defensa natural de la vaca y los recuentos de células aumentan cuando la
ubre resulta infectada. El niumero de células somaticas en una muestra de leche puede estimarse indirectamente
mediante un viscosimetro de bola rodante y un contador Coulter.

Puesto que la mastitis da como resultado una cantidad y calidad reducidas de la leche y productos de la leche, la
mastitis da como resultado pérdidas econémicas para el granjero y la industria lactea. Por tanto, la capacidad para
determinar la base genética de la resistencia frente a mastitis en un animal bovino es de importancia econémica
inmensa para la industria lactea, tanto en lo que se refiere a la produccion de leche diaria, como también en la
gestidon de la cria, seleccionando sujetos bovinos con resistencia frente a mastitis. Seria deseable un método para
seleccionar genéticamente sujetos bovinos con resistencia mejorada que diera vacas menos propensas a padecer
mastitis.

Un enfoque para identificar determinantes genéticos para rasgos genéticos es el uso del mapeo del desequilibrio de
ligamiento (LD) que tiene como objetivo aprovecharse de recombinantes histéricos y se ha demostrado en algunas
poblaciones de ganado, incluyendo ganado bovino lechero, que se extiende en segmentos de cromosomas muy
largos cuando se compara con las poblaciones humanas (Famir et al., 2000). Una vez mapeado, puede aplicarse de
manera util un locus de rasgos cuantitativos (QTL) en la seleccién asistida por marcador.

Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento refleja acontecimientos de recombinacion que se remontan en la historia y el uso de
mapeo del LD dentro de familias aumenta la resolucion del mapeo. Existe LD cuando los haplotipos observados en
una poblaciéon no concuerdan con las frecuencias de haplotipo previstas multiplicando la frecuencia de marcadores
genéticos individuales en cada haplotipo. Con respecto a esto, el término haplotipo significa un conjunto de
marcadores genéticos estrechamente asociados presentes en un cromosoma que tienden a heredarse juntos. Con
el fin de que el mapeo del LD sea eficaz, es necesario que la densidad de marcadores genéticos sea compatible con
la distancia a través de la cual se extiende el LD en la poblacién dada. En un estudio de LD en una poblacion de
ganado bovino lechero usando un alto numero de marcadores genéticos (284 marcadores microsatélites
autosomicos) se demostré que el LD se extiende varias decenas de centimorgans para los marcadores
intracromosoémicos (Farnir et al. 2000). De manera similar, Georges, M (2000) notific6 que la ubicacion de un
marcador genético que esta asociado con un fenotipo particular en ganado normalmente tiene un intervalo de
confianza de 20-30 cM (correspondiente a quiza 500-1000 genes) (Georges, M., 2000). La existencia de
desequilibrio de ligamiento se tiene en cuenta con el fin de usar mapas de regiones particulares de interés con alta
confianza.
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En la presente invencién se han identificado locis de rasgos cuantitativos asociados a mastitis clinica y/o SCS en el
cromosoma bovino BTA9, lo que permite un método para determinar si un sujeto bovino sera resistente a mastitis.

Sumario de invencion

Es de interés econémico significativo dentro de la industria de ganado bovino poder seleccionar sujetos bovinos con
resistencia frente a mastitis aumentada y de ese modo evitar pérdidas econdmicas en relaciéon con animales que
padecen mastitis. La predisposicién genética para la resistencia frente a mastitis puede detectarse mediante la
presente invencion. La presente invencién ofrece un método para determinar la resistencia frente a mastitis en un
sujeto bovino basandose en marcadores genéticos que estan asociados con y/o relacionados con resistencia frente
a mastitis.

Por tanto, un aspecto de la presente invencion se refiere a un método para determinar la resistencia frente a mastitis
en un sujeto bovino, que comprende detectar en una muestra de dicho sujeto bovino la presencia o ausencia de al
menos un marcador genético que esta ligado con al menos un rasgo indicativo de resistencia a mastitis, en el que
dicho al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en la region flanqueada por y que
incluye los marcadores microsatélites polimorficos C60rf93 e inra084, en el que la presencia o ausencia de dicho al
menos un marcador genético es indicativa de resistencia a mastitis de dicho sujeto bovino o descendencia del
mismo.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un kit de diagnostico para detectar la presencia o
ausencia en un sujeto bovino de al menos un marcador genético asociado con resistencia frente a mastitis, que
comprende al menos una secuencia de oligonucleétidos y combinaciones de las mismas, seleccionandose las
secuencias de nucleodtidos de cualquiera de SEQ ID NO.: 75 a SEQ ID NO.: 98.

Descripcion de los dibujos

Figura 1: Exploracién de genoma de BTA9 en relacidon con resistencia a mastitis caracteristica de familias de Roja
Danesa. Los numeros se refieren al “niumero de libro genealdgico”. El eje X representa la distancia del cromosoma
expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este analisis. El eje Y representa los datos estadisticos de
prueba del analisis de QTL expresados en el valor de F.

Figura 2: Exploracion de genoma de BTA9 en relaciéon con recuento de células somaticas caracteristico de familias
de Roja Danesa. Los numeros se refieren al “nimero de libro genealdgico”. El eje X representa la distancia del
cromosoma expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este andlisis. El eje Y representa los datos
estadisticos de prueba del analisis de QTL expresados en el valor de F.

Figura 3: Exploracion de genoma de BTA9 en relacién con resistencia a mastitis caracteristica de familias de
Ayrshire Finlandesa. Los numeros se refieren al “niumero de libro genealégico”. El eje X representa la distancia del
cromosoma expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este andlisis. El eje Y representa los datos
estadisticos de prueba del analisis de QTL expresados en el valor de F.

Figura 4: Exploracion de genoma de BTA9 en relacion con recuento de células somaticas caracteristico de familias
de Ayrshire Finlandesa. Los numeros se refieren al “nimero de libro genealdgico”. El eje X representa la distancia
del cromosoma expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este analisis. El eje Y representa los
datos estadisticos de prueba del analisis de QTL expresados en el valor de F.

Figuras 5a y 5b: Exploracion de genoma de BTA9 en relacién con resistencia a mastitis caracteristica de familias de
Roja y Blanca Sueca. Los numeros se refieren al “nimero de libro genealdgico”. El eje X representa la distancia del
cromosoma expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este andlisis. El eje Y representa los datos
estadisticos de prueba del analisis de QTL expresados en el valor de F.

Figuras 6a y 6b: Exploracion de genoma de BTA9 en relacion con recuento de células somaticas caracteristico de
familias de Roja y Blanca Sueca. Los numeros se refieren al “niumero de libro genealdgico”. El eje X representa la
distancia del cromosoma expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este analisis. El eje Y
representa los datos estadisticos de prueba del analisis de QTL expresados en el valor de F.

Figura 7: Exploraciéon de genoma de BTA9 en relacién con resistencia a mastitis caracteristica de familias de
Holstein Danesa. Los numeros se refieren al “nimero de libro genealdgico”. El eje X representa la distancia del
cromosoma expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este andlisis. El eje Y representa los datos
estadisticos de prueba del analisis de QTL expresados en el valor de F.

Figura 8: Exploracion de genoma de BTA9 en relaciéon con recuento de células somaticas caracteristico de familias
de Holstein Danesa. Los numeros se refieren al “nimero de libro genealdgico”. El eje X representa la distancia del
cromosoma expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este andlisis. El eje Y representa los datos
estadisticos de prueba del analisis de QTL expresados en el valor de F.

Figura 9: Perfil de QTL para el rasgo resistencia a mastitis que muestra un pico de LDLA/LD entre los marcadores
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BMS2819 e INRA144 a 74,08 cM en ganado bovino de Roja Danesa. El eje X representa la distancia del cromosoma
expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este andlisis. El eje Y representa los datos estadisticos de
prueba de razén de verosimilitud del analisis de QTL.

Figura 10: Perfil de QTL para el rasgo recuento de células somaticas que muestra un pico de LDLA entre los
marcadores BMS2819 e INRA144 a 74,075 cM en ganado bovino de Roja Danesa. El eje X representa la distancia
del cromosoma expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este analisis. El eje Y representa los
datos estadisticos de prueba de razon de verosimilitud del analisis de QTL.

Figura 11: Perfil de QTL para el rasgo resistencia a mastitis que muestra un pico de LDLA entre los marcadores
BM4208 e INRA144 en la raza Ayrshire Finlandesa. El eje X representa la distancia del cromosoma expresada en
Morgan segun las posiciones empleadas en este andlisis. El eje Y representa los datos estadisticos de prueba de
razon de verosimilitud del analisis de QTL.

Figura 12: Perfil de QTL para el rasgo resistencia a mastitis que muestra un pico de LDLA/LD entre los marcadores
BMS2819 e INRA144 en ganado bovino de Ayrshire Finlandesa y Roja Danesa combinadas. El eje X representa la
distancia del cromosoma expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este andlisis. El eje Y
representa los datos estadisticos de prueba de razon de verosimilitud del analisis de QTL.

Figura 13: Perfil de QTL para el rasgo resistencia a mastitis que muestra un pico de LA a 60 - 80 cM entre los
marcadores BMS2819 e INRA144 en ganado bovino de Roja y Blanca Sueca. El eje X representa la distancia del
cromosoma expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este andlisis. El eje Y representa los datos
estadisticos de prueba de razén de verosimilitud del analisis de QTL.

Figura 14: Perfil de QTL para SCS en ganado bovino de Roja y Blanca Sueca con evidencia de LDLA entre los
marcadores BMS2819 e INRA084. El eje X representa la distancia del cromosoma expresada en Morgan segun las
posiciones empleadas en este analisis. El eje Y representa los datos estadisticos de prueba de razén de
verosimilitud del analisis de QTL.

Figura 15: Perfil de QTL para el rasgo resistencia a mastitis que muestra un pico de LDLA/LD entre los marcadores
BM4208 e INRA144 en analisis combinados de ganado bovino de Ayrshire Finlandesa, Roja Danesa y ganado
bovino de Roja y Blanca Sueca. El eje X representa la distancia del cromosoma expresada en Morgan segun las
posiciones empleadas en este analisis. El eje Y representa los datos estadisticos de prueba de razén de
verosimilitud del analisis de QTL.

Figura 16: Perfil de QTL para el rasgo resistencia a mastitis en ganado bovino de Holstein Danesa. El eje X
representa la distancia del cromosoma expresada en Morgan segun las posiciones empleadas en este analisis. El
eje Y representa los datos estadisticos de prueba de razon de verosimilitud del analisis de QTL.

Figura 17: El efecto de los haplotipos sobre la resistencia a mastitis a 74,08 cM en Roja Danesa. Los efectos de los
haplotipos estan en el eje Y y el numero de haplotipos esta en el eje X. Al principio hay grandes agrupaciones de
haplotipos de la madre seguidos por los haplotipos del padre.

Figura 18: El efecto de los haplotipos sobre la resistencia a mastitis a 74,08 cM en Ayrshire Finlandesa. Los efectos
de los haplotipos estan en el eje Y y el nUmero de haplotipos esta en el eje X. Al principio hay grandes agrupaciones
de haplotipos de la madre seguidos por los haplotipos del padre.

Figura 19: El efecto de los haplotipos sobre la resistencia a mastitis a 74,08 cM en Roja Danesa y Ayrshire
Finlandesa combinadas. Los efectos de los haplotipos estan en el eje Y y el numero de haplotipos esta en el eje X.
Al principio hay grandes agrupaciones de haplotipos de la madre seguidos por los haplotipos del padre.

Figura 20: El efecto de los haplotipos sobre la resistencia a mastitis a 74,08 cM en Roja Danesa, Ayrshire Finlandesa
y Roja y Blanca Sueca combinadas. Los efectos de los haplotipos estan en el eje Y y el nUmero de haplotipos esta
en el eje X. Al principio hay grandes agrupaciones de haplotipos de la madre seguidos por los haplotipos del padre.

Descripcion detallada de lainvencién

La presente invencion se refiere a determinantes genéticos de resistencia a mastitis en ganado bovino lechero. La
aparicion de mastitis, tanto mastitis clinica como subclinica implica pérdida econdmica sustancial para la industria
lechera. Por tanto, es de interés econémico identificar aquellos sujetos bovinos que tienen una predisposicion
genética para la resistencia a mastitis. Los sujetos bovinos con una predisposicion genética de este tipo son
portadores de rasgos deseados, que pueden pasarse a su descendencia.

El término “sujeto bovino” se refiere a ganado bovino de cualquier raza y pretende incluir tanto vacas como toros, ya
sean animales adultos o recién nacidos. Con este término no se indica ninguna edad particular de los animales. Un
ejemplo de un sujeto bovino es un miembro de la raza Holstein. En una realizacién preferida, el sujeto bovino es un
miembro de la poblaciéon de ganado bovino Holstein-Friesian. En otra realizacion, el sujeto bovino es un miembro de
la poblacién de ganado bovino Holstein Swartbont. En otra realizacion, el sujeto bovino es un miembro de la
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poblaciéon de ganado bovino Holstein Schwarzbunt Alemana. En otra realizacion, el sujeto bovino es un miembro de
la poblaciéon de ganado bovino Holstein estadounidense. En una realizacion, el sujeto bovino es un miembro de la
raza Roja y Blanca Holstein. En otra realizacion, el sujeto bovino es un miembro de la poblaciéon de ganado bovino
Holstein Schwarzbunt Alemana. En una realizacion, el sujeto bovino es un miembro de cualquier familia, que incluye
miembros de la raza Holstein. En una realizacion preferida, el sujeto bovino es un miembro de la poblacién Roja
Danesa. En otra realizacion preferida, el sujeto bovino es un miembro de la poblacion Ayrshire Finlandesa. Aun en
otra realizacion, el sujeto bovino es un miembro de la poblacion Roja y Blanca Sueca. En una realizacién adicional,
el sujeto bovino es un miembro de la poblacion Holstein Danesa. En otra realizacion, el sujeto bovino es un miembro
de la poblacion Roja y Blanca Sueca. Aun en ofra realizacion, el sujeto bovino es un miembro de la poblacion Roja
Nordica.

En una realizacion de la presente invencion, el sujeto bovino se selecciona del grupo que consiste en Roja y Blanca
Sueca, Roja Danesa, Ayrshire Finlandesa, Holstein-Friesian, Holstein Danesa y Roja Noérdica. En otra realizacion de
la presente invencién, el sujeto bovino se selecciona del grupo que consiste en ganado bovino de Ayrshire
Finlandesa y Roja y Blanca Sueca. En otra realizacidon de la presente invencion, el sujeto bovino se selecciona del
grupo que consiste en ganado bovino de Ayrshire Finlandesa y Roja y Blanca Sueca.

El término “marcador genético” se refiere a una secuencia de nucleétidos variable (polimorfismo) del ADN en el
cromosoma bovino y distingue un alelo de otro. La secuencia de nucleétidos variable puede identificarse mediante
métodos conocidos por un experto en la técnica, por ejemplo mediante el uso de oligonucleétidos especificos en por
ejemplo métodos de amplificacidon y/u observacién de una diferencia de tamafio. Sin embargo, la secuencia de
nucleodtidos variable también puede detectarse mediante secuenciacién o por ejemplo analisis de polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion. La secuencia de nucleétidos variable puede representarse por una delecion,
una insercion, repeticiones y/o una mutacion puntual.

Un tipo de marcador genético es un marcador microsatélite que esta asociado con un locus de rasgos cuantitativos.
Los marcadores microsatélites se refieren a secuencias cortas repetidas una tras otra. En las secuencias cortas hay
por ejemplo un nucleétido, tal como dos nucleétidos, por ejemplo tres nucledtidos, tal como cuatro nucleétidos, por
ejemplo cinco nucledtidos, tal como seis nucledtidos, por ejemplo siete nucleétidos, tal como ocho nucleétidos, por
ejemplo nueve nucleoétidos, tal como diez nucledtidos. Sin embargo, a veces se producen cambios y el nimero de
repeticiones puede aumentar o disminuir. La definicion especifica y el locus de los marcadores microsatélites
polimérficos pueden encontrarse en el mapa genético de USDA (Kappes et al. 1997; o siguiendo el enlace de U.S.
Meat Animal Research Center http://www.marc.usda.gov/).

Se aprecia ademds que las secuencias de nucledtidos de los marcadores genéticos de la presente invencion estan
asociadas genéticamente a rasgos para la resistencia a mastitis en un sujeto bovino. Por consiguiente, también se
entiende que pueden generarse varios marcadores genéticos a partir de la secuencia de nucledtidos de la(s)
regidn/regiones de ADN flanqueadas por y que incluyen los marcadores genéticos segun el método de la presente
invencion.

El término “locus de rasgos cuantitativos (QTL)” es una region de ADN que esta asociada con un rasgo particular
(por ejemplo, altura de planta). Aunque no necesariamente los propios genes, los QTL son extensiones de ADN que
estan estrechamente asociados con los genes que subyacen al rasgo en cuestion.

El término “mastitis” se usa en la presente solicitud para describir tanto la mastitis subclinica caracterizada por
ejemplo por puntuacion de células somaticas alta (SCS) como la mastitis clinica.

Los términos “resistencia a mastitis” y “resistencia frente a mastitis” se usan de manera intercambiable y se refieren
al hecho de que algunos sujetos bovinos no son propensos a padecer mastitis como lo son otros sujetos bovinos.
Cuando se realizan analisis de varios sujetos bovinos como en la presente invencion con el fin de determinar
marcadores genéticos que estan asociados con resistencia frente a mastitis, los rasgos que implican resistencia
frente a mastitis pueden observarse por la presencia o ausencia de marcadores genéticos asociados a la aparicién
de mastitis clinica y/o mastitis subclinica en los sujetos bovinos analizados. Se entiende que la resistencia a mastitis
comprende resistencia a rasgos, que afectan a la salud de la ubre en el sujeto bovino o su descendencia. Por tanto,
la resistencia a mastitis de un toro se manifiesta fisicamente por su descendencia femenina.

Puntuacion para resistencia a mastitis

Se puntuaron hijas de toros en cuanto a resistencia a mastitis y SCC. La puntuacion de células somaticas (SCS) se
definié como la media del valor del recuento de células somaticas transformado en Iog10 (en 10.000/ml) obtenida del
esquema de registro de leche. Se tomd la media a lo largo del periodo de 10 a 180 tras el parto. Se calcularon los
valores estimados de cria (EBV) para rasgos de los hijos usando un modelo animal de Unico rasgo Best Linear
Unbiased Prediction (BLUP) (mejor prediccion lineal no sesgada) ignorando la estructura de la familia. Estos EBV se
usaron en el analisis de QTL. Los registros de hija usados en los rasgos individuales fueron:

Mastitis clinica en Dinamarca: Casos tratados de mastitis clinica en el periodo de -5 a 50 dias tras el 1% parto.

Mastitis clinica en Suecia y Finlandia: Casos tratados de mastitis clinica en el periodo de -7 a 150 dias tras el 1%
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parto.

SCS en Dinamarca: Media de SCS en el periodo de 10-180 dias tras el 1° parto.
SCS en Suecia: Media de SCS en el periodo de 10-150 dias tras el 1* parto.
SCS en Finlandia: Media de SCS en el periodo de 10-305 dias tras el 1% parto.

En una realizacién de la presente invencion, el método y el kit descritos en el presente documento se refieren a
resistencia a mastitis. En otra realizacion de la presente invencion, el método y el kit descritos en el presente
documento se refieren a resistencia frente a mastitis clinica. En otra realizacion, el método y el kit de la presente
invencion estan relacionados con resistencia frente a mastitis subclinica, tal como se detecta mediante recuentos de
células somaticas. Aun en otra realizacion, el método y el kit de la presente invencion se refieren principalmente a
resistencia frente a mastitis clinica en combinacion con resistencia frente a mastitis subclinica tal como se detecta
mediante recuentos de células somaticas.

Muestra

El método segun la presente invencion incluye analizar una muestra de un sujeto bovino, pudiendo ser dicha
muestra cualquier muestra adecuada que pueda proporcionar el material genético bovino para su uso en el método.
El material genético bovino, por ejemplo, puede extraerse, aislarse y purificarse si es necesario de una muestra de
sangre, una muestra de tejido (por ejemplo bazo, frotis bucal), corte de una superficie corporal (pelos o ufias), leche
y/o semen. Las muestras pueden ser frescas o congeladas.

Los polimorfismos de secuencia de la invencion comprenden al menos una diferencia de nucleétido, tal como al
menos dos diferencias de nucleétido, por ejemplo al menos tres diferencias de nucleétido, tal como al menos cuatro
diferencias de nucleétido, por ejemplo al menos cinco diferencias de nucleétido, tal como al menos seis diferencias
de nucledtido, por ejemplo al menos siete diferencias de nucledtido, tal como al menos ocho diferencias de
nucleétido, por ejemplo al menos nueve diferencias de nucleétido, tal como 10 diferencias de nucleétido. Las
diferencias de nucledtido comprenden diferencias, delecion y/o inserciéon de nucleétido o cualquier combinacion de
las mismas.

Disefio de nietas

El disefio de nietas incluye analizar datos de marcadores basados en ADN para abuelos que se han usado
ampliamente en la cria y para hijos de abuelos, en los que los hijos han producido descendencia. Los datos
fenotipicos que van a usarse junto con los datos de marcador de ADN se derivan de las hijas de los hijos. Tales
datos fenotipicos podrian ser por ejemplo caracteristicas de produccion de leche, caracteristicas relacionadas con el
parto, calidad de la carne o enfermedad. Un grupo de hijas ha heredado un alelo de su padre, mientras que un
segundo grupo de hijas ha heredado el otro aleo de su padre. Comparando los datos de la informacién de los dos
grupos puede determinarse si un fragmento de un cromosoma particular esta albergando uno o mas genes que
afectan al rasgo en cuestion. Puede concluirse si un QTL esta presente dentro de este fragmento del cromosoma.

Un requisito previo de realizar un disefio de nietas es la disponibilidad de datos fenotipicos detallados. En la
presente invencion, se ha dispuesto de tales datos (http://www.Ir.dk/kvaeg/diverse/principles.pdf ).

QTL es una forma abreviada de locus de rasgos cuantitativos. Los genes que confieren rasgos cuantitativos a un
individuo pueden encontrarse de manera indirecta observando fragmentos de cromosomas que actian como si uno
0 mas gen/genes esta(n) ubicado(s) dentro de ese fragmento del cromosoma.

En contraposicion, pueden usarse directamente marcadores de ADN para proporcionar informaciéon de los rasgos
que pasan de padres a una o mas de su descendencia cuando se han determinado varios marcadores de ADN en
un cromosoma para uno o ambos progenitores y su descendencia. Los marcadores pueden usarse para calcular la
historia genética del cromosoma asociado a los marcadores de ADN.

Marcadores y regiones cromosémicas
BTA es la abreviatura de autosoma de Bos taurus.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un método para determinar la resistencia frente a mastitis en un
sujeto bovino, que comprende detectar en una muestra de dicho sujeto bovino la presencia o ausencia de al menos
un marcador genético que esta ligado con al menos un rasgo indicativo de resistencia a mastitis, en el que dicho al
menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en la region flanqueada por y que incluye
los marcadores microsatélites polimorficos C6orf93 e inra084, en el que la presencia o ausencia de dicho al menos
un marcador genético es indicativa de resistencia a mastitis de dicho sujeto bovino o descendencia del mismo.

Debido al concepto de desequilibrio de ligamiento tal como se describe en el presente documento, la presente
invencion también se refiere a determinar la resistencia frente a mastitis en un sujeto bovino, estando ligado el al
menos un marcador genético con un rasgo bovino para resistencia frente a mastitis.
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Con el fin de determinar la resistencia frente a mastitis en un sujeto bovino, se aprecia que puede emplearse mas de
un marcador genético en la presente invencion. Por ejemplo, el al menos un marcador genético puede ser una
combinacién de al menos dos 0 mas marcadores genéticos de manera que puede aumentarse la exactitud como al
menos tres marcadores genéticos, por ejemplo cuatro marcadores genéticos, tal como al menos cinco marcadores
genéticos, por ejemplo seis marcadores genéticos, tal como al menos siete marcadores genéticos, por ejemplo ocho
marcadores genéticos, tal como al menos nueve marcadores genéticos, por ejemplo diez marcadores genéticos.

El al menos un marcador genético puede estar ubicado en al menos un cromosoma bovino, tal como dos
cromosomas, por ejemplo tres cromosomas, tal como cuatro cromosomas, por ejemplo cinco cromosomas y/o tal
como seis cromosomas. El al menos un marcador genético puede estar ubicado en el cromosoma bovino 9. Sin
embargo, el al menos un marcador genético puede ser una combinacién de marcadores ubicados en diferentes
cromosomas.

El al menos un marcador genético se selecciona de cualquiera de los marcadores individuales de las tablas
mostradas en el presente documento.

Segun la invencién, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en la region
flanqueada por y que incluye los marcadores c6orf93 e inra084. En una realizacién de la presente invencion, el al
menos un marcador genético esta ubicado en la region desde aproximadamente 69,35 cM hasta aproximadamente
79,8 cM (segun las posiciones empleadas en este analisis) en el cromosoma bovino BTA9. El al menos un marcador
genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 1.

Tabla 1
Marcador en Posicion empleada en el Posicion relativa (cM)
BTA9 analisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
C60rf93* 69,35 -
DIK4986 69,4 84,258
mm12e6* 69,45 84,258
PEX3* 69,5 -
DEAD21 69,55 -
BMS2251 71,3 86,58
EPM2A* 72,1
BM7234 72,3 88,136
BM42U8 73,9 90,69
BMS2819 73,95 90,98
INRA144 74,2 90,98
INRA084 74,5 90,98
* indica marcadores que no estdn enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTAO.

En otra realizacion de la invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9
en la region flanqueada por y que incluye los marcadores c6orf93 e inra084. En una realizacion de la presente
invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en la regién desde aproximadamente 69,35 cM hasta
aproximadamente 74,5 cM (segun las posiciones empleadas en este analisis) en el cromosoma bovino BTA9. Segun
el mapa de marcadores MARC, la posicion del marcador genético inra084 es 90,98. El al menos un marcador
genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 2.
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Tabla 2
Marcador en Posicion empleada en el Posicion relativa (cM)
BTA9 analisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
C60orf93* 69,35 -
DIK 4986 69,4 84,258
mm12e6* 69,45 84,258
PEX3* 69,5 -
DEAD21 69,55 -
BMS2251 71,3 86,58
EPM2A* 72,1
BM7234 72,3 88,136
BM4208 73,9 90,69
BMS2819 73,95 90,98
INRA144 74,2 90,98
INRA084 74,5 90,98
* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTA9.

En una realizacion adicional, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en la
region flanqueada por y que incluye los marcadores bms2251 e inra084. En una realizacion de la presente
invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en la regién desde aproximadamente 71,3 cM hasta
aproximadamente 74,5 cM en el cromosoma bovino BTA9 (segun las posiciones empleadas en este analisis) y
desde aproximadamente 86,58 cM hasta aproximadamente 90,98 cM segun el mapa de marcadores MARC. El al
menos un marcador genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 3.

Tabla 3
Marcador en | Posicion empleada en el Posicion relativa (cM)
BTA9 andlisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
BMS2251 71,3 86,58
EPM2A* 72,1
BM7234 72,3 88,136
BM4208 73,9 90,69
BMS2819 73,95 90,98
INRA144 74,2 90,98
INRAO84 74,5 90,98
* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTA9.

En otra realizacion, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en la region
flanqueada por y que incluye los marcadores bms2251 e inra144. En una realizacion de la presente invencion, el al
menos un marcador genético esta ubicado en la region desde aproximadamente 71,3 cM hasta aproximadamente
74,2 cM en el cromosoma bovino BTA9 (segun las posiciones empleadas en este andlisis) y desde
aproximadamente 86,58 cM hasta aproximadamente 90m98 cM segun el mapa de marcadores MARC. EIl al menos
un marcador genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 4.

Tabla 4
Marcador en | Posicion empleada en el | Posicion relativa (cM)
BTA9 analisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
BMS2251 71,3 86,58
EPM2A* 72,1
BM7234 72,3 88,136
BM4208 73,9 90,69
BMS2819 73,95 90,98
INRA144 74,2 90,98
* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTAO.

Aun en otra realizacion, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en la region
flanqueada por y que incluye los marcadores bm7234 e inra084. En una realizacién de la presente invencion, el al
menos un marcador genético esta ubicado en la region desde aproximadamente 72,3 cM hasta aproximadamente
74,5 cM en el cromosoma bovino BTA9 (segun las posiciones empleadas en este andlisis) y desde

8



10

15

20

ES 2425105 T3

aproximadamente 88,136 cM hasta aproximadamente 90,98 cM segun el mapa de marcadores MARC. El al menos
un marcador genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 5.

Tabla 5
Marcador en | Posicion empleada en el | Posicién relativa (cM)
BTA9 andlisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
BM7234 72,3 88,136
BM4208 73,9 90,69
BMS2819 73,95 90,98
INRA144 74,2 90,98
INRA084 74,5 90,98
* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTAO.

En una realizacién adicional, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en la
region flanqueada por y que incluye los marcadores bm7234 e inra144. En una realizacion de la presente invencion,
el al menos un marcador genético estd ubicado en la region desde aproximadamente 72,3 cM hasta
aproximadamente 74,2 cM en el cromosoma bovino BTA9 (segun las posiciones empleadas en este analisis) y
desde aproximadamente 88,136 cM hasta aproximadamente 90,98 cM segun el mapa de marcadores MARC. El al
menos un marcador genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 6.

Tabla 6
Marcador en | Posicion empleada en el | Posicidn relativa (cM)
BTA9 analisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
BM7234 72,3 88,136
BM4208 73,9 90,69
BMS2819 73,95 90,98
INRA144 74,2 90,98
* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTAO.

AuUn en una realizacién adicional, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en
la region flanqueada por y que incluye los marcadores bm7234 y bms2819. En una realizacion de la presente
invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en la regiéon desde aproximadamente 72,3 cM hasta
aproximadamente 73,95 cM en el cromosoma bovino BTA9 (segun las posiciones empleadas en este andlisis) y
desde aproximadamente 88,136 cM hasta aproximadamente 90,98 cM segun el mapa de marcadores MARC. El al
menos un marcador genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 7.

Tabla 7
Marcador en | Posicion empleada en el | Posicion relativa (cM)
BTA9 andlisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
BM7234 72,3 88,136
BM4208 73,9 90,69
BMS2819 73,95 90,98
* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTAGO.

En otra realizacion, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en la region
flanqueada por y que incluye los marcadores bm7234 y bm4208. En una realizacion de la presente invencion, el al
menos un marcador genético esta ubicado en la region desde aproximadamente 72,3 cM hasta aproximadamente
73,9 cM en el cromosoma bovino BTA9 (segun las posiciones empleadas en este andlisis) y desde
aproximadamente 88,136 cM hasta aproximadamente 90,69 cM segun el mapa de marcadores MARC. EIl al menos
un marcador genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 8.

Tabla 8
Marcador en | Posicion empleada en el | Posicion relativa (cM)
BTA9 andlisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
BM7234 72,3 88,136
BM4208 73,9 90,69
* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTAGO.
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En una realizacién adicional, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en la
region flanqueada por y que incluye los marcadores bms2819 e inra144. En una realizacién de la presente
invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en la region desde aproximadamente 73,95 cM hasta
aproximadamente 74,2 cM en el cromosoma bovino BTA9 (segun las posiciones empleadas en este analisis) y
desde aproximadamente 90,98 cM hasta aproximadamente 90,98 cM segun el mapa de marcadores MARC. El al
menos un marcador genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 9.

Tabla 9
Marcador en | Posicion empleada en el | Posicion relativa (cM)
BTA9 analisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
BMS2819 73,95 90,98
INRA144 74,2 90,98
* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTA9.

En ofra realizacion de la presente invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma
bovino BTA9 en la regién flanqueada por y que incluye los marcadores bms2819 e inra084. En una realizacion de la
presente invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en la region desde aproximadamente 73,95 cM
hasta aproximadamente 74,5 cM en el cromosoma bovino BTA9 (segun las posiciones empleadas en este analisis) y
desde aproximadamente 90,98 cM hasta aproximadamente 90,98 cM segun el mapa de marcadores MARC. El al
menos un marcador genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 10.

Tabla 10
Marcador en | Posicion empleada en el | Posicion relativa (cM)
BTA9 analisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
BMS2819 73,95 90,98
INRA144 74,2 90,98
INRA084 74,5 90,98
* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTA9.

En ofra realizacion de la presente invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma
bovino BTA9 en la region flanqueada por y que incluye los marcadores bm4208 e inra144. En una realizacion de la
presente invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en la region desde aproximadamente 73,9 cM
hasta aproximadamente 74,2 cM en el cromosoma bovino BTA9 (segun las posiciones empleadas en este analisis) y
desde aproximadamente 90,69 cM hasta aproximadamente 90,98 cM segun el mapa de marcadores MARC. El al

menos un marcador genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 11.

Tabla 11
Marcador en | Posicién empleada en el | Posicion relativa (cM)
BTA9 analisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
BM4208 73,9 90,69
BMS2819 73,95 90,98
INRA144 74,2 90,98
INRA084 74,5 90,98
* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTAO.

AuUn en ofra realizacion de la presente invencioén, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma
bovino BTA9 en la region flanqueada por y que incluye los marcadores inra144 e inra084. En una realizacién de la
presente invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en la region desde aproximadamente 74,2 cM
hasta aproximadamente 74,5 cM en el cromosoma bovino BTA9 (segun las posiciones empleadas en este analisis) y
desde aproximadamente 90,98 cM hasta aproximadamente 90,98 cM segun el mapa de marcadores MARC. El al
menos un marcador genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 12.

Tabla 12
Marcador en | Posicion empleada en el | Posicion relativa (cM)
BTA9 analisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
INRA144 74,2 90,98
INRA084 74,5 90,98
* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTA9.
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En una realizacién adicional, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en la
region flanqueada por y que incluye los marcadores bms2251 y bm7234. En una realizacion de la presente
invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en la regiéon desde aproximadamente 71,3 cM hasta
aproximadamente 72,3 cM en el cromosoma bovino BTA9 (segun las posiciones empleadas en este analisis) y
desde aproximadamente 86,58 cM hasta aproximadamente 88,136 cM segun el mapa de marcadores MARC. El al
menos un marcador genético se selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 13.

Tabla 13
Marcador  en | Posicion empleada en el | Posicion relativa (cM)
BTA9 analisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
BMS2251 71,3 86,58
EPM2A* 72,1
BM7234 72,3 88,136

* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTA9.

AuUn en una realizacién adicional, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en
la regiéon flanqueada por y que incluye los marcadores EPM2A y bm7234. En una realizacién de la presente
invencioén, el al menos un marcador genético esta ubicado en la regiéon desde aproximadamente 72,1 cM hasta
aproximadamente 72,3 cM en el cromosoma bovino BTA9 (segun las posiciones empleadas en este andlisis) y para
bm7234 aproximadamente a 88,136 cM segun el mapa de marcadores MARC. El al menos un marcador genético se
selecciona del grupo de marcadores mostrado en la tabla 14.

Tabla 14
Marcador en BTA9 | Posicidon empleada en el | Posicion relativa (cM)
analisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
EPM2A* 72,1
BM7234 72,3 88,136

* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTA9.

En una realizacién de la invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9.
En una realizacion, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en la region
flanqueada por y que incluye los marcadores inra144 y rgs17. En una realizacidon de la presente invencion, el al
menos un marcador genético esta ubicado en la region desde aproximadamente 74,2 cM hasta aproximadamente
79,8 cM (segun las posiciones empleadas en este analisis) en el cromosoma bovino BTA9, siendo la posicién de
inra144 segun el mapa de marcadores MARC, 90,98 cM. El al menos un marcador genético se selecciona del grupo
de marcadores mostrado en la tabla 15.

Tabla 15
Marcador en BTA9 | Posicién empleada en el | Posicidn relativa (cM)
analisis (cM) http://www.marc.usda.gov/
INRA144 74,2 90,98
INRA084 74,5 90,98
rgs17* 79,8 -

* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTAG9.

En otra realizacion de la invencion, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9.
En una realizacién, el al menos un marcador genético esta ubicado en el cromosoma bovino BTA9 en la region
flanqueada por y que incluye los marcadores inra084 y rgs17. En una realizacidon de la presente invencion, el al
menos un marcador genético esta ubicado en la region desde aproximadamente 74,5 cM hasta aproximadamente
79,8 cM (segun las posiciones empleadas en este analisis) en el cromosoma bovino BTA9 y siendo la posicion de
inra084 segun el mapa de marcadores MARC, 90,68 cM. El al menos un marcador genético se selecciona del grupo
de marcadores mostrado en la tabla 16.

Tabla 16

Marcador en BTA9

Posicion empleada en
el analisis (cM)

Posicion relativa (cM)
http://www.marc.usda.gov/

INRA084

74,5

90,98

rgs17*

79,8

* indica marcadores que no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTA9.
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Cebadores

Los cebadores que pueden usarse segun la presente invencion se muestran en la tabla 17. Los pares de cebadores
especificados en la tabla 17 pueden usarse de manera individual o en combinaciéon con uno o mas pares de
cebadores de la tabla 17.

El disefio de tales cebadores o sondas resultara evidente para el experto habitual en biologia molecular. Tales
cebadores son de cualquier longitud conveniente tal como hasta 50 bases, hasta 40 bases, de manera mas
conveniente hasta 30 bases de longitud, tal como por ejemplo 8-25 6 8-15 bases de longitud. En general, tales
cebadores comprenderan secuencias de bases completamente complementarias al tipo natural correspondiente o
locus variante en la regién. Sin embargo, si se requiere, pueden introducirse uno 0 mas apareamientos erroneos,
siempre que el poder discriminatorio de la sonda de oligonucleétidos no resulte excesivamente afectado. Los
cebadores/sondas de la invencion pueden portar una o mas etiquetas para facilitar la deteccion.

En una realizacion, los cebadores y/o sondas pueden hibridarse con y/o amplificar una subsecuencia que hibrida con
un polimorfismo de un solo nucleétido que contiene la secuencia delineada por los marcadores tal como se muestra
en el presente documento.

Las secuencias de nucleétidos del cebador de la invencion incluyen ademas: (a) cualquier secuencia de nucleétidos
que se hibrida con una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de marcador genético o su
secuencia complementaria o productos de ARN en condiciones rigurosas, por ejemplo, hibridacion con ADN unida a
filtro en 6x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45°C seguido por uno mas lavados en 0,2x
SSC/dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,1% a aproximadamente 50-65°C, o (b) en condiciones altamente rigurosas,
por ejemplo, hibridacién con acido nucleico unido a filiro en 6x SSC a aproximadamente 45°C seguido por uno 0 mas
lavados en 0,1x SSC/SDS al 0,2% a aproximadamente 68°C, o en otras condiciones de hibridacién que son
evidentes para los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel F.M. et al., eds., 1989, Current Protocols in
Molecular Biology, Vol. |, Green Publishing Associates, Inc., y John Wiley & sons, Inc., Nueva York, en las pags.
6.3.1-6.3.6 y 2.10.3). Preferiblemente, la molécula de acido nucleico que se hibrida con la secuencia de nucledtidos
de (a) y (b), anteriores, es una que comprende el complemento de una molécula de acido nucleico del ADN
gendémico que comprende la secuencia del marcador genético o una secuencia complementaria o producto de ARN
de la misma.

Entre las moléculas de acido nucleico de la invencion estan desoxioligonucledtidos (“oligos”) que se hibridan en
condiciones altamente rigurosas o rigurosas con las moléculas de acido nucleico descritas anteriormente. En
general, para sondas de entre 14 y 70 nucleétidos de longitud, la temperatura de fusién (Tf) se calcula usando la
férmula:

Tf (°C) = 81,5 + 16,6 (log[cationes monovalentes (molar)]) + 0,41 (% de G + C) - (500/N)

siendo N la longitud de la sonda. Si la hibridacion se lleva a cabo en una disolucién que contiene formamida, la
temperatura de fusién se calcula usando la ecuacion Tf(°C) = 81,5 + 16,6 (log[cationes monovalentes (molar)]) +
0,41 (% de G + C) - (0,61% de formamida) - (500/N), siendo N la longitud de la sonda. En general, la hibridacion se
lleva a cabo aproximadamente a 20-25 grados por debajo de Tf (para hibridos ADN-ADN) o a 10-15 grados por
debajo de Tf (para hibridos ARN-ADN).

Condiciones altamente rigurosas a modo de ejemplo pueden referirse, por ejemplo, a lavar en 6x SSC/pirofosfato de
sodio al 0,05% a 37°C (para oligos de aproximadamente 14 bases), 48°C (para oligos de aproximadamente
17 bases), 55°C (para oligos de aproximadamente 20 bases) y 60°C (para oligos de aproximadamente 23 bases).

Por consiguiente, la invencion proporciona ademas sondas o cebadores de nucledtidos que detectan los
polimorfismos de la invencion. La evaluacion puede realizarse por medio de al menos una sonda o cebador de acido
nucleico, tal como una sonda o cebador de ADN, ARN o un analogo de acido nucleico tal como acido nucleico
peptidico (PNA) o acido nucleico bloqueado (LNA).

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona una sonda de oligonucleétido especifica de alelo que
puede detectar un polimorfismo en una o mas de las posiciones en las regiones delineadas.

La sonda de oligonucledtido especifica de alelo tiene preferiblemente 5-50 nucledtidos, de manera mas preferible
aproximadamente 5-35 nucleétidos, de manera mas preferible aproximadamente 5-30 nucleétidos, mas
preferiblemente al menos 9 nucledtidos.

Determinacién de ligamiento

Con el fin de detectar si el marcador genético esta presente en el material genético, pueden aplicarse métodos
convencionales bien conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo mediante el uso de amplificacion de
acidos nucleicos. Con el fin de determinar si el marcador genético esta ligado genéticamente a rasgos de resistencia
a mastitis, puede aplicarse una prueba de permutacion (Doerge y Churchill, 1996) o puede aplicarse el método de
Piepho (Piepho, 2001). El principio de la prueba de permutacion esta bien descrito por Doerge y Churchill (1996),
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mientras que el método de Piepho esta bien descrito por Piepho (2001). Se realizé un ligamiento significativo en el
analisis dentro de una familia usando el método de regresion, unas 10000 permutaciones, usando la prueba de
permutacion (Doerge y Churchill, 1996). Se considerd que un umbral en el nivel de amplitud del 5% del cromosoma
era una evidencia significativa para el ligamiento entre el marcador genético y los rasgos de resistencia a mastitis y
recuento de células somaticas. Ademas, se confirmé el QTL en diferentes familias de padres. Para el analisis a
través de las familias y el andlisis de multiples rasgos con el método de componentes de varianza, se usé el método
de Piepho para determinar el nivel de significacion (Piepho, 2001). Se consider6 que un umbral en el nivel amplio del
5% de cromosomas era una evidencia significativa para el ligamiento entre el marcador genético y los rasgos de
resistencia a mastitis y recuento de células somaticas.

Kit

Otro aspecto de la presente invencidon se refiere al uso de un kit de diagndstico para detectar la presencia o
ausencia en un sujeto bovino de al menos un marcador genético asociado con resistencia frente a mastitis, que
comprende al menos una secuencia de oligonucledtidos y combinaciones de las mismas, seleccionandose las
secuencias de nucleodtidos de cualquiera de SEQ ID NO.: 75 a SEQ ID NO.: 98.

La obtencién del genotipo de un sujeto bovino con el fin de establecer los determinantes genéticos de resistencia
frente a mastitis para ese sujeto segun la presente invencion puede basarse en el analisis del ADN y/o el ARN. Un
ejemplo es el ADN gendmico que puede proporcionarse usando el métodos de extraccion de ADN convencionales
tal como se describe en el presente documento. EI ADN gendémico puede aislarse y amplificarse usando técnicas
convencionales tales como la reaccion en cadena de la polimerasa usando cebadores de oligonucleétido
correspondientes (complementarios) a las regiones de marcador polimérfico. Pueden incluirse etapas adicionales de
purificacion del ADN antes de la reaccion de amplificacion. Por tanto, un kit de diagndstico para establecer
caracteristicas de resistencia a mastitis y recuento de células somaticas comprende, en un envase separado, al
menos una secuencia de oligonucleétidos seleccionada del grupo de secuencias mostrado en la tabla 17 y cualquier
combinacién de las mismas.

Ejemplos- BTA9
Animales

El material animal consiste en un disefio de nietas con 39 familias paternas de padres, siendo el numero total de
hijos sometidos a prueba de descendencia de 1513 procedentes de cuatro razas de ganado bovino lechero
concretamente Holstein Danesa (DH) y Roja Danesa (DR), Ayrshire Finlandesa (FA) y Roja y Blanca Sueca (SRB).
Estas 39 familias consisten en 5 familias de abuelos DH, 9 DR, 11 FA y 14 SRB. El numero de hijos por abuelo
oscil6 entre 16 y 161, con un tamafio de familia promedio de 38,8.

Purificacion de ADN gendémico

Se purific6 ADN gendmico de semen segun el siguiente protocolo. Tras descongelar la pipeta de semen, se cortaron
ambos extremos de la pipeta con un par de tijeras y se transfirid el contenido de semen a un tubo eppendorf de
1,5ml. Se usé 1 ml de NaCl al 0,9% para lavar la pipeta dentro del tubo. Entonces se centrifugé el tubo durante
5 minutos a 2000 rpm, seguido por eliminacién del sobrenadante. Se repiti6 esta etapa de lavado dos veces.
Entonces, se afiadieron al tubo 300 ul de tampén S (Tris HCI 10 mM pH 8, NaCl 100 mM, EDTA 10 mM pH 8; SDS
al 0,5%), 20 ul de DTT 1 M y 20 ul de pronasa (20 mg/ml) (Boehringer). Tras mezclar, se incuban los tubos durante
la noche con rotacion lenta tras lo cual se afiaden 180 ul de NaCl saturado seguido por agitacion vigorosa durante
15 segundos. Entonces se centrifuga el tubo durante 15 minutos a 11000 rpm. Se transfieren 0,4 ml del
sobrenadante a un tubo de 2 ml y se afiade 1 ml de etanol al 96%, se logra el mezclado mediante rotacion lenta del
tubo. Entonces se centrifuga el tubo durante 10 minutos a 11000 rpm. Se elimina el sobrenadante vertiendo el
liquido, se lava el sedimento con etanol al 70% (0,2 ml) y se centrifuga de nuevo durante 10 minutos a 11000 rpm.
Se vierte el etanol, se seca el sedimento y se resuspende en 0,5 ml de tampén TE) durante 30 minutos a 55°C.

Procedimientos de amplificacion

Se realizaron reacciones de PCR en un volumen de 8 pl usando polimerasa TEMPasa (GeneChoice) y tampon de
reaccion | tal como lo proporciona el proveedor (GeneChoice). Habitualmente, se incluyen 5 marcadores diferentes
en cada PCR multiple, 1 ul de ADN, 0,1 ul de enzima TEMPasa, dNTP 0,2 mM, MgCl, 1,2 mM, 0,3 uM de cada
cebador.

Se sometieron las mezclas de PCR a desnaturalizacion inicial a 94°C durante 15 min. (para TEMPasa).
Posteriormente, se sometieron a ciclos durante 10 ciclos con rampa decreciente de temperaturas (“touchdown”), es
decir la temperatura se disminuyé 1°C en cada ciclo (desnaturalizacion a 94°C 30°, apareamiento a 67°C 45",
elongacion a 72°C 30”), tras lo cual se sometieron a ciclos las muestras durante 20 ciclos con condiciones de PCR
normales (desnaturalizacion a 94°C 30", apareamiento a 58°C 45”, elongacion a 72°C 30”). Los ciclos de PCR se
terminaron con 1 ciclo a 72°C 30" y se programé la maquina de PCR para enfriar las muestras a 4°C
indefinidamente.
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La secuencia de nucledtidos de los cebadores usada para detectar los marcadores se muestra en la tabla 17. La
secuencia de nucledtidos se enumera desde el extremo 5'.

Tabla 17
Nombre del marcador Cebador directo F SEQ ID NO.:
Cebador inverso R
BTA9:
C60rfo3 F CTCGGTGATGTTTTTGCTGA SEQ ID NO.: 75
R CGCCCCAGCTCTTTCTAGTT SEQ ID NO.: 76
DIK 4986 F GGGATGAACATTGAGGGTTG SEQ ID NO.: 77
R CATGATCAAGATGGGGGAAG SEQ ID NO.: 78
Mm12e6 F CAAGACAGGTGTTTCAATCT SEQ ID NO.: 79
R ATCGACTCTGGGGGATGATGT SEQ ID NO.: 80
PEX3 F TTTTGCGAGTCCAGTTAAACA SEQ ID NO.: 81
R GGAAAAGCCAGAGCAAAATG SEQ ID NO.: 82
DEADC1 F TTCCTAGGCCTGTGCTCATT SEQ ID NO.: 83
R TGGACCAGGCATAAGGATTT SEQ ID NO.: 84
BMS2251 F AACGGCTTTCACTTTCTTGC SEQ ID NO.: 85
R CTGGGTGAACAAATGGGC SEQ ID NO.: 86
EPM2A F GCGGCCGCGTTGAGAG SEQ ID NO.: 87
RTTCCACTTTATGATGAGCAGGTTC SEQ ID NO.: 88
BM7234 F TTCACTGATTGTCATTCCCTAGA SEQ ID NO.: 89
RTAAGCAAATAAATGGTGCTAGTCA SEQ ID NO.: 90
BM4208 F TCAGTACACTGGCCACCATG SEQ ID NO.: 91
R CACTGCATGCTTTTCCAAAC SEQ ID NO.: 92
BMS2819 F GCTCACAGGTTCTGAGGACTC SEQ ID NO.: 93
R AACTTGAAGAAGGAATGCTGAG SEQ ID NO.: 94
INRA144 F TCGGTGTGGGAGGTGACTACAT SEQ ID NO.: 95
R TGCTGGTGGGCTCCGTCACC SEQ ID NO.: 96
INRA084 F CTAAAGCTTTCCTCCATCTC SEQ ID NO.: 97
R CCTGGTGATGTTTGGATGTC SEQ ID NO.: 98

Marcadores y mapa

Para BTA9 en el presente estudio, se eligieron 45 marcadores microsatélites del sitio web del Meat Animal Research
Center (www.marc.usda.gov/genome/genome.html). Puesto que BTA9 es ortélogo a HSABq, se eligieron 28 genes y
EST publicados a lo largo de HSA6q (Ctgf, Vip, Vil2, Rgs17, Rosl, Slc16al0, Oprm, igf2r, Esrl, Deadcl, Pex3,
C60rfo3, Ifngrl, Shprh, Epm2a, AK094944, AK094379, Utm, Tnf, plg, aridlb, lama4; hivep2, C60rf055, CITED2,
RP1-172K10, AIG1, GRM) para seleccion de SNP y microsatélites. También se obtuvo el genotipo de ocho de los
nuevos marcadores microsatélites identificados en el presente estudio y de 29 SNP a través del arbol genealdgico
con el fin de crear un mapa denso de BTA9 mediante analisis de ligamiento.

Informacién de panel de hibridos de radiaciéon (RH)

Se disefiaron pares de cebadores especificos a partir de secuencias bovinas para mapear los genes y microsatélites
incluyendo microsatélites de MARC. A lo largo del cromosoma 9, se us6 un total de mas de 120 marcadores en el
panel de RH de ganado bovino. 65 genes y 34 microsatélites mostraron una amplificacion satisfactoria, bandas con
el tamafio apropiado en el ADN bovino y ausencia de amplificacion en ADN de hamster. Se tipificaron en el panel de
RH bovino panel Rostin/Cambridge de 3000 rad (Williams et al. 2002).

Se realizaron amplificaciones mediante PCR en un volumen total de 20 pl que contenia 25 ng del ADN de la linea
celular de RH, 0,5 uM de cada cebador, dNTP 200 uM, MgCl, 3 mM, 0,5 U de Taq polimerasa (BIOLine). Las
condiciones de reacciéon fueron una rampa decreciente de temperaturas comenzando con 94°C durante 3 min.
seguido por 40 ciclos de 93°C durante 30 s, rampa decreciente de temperaturas de 65-45°C durante 30 s,
disminuyendo 0,5°C por ciclo y 72°C durante 1 min., con una etapa de extensién final de 72°C durante 5 min. Se
sometieron a electroforesis las reacciones de PCR: se cargaron 10 ul del producto de PCR en minigeles tefiidos con
bromuro de etidio (agarosa al 2,5%) y dos observadores independientes puntuaron la presencia o ausencia de
amplicones. Cuando hubo varias discrepancias entre los patrones de los duplicados o entre las puntuaciones de los
diferentes observadores, se repitieron los geles y las reacciones de PCR. Se desecharon los marcadores cuando los
resultados de varios hibridos permanecieron ambiguos.

Se asignaron marcadores al cromosoma bovino llevando a cabo un analisis de ligamiento de 2 puntos usando el
software RHMAPPER (Soderlund et al., 1998) frente a marcadores con asignaciones conocidas que se habian
tipificado previamente en el panel WGRH bovino (Williams et al., 2002). Entonces se construyé el mapa de RH
usando el software Carthegene (Schiex., 2002) tal como describié Williams et al (2002). En el cromosoma bovino 9,
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hay informacion de un mapa de hibridos de radiacién con 150 marcadores.

Se estimaron el orden de los marcadores y las distancias de mapa usando el software CRIMAP 2.4 (Green et al.
1990). Para construir el mapa de ligamientos se comenzd a colocar los marcadores microsatélites siguiendo el orden
del mapa MARC. A continuacion, se ejecutd una opcion BUILD de CRIMAP para colocar los marcadores restantes,
los marcadores de SNP y microsatélites nuevos se han insertado en la posicion con la mayor verosimilitud. Se ha
tenido en cuenta informacion de MARC  (www.marc.usda.gov/genome/genome.html), Ensembl
(http://www.ensembl.org/Bos_taurus/index.html) e hibridos de radiacion (RH) para reconsiderar ese emplazamiento
de los marcadores. El mapa de ligamientos final usado del mapeo de QTL de BTA9 segun la presente invencion
incluye 59 marcadores tal como se enumera en la tabla 18.

La siguiente tabla muestra marcadores usados para el QTL relevante. Puede encontrarse cualquier informacion
adicional sobre los marcadores en “http://www.marc.usda.gov/”, http://www.ensembl.org/Bos_taurus/index.html y
“http://www.ncbi.nih.gov/”.

Tabla 18
Marcador en BTA9 L s Posicion relativa (cM)
Posicion empleada en el analisis (cM) htto:// d /
p://www.marc.usda.gov
BMS2151 0 4,892
ETH225 7.4 12,754
BM2504 25,3 30,92
DIK2892 25,35 30,92
DIK 3002 32,7 36,542
DIK 3003 32,75 36,542
RM216 32,8 37,087
BMS817 36,6 42,489
BMS555 37,4 43,818
lama4* 37,6 -
DIK 5142 37,75 43,818
slc16a10* 37,78 -
DIK 4268 37,81 45,152
DIK 4950 37,84 45,152
CSSM025 37,87 45,739
DIK 2810 37,9 45,739
DIK 5364 38,2 45,739
DIK 2741 39,75 49,659
TGLA261 39,8 49,659
ILSTS013* 39,85 -
UWCA9 39,9 49,996
BMS1148 39,95 50,923
DIK 4912 42,45 51,855
DIK 5130 42,5 52,296
DIK 2303 42,55 52,352
DIK 4720 43,3 53,966
BM4204 45,1 55,414
DIK 4926 47,6 57,088
BMS1909 49,8 59,516
BMS1290 53,8 64,935
TGLA73 63,3 77,554
BMS2753 65,4 79,249
TNF* 65,45 -
BMS1724 67,15 80,265
DIK 2145 67,2 80,265
BM7209 67,6 81,569
SLU2 68,8 -
C6orf93* 69,35 -
DIK 4986 69,4 84,258
mm12e6* 69,45 84,258
PEX3* 69,5 -
DEADC1 69,55 -
BMS2251 71,3 86,58
EPM2A* 72,1
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BM7234 72,3 88,136
BM4208 73,9 90,69
BMS2819 73,95 90,98
INRA144 74,2 90,98
INRAO84 74,5 90,98

| rgs17* 79,8 -
ESR1* 79,85 -
BMS2295 82,2 98,646
BM3215 83,2 101,647
bvil203* 86,5 -
Aridlb* 86,6 -
Plg* 89,4 -
igfsnp123* 89,45 -
BMS1943 92,5 103,708
BMS1967 97,7 109,287
* estos marcadores no estan enumerados en el mapa de marcadores MARC en BTA9.

Datos fenotipicos

Se puntuaron hijas de toros en cuanto a resistencia a mastitis y SCS. Se calcularon los valores estimados de cria
(EBV) para rasgos de los hijos usando un modelo animal de Unico rasgo Best Linear Unbiased Prediction (BLUP)
(mejor prediccion lineal no sesgada) ignorando la estructura de la familia. Estos EBV se usaron en el analisis de
QTL. Los registros de hija usados en los rasgos individuales fueron:

Mastitis clinica en Dinamarca: Casos tratados de mastitis clinica en el periodo de -5 a 50 dias tras el 1°" parto.

Mastitis clinica en Suecia y Finlandia: Casos tratados de mastitis clinica en el periodo de -7 a 150 dias tras el 1%
parto.

SCS en Dinamarca: Media de SCS en el periodo de 10-180 dias tras el 1% parto.
SCS en Suecia: Media de SCS en el periodo de 10-150 dias tras el 1* parto.
SCS en Finlandia: Media de SCS en el periodo de 10-305 dias tras el 1° parto.
Analisis estadistico

Se usaron varios métodos estadisticos tal como se describe a continuacién en la determinacion de marcadores
genéticos asociados o ligados a mastitis y por tanto a resistencia a mastitis.

Analisis de QTL

Se usa el analisis de ligamiento (LA) para identificar QTL mediante tipificacion de marcadores genéticos en familias
para regiones de cromosoma que estan asociadas con valores de rasgo o enfermedad dentro de arboles
genealdgicos mas frecuentes de los esperados por casualidad. Es mas probable que tales regiones ligadas
contengan una variante genética causal. Se analizaron los datos con una serie de modelos. Inicialmente, se analizé
un modelo de Unico rasgo usando un enfoque de regresion de multiples puntos para todos los rasgos dentro de una
familia. Se analizaron los cromosomas con efectos significativos dentro de las familias con el método de
componentes de varianza para validar el QTL encontrado a través de las familias y para la caracterizacion de QTL.

Analisis de regresion

Se estimaron las frecuencias de alelos de la poblacion en los marcadores usando un algoritmo EM. Posteriormente
se supuso que se conocian todas las frecuencias de alelo sin error. Se determiné la fase en los padres basandose
en los tipos de marcador de la descendencia. Posteriormente, se supuso que se conocia esta fase sin error. Se
calcularon las probabilidades de segregacion en cada posicion del mapa usando informacién de todos los
marcadores en el cromosoma simultdneamente usando la funcion de mapeo de Haldane (Haldane, 1919). Se
sometieron a regresion los fenotipos sobre las probabilidades de segregacion. Se calcularon los umbrales de
significacion usando pruebas de permutacion (Churchill y Doerge, 1994).

Método de componentes de varianza

Se llevé a cabo el analisis de ligamiento a través de las familias usando el método basado en componentes de
varianza (VC) (Serensen et al.,, 2003). En el LA con VC, se supone que las probabilidades de identidad por
descendencia (IBD) entre alelos de QTL de cualquiera de dos haplotipos fundadores (Hs y Hm) es cero, es decir, los
haplotipos fundadores no estaban relacionados (Meuwissen et al. 2002). Los haplotipos del padre y los haplotipos
heredados del padre de los hijos se usan para calcular la probabilidad de heredar el alelo de QTL paterno o materno
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del padre (Freyer et al. 2004) y se calcula la matriz de IBD usando un algoritmo recursivo (Wang et al., 1995). Se
calcularon las matrices de IBD en el punto medio de cada intervalo de marcadores a lo largo del cromosoma y se
usaron en el procedimiento posterior de estimacion de componentes de varianza. La fraccion de la varianza genética
aditiva total explicada mediante el QTL se estimé como 20% / (20°%, + 0%,) donde 20°, y o°, corresponden
respectivamente a los componentes de varianza asociados con el efecto de los haplotipos y el efecto poligénico
aditivo.

Analisis de componentes de varianza. Unico analisis de QTL de tnico rasgo.
Se analizé cada rasgo por separado usando un analisis de ligamiento. EI modelo completo puede expresarse como:
y=XB+Zu+ Wq+e, (1)

donde y es un vector de n EBV, X es una matriz de disefio conocido, 3 es un vector de efectos fijos desconocidos,
que en este caso solo es la media, Z es una matriz relacionada con los individuos, u es un vector de efectos
poligénicos aditivos, W es una matriz conocida que relaciona cada registro individual con su efecto de QTL aditivo
conocido, q es un vector de efectos de QTL aditivos desconocidos de los individuos y e es un vector de efectos
residuales. Se supone que las variables aleatorias u, q y e son multiples variables normalmente distribuidas e
independientes entre si (Lund et al., 2003).

Analisis de multiples QTL de multiples rasgos

Se realiz6 un analisis de multiples rasgos. El modelo (1) puede ampliarse a un modelo de multiples QTL de mudltiples
rasgos tal como se describe en el modelo (2) segun Lund et al., 2003.

Se modelan los rasgos usando el siguiente modelo mixto lineal con nq QTL:
g
y=p+Za+) Wh+e, @)
i=1

donde y es un vector de observaciones para n hijos registrados en t rasgos, pu es un vector de medias globales de
rasgos, Z y W son matrices conocidas que asocian las observaciones de cada hijo con sus efectos de QTL y
poligénicos, a es un vector de efectos poligénicos de padres y sus hijos, h; es un vector de efectos de haplotipos de
QTL de padres y sus hijos para el QTL iésimo y e es un vector de efectos residuales. Se supone que las variables
aleatorias a, h; y e son multiples variables distribuidas normalmente (MVN) y no correlacionadas entre si.
Especificamente, a es MVN (0, G®A), h; es MVN (0, K®IBD;) y e es MVN (0, E®I). Las matrices G, K y E incluyen
varianzas y covarianzas entre los rasgos debido a efectos poligénicos, efectos de QTL y efectos residuales. El
simbolo ® representa el producto de Kronecker. A es la matriz de relacién aditiva que describe la estructura de
covarianza entre los efectos poligénicos, IBD; es la matriz de identidad por descendencia (IBD) que describe la
estructura de covarianza entre los efectos para el QTL iésimo e | es la matriz de identidad.

Analisis combinado de ligamiento y desequilibrio de ligamiento

En el analisis combinado de ligamiento y desequilibrio de ligamiento, se calcularon las probabilidades de IBD entre
alelos de QTL de cualquiera de dos haplotipos fundadores usando el método descrito por Meuwissen y Goddard
(2001). Este método aproxima la probabilidad de que los dos haplotipos sean IBD en un supuesto QTL dependiente
del estado de identidad por estado (IBS) de marcadores flanqueantes, partiendo de la base de la teoria de
coalescencia (Hudson, 1985). Brevemente, la probabilidad de IBD en el QTL se basa en la similitud de los haplotipos
marcadores que rodean a los alelos que rodean la posicién: es decir, muchos alelos de marcador (no) idénticos
cerca de la posicidn implican alta (baja) probabilidad de IBD en la posicién del mapa. El nivel real de probabilidades
de IBD resulta afectado por el tamafio de poblacion eficaz, Ne. La probabilidad de coalescencia entre la generacion
de base actual y una arbitraria, generaciones de Tg se calcula dados los alelos de marcador que tienen en comun
ambos haplotipos (Hudson, 1985). No es facil estimar Tg y Ne a partir de los datos observados. Estudios de
simulacion muestran que la estimacion de la posicion de QTL es relativamente insensible para elegir Ne y Tg
(Meuwissen y Goddard, 2000). Por tanto, se usaron los valores de Tg = 100 y Ne = 100. Se consideraron intervalos
de 10 marcadores para calcular las probabilidades de IBD. También se usé un intervalo de 4 marcadores para
calcular las probabilidades de IBD en el area del pico de LDLA para examinar si 4 marcadores eran suficientes para
reproducir el pico ya identificado por haplotipos de 10 marcadores. Se agruparon los haplotipos fundadores en
agrupaciones funcionalmente distintas. Se usé (1-IBDj) como una medida de la distancia y se aplico el ligamiento
promedio del algoritmo de agrupacion jerarquica para generar un dendrograma enraizado que representa la relacion
genética entre todos los haplotipos fundadores. El arbol se analiza de manera descendente desde la raiz y se cortan
las ramas hasta que se alcanzan nudos, de manera que todos los haplotipos que coalescen tienen una medida de
distancia (1-IBDj) < Tc. Una agrupacion se define como un grupo de haplotipos que coalescen en un nudo comun.
Se supone que los haplotipos dentro de una agrupacion portan un alelo de QTL idéntico (probabilidad de IBD = 1,0)
mientras que los haplotipos de diferentes agrupaciones portan distintos alelos de QTL y por tanto se considera que
son independientes (probabilidad de IBD = 0). Por tanto, la parte superior de la matriz de IBD que corresponde a la
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informaciéon de desequilibrio de ligamiento es una matriz de identidad que corresponde a los distintos haplotipos
fundadores. La parte inferior de la matriz de IBD que corresponde a la informacién de ligamiento en los haplotipos
paternos de los hijos se construye usando un algoritmo recursivo (Wang et al., 1995). Se calcularon las matrices de
IBD en los puntos medios de cada intervalo de marcadores y se usaron en el procedimiento de estimacion de
componentes de varianza posterior.

Estimacién de parametros

Los componentes de varianza se estimaron usando el algoritmo de maxima verosimilitud restringida de informacion
promedio (Jensen et al., 1997). Se maximizé la verosimilitud restringida con respecto a los componentes de varianza
asociados con los efectos aleatorios del modelo. La maximizacion de una secuencia de verosimilitudes restringidas a
lo largo de red de posiciones especificas da un perfil de la verosimilitud restringida de la posicién de QTL (Sgrensen
et al.,, 2003). Se estimaron los parametros en el punto medio de cada intervalo de marcadores a lo largo del
cromosoma.

Nivel de significacion

Se calcularon los umbrales de significaciéon para los analisis de componentes de varianza usando un método rapido
para calcular niveles de umbral aproximados que controlan el error de tipo | por genoma (Piepho, 2001). Las
pruebas de hipétesis para determinar la presencia de QTL se basaron en la distribucion asintética del dato
estadistico de prueba de razén de verosimilitud (LRT), LRT = -2In(Lreducida - Lcompleta), donde Lreducida Y Leompleta fueron
las verosimilitudes maximizadas segun el modelo reducido y el modelo completo, respectivamente. EI modelo
reducido siempre excluyo el efecto de QTL para el cromosoma que esta analizandose. Este método es una
alternativa a los procedimientos de permutacion y puede aplicarse en situaciones complejas. Requiere la LRT de
cada una de las supuestas posiciones de QTL a lo largo del cromosoma, el nimero de cromosomas, los grados de
libertad (df) para la LRT (df = nimero de parametros de Hcompleto — NUMero de parametros de Hreducido), Y la tasa de
error de tipo | por cromosoma. Se considerd que un nivel de significacién del 5% por cromosoma era significativo.

Resultados de BTA9

En la tabla 19 se presentan los resultados del andlisis de regresion para BTA9. Las figuras 1 a 8 presentan los
graficos de QTL para el analisis de regresion. Se usé el método de componentes de varianza para detectar QTL
mediante el analisis de QTL a través de las familias. Las figuras 9 a 16 presentan el perfil de LD, LDLA y LD para el
QTL en un método basado en componentes de varianza. Las figuras 17 a 20 presentan los efectos de los haplotipos.

Roja Danesa

Dentro de una familia, el analisis de regresion revelé que QTL para CM y SCS se segregan en dos familias en la
raza DR. Los QTL para dos rasgos no se ubicaban en el mismo intervalo. En el analisis de ligamiento a través de las
familias usando el método de VC, los efectos de QTL no fueron significativos. Con los analisis de LDLA y LD, se
observaron picos de QTL altos a 74,08 cM entre los marcadores BMS2819 e inra144. La LRT pico en el analisis de
LD (13,6) fue superior que la LRT pico (8,51) observada en el andlisis combinado de LDLA. Este QTL explico el 44%
y el 22% de la varianza genética aditiva y la varianza genotipica para CM, respectivamente. Por defecto, se usaron
10 haplotipos marcadores (cinco marcadores en cada lado de la posicion supuesta) para estimar la probabilidad de
IBD de una ubicacién. También se usaron 4 haplotipos marcadores, es decir 2 marcadores en cada lado de la
posicion supuesta y se observaron picos de LDLA/LD similares dentro de esos cuatro haplotipos marcadores
(BM4208-BMS2819-INRA144-INRA084). También se observé un pico combinado de LDLA para SCS dentro de esos
4 intervalos de marcadores en esta raza.

Se agruparon juntos los haplotipos de la madre con probabilidad de IBD de 0,90 o mayor. Habia 305 haplotipos
fundadores en DR antes de la agrupacién que se redujeron a 54 agrupaciones tras la agrupacién. Cinco
agrupaciones tenian una frecuencia superior al 5% y la agrupacion mas grande tenia una frecuencia del 10% y
también se agruparon cinco haplotipos del padre con la agrupacién mas grande. Se estimaron los efectos de los
haplotipos para esos 54 haplotipos y también los haplotipos recibidos de los padres. Se identificaron los haplotipos
asociados con alta y baja resistencia a mastitis.

Ayrshire Finlandesa

Los QTL que afectan a CM y SCS se encontraron segregando cuando se realizd un analisis de regresion dentro de
una familia en las familias de Ayrshire finlandesa. Se ubicé el QTL para CM en el intervalo de 58 a 79 cM. Se ubicé
el QTL que afecta a SCS entre 32 y 44 cM con los datos estadisticos de LRT pico a 37 cM. Se observé el pico
combinado de LDLA para QTL de CM a lo largo del perfil de LA dentro de los marcadores BM4208-BMS2819-
INRA144. También se observo el pico de LD en la misma regién para CM. Se observé un pico de LDLA para SC a lo
largo del perfil de LA a 38 cM entre los marcadores DIK2810 y DIK5364. El cuatro por ciento de la varianza total en
CM se explico por el QTL a 74 cM y este QTL no mostré ningun efecto sobre SCS en FA. EI QTL a 38 cM explico el
18% de la varianza total en SCS y tuvo muy poco efecto sobre CM. En el pico de LDLA mayor en CM, es decir en el
intervalo medio entre los marcadores BM4208 y BMS2819, 442 haplotipos fundadores se agruparon en 38
agrupaciones cuando se aplico la probabilidad de agrupacion de 0,90. Hubo nueve agrupaciones con frecuencia
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superior al 5%. La agrupacion mas grande tenia una frecuencia del 14%. Se identificaron los haplotipos asociados
con alta y baja resistencia a mastitis.

Roja y Blanca Sueca

De manera similar al ganado bovino de DR y FA, también se observo QTL que afectaba a CM y SCS segregando en
BTA9 en ganado bovino de Roja y Blanca Sueca cuando se realizaron analisis de regresion dentro de una familia.
Tanto el QTL para CM como para SCS se ubicaron en el mismo intervalo. EI QTL de CM fue significativo (P<0,01)
en el andlisis de LA a través de las familias. El QTL de SCS no fue significativo en el analisis de LA a través de las
familias. La LRT pico para SCS estaba a 73 cM. Los datos estadisticos de prueba pico para QTL de CM en el
analisis a través de las familias estaba a 67,4 cM, estando el intervalo de QTL entre 59 y 81 cM. Aunque los datos
estadisticos de LRT fueron altamente significativos en el andlisis de LA a través de las familias, no se observo
ningun pico de LDLA a lo largo del perfil de LA para este QTL en ganado bovino de SRB. En la ubicacién de los
datos estadisticos de LRT pico en el andlisis de LA, la varianza de QTL fue un 25% de la varianza total del rasgo
CM. Los picos de LDLA para QTL de CM de las razas DR y FA se encuentran dentro del perfil de LA observado en
SRB. Aunque no se observé ningun pico de LDLA en los datos de SRB para CM, hubo mucha agrupacion en SRB
en los intervalos de marcador donde se ubicaban los picos en DR y FA. Por ejemplo, en el intervalo medio entre
BM4208 y BMS2819, donde se ubica el pico de LDLA mayor en FA y en el intervalo circundante del pico de DR
(BMS2819-INRA144), habia 37 y 48 agrupaciones, respectivamente, de los 400 haplotipos fundadores totales en
SRB.

Holstein Danesa

El QTL que afecta a CM y SCS también estaba segregando en ganado bovino de Holstein Danesa revelado en el
analisis de regresion dentro de una familia. EI QTL de CM fue significativo (P<0,01) en el analisis de LA a través de
las familias con el método de VC. Aunque se observaron picos de LDLA pequefios a lo largo del perfil de LA, sin
embargo no se observo ningun pico de LD convincente para el QTL en DH. Los datos estadisticos de LRT mayores
para QTL de CM en LA estaban a 42,9 cM, siendo los datos estadisticos de LRT de 10,6 y el intervalo de QTL fue
bastante grande extendiéndose desde 29 hasta 51 cM. Un pico de LD pequefio para QTL de CM coincide con los
picos de LD observados en la poblacién de DRy FA a 74 cM. El QTL de SCC tiene datos estadisticos de prueba
pico a 48,7 cM con un intervalo de desde 44 hasta 58 cM. La parte de la varianza total explicada por el QTL tomando
los picos mayores en LA respectivos fue del 27 y el 17% para CM y SCS, respectivamente. El pico de LD mayor
para CM estaba a 73,35 cM, la regién en la que se observé el pico de LD alto para DR. No se observé ningun pico
de LD para SCS en DH.

Analisis a través de las razas

Los analisis de LA, LDLA y LD dentro de una raza revelaron que los QTL que afectan a CM estaban segregando a
aproximadamente 74 cM en mas de una poblacion. Por tanto, se llevaron a cabo analisis de QTL a través de las
razas combinando datos a través de diferentes razas en el estudio. Los resultados del analisis a través de las razas
de QTL se presentan en las tablas 20, 21 y 22. El pico de LDLA para QTL de CM en ganado bovino de DR y FA
estaba ubicado en los intervalos de marcador circundantes cuando se realizaron los analisis por raza. Sin embargo,
se observo un pico de LDLA alto de CM en el intervalo de marcadores (BMS2819-INRA144) cuando se analizaron
datos combinados de DR y FA y también coincide con el pico de LD. El analisis combinado de datos de FA y SRB no
dio ningun pico de LDLA mayor a lo largo del perfil de LA, sin embargo, se observé el pico de LD en el mismo
intervalo de marcadores a 74 cM. Los andlisis de datos combinados de DR, FA y SRB también dieron el pico de
LDLA mayor a lo largo de LA en la misma regién, es decir BM4208-BMS2819-INRA144. El pico de LD también
estaba en la misma ubicacién que el pico de LDLA mayor autenticado a lo largo de LA.

El analisis conjunto de DR y FA mostré un pico de LDLA alto a 38 cM entre los marcadores DIK2810 y DIK5364 para
QTL de SCS. También se observd el pico de LDLA en la misma ubicacién para QTL de SCS en el analisis
combinado de FA y SRB. Sin embargo, este pico de LDLA desaparecié cuando se analizaron juntos DR, FA y SRB.

Analisis de multiples rasgos

SCS es un rasgo indicador de resistencia a mastitis. Se esperaba que muchos de los genes responsables de CM
también tuvieran efecto sobre SCS. Por tanto, se llevé a cabo un analisis de multiples rasgos de CM y SCS para
someter a prueba si los QTL que segregan en BTA9 tienen efecto pleiotropico sobre ambos rasgos o si estan ligados
a QTL. Aunque el analisis de LDLA de unico rasgo de los datos de DR mostré el pico de LDLA de CM y SCS en el
mismo intervalo de marcadores, es decir entre BMS2819 e inra144, el analisis combinado de 2 rasgos dio un pico de
LDLA a 69,1 cM entre los marcadores SLU2 y C60rf93. En el analisis dentro de una raza, FA, SR no mostraron pico
de LDLA para el modelo con QTL que afecta tanto a CM como a SCS. Sin embargo, cuando se combinaron las tres
razas DR, FA y SRB y se analizaron con un modelo de 2 rasgos, se observé un pico de LDLA con datos estadisticos
de LRT de 19,7 en el intervalo de marcadores INRA144 e INRAO84.

Anadlisis de haplotipo

Los resultados del mapeo fino de QTL mencionados anteriormente, sefialan hacia un QTL que segrega para CM
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dentro de la regién de 4 marcadores, BM4208-BMS2819-INRA144-INRA084. Por tanto, se estudiaron la agrupacion
de haplotipos fundadores y efectos de haplotipos sobre el punto medio entre los marcadores BMS2819 e INRA144.
Esto se realizé dentro de las razas y también a través de tres razas DR, FA y SRB, ya que estas tres razas estan
relacionadas en su origen. Se identificaron los haplotipos asociados con alta y baja resistencia a mastitis.

Tabla 19.

Andlisis de ligamiento dentro de una familia usando andlisis de intervalo de regresion.
Raza y n.° de | Resistencia a mastitis (CM) Recuento de células somaticas
padre Posicién valores de | valores de | Posicién valores de | valores

(Morgan) F p (Morgan) F de p
Holstein Danesa
1079 0,829 10,73 0,99 0,596 13,19 1,00
1080 0,432 3,79 0,73 0,072 0,91 0,12
1082 0,643 6,76 0,92 0,654 1,18 0,21
1087 0,474 4,22 0,76 0,919 7,58 0,95
1808 0,347 16,61 1,00 0,596 1,97 0,33
A través de las | ; 45, 4,90 1,00 0,523 3,43 0,97
familias
Roja Danesa
1800 0,501 13,00 0,99 0,501 5,65 0,86
1801 0,728 1,06 0,57 0,728 0,36 0,28
1802 0,699 0,07 0,07 0,961 0,23 0,21
1803 1,009 1,75 0,37 0,156 11,35 0,99
1804 0,718 0,32 0,18 0,712 3,96 0,88
1806 0,739 0,07 0,05 0,654 1,30 0,60
1807 0,363 0,28 0,24 0,442 0,45 0,34
4009 0,696 2,46 0,86 0,358 0,73 0,59
A través de las | o 555 1,95 0,81 0,497 1,77 0,71
familias
Ayrshire
Finlandesa
34872 0,913 0,83 0,51 0,416 1,17 0,62
35142 0,363 0,44 0,26 0,358 0,55 0,32
36386 1,003 3,14 0,71 1,003 1,95 0,50
36455 0,617 0,96 0,49 0,903 1,76 0,69
36460 0,792 8,81 0,97 0,945 8,49 0,97
36687 0,718 8,27 0,95 0,564 3,11 0,63
36733 0,728 1,67 0,74 0,728 0,66 0,49
37465 0,538 3,24 0,71 0,368 15,85 1,00
37505 0,358 1,31 0,58 0,358 1,66 0,66
38393 0,358 0,64 0,55 0,384 1,99 0,80
38651 0,808 1,33 0,56 0,998 2,17 0,72
A través de las | ; gq7 2,03 0,90 0,978 1,94 0,89
familias
Roja Sueca
36460 0,792 5,22 0,85 0,945 9,92 0,97
74746 0,426 5,89 0,91 0,638 2,38 0,58
75241 0,702 0,10 0,06 0,744 9,47 0,99
76351 0,913 4,13 0,78 0,336 5,74 0,88
76360 0,654 1,07 0,48 0,686 1,57 0,61
83798 0,834 0,09 0,09 0,670 1,17 0,59
85409 0,686 2,00 0,73 0,739 1,10 0,55
85439 0,363 3,62 0,74 0,919 1,38 0,33
85679 0,903 10,82 0,97 0,336 0,32 0,01
85716 0,739 11,77 0,98 0,649 2,21 0,49
86063 0,723 4,18 0,79 0,718 1,67 0,42
86097 0,432 1,68 0,53 0,760 1,51 0,50
86626 0,416 5,19 0,84 1,009 5,72 0,87
A través de las | 57, 3,18 1,00 0,724 2,22 0,04
familias
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Tabla 20

Resumen de un analisis de ligamiento a través de las familias (LA) usando el método de componentes de
varianza

Raza Rasgo Posicién Datos_ estadisticos de | Intervalo de
(Morgan) LRT pico marcadores

Roja Danesa (DR) CM 0,464 4,43 BM4208 - DIK4926

SCS 0,253 4,58 BMS2504 - DIK2892
Ayrshire Finlandesa (FA) CM 0,682 4,19 BM7209 - SLU2

SCSs 0,370 512 BMS817 - BMS555
Roja sueca (SR) CM 0,674 9,89 DIK2145 - BM7209

SCS 0,731 6,05 BM7234 - BM4208
Holstein Danesa (DH) CM 0,429 10,63 DIK2303 - DIK4720

SCS 0,487 6,72 DIK4926 - BMS1909
DR + FA CM 0,682 3,20 BM7209 - SLU2

SCS 0,370 6,57 BMS817 - BMS555
FA + SR CM 0,682 15,30 BM7209 - SLU2

SCS 0,951 9,91 BMS1943 - BMS1967
DR + FA + SR CM 0,682 13,53 BM7209 - SLU2

SCS 0,951 8,51 BMS1943 - BMS1967

Tabla 21.

Resumen de desequilibrio de ligamiento y analisis de ligamiento (LDLA) usando el método de componentes de
varianza

Posicién Datos estadisticos de LRT | Intervalo de
Raza Rasgo -
(Morgan) del pico marcadores
Roja Danesa (DR) CM 0,741 8,51 BM2819 - INRA144
SCS 0,398 16,95 DIK2741 - TGLA261
. . CM 0,739 5,38 BM4208 - BMS2819
Ayrshire Finlandesa (FA) ~ =5ea—T 7357 7,26 DIK2810 - DIK5364
Roja sueca (SR) CM 0,672 5,56 BMS1724 - DIK2145
SCS 0,741 5,71 BMS2819 - INRA144
Holstein Danesa (DH) CM 0,429 12,69 DIK2303 - DIK4720
SCS 0,464 7,85 BM4204 - DIK4926
DR + FA CM 0,741 9,93 BMS2819 - INRA144
SCS 0,381 9,61 DIK2810 - DIK5364
FA + SR CM 0,739 10,98 BM4208 - BMS2819
SCS 0,691 6,26 SLU2 - C60rf93
DR + FA+ SR CM 0,739 14,90 BM4208 - BMS2819
SCS 0,741 6,69 BMS2819 - INRA144
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Tabla 22

Resumen de andlisis de desequilibrio de ligamiento a través de las familias (LD) usando el método de
componentes de varianza

Posicion Datos estadisticos de LRT | Intervalo de
Raza Rasgo -
(Morgan) del pico marcadores
Roja Danesa (DR) CM 0,741 13,60 BM2819 - INRA144
SCS 0,398 12,95 DIK2741 - TGLA261
Ayrshire Finlandesa | CM 0,739 3,64 BM4208 - BMS2819
(FA) SCS - <1,0 -
Roja sueca (SR) CM 0,327 4,26 DIK3002 - DIK3003
SCS 0,464 2,18 BM4204 - DIK4926
Holstein Danesa (DH) CM 0,744 5,45 INRA144 - INRA084
SCS 0,731 1,49 BM7234 - BM4208
DR + FA CM 0,741 5,49 BMS2819 - INRA144
SCS 0,398 1,99 TGLA261 - ILSTS013
FA + SR CM 0,739 5,39 BM4208 - BMS2819
SCS 0,370 1,73 BMS817 - BMS555
DR + FA + SR CM 0,739 8,94 BM4208 - BMS2819
SCS 0,253 4,08 BMS2504 - DIK2892
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REIVINDICACIONES

Método para determinar la resistencia frente a mastitis en cualquier sujeto bovino de las razas de Roja
Danesa, Ayrshire, Roja y Blanca Sueca y Holstein, que comprende detectar en una muestra de dicho sujeto
bovino la presencia o ausencia de al menos un marcador genético que esta ligado con al menos un rasgo
indicativo de resistencia a mastitis, en el que dicho al menos un marcador genético esta ubicado en el
cromosoma bovino BTA9 en la regién flanqueada por y que incluye los marcadores microsatélites
polimérficos C60rf93 e inra084, en el que la presencia o ausencia de dicho al menos un marcador genético
es indicativo de resistencia a mastitis de dicho sujeto bovino o descendencia del mismo.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético esta ubicado en la region
flanqueada por y que incluye los marcadores genéticos bms2251 e inra084 de BTA9.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético esta ubicado en la regién
flanqueada por y que incluye los marcadores genéticos bm7234 e inra144 de BTA9.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético estd ubicado en la regién
flanqueada por y que incluye los marcadores genéticos bms2819 e inra144 de BTA9.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético esta ubicado en la regiéon
flanqueada por y que incluye los marcadores genéticos bm4208 e inra144.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es el marcador microsatélite
C60rf93.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es el marcador microsatélite
DIK4986.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es el marcador microsatélite
mm12e6.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es el marcador microsatélite
PEXS.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es el marcador microsatélite
DEAD21.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es el marcador microsatélite
BMS 2251.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es el marcador microsatélite
EPM2A.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es el marcador microsatélite
BM7234.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es el marcador microsatélite
BM4208.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es el marcador microsatélite
BMS2819.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es el marcador microsatélite
INRA144.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es el marcador microsatélite
INRA084.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es una combinaciéon de
marcadores genéticos.

Método segun la reivindicacién 6, en el que el par de cebadores para amplificar el marcador microsatélite
C60rf93 es SEQ ID NO.: 75y SEQ ID NO.:76.

Método segun la reivindicacién 9, en el que el par de cebadores para amplificar el marcador microsatélite
PEX3 es SEQ ID NO.: 81 y SEQ ID NO.:82.

Método segun la reivindicacién 12, en el que el par de cebadores para amplificar el marcador microsatélite
EPM2A es SEQ ID NO.: 87 y SEQ ID NO.:88.
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Método segun la reivindicacion 1, en el que el al menos un marcador genético es una combinaciéon de
marcadores genéticos.

Método para seleccionar sujetos bovinos para fines de cria, comprendiendo dicho método el método segun
la reivindicacién 1 que determina la resistencia frente a mastitis.

Uso de un kit de diagndstico que comprende al menos una secuencia de oligonucleétidos, seleccionandose
las secuencias de nucledtidos de cualquiera de SEQ ID NO.: 75 a SEQ ID NO.: 98 para detectar la
presencia o ausencia en un sujeto bovino de al menos un marcador genético asociado con resistencia
frente a mastitis seguin el método segun la reivindicacion 1.
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