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RESUMEN

El sindrome de braquiespina es una enfermedad hereditaria autosdémica recesiva de
los bovinos Holstein Friesian. La enfermedad se caracteriza mayormente por
producir pérdidas gestacionales (previas al dia 100) y raramente el nacimiento de
animales con severas malformaciones en la columna vertebral, entre otras. Una
delecion de 3.3Kb dentro del gen FANCI, que elimina por completo los exones 25 al
27, es la responsable de la enfermedad. Actualmente, la deteccién de animales
portadores es posible gracias a las técnicas de referencia de PCR y electroforesis.
Estas resultan laboriosas e insumen tiempo y materiales que encarecen el
diagnostico. Alternativamente se ha propuesto que el PCR en tiempo real y analisis
de curvas de melting podria ser de utilidad en el screening de animales portadores a
nivel poblacional. El objetivo de esta tesis es validar la técnica propuesta y evaluar
sus ventajas y desventajas frente a la técnica clasica de diagndstico. Pudimos
demostrar mediante la validacion del PCR en tiempo real que la frecuencia de
animales portadores en el pais es elevada, similar a lo que ocurre en otras partes
del mundo. La técnica de PCR en tiempo real constituye una herramienta rapida,
mas econdmica y segura para el operario que la técnica clasica de diagndstico,
siendo aplicable en los programas a gran escala de control del defecto.



SUMMARY

Brachyspina syndrome is an autosomal recessive inherited disease of Holstein
Friesian cattle. The disease is characterized mainly by producing gestational losses
(prior to day 100) and it rarely causes the birth of animals with severe malformations
in the spine, among others. A deletion of 3.3Kb within the FANCI gene, which
completely eliminates exons 25 to 27, is responsible for the disease. Currently, the
detection of carrier animals is possible thanks to the reference techniques of PCR
and electrophoresis. These are laborious and take time and materials that make
diagnosis more expensive. Alternatively, it has been proposed that real-time PCR
and melting curve analysis could be useful in the screening of carrier animals in the
population. The objective of this thesis is to validate the proposed technique and
evaluate its advantages and disadvantages compared to the classical diagnostic
technique. We were able to demonstrate by validating the real-time PCR that the
frequency of carrier animals in the country is high, similar to what happens in other
parts of the world. The real-time PCR technique is a fast, cheaper and safer tool for
the operator than the classic diagnostic technique, being applicable in large-scale
control programs of the defect.



1. INTRODUCCION

La lecheria representa uno de los principales rubros pecuarios del Uruguay, con un
rodeo de bovinos de leche de 766.000 cabezas, principalmente pertenecientes a la
raza Holstein Friesian. En el afio 2018 se produjeron 2173 millones de litros de
leche comercial, produccion concentrada principalmente en 3600 predios (cuya
principal actividad es la lecheria), ocupando 754.000 hectareas (MGAP, 2019). El
principal destino de la leche producida es la industrializacion (MGAP, 2019), siendo
de particular importancia el contenido de soélidos con el objetivo de elaborar
subproductos lacteos.

La obtencién de materia prima de calidad para la industria de los subproductos
lacteos implica un proceso de mejoramiento de los rodeos, en busca de animales
genéticamente superiores para la produccion de leche y sélidos. En este aspecto, la
utilizacion de toros con DEPs superiores en las caracteristicas productivas, ofrece
oportunidades Unicas de mejora.

La movilizacion de material genético posibilita cambios en las frecuencias génicas
de las poblaciones, sin la necesidad de ingresar animales en pie a los rodeos. En
este sentido, las biotecnologias reproductivas como la inseminacion artificial,
permiten acelerar el progreso genético. Sin embargo, el comercio internacional de
un numero limitado de toros de élite ha tenido connotaciones negativas, facilitado la
diseminacion de enfermedades hereditarias recesivas, lo que afecta directamente a
la performance reproductiva.

La fertilidad est& influenciada por tres componentes individuales: madre (capacidad
para reanudar el ciclo del estro después del parto, capacidad de fertilizacion de
ovocitos, capacidad uterina), padre (capacidad de fertilizacion del semen) y
descendencia (capacidad de desarrollo del embrion / feto) (Charlier, 2012).

La capacidad reproductiva es uno de los rasgos mas importantes en el ganado
lechero, y ha ido disminuyendo constantemente en las Ultimas décadas
(particularmente en la lecheria Holstein-Friesian), y se ha convertido en la causa
principal de refugo de las vacas lecheras (Charlier, 2012). Uruguay no escapa a esta
tendencia, observandose tasas de procreo que no superan significativamente el
70% (MGAP, 2014). En consecuencia, a las pérdidas econdémicas por fallas
reproductivas se le suman las de produccion de leche.

La seleccion unidireccional sobre caracteristicas productivas puede producir un
efecto no deseado sobre los caracteres reproductivos. Fritz y col., (2013) establecen
gue solo la mitad del descenso reproductivo puede ser atribuible a un efecto
indirecto de la seleccién a favor de la produccion de leche, lo que sugiere la
existencia de otros factores como la mortalidad embrionaria debido a alelos letales.

En la especie bovina se han identificado 532 caracteres hereditarios (OMIA, 2019),
muchos de los cuales corresponden a defectos recesivos. Algunos de ellos son de
ocurrencia exclusiva en la raza Holstein Friesian, como el sindrome de
braquiespina.



1.1. El sindrome de braquiespina

El sindrome de braquiespina (SB) es una enfermedad hereditaria monogénica
recesiva de la raza Holstein Friesian y constituye (junto a los haplotipos de
fertilidad) en uno de los ultimos desoérdenes genéticos reconocidos por la Holstein
Association USA (http://www.holsteinusa.com).

El primer caso comunicado data del afio 2006 en Dinamarca como un caso aislado.
El historial endogamico del individuo afectado y la ausencia de efectos ambientales
relevantes hizo suponer de un componente hereditario (Agerholm y col., 2006). Un
afo mas tarde el mismo autor describe dos casos familiares de la patologia,
determindndose por primera vez su mecanismo de herencia autosdmica recesiva
(Angerholm y col., 2007). En los afos sucesivos nuevos casos fueron comunicados
en Paises Bajos, Italia, Alemania y Canada (Agerholm y col., 2007; Testoni y col.,
2008; Buck y col., 2010 citado por Fang y col., 2013; Agerholm y col., 2010).

La enfermedad se caracteriza clinicamente por abortos tempranos de los individuos
afectados (lo méas frecuente) o por el nacimiento de terneros muertos con severas
malformaciones (Charlier y col., 2012; Fang y col., 2013).

Dentro de las malformaciones corporales mas importantes se describe: reduccion
severa del peso corporal, desplazamiento caudal de las orejas y malformaciones
vertebrales extensas que causan un acortamiento significativo de la columna (que
da el nombre braquiespina a la enfermedad). Las extremidades se perciben
desproporcionadamente largas para el tamafio del tronco, que junto al
braquignatismo inferior (alineacion desigual de la parte superior e inferior de la
mandibula) (Figura 1), le dan a los terneros un caracteristico aspecto de alce
(Agerholm y col., 2006; Agerholm y col., 2007; Testoni y col., 2008).

Figura 1. Aspecto fenotipico de un ternero muerto con sindrome de braquiespina. Obsérvese el
acortamiento significativo de la columna vertebral, prominencia de los procesos espinosos toracicos y
braguignatismo (tomado de Agerholm y Peperkamp, 2007).

A pesar de que se han comunicado malformaciones de los érganos internos, en
particular el corazén, los rifiones y las gonadas (Agerholm y col., 2010), el hallazgo
mas consistente en todos los casos es la sinostosis vertebral (fusion de las
vértebras) (Figura 2 y Figura 3 ay b).
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Figura 2. Tomografia computarizada de un ternero con sindrome de braquiespina. En la columna
cervical (C2 - C6), se observa sinostosis (S) de los cuerpos vertebrales. A nivel toracico, las vértebras
caudales a T3 estan presentes como grandes sinostosis (S), que se ven facilmente en los procesos
espinosos dorsales. Hay una cifosis (K) centrada en la columna toracica caudal, una escoliosis (SC)
gue involucra la columna torécica y una fractura (F) en la unién toracolumbar. En la columna lumbar,
hay sinostosis (S) que afecta los cuerpos vertebrales (tomado de Agerholm y col., 2006).

Figura 3 a: Corte longitudinal de una porcién toréacica de la columna. Obsérvese multiples vértebras
malformadas con grados variables de fusién y cartilago prominente, b: Microfotografia de la porcion
toracica posterior de la columna. Obsérvese la formacion incompleta y fusion de los cuerpos
vertebrales, asi como centros de osificacion (flecha) rodeados por cartilago. Pueden notarse
rudimentos de discos intervertebrales protruyendo del borde ventral. Tincion de Hematoxilina-Eosina.
La barra indica 0.5 cm.

Aungue los hallazgos de necropsia no son patognomonicos, la morfologia
macroscopica del sindrome es muy caracteristica. Sin embargo, para llegar a un
diagndstico definitivo, deben realizarse estudios genéticos concluyentes. Esto se
debe a varias similitudes que este sindrome guarda con otras patologias
hereditarias de la raza, como el sindrome letal de la columna corta y el complejo de
malformacion vertebral bovino (Agerholm y col., 2010).

Muchos de los sintomas mencionados en el SB son similares a los comunicados en
la Anemia de Fanconi (FA) de los humanos. La FA es una enfermedad autosomica
recesiva asociada con Inestabilidad cromosomica (Moustacchi, 2003). Se
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caracteriza por una pancitopenia progresiva, diversas anomalias congénitas y una
mayor predisposicion al desarrollo de tumores (Auerbach, 1989). Los pacientes
presentan sintomas heterogéneos, incluido retraso en el crecimiento, anormalidades
esqueléticas, renales, cardiacas, gastrointestinales y malformaciones reproductivas;
asi como insuficiencia de la médula 6sea, aparicion temprana de céncer y
mortalidad a una edad temprana (Charlier, 2012). Tal similitud no es de extrafiar, si
consideramos que ambas enfermedades son producidas por mutaciones en el
mismo gen.

1.2. Base molecular del sindrome de braquiespina

Si bien la naturaleza hereditaria del SB se sospechdé desde el primer caso
comunicado, no fue hasta el afio 2012 en que se describio la base molecular de la
enfermedad. Utilizando un panel de alta densidad de SNPs (polimorfismos de
nucleotido simple) y secuenciacién de nueva generacion, (Charlier y col., 2012) se
identific6 al gen FANCI (Fanconi Anemia complementation group |) como
responsable del SB.

FANCI se encuentra localizado en el cromosoma bovino 21 (BTA21) y esta
compuesto por 37 exénes (ENSEMBL 2019). El gen codifica para una proteina
mono-ubicuitinada de 1327 aminoacidos (aa), con un rol vital en la reparacion del
ADN (Gene Ontology Consortium, http:/geneontology.org/). La mutacion
responsable de producir la enfermedad es una delecion de 3.3Kb dentro del gen,
gue elimina los exones 25-27. Esto genera un empalme del exén 24 con el 28
(Figura 4) (Charlier y col., 2012).

FANCI
|
R L 3.3Kb

Figura 4. Representacion esquematica de la estructura del gen FANCI bovino. Las lineas verticales
representan los exones y las lineas horizontales los intrones. En rojo se indican los 25-27 perdidos en
el fragmento delecionado de 3.3Kb (modificado de Charlier y col., 2012).

La pérdida de los exones 25-27 del gen genera un cambio a la altura del 876aa de
la proteina, sustituyendo los 451aa de su extremo carboxiterminal por un péptido
ilegitimo de 26aa (Charlier y col., 2012) lo que genera una proteina incapaz de
cumplir su funcién (Figura 5).
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K522
Wild-type FANCI v 876 aa

( P () 132722
K522
Mutated FANCI v
( 876 + 26 aa
... YAVNVALMKVQQLKETGHVSGPDGQNPEKVFQNLCDITRVLLWRYTSIPTSVEESGKREKGKNISLLCLE...
. YAVNVALMKVQQLKETGHVSGPDGQNPEKVFQNLCDITRLCRCYPGHLRFARKTVARMPPFARAC*

Figura 5. Esquema de la proteina FANCI. A: Proteina salvaje, producto del gen normal. B: proteina
mutante, producto de la delecién de 3.3Kb (adaptado de Charlier y col., 2012).

El descubrimiento de la mutacién causal de la enfermedad ha permitido disefiar un
método de diagndstico simple, basado en las técnicas de biologia molecular de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y electroforesis. En la mayor parte de los
casos estudiados este método permitidé rastrear la mutacion al toro americano de
élite Sweet Haven Tradition (HOUSAM 1682485) quien dispersé el alelo defectuoso
por el mundo, principalmente a través de sus descendientes de alto mérito genético
Bis-May Tradition Cleitus (HOUSAM1879085) y Rothrock Tradition Leadman
(HOUSAM1983348) (Fang y col., 2013).

Los animales genotipados para esta enfermedad se codifican con las letras TY si
son homocigotas normales o BY si son portadores del defecto
(http://www.holsteinusa.com). Esta codificacion aparece en los catalogos de semen,
por lo que hoy en dia se pueden seleccionar aquellos toros TY para inseminar a las
vacas y evitar el ingreso o el aumento de la frecuencia del alelo deletéreo en los
rodeos.

1.3. Distribucion del alelo deletéreo en el mundo

Si bien hay casos comunicados de SB en Dinamarca, Paises Bajos, Italia, Alemania
y Canada (Agerholm y col., 2007; Testoni y col., 2008; Buck y col., 2010 citado por
Fang y col., 2013; Agerholm y col., 2010), el sindrome se considera una enfermedad
de reciente aparicion. Por este motivo, existe muy poca bibliografia acerca de la
distribucién del alelo deletéreo en las diferentes poblaciones Holstein Friesian del
mundo.

En un estudio realizado por Charlier y col., (2012) se observo que la incidencia de la
enfermedad (nhacimiento de animales muertos con malformaciones) era
sorprendentemente baja (1 x 10° nacimientos) en relacién a la frecuencia de
portadores. En ese estudio se estim6 que para un 7.4% de animales heterocigotas,
la incidencia del sindrome deberia ser de 1/730 nacimientos. Esta clara discrepancia
esta justificada por los autores por el hecho de que el nacimiento de un animal
muerto con malformaciones solo es “la punta del iceberg”, ya que la mayoria de los
animales recesivos moririan en etapa embrionaria. Hecho que logré comprobarse al
comparar las tasas de falla de prefiez del cruzamiento de animales normales entre
si vs. animales portadores entre si, determinandose valores superiores para estos
ultimos apareamientos. Norman y col., (2012) demostraron que en el caso del SB la
pérdida gestacional ocurre previamente al dia 100.
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Si bien los anuncios de casos de SB son escasos, la presencia de la mutacion ha
sido estudiada en otras poblaciones Holstein del mundo, aunque aun son muy
pocas. Rus¢ y Kaminski, (2015) estudiaron 78 toros Holstein de Polonia,
detectandose que el 10% de los mismos (n=8) eran portadores del sindrome. En
todos los casos fue posible rastrear las genealogias de los animales hasta el
ancestro comun Sweet Haven Tradition. En un estudio similar realizado en 206 toros
y 136 vacas Holstein de China, se pudo demostrar que la proporcion de portadores
era de 4.8% en los toros y de 2.2% en las vacas. Estudios realizados en Estados
Unidos ha comunicado un 6% de vacas portadoras (VanRaden y col., 2011) y en
Holstein Nordico un 4% (Sahana y col., 2013), cifras superiores a las encontradas
en la poblacion de vacas de China.

En nuestro pais aun no se han identificado casos de terneros muertos por SB, sin
embargo, existen algunos trabajos que hacen referencia a la presencia de animales
portadores en el rodeo general y en los sistemas de mejora genética de la raza. En
este sentido, Alcantara y col., (2017) realizaron un estudio de los catdlogos de
semen disponible para inseminacién en Uruguay en el afio 2015 (n=357),
encontrandose un 1.73% de toros BY, sin embargo, el 23 % de los toros de los
catalogos no presentaban codificacién de libre o portador en sus fichas.

Desde un punto de vista molecular, de forma simultanea Federici y col., (2018) y
Briano y col., (2018) comunican la evidencia de animales portadores de SB en el
rodeo Holstein nacional. Federici y col., (2018) analizan un menor namero de
animales, sin embargo, reporta por primera vez la puesta a punto en el pais de la
técnica molecular de diagnéstico de referencia (PCR vy electroforesis) para el SB. El
trabajo de Briano y col., (2018) estudié un mayor numero de animales, situacion que
permitié calcular la proporciéon de portadores en el rodeo, que se situ6 en el orden
de 3.39% en animales de la region este del pais.

1.4. LaReaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

PCR son las siglas por las que se conoce a la reaccién en cadena de la polimerasa
(en inglés Polymerase Chain Reaction), técnica creada por el bioquimico
estadounidense Kary Mullis en 1985 (Waters, 2013).

Para realizar la técnica de PCR se parte de un molde de ADN que contiene el
fragmento a amplificar. Se utiliza una enzima, ADN polimerasa, que generara las
nuevas copias de ADN. Esta enzima afadira nucleétidos al extremo 3’ libre, para
esto necesitara cebadores o primers que son cadenas cortas de 10 a 30 bases, que
van a delimitar el fragmento a amplificar. Seran necesarios nucleétidos libres para
crear la cadena complementaria (Pérez, 2011).

Esta técnica amplifica regiones especificas del ADN, obteniendo una copia exacta
de la original. Las tres etapas principales de la PCR son: desnaturalizacion,
hibridacion y extension (Tamay de Dios y col., 2013).

1) En la desnaturalizacion, las cadenas se separan por accion del calor, en un
rango de temperatura entre 92°C a 96°C durante 20 a 30 segundos. El tiempo
de desnaturalizacién dependerd de la composicién de nucleétidos, que si
tiene mayor cantidad de G-C, tardara mas tiempo en separarse por ser mas
fuerte el enlace entre estas bases (Tamay de Dios y col., 2013).
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Figura 6. Desnaturalizacion del ADN. Los puentes se rompen dejando al ADN en forma de cadena
sencilla. (Rodriguez, 2004)

2) En la hibridacion los primers se unen delimitando el fragmento de interés,
para esto es necesario una temperatura Optima que generalmente se
encuentra entre 50° y 60°C.

5 3
Cebhadar 2 r &
amigantido.
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3 &

Cadana malds antlssntido.

Figura 7. Inicio de la reaccion de la PCR. (Rodriguez, 2004)

3) En la extension la enzima ADN polimerasa, sintetiza el nuevo ADN. La
temperatura Optima para la reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura la
enzima es funcional.

|l"'m
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Figura 8. Progreso de la reaccién de la PCR. (Rodriguez, 2004)

La PCR se completa repitiendo entre 25 y 35 veces las tres fases descritas
previamente, es decir, realizando entre 25 y 35 ciclos (Pérez, 2011). La reaccién se
lleva a cabo en equipos denominados termocicladores, que son los responsables de
aumentar, mantener y disminuir la temperatura durante todo el termociclado.

Para corroborar si se amplifico la secuencia de interés, los productos de la PCR,
también llamados amplicones son analizados en geles de agarosa para confirmar si
la reaccién fue exitosa (Tamay de Dios vy col., 2013).

En la actualidad se han diseflado un gran numero de variantes de la PCR
convencional (a tiempo final). Las mas conocidas se resumen en la tabla 1.
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Tabla 1. Variantes mas conocidas de la técnica de PCR elaborado a partir de Serrato y col., (2014)

Variante

Fundamento

PCR anidada

PCR multiplex

PCR con
transcriptasa
inversa

PCR en tiempo real
o PCR cuantitativa

PCR digital

Consiste en realizar dos rondas de amplificaciéon con juegos
de primers diferentes (cada vez mas especificos) con el fin de
incrementar la sensibilidad y la especificidad de la reaccion.

Con este tipo de PCR se consiguen detectar varios
fragmentos de ADN a la vez con una sola muestra y en una
sola reaccion, utilizando diferentes juegos de primers.

En este caso se utilizan moldes de ARN para sintetizar
moléculas de ADNc (ADN copia), que posteriormente puede
utilizarse como molde para la PCR convencional.

Se anade un componente fluorescente que permite medir la
luz. A més luz, méas cantidad del ADN detectado. Esta variante
del PCR sera tratada con mayor profundidad en el apartado
1.5.

Método alternativo a la PCR cuantitativa en tiempo real, es el
mas nuevo, donde se realiza la reaccién dentro de pequefas
microburbujas.
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Una vez amplificado el ADN por PCR en tiempo final, se realiza una corrida
electroforética para evaluar los resultados. Esta observacion se realiza en geles de
agarosa que son los mas utilizados en el laboratorio. Mediante la electroforesis
podemos separar fragmentos de ADN en funcion de su tamafo, visualizarlos
mediante una sencilla tincion y de esta forma determinar el contenido de &cidos
nucleicos de una muestra. Los geles de agarosa convencionales se corren en una
cuba de electroforesis horizontal, con un campo eléctrico uniforme y constante
(Fierro, 2014).

Si hay muchos fragmentos de un mismo tamafio se agruparan todos juntos, por lo
gue podremos verlos formando lo que llamamos una banda en el gel. EI ADN
migrara hacia el polo positivo ya que los fosfatos de la molécula le confieren carga
negativa, por lo que la corrida del gel sera hacia el polo positivo (Espinosa, 2007).

La combinacion de la técnica de PCR y electroforesis permite visualizar facilmente
polimorfismos de delecién, como es el caso del SB. Los primers disefiados por
Charlier y col., (2012) permiten amplificar el alelo normal (3738pb) asi como el alelo
mutado (409pb) en los animales portadores (Figura 9).

Mutant allele
TTACGGTACACCCATTCS CACCI TTCTATCCGTG

A 2 5
Wild-type allele T -
TTACGGTACACCCATTC CACTCT GTATTTAC 3,329 bp AAATTTGCAGGAAATGGTICACCTTTCTATCCGTG
§< P
i ms sxzs Refseq Cenes EX27
W % -
S Nx, MUITAZ Alignaent & Conservat s
CONEervat ion
Juéhlll.L -_L_M_LL L L*_LJLM.-___I
Give ROpeat ing Elements by RepeatMasker
LI
LTR
Cewh
Across DEL (*) = R R R R RO, pienee] 3,738 bp

Across DEL (D)

Figura 9. Esquema del fragmento de 3.3Kb perdidos en la delecién responsable del SB y su relacion
con el tamafio de los fragmentos amplificados por PCR (modificado de Charlier y col., 2012).

1.5. PCRentiempo real (rtPCR)

La PCR en tiempo real es una variante mas sensible del PCR convencional, que se
diferencia de la anterior por la forma en que se detectan y analizan los productos de
amplificacion (Tamay de Dios y col., 2013). Los fragmentos del ADN amplificado se
cuantifican en la medida en que la reaccion ocurre (de ahi el nombre de: en tiempo
real), mediante la utilizacion de una molécula fluorescente (fluor6foro) que se
incorpora al ADN en la medida en que este se amplifica. Esto permite conocer el
éxito de la reaccién sin la necesidad de manipular el material genético en geles de
agarosa.

La fluorescencia emitida por el fluoréforo se incrementa proporcionalmente al
numero de copias de interés amplificadas (Higuchi y col., 1993). Dado que la lectura
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de fluorescencia se da ciclo a ciclo, es posible realizar una cuantificacion de la
cantidad de molde colocado inicialmente, por lo que ademas de en tiempo real,
también es cuantitativa (Tamay de Dios y col., 2013).

Las plataformas de amplificacion en tiempo real, implican la utilizacion de
termocicladores especiales, equipados con opticas y fuentes de luz y registro de
fluorescencia (Figura 10).

. Filtro Detector
Fuente luminosa

Filtro

|
Muestras

Figura 10. Esquema de la 6ptica de una plataforma de rtPCR (modificado de : https://www.bio-
rad.com/en-is/applications-technologies/normalization-real-time-pcr-fluorescence-data-with-rox-
passive-reference-dye?ID=MW472W15, Fecha de consulta: 27/11/19)

Existen varios sistemas de deteccibn de los productos amplificados, el mas
empleado consiste en utilizar moléculas intercalantes o de union (SYBR Green,
EvaGreen, etc) con afinidad por el ADN bicatenario que, al ser excitados por una
fuente luminosa, emiten fluorescencia que es capturada durante la etapa de
extension de cada ciclo. Una vez leida la fluorescencia, ciclo tras ciclo, los valores
son graficados en una curva de amplificaciébn, que muestra el progreso de la
reaccion. Cada curva consta de una etapa logaritmica de crecimiento y una etapa
final de meseta, donde los componentes de la reaccion se agotan y se llega al
maximo de amplificacion (Figura 11).
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Meseta

Fase logaritmica

(.3 )

Figura 11. Curva de amplificacion. En el eje de las Y se muestra la fluorescencia capturada y en el
de las X el numero de ciclo. Obsérvese la fase logaritmica y la de meseta. Cada linea corresponde a
una muestra diferente (modificado de https://www.genengnews.com/magazine/265/improving-real-
time-pcr-data-quality/, Fecha de consulta: 27/11/19).

Dado que los fluoroforos son inespecificos y pueden unirse a cualquier molécula
doble cadena, como dimeros de primers, es necesario evaluar la especificidad de
los amplicones obtenidos. Para ello el software del equipo de amplificacion cuenta
con el andlisis de curvas de melting, también conocidas como curvas de melting,
que se realiza post amplificacion. La temperatura de melting (Tm) es aquella en la
cual el 50% de las moléculas de ADN se encuentran desnaturalizadas (Prado,
2017). La Tm depende del contenido de GC (ya que estas bases estan unidas por
tres puentes de hidrégeno y es necesaria mas temperatura para separarlas), del
tamafio del fragmento y de su secuencia (Kirk y col., 1997), por lo tanto, cada
amplicon presenta una temperatura de melting especifica (Figura 12). Esto elimina
la etapa de electroforesis, necesaria en el PCR a tiempo final, para evaluar el éxito
de la amplificacion y la identidad del fragmento amplificado.
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Figura 12. Curva de melting o de disociacion. Puede observarse un unico pico azul en el gréfico, lo
gue indica que se obtuvo un Unico amplicon. La linea verde indica el control negativo (tomado de
Tamay de Dios y col., 2013).

En el rtPCR los primers deben disefiarse especialmente no sélo para asegurar una
alta especificidad en la amplificacion, sino que ademas deben generar productos de
un tamafio entre 100-150pb; si los amplicones son mas grandes, la eficiencia de la
reaccion disminuye considerablemente (Tamay de Dios y col., 2013).

La utilizacién de los primers disefiados por Charlier y col., 2012 para el diagnostico
de SB mediante rtPCR, podria verse limitada, ya que el amplicén de 3738pb supera
el tamafo de fragmento sugerido para rtPCR. Sin embargo, Federici, Artigas y col.,
(2019), comunicaron de forma preliminar la utilizacién de los mismos medinate un
sistema de control interno (fragmento de otro gen) que solucionaria esa limitante. En
este esquema, el control interno se amplificaria en todos los animales (normales y
portadores), mientras que el alelo mutado solo se amplificaria en los animales
portadores. De esta manera, los animales sanos no portadores tendrian solo un pico
en la curva de melting correspondiente al amplicon del control interno, mientras que
animales portadores presentarian dos picos correspondientes a los amplicones (uno
del control interno y otro del alelo que presenta la mutacion).

El objetivo de esta tesis fue evaluar la posibilidad de utilizar el tPCR como técnica
de screening o monitoreo poblacional, a los efectos de realizar un genotipado
especifico para esta mutacion, mas sensible, rapido y econémico que la técnica
convencional de PCR en tiempo final, y posterior electroforesis con la que se cuenta
actualmente en el pais.
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2. HIPOTESIS

La técnica de rtPCR permite diagnosticar a los animales portadores de SB de forma
mas rapida, especifica y econdmica que la técnica tradicional de PCR a tiempo final
y electroforesis.

3. OBJETIVOS
Objetivo General:

Evaluar las dos técnicas moleculares disponibles en Uruguay para el diagnostico del
SB (PCR a tiempo final y electroforesis vs rtPCR).

Objetivos especificos:

1. Genotipar por PCR a tiempo final y posterior electroforesis muestras de
animales portadores y sanos no portadores para el SB.

2. Genotipar por rtPCR y posterior andlisis de curvas de melting muestras
de animales portadores y sanos no portadores para el SB.

3. Comparar el tiempo, la especificidad y los costos de diagnéstico entre las
técnicas empleadas.

4. Analizar por rtPCR y analisis de curvas de melting una muestra de
referencia de animales Holstein Friesian del banco de ADN del area
Genética y de la Unidad de Biotecnologia de INIA Las Brujas.

5. Evaluar las frecuencias alélicas, genotipicas y el equilibrio génico para las
muestras analizadas.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Material Animal:

Se trabajé con 8 muestras de animales de la raza Holstein Friesian de Uruguay ya
genotipados para el SB (4 normales y 4 portadores) y con 61 muestras de animales
de la misma raza tomadas al azar. Las muestras pertenecen al banco de ADN del
Area Genética y al Banco de ADN de la Unidad de Biotecnologia del INIA Las
Brujas.

4.2. Analisis Molecular:
4.2.1. Preparacion de las muestras de ADN gendmico:

Previo al andlisis molecular, se cuantificé cada una de las muestras utilizadas, en
pureza y concentracion utilizando espectrofotometro de Ultima generacion Nanodrop
ND1000 (Plataforma conjunta de Ac. Nucleicos LEMA-Genética, Facultad de
Veterinaria, UdelaR). Las muestras deben contener un minimo de 100ng/uL de ADN
a una pureza de 1,6-1,8 OD. La integridad del ADN fue evaluada utilizando
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1%.

4.2.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) a tiempo final y
electroforesis:

Los primers utilizados para detectar la delecion de 3.3Kb son los descritos por
Charlier y col., (2012). La reaccion de PCR se realiz6 en un volumen final de 25pL
segun lo comunicado por Fang y col., (2013) conteniendo: 100ng de ADN gendmico,
10uM de cada primer, 2.5 yL de buffer de PCR 10X (Mg2+ Plus), 4 yl de dNtps 5
mM y 15 U Tag polimerasa. El programa de termociclado incluyé una
desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C 30 segundos, hibridacion de primers a 58°C 1 minuto,
extension a 72°C por 2.5 minutos y una extension final a 72°C por 10 minutos. Como
control negativo se utilizO ADN de animal genotipado libre para SB del que
disponemos en nuestro laboratorio.

Los amplicones obtenidos por la técnica de PCR fueron visualizados mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con GoodView™ como colorante de acidos
nucleicos y marcadores de peso molecular de 1Kb y 100pb. Los animales normales
no portadores de la mutacion (homocigotas dominantes) presentaron una sola
banda de amplificacion de 3738pb, en tanto que los animales heterocigotas
portadores presentaron 2 bandas, una de 3738pb y otra de 409pb. Cada
electroforesis fue registrada mediante equipo fotografico especifico de ultima
generacion (BioScens SC805-BIOTOP) y software digitalizador de imagenes
(BioSens Gel Imaging System V2.0).

4.2.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (rtPCR)
y analisis de la temperatura de curvas de melting:

Las amplificaciones por PCR en tiempo real fueron realizadas utilizando el Kit
comercial Type-it® HRM PCR (QIAGEN, Hilden, Alemania) en un termociclador
Rotor Gene Q (Corbett Research). La reaccion se llevo a cabo en un volumen final
de 25uL conteniendo 12,5uL de Master Mix y 50ng de ADN gendmico, 0.3uM de
cada primers. Los primers utilizados fueron los descritos por Charlier y col., (2012) y
para el control de amplificacion interno (fragmento de 150pb) los descritos por Mirk y
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col., (1995). Las condiciones de amplificacién fueron las descritas por Federici,
Artigas y col., (2019): desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5min, 40 ciclos de
95°C durante 30s, 55°C durante 1min y 72°C durante 2.5min.; seguido de una
extension final de 72°C durante 5m. El analisis de la curva de melting se realiz6
aumentando gradualmente la temperatura de 72°C a 95°C con un mantenimiento de
la temperatura durante 90 segundos en el primer paso y 5 segundos en los
siguientes. La grafica de la curva de melting se realiz6 trazando la derivada negativa
de fluorescencia (-Rn) frente a la temperatura usando el software Rotor Gene Q
1.7.75.

4.2.4. Determinacion de la especificidad de los primers:

Amplicones de 3 animales normales (obtenidos por PCR a tiempo final) se enviaron
a secuenciar (Macrogen-Corea) a los efectos de evaluar la especificidad de la
amplificacion. Las secuencias obtenidas fueron analizadas utilizando el software de
libre acceso BioEdit Version 7.2.2 ( http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html ) y
aplicaciones accesorias como ClustalW para alineamientos multiples. Los productos
de amplificacion o amplicones obtenidos a partir de animales normales y portadores,
previamente genotipados por ambas técnicas, fueron evaluados en una misma
corrida electroforética, a los efectos de cotejar la identidad de los fragmentos.

4.2.5. Evaluacién de costos y tiempo de reaccion

El costo de genotipado por muestra fue evaluado en U$S utilizando como referencia
la cotizacién de los productos disponibles en plaza en las empresas nacionales del
rubro. El tiempo total de genotipado fue evaluado para cada técnica de forma
independiente.

4.2.6. Analisis poblacional de la muestra de referencia Holstein

Se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas para el gen FANCI vy el
equilibrio  génico utilizando el software de libre acceso Genepop
(http://genepop.curtin.edu.au/).
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5. RESULTADOS
5.1. Preparacion de las muestras de ADN genémico

Las muestras de ADN genomico, de animales ya genotipados (normales y
portadores) asi como de los animales de la poblacién de referencia del banco de
ADN del Area Genética y de la unidad de Biotecnologia de INIA Las Brujas, se
encontraban en buenas condiciones de conservacion. Se logro cuantificar cada una
de las muestras utilizando el equipo Nanodrop ND 1000, estandarizandose su
concentracion a 100ng/pL de ADN; con una pureza que oscilé entre 1.7 y 2.0
(Figura 13). Asimismo, se evaluo la integridad del ADN gendmico por electroforesis,
obteniéndose mayormente bandas altas, intensas y sin sefiales de degradacion. Las
muestras degradadas no fueron utilizadas en este trabajo (Figura 14).
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Figura 13. Captura de pantalla de una de las muestras de ADN utilizadas en esta tesis. Se muestra
la concentracién de ADN en verde, expresada en ng/pL y una relacién de pureza (260/280) de 1.91.
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Figura 14. Fotografia de una electroforesis en gel de agarosa al 1% para evaluar la integridad del
ADN. Carriles 1, 2, 4, 5 y 6 corresponden a muestras en buen estado de integridad. Carriles 3y 7
corresponden a muestras levemente degradadas que no fueron utilizadas en este trabajo.

5.2. Reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo final vy
electroforesis

Se logré amplificar por PCR a tiempo final un total de 51 animales. Todas las
muestras presentaron fragmentos de amplificacion de acuerdo a lo comunicado por
otros autores (Fang y col., 2013). Los animales normales presentaron una sola
banda de amplificacién correspondiente a un fragmento de 3738pb. Los animales
portadores mostraron dos bandas de amplificacién, una de 3738pb (correspondiente
al alelo normal) y otra de 409pb (correspondiente al alelo mutado) (Figura 15). No se
encontraron nuevos animales portadores en la muestra analizada, confirmandose el
genotipo de los 4 animales portadores genotipados previamente.
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Figura 15. Electroforesis de los productos de PCR a tiempo final. M: marcador de peso molecular de
1Kb. Carriles 1 al 5: animales homocigotos normales. Carril 6: animal portador. Carril 7: control
negativo.

5.3. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (rtPCR) y
analisis de curvas de melting.

Se logré amplificar por rtPCR un total de 18 animales. De estos, ocho ya eran de
genotipo conocido (4 normales y 4 portadores), agregandose 10 animales nuevos
gue no habian sido genotipados previamente. El resultado obtenido fue
concordante con lo comunicado previamente por Federici, Artigas y col., (2019). En
la Figura 16 se observa la curva de amplificacion obtenida por medicién de la
fluorescencia en cada ciclo, al final de cada paso de extension.
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Figura 16. Curva de amplificacién obtenida por medicion de la fluorescencia en cada ciclo

El analisis de las curvas de melting (Figura 17) permitid identificar en todos los
animales (rojos y azules) un pico en una temperatura que oscilé entre los 87.5°C y
88°C, correspondiente al control interno de la reaccion. Sin embargo, solo los
animales portadores (rojos) presentaron un pico extra a una temperatura de 81.5°C
a 81.7°C. Estos resultados fueron consistentes entre los 4 animales portadores y los
4 animales normales que habian sido genotipados previamente por PCR a tiempo
final. Los 10 animales cuyo genotipo era desconocido, solo presentaron un pico en
el rango de temperatura para el control interno, por lo que se les asigné el genotipo
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normal (codigo TY). Todos estos resultados fueron concordantes a los descritos en
el estudio preliminar de Federici, Artigas y col., (2019).

Control interno
150pb

Alelo deletéreo

409pb

1

06

0.4 FFENN

él 75 80 85

deg

Color ID/ Genotype Peak 1 Peak 2
. 9 _heterozygous 81,7 87,8
. 78_heterozygous 81,5 87,8
. 165 homozygous —— 87.5
. 103_ homozygous -—-- 88,0

Figura 17. Curvas de melting o de disociacién para los fragmentos amplificados en dos animales
normales (azules) y dos animales portadores de SB (rojos). Las flechas indican a qué fragmento
corresponde cada pico.

5.4. Especificidad de los primers y de lareaccion de rtPCR

Se obtuvieron secuencias para el alelo normal de tres animales normales, sin
embargo, ninguna de ellas abarcaba el tamafio total del fragmento amplificado. Al
analizar las mismas mediante la herramienta BLAST
(https://www.ensembl.org/Multi/Tools/Blast?db=core) no se logréo confirmar la
identidad de los fragmentos con el gen FANCI bovino (Figura 18). Al realizar el
alineamiento de las secuencias obtenidas para los tres animales con el programa
Bioedit no se logré observar coincidencias entre ellas, ni con la secuencia consenso
del gel FANCI bovino obtenida de ENSEMBL (Figura 19).
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Figura 18. Captura de pantalla del BLAST realizado para las secuencias obtenidas de los fragmentos
amplificados por PCR.
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Figura 19. Captura de pantalla del alineamiento de secuencias reverse de tres animales normales
para el SB.

Para validar las amplificaciones, los productos de rtPCR se corrieron en una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% utilizando como controles un animal normal
y otro portador, amplificados por PCR en tiempo final (Figura 20). Se observa
concordancia entre el nimero de picos de la curva de melting, el nimero de
fragmentos obtenidos en la electroforesis de los productos de rtPCR, y el tamafio de
los mismos en comparacion al PCR en tiempo final.
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los fragmentos obtenidos por PCR a tiempo
final y rtPCR. M: marcador de peso molecular de 1KB. Carril 1: control negativo, carril 2: animal
normal por PCR, carril 3: animal portador por PCR, carriles 4, 8 y 11: animales portadores por rtPCR
(alelo mutado y control interno), carriles 5, 6, 7, 9, 10, 12, 13 y 14: animales normales por rtPCR
(control interno).

5.5. Evaluacién de costos y tiempos de reaccion

Los costos de cada una de las técnicas fueron calculados en U$S para una sola
muestra, a precio de plaza nacional, sin tener en cuenta los controles negativos ni
positivos. El costo para la técnica de PCR a punto final, electroforesis y tiempo de
reaccion se muestra en la tabla 2. El costo y tiempo de reaccion para la técnica de
rtPCR se muestra en la tabla 3.

Tabla 2. Costo para la técnica de PCR a punto final, electroforesis y tiempo de reaccién

Reactivo Costo (U$S)/muestra
MasterMix PCR 0.85
Primers (Fy R) 0.027
Marcador de peso molecular 0.75
GoodView 0.73
Agarosa 1.64
Costo total de reaccion 3.997

Tiempo de reaccion

PCR + electroforesis 4hs
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Tabla 3. Costo para la técnica de rtPCR/analisis de curvas de melting y tiempo de reaccion

Reactivo Costo (U$S)/muestra
MasterMix 1.67
Primers 0.0085
Costo total de reaccioén 1.68

Tiempo de reaccion

rtPCR + analisis de curvas de melting 3hs

5.6. Analisis Genético-poblacional

El calculo de las frecuencias genotipicas observadas y de las frecuencias alélicas se
realiz6 en base a los genotipos obtenidos por ambas técnicas. El genotipo
mayoritario en la muestra analizada correspondié al homocigota dominante (94%),
siendo francamente menor la frecuencia de portadores (6%). La frecuencia de los
alelos se encuentra en consonancia con las frecuencias genotipicas, siendo para el

alelo normal de 0.97 y para el alelo mutado de 0.03.
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6. DISCUSION

En este trabajo utilizamos muestras de alta calidad en cuanto a la cantidad, pureza
e integridad, evaluadas por espectrofotometria y electroforesis. Técnicas similares
como el HRM (High resolution melting) de los productos de rtPCR son muy
sensibles a cualquier contaminante del proceso de extraccion de ADN, por lo que
las muestras deberian extraerse con un mismo protocolo (Gaboér y col., 2012). En
nuestro caso, utilizamos muestras de ADN provenientes de diferentes bancos
(Genética-Fvet e INIA Las Brujas), extraidas con diferentes protocolos, obteniendo
reproducibilidad de los resultados.

En lo que respecta a la PCR en tiempo final y electroforesis, son las técnicas de
referencia utilizada por algunos autores para el screening poblacional a gran escala
del SB (Fang y col., 2013). Sin embargo, la naturaleza de la mutacién implica la
amplificacion de grandes fragmentos de ADN que podrian interferir con la eficiencia
de la técnica. Esto la hace especialmente laboriosa, observandose animales en los
gue solo se amplifica la banda de 409pb a pesar de ser portadores (Charlier y col.,
2012). En nuestro caso, logramos amplificar en todos los animales normales el
fragmento de 3738pb y en los portadores los fragmentos de 3738pb y 409pb (Figura
15)

Para superar la limitante de la baja eficiencia de amplificacién del fragmento de
3738pb, Liy col., (2016) desarrollaron un PCR multiplex a tiempo final, incorporando
como control interno de reaccion un fragmento de 269pb de ADNm (ADN
mitocondrial). De esta forma los animales portadores presentaran una banda de
409pb y otra de 269pb, mientras que los normales solo presentaran la banda de
269pb.

La utilizacion de la técnica de rtPCR y andlisis de curvas de melting para el
genotipado de polimorfismos de insercion/delecién ha sido previamente demostrada
(Kisoi y col., 2019). Sin embargo, su utilizacion se ve restringida al hecho de que la
eficiencia de amplificacibn se ve reducida considerablemente con amplicones
demasiado grandes (Tamay de Dios y col., 2013). Por este motivo, siguiendo un
esquema similar al de Li y col. (2016), en esta tesis validamos un método similar,
desarrollado de forma preliminar en una plataforma de PCR en tiempo real (Federici,
Artigas y col., 2019). En esta variante se utiliza como control interno un fragmento
de 150pb del gen CD18 bovino. De forma que los animales normales solo
amplificaran el fragmento de 150pb del control interno y los portadores el fragmento
de 150pb (control) y el correspondiente al alelo mutado (409pb). Resultado que
logramos reproducir en nuestros experimentos.

La principal ventaja que tiene la técnica de rtPCR sobre las técnicas clasicas de
PCR vy electroforesis, es que no es necesario realizar una electroforesis para
visualizar el resultado de la amplificacién, ganando tiempo y dinero. El andlisis de
las curvas de melting permiten identificar el niumero de fragmentos amplificados y su
identidad en base a la temperatura de melting. En nuestro caso, pudimos demostrar
que el fragmento del control interno presenta un pico de melting en un rango de
temperatura que oscila entre 87.5°C y 88°C. El fragmento correspondiente al alelo
mutado del SB presenta un pico de melting en el rango de temperatura que oscila
entre 81.5°C y 81.7°C (Figura 17).
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Para demostrar la especificidad de los primers y la identidad de los fragmentos
obtenidos, tres muestras de animales normales (homocigotas dominantes) fueron
enviadas a secuenciar. Si bien el tamafio esperado de la secuencia era de 3738pb,
se obtuvieron secuencias mas pequeias, probablemente producto de la baja
eficiencia para secuenciar fragmentos demasiado grandes de ADN. Esto quedo de
manifiesto, al no poder confirmar la identidad de los fragmentos amplificados tanto
con la herramienta BLAST como con el alineamiento de las propias secuencias
entre si (Figura 18 y Figura 19). Por este motivo, para poder confirmar la identidad
de los picos en las curvas de melting, se realizdé una electroforesis de las muestras
amplificadas por rtPCR, junto a un animal normal y otro portador amplificados por
PCR a tiempo final. Los resultados fueron 100% concordantes, lograndose de esta
forma la validacion del método (Figura 20)

El método diagndstico desarrollado por Federici, Artigas y col., (2019) y validado en
esta tesis, constituye un método mas rapido y econémico que el PCR a tiempo final
(tablas 2 y 3), al momento de realizar un screening de animales portadores. Este
ultimo punto resulta de importancia, dado que la principal limitante del método es la
incapacidad de detectar homocigotas recesivos (terneros malformados).

La ausencia de una electroforesis en el método validado, contribuye a un trabajo
mas limpio y con mayor seguridad para el operario (al no utilizar productos toxicos
como el bromuro de etidio). El riesgo de falsos positivos es menor, al reducir la
manipulacion de los tubos y la tan frecuente contaminacion de los pocillos
adyacentes en el gel por desbordes durante la siembra.

La sospecha de que el alelo responsable del SB estuviese circulando en Uruguay
fue anteriormente establecida por Alcantara y col., (2017). Habiéndose confirmado
molecularmente por primera vez por Federici y col., (2018). Si bien el numero de
animales estudiados en este trabajo (por ambas técnicas) es bajo (n=69), la
procedencia de las muestras de diferentes zonas del pais permite realizar algunos
célculos. La proporcién de vacas portadoras de SB fue de 6%, este valor resulta
superior al 3.9% comunicado por Briano y col., (2018). Esta diferencia puede ser
debida al escaso numero de animales analizados en nuestra muestra o
contrariamente, a una mayor representatividad del muestreo, ya que Briano solo
trabaja con animales de la regidon suroeste del pais. La frecuencia de animales
portadores detectada en nuestro trabajo es muy similar a la reportada por Charlier y
col., (2012) y VanRaden y col., (2011) pero mayoritaria a la reportada por Fang y
col., (2013) y Sahana y col., (2013). Resultados similares pueden observarse para
las frecuencias alélicas en la tabla 4.
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Tabla 4. Proporcién de portadores de SB y frecuencia del alelo mutado en diferentes poblaciones

Holstein del mundo.

Origen

Portadores (%) Frecuencia alélica

Referencia

Holstein uruguayo
Holstein uruguayo

Holstein Holandés

Holstein Nordico

Holstein Chino

6
3.39
7.4

2.2

0.03
0.016
0.037

0.02

0.011

Presente estudio
Briano y col., (2018)

Charlier vy col.,
(2012)

Sahana y col.,
(2013)

Fang y col., (2013)
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7. CONCLUSION

Se logro poner a punto y validar la técnica de rtPCR para el diagnéstico del SB por
primera vez. EL control interno utilizado logra superar la limitante del tamafio del
fragmento del alelo normal, permitiendo identificar de forma especifica, mas rapida y
mas econdmica a los animales portadores. La técnica validada en este trabajo podra
ser utilizada en programas de monitoreo de reproductores, a los efectos de eliminar
portadores o dirigir los apareamientos. Esto dltimo, de particular importancia en
paises como el nuestro, donde la frecuencia de portadores es elevada.
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