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ABREVIATURAS (en orden alfabético)

AA: Aberdeen Angus

AM: Artrogriposis maltiple
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FHC: Fibrosis Hepéatica Congénita
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Ho: Holando

HRM: High Resolution Melting
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PS: Polled Shorthorn

RA: Red Angus

SNC: Sistema Nervioso Central
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RESUMEN

Las enfermedades hereditarias son una causa de preocupacion creciente a nivel mundial.
Las técnicas actuales de mejoramiento genético en bovinos han llevado a propagar en
todo el mundo caracteristicas productivas econémicamente valiosas, pero también algin
gen recesivo defectuoso. El progreso genético ha ido acompariado de la aparicion con
alta incidencia de enfermedades hereditarias letales, con gran impacto en la fertilidad de
los rodeos y la salud animal. Estas enfermedades se asocian con determinadas razas o
lineas dentro de cada raza. La alta incidencia de estas enfermedades diagnosticadas en
los Gltimos afos en la zona Este de Uruguay hace sospechar que la proporcién de
animales portadores en algunos rodeos es alta y que las mutaciones pueden estar
difundidas. Se hace necesario desarrollar metodos de diagnostico genéticos apropiados
y que se investigue la incidencia y difusion de los genes involucrados para lo cual se
realizé un estudio de prevalencia de las tres enfermedades hereditarias de mayor
relevancia en la zona Este, como lo son la Osteopetrosis y la Sindactilia en Aberdeen
Angus y el MSUD en Hereford. Para MSUD y Osteopetrosis se realizo extraccion de
pelos de la cola de 124 toros de pedigri Hereford (de 23 cabafias) y 92 Aberdeen Angus
(de 20 cabarias) respectivamente, durante las exposiciones ganaderas de Melo, Minas,
Treinta y Tres en los afios 2015 y 2016. También se realizd extraccion de sangre de 86
vacas en un predio con antecedentes de MSUD. Para sindactilia se realiz6 necropsia y
se proceso sangre de un ternero Aberdeen Angus con diagndstico de la enfermedad.
Luego de la extraccion de ADN, las muestras fueron procesadas por PCR-HRM y
secuenciacion en las muestras pertenecientes a la raza Polled Hereford y Hereford y
PCR tiempo final en la raza Aberdeen Angus. En el rodeo con antecedentes de MSUD
se confirmo por secuenciacion la presencia de 3 (3.5%) vacas portadoras de la
mutacion, confirmando que la mutacidn se encuentra en los rodeos de cria de nuestro
pais. De los 124 toros Polled Hereford y Hereford, solamente presentaban calidad de
ADN aceptable el 4 % de las muestras. De los 92 toros Aberdeen Angus analizados, en
una (1.6%) se comprobé la deleccion responsable de la Osteopetrosis. Se confirmo
mediante patologia, PCR y secuenciacion un caso de Sindactilia hereditaria en
Aberdeen Angus.
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SUMMARY

Hereditary diseases are a cause of growing concern worldwide. Current techniques of
genetic improvement in cattle have led to the propagation of economically valuable
productive features throughout the world, but also some defective recessive genes.
Genetic improvement has been accompanied by the occurrence of a high incidence of
lethal hereditary diseases, with great impact on herd fertility and animal health. These
diseases are associated with certain breeds or lines within each breed. The high
incidence of these diseases diagnosed in recent years in the eastern zone of Uruguay
suggests that the proportion of carriers in some herds is high and that the mutations may
be widespread. It is necessary to develop genetic diagnostic methods and investigate the
incidence and diffusion of the genes involved. A prevalence study of three major
hereditary diseases in the Eastern zone, such as Osteopetrosis and Sindactilia in
Aberdeen Angus and MSUD in Hereford was performed. Tail hairs were extracted from
124 and 92 pedigree bulls of the Hereford and Aberdeen Angus, respectively, during
2015-2016 Regional Livestock Shows (Melo, Minas, and Treinta y Tres). Blood
extraction was performed on a farm with a history of MSUD and on an Aberdeen Angus
calf with syndactyly. After DNA extraction, samples were processed by PCR-HRM and
sequencing in the samples of the Polled Hereford-Hereford and PCR-final time in the
Aberdeen Angus breed. In the herd with a history of MSUD, the presence of 3 cows
(3.5%) carrying the mutation was confirmed by sequencing. In the 124 Polled Hereford
bulls, only 4% of the samples had acceptable DNA quality and in none the MSUD
mutation was shown by sequencing. Of the 92 Aberdeen Angus bulls analyzed, in one
(1.6%) the deletion responsible for Osteopetrosis was found. Post-mortem examination,
PCR and sequencing confirmed a case of hereditary syndactyly in Aberdeen Angus.
This study verified the existence of the recessive mutant allele for the disease MSUD in
Polled Hereford, confirming that the mutation is found in the breeding herds of
Uruguay.



INTRODUCCION

Las enfermedades hereditarias de los bovinos son motivo de preocupacién creciente
a nivel mundial (Agerholm, 2007). Los metodos de mejoramiento genético
(inseminacidn artificial, ovulacion multiple, fertilizacion in vitro, transferencia de
embriones, etc.) han llevado a un gran avance genético en caracteristicas
econdmicamente productivas, tales como produccion de leche, facilidad de parto,
peso al destete, calidad de la carne, terneza, entre otras (Cieptoch et al., 2017). Pero
como todo animal es portador de algun gen recesivo defectuoso (Nicholas, 2010), el
progreso genético ha ido acompafiado en numerosos paises de la aparicion con alta
incidencia de enfermedades genéticas letales, con gran impacto en la fertilidad de los
rodeos y la salud animal (Agerholm, 2007; Meydan et al., 2010; Windsor et al.,
2011a). La utilizacién en forma masiva de las tecnoldgicas de reproduccion ha
provocado la aparicién en forma mas o menos simultanea de distintas enfermedades
hereditarias en todo el mundo (Windsor et al., 2011a), incluyendo Uruguay (Dutra,
2016).

Actualmente hay 517 enfermedades hereditarias descriptas en bovinos, de las cuales
142 son causadas por mutaciones identificadas mediante diagndstico molecular
(OMIA, 2017). La mayoria son monogeénicas, autosémicas recesivas, letales, que
solo se expresan como un fenotipo enfermo cuando ambos alelos estdn presentes
(Meydan et al., 2010). Cuando un alelo defectuoso se encuentra establecido en
alguna raza, y la frecuencia génica del mismo es alta, comienza a ser motivo de
preocupacion por las sociedades criadoras, ya que recién entonces empiezan a
visualizarse problemas en la progenie (Agerholm, 2007; Whitlock et al., 2008).

La falta de diagnostico es la principal causa de difusion de estas patologias, por lo
tanto, es importante reportar todo tipo de malformacién congénita (Dutra, 2016).
Para evitar su difusion, en varios paises se estan desarrollando programas de
vigilancia activa para identificar portadores de caracteres indeseables y para
aumentar el conocimiento clinico y patol6gico de las malformaciones, de forma que
los casos futuros puedan ser mejor diagnosticados y prevenidos (Gentile & Testoni,
2006; Agerholm, 2007; Windsor et al., 2011a). Los programas de control
introducidos en los centros de inseminacién y también en algunas sociedades de
criadores, han reducido enormemente las cifras de prevalencia de algunas de estas
enfermedades (Jolly & Windsor, 2010). Cuando se dispone de pruebas basadas en el
ADN Yy se publican las listas de animales portadores se puede reducir
significativamente la dispersion de genes defectuosos (Gentile et al., 2012), algo de
lo que Uruguay actualmente carece.

Cuando se diagnostica una enfermedad genética, probablemente representa solo la
"punta del iceberg" de lo que realmente esta aconteciendo (Dutra, 2016). La
manifestacion de una enfermedad hereditaria siempre va a estar asociada con la
endogamia o la cria de animales relacionados entre si (Agerholm, 2007; Nicholas,
2010). Si bien la mayoria de los casos ocurren en animales de raza pura, también
existe la posibilidad de que el problema suceda en animales cruza (Jolly & Windsor,
2010).

El reconocimiento temprano de estas enfermedades es importante para facilitar las
medidas de manejo que puedan minimizar su impacto negativo sobre el bienestar



animal y la produccion, ya que el costo para controlar la enfermedad cuando esta
bien establecida en una raza, es considerablemente mayor (Jolly & Windsor, 2010).
La investigacion se hace necesaria para el desarrollo de métodos de deteccion de
heterocigotos y la promocion por parte de las sociedades de criadores de la
importancia de la utilizacion de este tipo de analisis (Jolly & Windsor, 2010;
Windsor et al.2011Db).

ENFERMEDADES CONGENITAS Y/O HEREDITARIAS EN LA REGION
ESTE DE URUGUAY

En la region Este de Uruguay, una region esencialmente criadora donde se
concentran los mayores rodeos PHe y AA del pais (DIEA, 2003), en los ultimos afios
numerosas enfermedades congénitas y/o hereditarias han sido confirmadas por
diagnostico patoldgico y/o molecular, tanto en cabafias como en rodeos comerciales
que utilizan razas puras y que compran toros en cabafias nacionales (Dutra et al.,
2012b; Kelly et al., 2012; Dutra et al., 2015). Una lista actualizada de tales
enfermedades se muestra en la Tabla I.

Tabla I.

Anomalias congénitas y/o hereditarias con diagnostico patoldgico y/o molecular,
y sospechadas pero no confirmadas. Se indica el nimero fenotipico segun
OMIA. (DILAVE Miguel C. Rubino Regional Este).

Enfermedad Sistema OMIA | Raza
Abraquia/Amelia Esquelético 000002 | Angus
Rinitis Alérgica Respiratorio 000027 | Normando
Anencefalia/Craniosquisis Nervioso 000044 | Hereford
Artrogriposis Esquelético 000069 | Varias
Braquignatia superior y artropatia | Esquelético 000150 | Angus
Cardiomiopatia del pelaje crespo | Cardiovascular | 000161 | Hereford
Cardiomiopatia dilatada Cardiovascular | 000162 | Holando
Condrodisplasia tipo Dexter Esquelético 000187 | Holando
Diplopagus/Diprosopus Esquelético 000290 | Hereford
Epidermolisis bullosa Piel 000340 | Hereford
Fibrosis hepatica congenita Higado 000454 | Angus
Displasia de cadera Esquelético 000473 | Hereford
Hidrocéfalo interno Nervioso 000489 | Varias
Hipotricosis Piel 000540 | Hereford
Semialopecia congénita Piel 000541 | Hereford
BLAD Hemopoyético | 000595 | Holando
Lipomatosis congénita Digestivo 000606 | Hereford
MSUD Nervioso 000627 | Hereford,
Shorthorn
Neurofibromatosis cutanea Nervioso 000716 | Angus
Osteopetrosis letal hereditaria Esquelético 000755 | Angus
Espina bifida Nervioso 000933 | Holando
Sindactilia congénita Esquelético 000963 | Angus
Lisencefalia/Paquigiria Nervioso Hereford




Sospechadas

Braquispina Esquelético 000151 | Holando
Citrulinemia Nervioso 000194 | Holando
DUMPS Reproductivo 000262 | Holando
Mioclonia congénita Nervioso 000689 | Hereford
Artrogriposis multiple Esquelético 001465 | Angus
Complejo malformacion vertebral | Esquelético 001494 | Holando
Artrogriposis multiple Esquelético 001465 | Angus
Hidrocéfalo neuropatico Nervioso 000487 | Angus

Modificado de: Dutra, 2016.
OMIA: On line Mendelian Inheritance in Animals.

Diagnostico de las enfermedades hereditarias

Para el diagnostico de estas enfermedades, debido a la ausencia de pruebas de rutina
basadas en PCR en los laboratorios de nuestro pais, toma transcendental importancia
como herramienta el diagnostico patoldgico. Cada nuevo caso que surge con
sospecha de alguna enfermedad de esta indole, se debe investigar minuciosamente
para determinar o descartar una causa hereditaria, y eventualmente enviar muestras al
exterior o0 a laboratorios especializados nacionales, que no siempre tienen las pruebas
diagnosticas especificas disponibles.

Se debe realizar una buena anamnesis y recolectar datos que puedan ser relevantes al
respecto, por ejemplo:

- Composicion racial del establecimiento y/o cabafia. Uso de razas puras o
cruzas.

- Rodeos consanguineos.

- Sistema de cruzamientos entre los animales.

- Utilizacién de herramientas de reproduccion como inseminacion artificial,
transferencia de embriones, etc.

- Uso de los mismos toros o lineas sanguineas durante muchos afios.

- Datos de pedigri de los animales y registros genealdgicos. Se debe considerar
gue en ausencia de genotipados para parentesco, mas del 5% de los pedigries
son registrados en forma incorrecta (Jolly & Windsor, 2010).

- Reposicion con animales reproductores procedentes del mismo sitio durante
varias temporadas.

- Incorporacion reciente de un nuevo toro o linea genética.

- Antecedentes de pérdidas embrionarias y/o diferencias entre diagnostico de
gestacion y paricion.

- Casos similares ocurridos en afios anteriores con diferentes condiciones
ambientales.

En los casos donde los animales se pueden inspeccionar ante- mortem, los sintomas
clinicos también pueden ser de importancia. En algunas patologias, la sintomatologia
es muy caracteristica y permite sospechar rapidamente la enfermedad, como el
MSUD en Hereford, en la que los sintomas se van incrementando con las horas de
nacido el animal.



Luego de la inspeccion clinica, se debe realizar la necropsia a los efectos de lograr
una descripcion morfoldgica clara de los hallazgos macroscdpicos, ya que en algunas
enfermedades hereditarias las lesiones macroscopicas e histopatologicas pueden ser
patognomonicas (Jolly & Windsor, 2010). Ademas, se deben seleccionar y
acondicionar adecuadamente las muestras para los diferentes estudios moleculares
(PCR), serologicos, enzimaticos e histopatologicos.

Los analisis enzimaticos no se realizan frecuentemente y generalmente son costosos.
Tal es el caso del MSUD donde se mide la concentracion de aminoécidos
ramificados leucina, isoleucina y valina y de sus respectivos alfa-cetoacidos
derivados, que si bien permiten realizar una aproximacion diagnostica no es
definitiva (Meydan et al., 2010; Dutra et al., 2015). Los estudios seroldgicos son
importantes para descartar alguna etiologia virica. Asi, el virus de la Diarrea Viral
Bovina y el virus de Akabane son teratogénicos y producen malformaciones en el
SNC muy similares a las anomalias hereditarias. Pero el diagndstico serolégico debe
complementarse con el diagndstico molecular, ya que la sola presencia de
anticuerpos no significa que el animal haya muerto a causa de la misma (Kessell et
al., 2011).

Por ultimo, las muestras se deben procesar para histopatologia, ya que en algunas de
estas enfermedades las lesiones son solamente reconocibles microscépicamente, a la
vez que permite también descartar otro tipo de enfermedades. Por ejemplo, en el caso
de la Fibrosis Hepética Congénita en Red Angus, la histopatologia es importante para
descartar la intoxicacién por Senecio, que es una de las principales enfermedades
toxicas del bovino en la region Este del pais y cuyos hallazgos macroscépicos
pueden ser similares (Dutra et al., 2012a). Otro ejemplo es el caso del MSUD y la
Mioclonia congénita hereditaria (ICM), donde ambas enfermedades se dan en la raza
PHe y He y son muy similares clinicamente. Sin embargo mientras en el ICM no hay
lesiones microscopicas en el SNC, en el MSUD las lesiones son bien caracteristicas
(Dutra et al., 2015; Windsor et al., 2011a).

El diagndstico final de una enfermedad hereditaria se debe realizar mediante los
hallazgos macro y microscopicos y si se dispone de diagnostico molecular, la misma
puede ser importante para confirmar o no la presencia de dicha enfermedad.

Frecuencia de las enfermedades hereditarias en la regién Este de Uruguay

Las anomalias congénitas y/o hereditarias tienen distribucion mundial, y su
prevalencia en bovinos esté estimada entre 0,2% y 3% (Leipold & Dennis, 1986;
Jolly, 2002). A nivel regional, en Rio Grande do Sul, Brasil, se menciona que la
prevalencia de estas enfermedades en bovinos es de 0,8%, pero cuando se toman en
cuenta solamente animales donde se realiz6 un examen postmortem completo la
misma aumenta a 4,28% (Marcolongo-Pereira et al., 2010). En nuestro pais, segun
datos del laboratorio DILAVE Miguel C. Rubino Regional Este, la prevalencia
relativa cruda o global (focos / total de focos) para este tipo de anomalias es de 2,2%
(Grafico 1).
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Grafico I: Morbilidad relativa de las enfermedades congénitas y hereditarias en bovinos (1986 —
2015). Datos de 1839 focos bovinos con diagndstico final. Segln célculos propios de la Base de Datos
DILAVE Miguel C. Rubino Regional Este.

Sin embargo, si en vez de la morbilidad relativa cruda se analizan los datos en
funcion de los focos con consultas por mortalidad perinatal (Dutra, 2016), las
anomalias congénitas y/o hereditarias toman mayor relevancia, siendo solo superadas
por las enfermedades de etiologia bacteriana como la leptospirosis y la brucelosis
(Grafico 2).
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Grafico I1: Focos (N=148) con mortalidad perinatal entre 1986-2016. Calculos propios de la Base

de Datos DILAVE Miguel C. Rubino Regional Este.

Pero el problema es mayor a esto, ya que a las pérdidas perinatales, que son
facilmente identificables al nacer, debe agregarse las perdidas embrionarias y/o



abortos que ocurren desde la concepcion y que son la mayoria de las pérdidas
reproductivas en poblaciones de razas puras o poblaciones endogamicas (Nicholas,
2010). Los animales defectuosos que se ven al nacer son los ultimos sobrevivientes
de un problema que comenzé durante el servicio y/o inseminacion de la vaca
(Rousseaux & Ribble, 1988; Dutra, 2016).

En cuanto a la patologia de las malformaciones congenitas y/o hereditarias, segun
datos del Laboratorio DILAVE Miguel C. Rubino Regional Este, la mayoria afectan
el SNC (56%) seguidas por las musculo-esqueléticas (25%) (Grafico I111). Esto se
explica porque las mutaciones deletéreas actian desde el momento de la concepcion
y afectan tempranamente la organogénesis de sistemas complejos como el SNC y el
esqueleto.

Mervioso
56%

Musculoesquelético
25%

Gréfico I1l: Anomalias congeénitas y/o hereditarias segun sistema afectado (N=
148). Fuente: Base de Datos DILAVE Miguel C. Rubino Regional Este.

En Uruguay existen varias enfermedades hereditarias diagnosticadas en los ultimos
afios, y si bien los datos se basan en pocos brotes, la alta incidencia de las mismas en
algunos predios comerciales demuestra que la proporcién de vacas portadoras es alta
y que las mutaciones estan difundidas (Kelly et al., 2012; Dutra, 2016).

Ademas, se debe mencionar que durante el desarrollo de esta tesis, nuevas
enfermedades congénitas/hereditarias se han diagnosticado por parte del Laboratorio
DILAVE Miguel C. Rubino Regional Este. En la raza AA se diagnostico la
Artrogriposis Mdltiple, el Hidrocéfalo Neuropético y la Condrodisplasia congénita,
mientras que en la raza PHe se presentd un caso de Lisencefalia/Paquigiria con
hipoplasia cerebelosa. Estos Gltimos casos presentan la particularidad, ya notada por
otros autores (Agerholm, 2007), de ocurrir en predios con antecedentes de otras
patologias hereditarias, como es el caso de Condrodisplasia en el mismo
establecimiento con diagnostico previo de Osteopetrosis en AA, y la
Lisencefalia/Paquigiria en el mismo rodeo PHe con diagnostico anterior de MSUD.

A continuacion, se realiza una descripcion de las enfermedades hereditarias mas
importantes diagnosticadas en la region Este en bovinos en las razas carniceras
PHe/He y AA unicamente. Las enfermedades hereditarias de la raza Holando (Ho) y
otras razas con diagndstico en la region Este solo son mencionadas en la Tabla I.



MSUD (Maple Syrup Urine Disease) en Polled Hereford

El MSUD (enfermedad de la orina con Olor a Jarabe de Arce) es una de las
patologias hereditarias mas importantes de los bovinos de las razas PHe, He y PS. La
misma se ha reportado en Australia, Nueva Zelanda, Estados Unidos, Reino Unido y
Canadé (Cordy et al., 1969; Baird et al., 1987; Harper et al., 1989; Robarge et al.,
2015).

Se trata de una enfermedad autosomica recesiva, debida a una mutacion en uno de
los genes que codifica para el complejo enzimatico a-cetoacido deshidrogenasa E1
(BCKDC). Esta mutacion produce un bloqueo enzimatico en el catabolismo de los
aminoéacidos ramificados leucina, isoleucina y valina y de sus respectivos alfa-
cetoacidos derivados, que aumentan en sangre Yy tejidos causando las lesiones
caracteristicas de status spongiosus en el SNC (Chuang et al., 2006). En la raza PHe
se debe a una mutacion sin sentido (MSUD 248C—T) en uno de los genes de
BCKDC (Zhang et al., 1990), mientras que en PS la mutacion es una transicion C—T
en el nucledtido 1380 (MSUD 1380C—T) del mismo gen (Dennis & Healy, 1999).

Los animales son normales al nacer, pero debido al consumo de calostro y leche que
contienen aminoacidos ramificados que se acumulan en cantidades toxicas en sangre,
orinay tejidos, causan un cuadro clinico nervioso caracterizado por depresion,
rigidez, convulsiones intermitentes, opistétonos y muerte (Cordy et al., 1969; Harper
et al., 1990). En bovinos se ha mencionado que la placenta es poco eficiente en la
regulacién de las concentraciones de aminoacidos y cetoacidos por lo que el MSUD
puede causar infertilidad, muerte fetal y partos prematuros en los rodeos afectados
(Healy et al., 1985; Harper et al., 1990).

En nuestro pais la enfermedad se diagnostico en 3 predios comerciales en terneros
PHe y PHe x PS basado en las lesiones histopatoldgicas caracteristicas (Figura 1) y
confirmacion mediante analisis molecular donde se identifico la mutacion MSUD
248C—T (Dutra et al., 2015). En estos predios la prevalencia de portadores
heterocigotos estimada (en base a la incidencia al parto de terneros afectados), fue
entre 25.7% y 32.3%, en tanto que la proporcion de vacas portadoras detectadas por
PCR-RFLP fue entre 28.5y 37,5 % (Kelly et al., 2012; Dutra et al., 2015).
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Figura 1: MSUD. Ternero neonato PHe. Histologia de cerebelo con severa
vacuolizacién (status spongiosus) de la sustancia blanca. H&E, x400 (Fototeca
de DILAVE Regional Este).

Osteopetrosis en Aberdeen Angus

La Osteopetrosis (OS), (enfermedad de los “huesos de marmol”), se trata de una
enfermedad autosémica recesiva comudn en la raza AA, principalmente de la variedad
colorada y menos frecuente en la variedad negra (Leipold et al., 1970; Huston &
Leipold, 1971). También se ha diagnosticado en la raza He y Ho (Craig, 2015).

La enfermedad present0 alta incidencia en EE.UU y Canadé en la década del 60,
luego disminuyd gracias a las pruebas de progenie y evitando el uso de lineas de
pedigri sospechosas, para huevamente resurgir en el afio 2005 en la raza RA, con
numerosos casos diagnosticados (Meyers et al., 2010; O Toole et al., 2011).

Los terneros afectados nacen prematuros, 10 -30 dias antes de la fecha estimada de
parto. Raramente nacen vivos y sobreviven postrados pocos dias (Leipold & Cook,
1977; O'Toole et al., 2011). Los animales presentan frente abovedada,
braquignatismo y los huesos largos son mas densos y carecen de cavidad medular
(Leipold et al., 1970).

La enfermedad es causada por una falla en la funcién de los osteoclastos,
responsables de la resorcion 6sea (Craig, 2015; Askmyr et al., 2008). Como resultado
de la misma se producen malformaciones esqueléticas especialmente en el craneo y
los huesos largos (Stark & Savarirayan, 2009; O'Toole et al., 2011). Meyers et al
(2010) identificaron en RA una deleccion de 2.8 kb en el gen SLC4A2, localizado en
el cromosoma 4, el cual codifica para una proteina de intercambio aniénico CI
/HCO3" que es primordial para mantener el pH acido en las lagunas de resorcion.

La mutacion SLC4AZ2 esta muy difundida en varios paises, reportandose una
prevalencia de heterocigotos de 9.4% en toros RA de pedigri de diferentes lineas de
sangre (Meyers et al., 2010) y de hasta 20% en vaquillonas de un rodeo de Wyoming
que habia usado intensivamente toros portadores de la linea BUF CRK ROMEO
(OToole et al., 2011).

En nuestro pais, la enfermedad se diagnosticd en rodeos de cria de la raza AA
colorado y negro (Dutra et al., 2012b). En uno de los animales se observo frente



abovedada, nariz desviada, braquignatismo inferior, protrusion de lengua e
impactacion de molares en el medio de la rama mandibular. Los huesos largos tenian
la diafisis estrecha, las metéfisis y epifisis ensanchadas, y la cavidad medular
ocupada por hueso esponjoso endocondral en forma de “doble cono” con
desaparicion total de la médula 6sea (Figura 2 y 3). Estudios moleculares realizados
en el exterior confirmaron la presencia de la mutacion del gen SLC4A2 (Dutra et al.,
2012b). A su vez se menciona que diferentes cabafias han importado semen de la
linea BUF CRK ROMEO (Dutra et al., 2012b).

Figura 2: Osteopetrosis. Mortinato AA X RA con braquignatismo inferior y
protrusion de lengua (Fototeca de DILAVE Regional Este).

Figura 3: Osteopetrosis. Corte sagital de himero mostrando la cavidad medular
rellena de esponjosa primaria dispuesta en doble cono. Las placas de
crecimientos son normales (Fototeca de DILAVE Regional Este).



Sindactilia en Aberdeen Angus

La Sindactilia (Pie de mula) es una malformacion congénita de las partes distales de
una o mas extremidades caracterizada por la fusion completa o parcial o no division
de las falanges (Drogemdller et al., 2007). Es considerada uno de los defectos
genéticos mas comunes en el bovino de las razas Ho, AA, He, entre otras (Leipold et
al., 1998; Drogemdller et al., 2007; Cieptoch et al., 2017).

La sindactilia bovina consiste en un rasgo autosémico recesivo con penetrancia
incompleta (79% en Ho) y expresion variable. Puede presentarse en los 4 miembros,
pero generalmente sigue un patron de adelante hacia atras y derecha a izquierda,
observandose con mayor frecuencia en el pie anterior derecho solamente (Whitlock
et al., 2008).

Los animales afectados son intolerantes a las altas temperaturas y han desarrollado
hipertermia letal en condiciones experimentales (37°C, 70% humedad) (Leipold et
al., 1974). La alta frecuencia de la enfermedad en Ho podria deberse a que las
hembras portadoras producen significativamente mayor cantidad de leche y sélidos
grasos que hembras homocigotas no portadoras (Johnson et al., 2006).

Se ha demostrado una mutacion en el gen LRP4 que codifica para un miembro de la
familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad, que actdan en la regulacion
del control de la morfogénesis 6sea. En AA, la mutacion puntual se produce en el
primer nucle6tido del intrdn 37 y es una sustitucién de la guanina por la adenina
(Johnson et al., 2006).

La enfermedad se diagnostico en el afio 2014 en un establecimiento criador de 400
vacas AA X RA servidas con toros RA, localizado en el Departamento de Cerro
Largo. Durante la paricion se vieron al menos 4 terneros con malformacion en los 4
miembros. Los animales tenian los miembros mas cortos y mostraban grandes
dificultades para mantenerse de pie y para desplazarse. Habia sindactilia en los 4
miembros y las pezufias tenian un aspecto de cono truncado (Figura 4). A la
necropsia de uno de los animales afectados, se encontrd acortamiento de ambos
huesos tibiales (hemimelia tibial) y sinostosis de las falanges (Figura 5).
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Figura 4: Sindactilia.
(Fototeca de DILAVE Regional Este).

Figura 5: Sindactilia. Ternero AA. Corte sagital de falanges, donde se observa
sinostosis y alteracion de tejidos blandos alrededor (Fototeca de DILAVE Regional
Este).

Cardiomiopatia asociada al pelaje crespo en Hereford

La Cardiomiopatia asociada al pelaje crespo (CWH, Cardiomyopathy Wooly
Haircoat) del ganado He, es una enfermedad hereditaria que se transmite como una
caracteristica autosomica recesiva simple. La misma es relativamente comun en
Australia, pudiendo su incidencia superar el 2,2% en algunos rodeos PHe, He y sus
cruzas (Morrow & McOrist, 1985).

Los terneros afectados, al nacimiento presentan el pelaje denso (crespo) y a los pocos
dias de nacidos muestran dificultad respiratoria, arritmias ventriculares, intolerancia
al calor y muerte. Solo unos pocos sobreviven mas alla de los 6 meses. La

11



enfermedad puede ocasionar abortos o nacimiento prematuros (Whittington & Cook,
1988; Storie et al. 1991).Los hallazgos patol6gicos mas caracteristicos son: marcada
cardiomegalia, engrosamiento de las paredes ventriculares y fibrosis del miocardio
(Morrow & McOrist, 1985; Robinson, 2015).

h‘ 3 3 4

Figura 6: C

L
H. Ternero PHe de 15 dias de edad al pie de la madre con pelaje

denso (crespo) (Fototeca de DILAVE Regional Este).

Figura 7: CWH. Ternero PHe de 2 dias de edad con severa hipertrofia
concéntrica de tabique interventricular, pilares y paredes ventriculares (Fototeca
de DILAVE Regional Este).

Los terneros crespos son homocigotos para la mutacion del gen no-desmosoémico
Nkipl que se expresa en la piel, miocardio y el endotelio vascular y aparentemente
controla la inflamacion, la respuesta inmune y la proliferacion celular (Simpson et
al., 2009).



En el Uruguay la enfermedad fue comunicada por Dutra et al. (2011a) en una cabarfia
de Cerro Largo y también en predios comerciales donde usaban toros PHe de pedigri
de diferentes lineas de sangre. El diagndstico se realizé en base al pelaje crespo
(Figura 6), la hipertrofia ventricular (Figura 7) y el peso promedio del corazén, que
en los terneros crespos era significativamente mayor que en los normales (391 vs.
220-248 g). Las lesiones histologicas en miocardio y piel eran las caracteristicas de
esta enfermedad (Dutra et al., 2011a).

Fibrosis hepatica congénita en Red Angus

La FHC (Congenital hepatic fibrosis), es una malformacion hereditaria descripta en
los humanos, felinos, equinos, caninos y bovinos (Haechler et al., 2000; Y oshikawa
etal., 2002; Lyons et al., 2004; Brown et al., 2010; Jiang et al., 2016). En el hombre,
es una enfermedad hereditaria asociada a la Enfermedad Renal Poliquistica
Autosomica Recesiva, que cursa con insuficiencia renal. La misma se debe a una
mutacién en el gen PKHD1, que codifica para la fibrocistina / poliductina, proteina
localizada en los cilios primarios y en la superficie de las células epiteliales tubulares
biliares y renales (Jiang et al., 2016). En la FHC hay un desarrollo defectuoso de la
vena porta y los ductos biliares como consecuencia de una malformacion
embrionaria de la placa ductal, por lo que la fibrosis ya se puede dar durante la etapa
fetal (Yoshikawa et al., 2002; Brown et al., 2010).

En nuestro pais, esta enfermedad se diagnostico en la region Este en una cabafia RA
en el afio 2012, donde enfermd 1 ternera de un lote de 33 animales de pedigri (Dutra
et al., 2012a). Los animales eran de inseminacion artificial con semen de un toro RA.
El animal afectado presentaba desde el nacimiento mal estado corporal, baja
ganancia de peso y diarrea intermitente. Los hallazgos patolégicos mas importantes
fueron a nivel hepético donde el mismo presentaba fibrosis marcada, consistencia
dura y bordes irregulares (Figura 8). Las lesiones histoldgicas consistian en fibrosis
portal, severa, conectiva porta/porta y las ramas de la vena porta parecian
hipoplésicas o estaban ausentes. Los ductos biliares eran pequefios, de contorno
irregular y la mayoria solidos (Figura 9) (Dutra et al., 2012a). En bovinos aun no se
ha identificado la mutacién responsable de esta patologia.

Higado con bordes irregulares y fibrosis marcada (Fototeca de DILAVE
Regional Este).
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Figura 9: Fibrosis hepétlca cogenlta. Ternera RA de 6 meses e edad. Higado
con fibrosis portal conectiva, ausencia de vena porta y proliferacion ductal en
placa limitante. H&E, x400 (Fototeca de DILAVE Regional Este).

Sindrome de braquignatia superior y poliartritis en Aberdeen Angus

En bovinos la braquignatia superior o acortamiento de la maxila se ha descripto en
terneros Ho en Alemania (Thielscher, 1996). También se ha reportado en terneros
AA un sindrome de braquignatia superior asociada a enfermedad degenerativa
articular, caracterizada por degeneracion del cartilago articular de las articulaciones
moviles y sin inflamacion de las mismas. Este defecto se asocié a una menor
cantidad y/o calidad de glucosaminoglicano o colageno. Los estudios geneal6gicos
revelaron una base genética para esta patologia (Jayo et al., 1987).

En el Laboratorio Miguel C. Rubino Regional Este se diagnostico esta enfermedad
en el afio 2011, en un rodeo AA negro. Durante la paricién del afio 2010 nacieron 9
terneros con braquignatia superior, mientras que durante el afio 2011 nacieron otros 3
terneros con iguales caracteristicas en otro lote de vacas servidas con el mismo toro
AA. La incidencia fue de 36 % y 16 % respectivamente para los dos afios. Los
animales afectados presentaban dificultad para mamar y caminar y posteriormente
morian entre 1 y 60 dias post-parto.

A la inspeccion clinica de 2 terneros se observo, debilidad, deshidratacion, dificultad
para caminar y decUbito esternal. La cabeza era dolicocéfala y el maxilar superior
mas corto que la mandibula (Figura 10). A la necropsia, habia onfaloflebitis
supurativa y artritis fibrino-supurativa en todas las grandes articulaciones maviles.
La cépsula articular estaba engrosada y el liquido sinovial era fluido, abundante con
pus y fibrina (Figura 11). Las lesiones de artrosis eran incipientes, mientras que en el
caso reportado por Jayo et al. (1987) la mayoria de los animales tenian semanas o
meses de edad (Dutra et al., 2011b). La mutacién ain no se conoce.



Figura 10: Ternero AA con braquignétié éuperior (Fototeca de DILAVE
Regional Este).

Figura 11: Ternero AA con osteoartritis y restos de fibrina en el fondo de la fosa
del olecranon (Fototeca de DILAVE Regional Este).

Epidermolisis Bullosa Simplex en Hereford

La EB es un grupo heterogéneo de genodermatosis mecano-bullosas, que afecta al
hombre y los animales, caracterizada por la extrema fragilidad de la union dermo —
epidérmica (Ginn et al., 2015). En bovinos, la enfermedad (Red Foot Disease) ha
sido diagnosticada en la raza Simmental, Brangus, Ho y He (Thompson et al., 1985;
Foster et al., 2010; Murgiano et al., 2015).

Esta enfermedad microscdpicamente se clasifica en: la forma simple (EBS, con
separacion en los queratinocitos basales de la epidermis); la forma de juntura o
unién (JEB, con separacion a nivel de la lamina lucida de la membrana basal); y la
forma distréfica (DEB, con separacion en la dermis superficial. La diferenciacion
entre las distintas formas requiere de microscopia electronica (Hargis & Ginn, 2007).
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La EB es una enfermedad hereditaria heterogénea, que resulta de una mutacién en
alguno de los més de 10 genes que codifican las proteinas de la union dermo —
epidérmica (Uitto & Richard, 2005). Los avances en las técnicas moleculares han
demostrado varias mutaciones en los genes que codifican las proteinas estructurales
(Ginn et al., 2015; Medeiros & Riet-Correa, 2015).

En los animales afectados hay desprendimiento de la epidermis, formacion de
vesiculas y ulceraciones en la piel y membranas mucosas. En los extremos distales
de los miembros puede haber ulceraciones extensas, desprendimiento del rodete
coronario y exungulacion (“enfermedad de las patas rojas”) (Hargis & Ginn, 2007).

En Uruguay existe diagndstico de EB simple, en un rodeo puro por cruza de 34 vacas
He servidas con un mismo toro Hereford durante varios afios, que presentaba alta
consanguinidad. La enfermedad habia sido observada esporadicamente en el rodeo
en los afos anteriores por parte del propietario. Los animales afectados presentaban
alopecia, areas extensas de ulceracion, desprendimiento de la piel y pezufias
desprendidas parcialmente del rodete coronario (Figura 12) (Dutra & Baroni, 2007).
Se realizé el analisis de PCR-RFLP descrito por Ford et al. (2005) y se demostré que
el toro y la madre de uno de los terneros afectados eran portadores de la mutacién en
el gen de la queratina BK5 (Kelly et al., 2010).

Figura 12: EBS. Ternero PHe con necrosis y ulceracién de piel en miembros
anteriores “Enfermedad de las patas rojas (“Red foot disease”)(Fototeca de
DILAVE Regional Este).

Hidrocéfalo Neuropatico en Aberdeen Angus

El hidrocéfalo es un trastorno del SNC caracterizado por acumulacion excesiva de
LCR en los ventriculos cerebrales. Se puede clasificar en interno (obstructivo)
cuando la acumulacion de LCR se da dentro del sistema ventricular, y externo (no
obstructivo) cuando el LCR se acumula en el espacio subaracnoideo. Son congénitos
en su mayoria, pero pueden ser también adquiridos (Krishnamurthy & Li, 2014). El
hidrocéfalo ha sido observado en bovinos, ovinos, caninos, felinos y equinos (Leech



etal., 1978; Thomas, 2010; Masucci et al., 2012; Scarpante et al., 2013; Sipma et al.,
2013).

ElI NH es un defecto genético autosomico, recesivo, letal de la raza AA, producto de
una mutacion en un par de bases que afecta el normal funcionamiento de una
proteina aun no identificada que regula el desarrollo y mantenimiento del SNC
(Gentile et al., 2012). Los animales afectados generalmente mueren al nacimiento o
cercano al mismo con un peso de entre 11 y 16 kilos (Whitlock, 2010; Gentile et al.,
2012).

Estudios moleculares demostraron que la mutacion se originé en el toro GAR
Precision 1680, y a la vez su hijo CA Future Direction 5321 se considera portador de
NH y también de otra enfermedad hereditaria del AA llamada Artrogriposis multiple.
Por eso se considera que la frecuencia de las mutaciones de AM y NH son similares,
sin embargo el numero de terneros afectados por AM es mayor que el nimero de
terneros afectados por NH debido a las perdidas fetales (50-70 %) que se dan en el
NH (Windsor et al., 2011a). En Estados Unidos el genotipado de 934 toros de elite
AA, encontr6 que 91 toros eran portadores de la mutacion responsable del NH
(Beever, 2009).

En Uruguay, el hidrocéfalo solo o asociado a otras patologias como microftalmia o
artrogriposis ha sido diagnosticado en diferentes predios comerciales y en diferentes
razas o cruzas. En rodeos comerciales con predominio de la raza AA se ha reportado
esta enfermedad en al menos 3 predios diferentes en la region Este. En la mayoria de
los casos el motivo de consulta fue por aborto y/o mortalidad perinatal. En uno de los
animales remitidos al laboratorio la cabeza era marcadamente agrandada y los huesos
del créneo estaban separados, malformados y se desintegraban facilmente. EI craneo
estaba lleno de LCR y el SNC colapso al abrir el craneo (Figura 13 y 14). En todos
los casos se descartd Diarrea Viral Bovina. La mutacion ain no fue demostrada.
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Figura 13: Hidrocéfalo Neuropatico. Ternero AA de 8 dias de edad con
deformacion del craneo (Fototeca de DILAVE Regional Este).
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Figura 14: Hidrocéfalo Neuropatico, ternero AA de 8 dias de edad. SNC
colapsado al abrir cavidad craneana (Fototeca de DILAVE Regional Este).

Artrogriposis multiple en Aberdeen Angus

La AM es una enfermedad hereditaria, autosomica recesiva, del ganado AA que
resulta en el nacimiento de terneros con severa contraccion de las articulaciones de
los miembros. La enfermedad también se conoce con el nombre de “curly calf
syndrome”. Este trastorno se describio por primera vez en el afio 2002 en Estados
Unidos y posteriormente en diferentes paises (Whitlock, 2010; Windsor et al.,
2011b).

La enfermedad se produce por un defecto en la conexidn entre los sistemas neuronal
y muscular, resultando en un fallo del movimiento del feto in Gtero, lo cual produce
un desarrollo muscular deficiente. Los terneros afectados nacen a término y mueren
poco antes o durante el parto. El peso al nacer es notablemente inferior (15-25 kg),
debido al limitado desarrollo muscular, sin embargo los partos distdcicos son
frecuentes por la deformacion esquelética de los animales. Los animales presentan
los miembros contraidos y rigidos, con desviacion de la columna vertebral y de los
huesos faciales. En algunos casos se observa paladar hendido e hidrocefalia leve
(Whitlock, 2010).

El defecto se origind aparentemente en el toro 9J9, pero fue un nieto de este, GAR
Precision 1680 (toro destacado por transmitir a sus crias de bajo peso al nacer y alto
peso al destete) el cual disemind la enfermedad a través de sus mas de 10000 hijos
segun la American Angus Association. En Australia, el principal difusor ha sido CA
Future Direction 5321 (Windsor et al., 2011a). En un estudio realizado en Estados
Unidos se analizaron 761 toros AA de cabafia y se estimo la prevalencia de
portadores en un 8 %, y a su vez mediante registros genealdgicos se comprob6 que
estaban directamente relacionados con GAR Precision 1680 y 9J9 (Beever &
Marron, 2011). La enfermedad se debe a una deleccién de 23,363 bp que abarca 3
genes diferentes, ISG15, HES4 y AGRN, uno de los cuales estd implicado en el
desarrollo del tejido nervioso y muscular (Beever & Marron, 2011).



En el Laboratorio Miguel C. Rubino Regional Este hemos diagnosticado esta
enfermedad en el afio 2017, en un rodeo AA negro del departamento de Rocha. En
un establecimiento agropecuario donde se realizé inseminacion artificial a tiempo
fijo en un lote de 30 vacas AA se observo el nacimiento de 2 animales defectuosos.
Los 2 partos requirieron de cesarea. Se habia utilizado semen procedente de un
centro de inseminacion argentino. En uno de los animales remitidos al laboratorio se
observo artrogriposis en los 4 miembros, desviacion severa de la columna vertebral y
desarroliyci muscular incompleto gFigura15).
E T z 7

Flgura 15: Artrogr|p05|s multlple Mortlnato AA artrogrlpOSIS en Ios 4 miembros y
desarrollo muscular deficiente (Fototeca de DILAVE Regional Este).

Lisencefalia- Paquigiria con hipoplasia cerebelosa en Polled Hereford

La Lisencefalia o Agiria (cerebro liso) es una malformacion del desarrollo de la
corteza cerebral que aparece con una deficiente formacion de las circunvoluciones
cerebrales. La misma se origina durante el desarrollo embrionario por un defecto en
la migracion de los neuroblastos desde la zona ventricular y periventricular hacia la
corteza cerebral (Cantile & Youssef, 2015). En la Lisencefalia la corteza cerebral se
caracteriza por presentar una superficie cerebral lisa, sin surcos, mientras que en la
paquigiria la corteza presenta pocas circunvoluciones pero excesivamente gruesas
(Guerrini & Parrini, 2010). La corteza cerebral normalmente esta compuesta de seis
capas neuronales, pero en la lisencefalia s6lo hay cuatro capas desorganizadas
(Guerrini & Parrini, 2010).

La Lisencefalia con Hipoplasia Cerebelosa ha sido comunicada en bovinos, ovinos,
caprinos, caninos y felinos (Herrmann et al., 2011; Pérez et al., 2013; Soares dos
Santos et al., 2013; Fraser et al., 2016; Lemos dos Santos et al., 2016). En ovinos de
la raza Churra se trata de una enfermedad hereditaria, autosomica recesiva debido a
una deleccion de 31 bp en el exdn 36 del gen RELN. Recientemente, en los animales
afectados se encontraron niveles bajos de la proteina reelina, que se encuentra
principalmente en el SNC, y es muy importante en la regulacion de la migracion
neuronal (Suarez Vega et al., 2013).
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En el Laboratorio Miguel C. Rubino Regional Este se diagnostico esta enfermedad
en el afio 2017, en un rodeo PHe del departamento de Lavalleja. Se trataba de un
rodeo de vacas de cria en paricion, las cuales habian sido servidas con un toro PHe
de pedigri. Al nacer los animales presentaban sintomatologia nerviosa y muerte en
pocas horas o dias. Uno de los terneros se remitié vivo al laboratorio por sospecha de
MSUD, ya que ese predio tenia antecedentes de esta enfermedad. EI animal
presentaba debilidad, incapacidad para mantenerse de pie, rigidez muscular y
finalmente decubito. A la necropsia se observd a nivel del SNC paquigiria con pocas
circunvoluciones cerebrales, e hipoplasia cerebelosa (Figura 16). Al corte
transversal del SNC se observé la sustancia gris engrosada, la sustancia blanca
delgada, y la interfaz gris-blanca bien definida.
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Figura 16: Lisencefalia- Paquigiria. Ternero PHe 1dia de edad. SNC con escasas
circunvoluciones cerebrales e hipoplasia cerebelosa (Fototeca de DILAVE
Regional Este).



ANTECEDENTES ESPECIFICOS

En la region Este del pais existe diagndstico patoldgico y molecular de varias
enfermedades hereditarias en las razas PHe/He y AA, sin embargo se desconoce la
prevalencia y difusion de las mismas y tampoco su impacto econdmico en el rodeo
de cria regional.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y OBJETIVOS

El diagnostico de rutina de las enfermedades hereditarias en nuestro pais se realiza
mediante la patologia macroscopica e histopatologia, y su confirmacion a nivel
molecular requiere del envio de las muestras al exterior.

A pesar de existir numerosos registros y reportes de casos en la zona Este, aln se
desconoce la frecuencia alélica de las enfermedades que aparentemente tendrian
mayor importancia a nivel regional, tales como MSUD, OS vy Sindactilia.
Actualmente no se dispone, a nivel local, de técnicas validadas para diagnostico de
rutina de este tipo de patologias.

HIPOTESIS

Los genes deletéreos de MSUD en PHe/He, OS y Sindactilia en AA estan difundidos
en las cabarfias de elite y rodeos comerciales de la region Este.

Objetivo General

Analizar y diagnosticar a nivel molecular las enfermedades hereditarias MSUD, OS
y Sindactilia en rodeos de cria comerciales y toros de pedigri de la region Este del
Uruguay.

Objetivos Especificos

Determinar la frecuencia alélica del gen responsable de la OS en los toros AA de
pedigri comercializados en la regién Este.

Determinar la frecuencia alélica del gen responsable del MSUD en los toros PHe/He
de pedigri comercializados en la regién Este y en un rodeo PHe comercial.

Poner a punto las técnicas moleculares para el diagnostico a nivel nacional de
MSUD, OS y Sindactilia.

Realizar el diagnostico patologico y molecular de un caso clinico de sindactilia en un
ternero AA.

Desarrollar un banco de ADN a partir de las muestras recolectadas de los
reproductores machos y hembras muestreados en el presente proyecto.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccién de muestras.

Se realizd un muestreo censal de todos los toros de pedigri de las razas He, PHe 'y
AA, gue concurrieron a las exposiciones ganaderas de Treinta y Tres

(33°13'51"S 54°22'56"0), Minas (34°22'00"S 55°14'00"0) y Melo (32°22'05"S
54°10'04"0) en los afios 2015 y 2016 (Tabla I1). Al momento de la recepcion de los
animales en cada una de las exposiciones, conjuntamente con el jurado de admisién
integrado por veterinarios del ejercicio liberal y de la Asociacion Rural del Uruguay,
y con autorizacion de los cabafieros, se recolectaron pelos de region de la cola
asegurando que los mismos incluyeran los foliculos pilosos. Luego de la extraccion,
cada muestra fue colocada en sobre de papel e identificadas con la raza, edad del toro
y namero de registro en la Asociacion Rural del Uruguay.

Tabla Il.

Total de muestras de toros de pedigri, distribuidas segun raza, variedad y
cabafa.

Raza PHe He Total
Toros 107 17 124
Cabarias 20 3 23
Raza AA RA* Total
Toros 77 15 92
Cabafias 15 5 20

He: Hereford; PHe: Polled Hereford; AA: Aberdeen Angus; RA Red Angus.
*: En Uruguay se encuentra dentro de la raza AA.

Por otro lado, en un establecimiento agropecuario con antecedentes de MSUD,
ubicado en la 102 seccional de Lavalleja, regién Este de Uruguay, se realiz
extraccion de sangre venosa de 86 vacas PHe de descarte por problemas
reproductivos. Se utilizaron en este caso tubos Vaccutainer con EDTA (150U/10 ml
de sangre) y agujas descartables (18G).

Por ultimo en un ternero de la raza AA negro, que al nacimiento presentaba
sindactilia severa en las cuatro extremidades, se le realizd extraccién de 10 cc de
sangre en tubos con anticoagulante EDTA.

En todos los casos se siguieron los protocolos de la Comision de experimentacion
animal de nuestro Pais.

Extraccion de acidos nucleicos.
Bulbo piloso

La extraccion de ADN del bulbo piloso de los toros de exposicion se realizo en la
unidad de Biotecnologia del Laboratorio Miguel C. Rubino Regional Este. Para la
misma se utiliz6 el protocolo comercial de Zymo Research® modificado. De cada
una de las muestras se seleccionaron y acondicionaron 6-8 pelos en microtubo a 0.5-
1 cm de la base del pelo (asegurando la presencia del foliculo piloso) y se lavaron
con agua destilada y alcohol etanol (96-100 %). Se realizo pre digestion con 600puL
de buffer de lisis, 7uL de Proteinasa K (20mg/ml) y se incub6 a 50-55 °C durante 12
hr. Luego se continué de acuerdo al protocolo de Zymo Research® (Anexol).


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Treinta_y_Tres_(Uruguay)&params=-33.230833333333_N_-54.382222222222_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Minas&params=-34.366666666667_N_-55.233333333333_E_type:city

ADN de vacas

Para la extraccion de ADN de las muestras de sangre entera de las vacas He de
refugo se utilizo el protocolo del Laboratorio del Banco de ADN Gendmico Animal
de la Unidad de Biotecnologia del INIA Las Brujas (Anexo 2).

ADN de ternero con Sindactilia

La extraccion de ADN del caso clinico del ternero afectado con sindactilia y de dos
bovinos normales se realizo en el laboratorio del Area Genética de la Facultad de
Veterinaria, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay (FVET-UdelaR) a
partir de 5 ml de sangre periférica extraida en tubos con EDTA utilizando el kit ZR
Genomic DNATM — Tissue Mini Prep (ZYMO Research).

Concentracion de ADN

La concentracion de ADN de las diferentes muestras se determin6 por nanodrop a
260 nm (ND 1000 spectrophotometer, Thermo Scientific) y su calidad por la relacién
0OD260/0D280. Para que la calidad y pureza del ADN sea Optima, el valor debe estar
entre 1,7 y 2,0. Para este estudio se utilizd el equipo perteneciente a la Plataforma de
acidos nucleicos LEMA2-Genética2 de la Facultad de Veterinaria (Anexo 3).

MSUD - PCR tiempo real y analisis por HRM

Para identificar la mutacion MSUD-248 en las muestras provenientes de animales
He/PHe (124 toros y 86 vacas de cria) se realizo PCR en tiempo real y analisis por
HRM. Se utilizo el kit Type-it® HRM PCR (QIAGEN, Hilden, Alemania) con el
intercalante fluorescente EvaGreen siguiendo las condiciones de reaccion del
fabricante para un volumen final de 25 pL. Los primers utilizados fueron los
descriptos por Dennis y Healy (1999). El equipo utilizado fue el Rotor-Gene Q
(Corbett) el cual cuenta con un canal especifico para HRM. Las condiciones de
ciclado fueron 10 min de 95°C, 40 ciclos de 10s a 95°C, 30s a 59°C y 10s a 72°C, y
una extension final de 5min a 72°C. La curva de melting fue generada incrementando
la temperatura desde 65°C a 95°C a una velocidad de 0.05°C/s. El analisis de HRM se
realiz6 utilizando el software Rotor Gene version 1.7.28 que permiti6 identificar las
curvas de melting en la zona estable de fluorescencia (Figura 17).

23



Norm. FRuoro.

= Heterocigota W \,
portador N
50 \

Homocigota
enfermo

82 825 83 835 84 845 85 855 86 985 a7 875 88 885 89
deg

Figura 17. Normalizacion de las curvas de melting en funcién de la
fluorescencia con respecto a la temperatura. Se observan tres patrones de
genotipos: homocigota normal (flecha color rojo), homocigota enfermo (flecha
color negro) y heterocigota portador (flecha color azul).

Luego, se normaliz6 con respecto a un control homocigota normal y con un control
positivo (homocigota recesivo) de un ternero enfermo de MSUD 248, confirmado
previamente mediante secuenciacion. El software identificé el genotipo de cada
muestra analizada con un porcentaje de confianza mayor a 90%.

MSUD-Secuenciacion

La confirmacion del genotipado fue evaluada mediante secuenciacion de los
productos amplificados por PCR. Se enviaron a secuenciar 67 muestras de los toros y
24 muestras de las vacas de cria a la empresa MACROGEN (Corea). Se solicito la
secuenciacion de la cadena reversa por considerarse que es la cadena en la que se
observa mejor la mutacion. Finalmente, las secuencias fueron alineadas utilizando
los softwares BioEdit (BioEdit- Sequence Alignment Editor, 7.0.5, Estados Unidos).

OSTEOPETROSIS - PCR tiempo final

Para la deteccion de la mutacion de OS se realizé PCR tiempo final en todas las
muestras provenientes de animales AA/RA.

El anélisis de la deleccion se realizé basado en la diferencia de amplificacion entre el
mutado y el normal usando un trio de cebadores descriptos por Meyers et al 2010.
Un cebador delantero (5-GGG AAG GGA AGC ACT AAG ACT-3') fue usado en
combinacion con un cebador inverso ubicado en la zona de la deleccion (5'-TGG
AGA GAC AGC AGC AGA GAT-3') para obtener un producto de 475 bp que
representa el alelo normal, y un segundo cebador inverso ubicado a traves de punto
de quiebre de la deleccion (5'-GGT GGA TGT GAT GGG AAG ACT-3') para
obtener un producto de 330 bp que representa el alelo mutante. EI PCR fue realizado
para un volumen final de 50 pL, conteniendo 30-50 ng de ADN 5 pL, 2X buffer de
PCR: MangoMix™ 25 pL, 2.5 uL de cada cebador y 12.5 pL de agua ultra pura.

El programa de ciclado consistio en una desnaturalizacion inicial de 5 min a 95 °C,
seguido de 31 ciclos de 45s a 94 °C, 45s a 72 °C y 45s a 72 °C y una extension final
de 5 minutos a 72 °C.



Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa al 1.6%. Para la
preparacion del gel se utiliz6 1.6 gr de Agarosa, 100 ml de solucion Buffer TAE y 5
uL de Good View™ Nucleic Acid Stain (Beijing SBS Genetech Co., Ltd.). Una vez
disuelta la agarosa se coloc6 en un molde con un peine para 15 pocillos.

Se cargo el gel con 5 pL de marcador de peso molecular como referencia (AccuRuler
100 bp DNA RTU Ladder de Maestrogen) y 15 pL de producto de PCR. Se realizd la
corrida electroforética durante 40 minutos a 100 watts. Se visualizo en un
transiluminador de luz ultravioleta de acuerdo al peso molecular esperado. EI PCR
tiempo final se realizo en su totalidad en la Unidad de Biotecnologia del Laboratorio
Miguel C. Rubino Regional Este.

SINDACTILIA-PCR tiempo final y secuenciacion

Se realiz6 la amplificacion por PCR en tiempo final de la region del gen LRP4 Ex-In
31,32 y 37. El amplicon obtenido se secuencié (ambas cadenas) en el Servicio de
Secuenciacion de la UNIZAR (Zaragoza-Espafia) y la resecuenciacion en el Servicio
de secuenciacion automatizada de MACROGEN-Corea.

Se realizé la amplificacion por PCR de regiones del gen LRP4 con los juegos de
cebadores DQ462703 (Gen Bank Accession number): 5’AGC GTG TGG ACA AGT
ACT CAG3’ (21 Mer) y 5’ACC TCA AGC TCA AAG CTC CTA3’ (21 Mer)
(Duchesne et al., 2006) y el juego de cebadores (ExIn37) MEJ415 5° GTG TGT
CAT ATG ATC CCA CAC TCT TCT ATG TTC TGT TCC AC 3’ (41 Mer) y
MEJ416 5° GTG TGT AAG CTT AGG GCC CCT CAA GCT GGT CCC TCG CAA
GCT G -3’ (45 Mer) (Johnson et al., 2006). Se utilizé un programa convencional de
35 ciclos con 52°C y 57°C de hibridizacion respectivamente (Johnson et al., 2006;
Romero Veldzquez et al., 2015).

Una vez obtenida la secuenciacion de dicha region se analizo la informacion
obtenida con la base de datos Genome assembly BtauUMD 3.1 mediante la
herramienta Blast (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center
for Biotechnology Information) y la herramienta Clustal IW multiple alignment del
software Bio Edit Sequence Alignment editor.
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RESULTADOS
MSUD —Vacas PHe

De las 86 muestras pertenecientes a las vacas PHe, para confirmacion del
diagndstico de MSUD, se enviaron los 24 productos de PCR que dieron
variacion en PCR-HRM (Figura 18 y 19).

Normalised minus Portador
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Figura 18. Normalizacion de las muestras con respecto a una vaca PHe
heterocigota portadora de MSUD C248>T.
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Figura 19.Normalizacién de las muestras con respecto a un control homocigota
enfermo de MSUD248.

Mediante la secuenciacion del producto amplificado por PCR se detectd la
presencia de la mutacion en 3 animales (3.5%). En el electroferograma de la
secuencia inversa de una vaca portadora de MSUD C>T248 se detectaron los
nucleodtidos A 'y G en la region lider del gen BCDHA en el sitio de corte con la
enzima Bgll (Figura 20).



a0 40 50 60
TCCAG GG /CGAG MMGTGCTGC TGTTGCTGCCACC TG GGCGGGEGTGCTGA

Figura 20. Electroferograma de la secuencia inversa de una vaca heterocigota
portadora de MSUD G248>A. Se observa en posicion 49 (flecha) la superposicion
de los nucleétidos G y A (picos negro y verde, respectivamente).

MSUD - Toros PHe/He

De las 124 muestras pertenecientes a los toros He/PHe de pedigri para
confirmacion del diagndstico de MSUD, se enviaron 67 (54%) productos de PCR
para secuenciacion. En 5 toros (4 %) se observo variacion en las curvas de
disociacion y eran sospechosas de la mutacion. La secuenciacion del producto
amplificado por PCR no detecto la presencia de la mutacion (Figura 21).

30 40 50 60
TCAGGG /CGAG AAGTGCTGC TGTTGC TGCCACCTGGGECGGGTGCTGA

! U W L

Figura 21: Electroferograma de la secuencia inversa de un toro sano homocigota.

Finalmente, las secuencias, conjuntamente con los controles, fueron alineadas
con las secuencias consenso y de referencia del gen BCKDHA utilizando las
herramientas BioEdit (BioEdit-Sequence Alignment Editor)(Figura 22).
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Figura 22: Alineamiento de las secuencias reverse de toros sanos (lineas 28, 29,
30, 31, 32, 33, 42, 43, 44, 45), un ternero enfermo (linea 41, control homocigota
recesivo) y vacas portadoras de MSUD G248>A(lineas 34, 35, 36). En circulo rojo

se observa la mutacién en el nucleétido A de la secuencia del ternero enfermo.
Osteopetrosis - Toros AA/RA

De las 92 muestras de los toros AA/RA, en 62 se obtuvo un amplicon
correspondiente al alelo normal (67%), mientras que en 29 muestras no se logré
amplificar el segmento (Figura 23). Solamente se logré identificar un portador
(1.6%) de OS, aunque la sefial no era muy clara.

Alelo normal:475 pl
Alelo mutado: 330p

Figura 23: Gel de agarosa al 1.6% con Good View. MM:marcador de peso
molecular; C+: control sano; C - : control negativo; 7 y 11 No amplifico; 2, 3,
4,5, 6, 8,9, 10: Amplificacion Alelo sano.

Sindactilia- Ternero AA

Mediante PCR se obtuvieron amplicones de aproximadamente 500 y 600 pb
respectivamente. El analisis de las secuenciaciones y resecuenciaciones revelo
que las amplificaciones obtenidas con el juego de cebadores DQ462703 tenian
un 100% de concordancia de alineacion con la secuencia referencia del genoma
bovino en parte del ex6n 31, la totalidad del intrén 32 y exén 32 (Figura 24 y

25) a diferencia de lo reportado en trabajos previos donde este juego de
cebadores se utiliz para amplificar el exén 33 (Duchesne et al., 2006).

Al realizar el alineamiento del fragmento secuenciado del animal afectado con
las secuencias controles y de referencia del Btau no se identificaron mutaciones.
Por otro lado, al analizar las resecuenciaciones producto de las amplificaciones



obtenidas con el juego de cebadores MEJ415/416 se encontré que éstas
presentaban un 100% de concordancia con la region Exon/Intron 37 y al realizar
el alineamiento del fragmento secuenciado del animal afectado con las
secuencias controles y de referencia del Btau se identifico la mutacion puntual c.
5385 +1 G>A en forma homocigota (A/A, region Ex-In 37 AGAGATG) en el
animal afectado con sindactilia.

T TAG CAGGLACAGGTGGATCTACTGGACAGACTGGCAGACCAAGTCCAT
T q GCGTGTGGATAAGTACTCA G CGGAAC.AAGGAGACAGTGTTGGCGAAC GTGGAGGG
ACTCATGGACATCATCGTGGTCTCCCCTCAGCGGCAGACAG GT >

TGCTTTGCTC :GGACCMCGCTTGTGGCGTGMCMCGGCGGATGCACTCACCTCTG
CTTTGCCAGMCCTCGGACTTTGTGTGTGCCTGTCCTGATGAGCCCGACGGCCGGCCCTG
CTCCCTCG‘““""‘"’ CGGGCCCCCCTGCAACAGCGGAGC

I I CTCTCCA ~TACCTGGCCTGGTGCCCCCAGCTCCCAGGGCTAC
CAGTATGAGTGACAGGAGCCCCGTGCTACCCAACACATTACCGACTACCCTGCGTTCTTC
TACCACCCGGACCCGTACATCTCTGGAGGAGGTGGAAGGGAG 3

SCCTGAGGGCTCTTTGATCCAAATCTCATCCCCTGCCAGAGA

Figura 24. Secuencia amplificada con el juego de cebadores DQ462703
(indicados en los recuadros rojos). Las regiones rosadas corresponden a
los exdnes 31, 32 y 33 respectivamente de acuerdo al Genome assembly
BtauUMD3.1.

252 52 555552524545 5 1555 5552 4540 52 55 5555 5252 55
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G CTAT ! , \GGTG AGCGTG AAGC
310 320

Figura 25. Cromatograma parcial de la resecuenciacion de la region Ex-In
37 del animal afectado (A) y de uno de los animales normales control (B).
La flecha indica la region de la mutacion puntual en el animal afectado de
genotipo homocigota A/A (AGAGATG) mientras que el animal control es
homocigota G/G (AGAGGTG).

29



DISCUSION

El presente trabajo se trata del primer estudio realizado en Uruguay en toros y
vacas de pedigri de las razas PHe/He y AA sobre algunas de las enfermedades
hereditarias de mayor importancia registradas en la zona Este, la mayor zona
criadora del pais. EI mismo es un estudio preliminar de tipo exploratorio que
permitio poner a punto la metodologia y la realizacion de diversas pruebas de
diagnostico molecular para MSUD en Hereford y Osteopetrosis y Sindactilia en
AA. Esto facilitara en el futuro el diagnostico de estas enfermedades en el pais y
la realizacion de muestreos poblacionales aleatorios de mayor escala a nivel
predial, regional o nacional.

El principal inconveniente encontrado en la presente tesis fue el procesamiento
de los pelos de la region de la cola, ya que en los toros de pedigri muestreados en
las exposiciones ganaderas la materia fecal es muy liquida y la contaminacion es
muy alta, lo que disminuye la calidad del ADN extraido (Jolly & Windsor,
2010). En nuestro caso, el muestreo se realizé al momento del ingreso de los
toros a la exposicion, durante el jurado de admisién, momento en el que la
extraccion de sangre no esta permitida, ni es posible de realizar, por la agilidad
del trabajo, por lo que solo fue posible la extraccion de pelos. Esto puede
explicar el bajo porcentaje de muestras con ADN calidad aceptable (4 %) en los
toros PHe/He y 31.5 % de las muestras de los toros AA donde no se logro ningdn
amplicén, lo que contrasta con la alta calidad de ADN de las vacas de pedigri en
las que se utiliz6 sangre extraida directamente en el predio. Para estudios futuros
donde se cuenten con mas recursos se deberia trabajar con ADN proveniente de
sangre como forma de obtener muestras de mejor calidad diagnéstica.

En el caso de los toros PHe, la mutacion para MSUD fue positiva en 5 (7.4 %) de
los 67 animales en los que fue posible realizar el PCR-HRM. Sin embargo, los
mismos no pudieron ser confirmados mediante secuenciacion, siendo la
discrepancia muy posiblemente debida a la utilizacion de diferentes matrices
(sangre vs. pelo) entre PCR-HRM vy secuenciacion. Para el andlisis de las
muestras de los toros He/PHe mediante PCR-HRM, los controles positivos que
disponiamos eran de ADN proveniente de sangre, mientras que las muestras de
los toros provenian de ADN de foliculos pilosos. Las condiciones ideales
hubiesen sido trabajar con sangre también de los toros, como forma de mantener
uniformidad en la concentracion de reactivos, volimenes de reaccion y
protocolos de extraccion de ADN (Martin Nafez et al., 2012).

Por el contrario, en el rodeo de cria PHe si se confirmd la presencia de la
mutacion responsable del MSUD en 3.5% de las vacas de cria, existiendo si en
este caso concordancia entre PCR-HRM y secuenciacion. Esto confirma que
dicha mutacion ha traspasado los planteles de pedigri y se ha difundido en rodeos
comerciales de la zona Este (Dutra, 2016). La prevalencia de vacas heterocigotas
para MSUD de 3.5 %, es superior a la reportada en otros trabajos donde se
menciona una prevalencia de 1-2 % (Healy et al., 2002). Estos animales
portadores fueron descartados al momento del diagnostico de gestacion por
encontrarse vacios. Al respecto podria mencionarse que en estas vacas existian
problemas de infertilidad y/o mortalidad embrionaria tal como lo sugieren otros
trabajos (Healy et al., 1985; Harper et al., 1990). En un rodeo de cria donde se
encuentre presente el MSUD, la incidencia real de la enfermedad podria ser
incluso mayor, ya que la prevalencia observada al nacimiento no incluye
pérdidas embrionarias y fetales, y que pueden ser parte de las pérdidas causadas



por la enfermedad (Healy et al., 1985; Baird et al., 1987). Nuestro pais cuenta
con el rodeo He/PHe més grande del mundo (DIEA, 2003) por lo que era de
esperar que la prevalencia de MSUD sea igual o mayor a la encontrada en otros
paises. En Australia luego de introducir pruebas de PCR como método de control
en las cabafas la prevalencia de heterocigotos pasé de 5.8 % a 0.7 % (Healy &
Dennis, 1995). Pero como indicamos, existen pérdidas silenciosas que pasan
desapercibidas, y cuando llama la atencion de productores o cabafieros, el gen
defectuoso se encuentra ya ampliamente difundido en el rodeo (Dutra, 2016).
Como mencionamos anteriormente, en este predio con antecedentes de MSUD,
se presentd posteriormente un caso de Lisencefalia/Paquigiria con hipoplasia
cerebelosa. Posiblemente el nivel de endogamia de este establecimiento sea
elevado y pueda explicar la presentacion de esta nueva enfermedad
congénita/hereditaria. En este rodeo PHe se confirmo anteriormente a la presente
tesis, la presencia de un toro como responsable de haber introducido la mutacion
para MSUD, pero se desconoce actualmente cual es la situacion respecto a la
Lisencefalia/Paquigiria.

En el caso de la OS, solamente 1 de 62 toros (1.6%) de los que pudo obtenerse
ADN de calidad resultd ser positivo de tener la mutacién, aunque la sefial en la
corrida electroforética fue muy débil. Segin Dutra et al (2012b), dicha mutacion
esta presente en rodeos comerciales de nuestro pais, y a su vez diferentes cabafas
han utilizado germoplasma proveniente de toros portadores, como por ejemplo la
linea BUF CRK ROMEO. Posiblemente los toros analizados en el presente
estudio no correspondan a ninguna de estas lineas portadoras que han sido
importadas a nuestro pais, asi como también la utilizacion de pelos pueda haber
influido en la calidad del ADN y en los analisis posteriores. La OS se da con
mayor frecuencia en el AA colorado que en el negro y en este estudio el AA
colorado representaba solamente el 16.3 % del total de toros AA/RA. Sin
embargo, en Uruguay, a diferencia de otros paises, el AA negro y colorado se
mantiene unificado en el mismo registro genealdgico, y por lo tanto hay un
intercambio libre de germoplasma entre ambas variedades. Por lo que es de
esperar que la mutacién se presente tanto en la variedad colorada como negra
(Dutra et al., 2012b).

En el presente trabajo también se realizo por primera vez en el pais el diagnéstico
patoldgico de Sindactilia en AA que se confirmd mediante PCR y secuenciacion.
Mediante analisis molecular de la region secuenciada pudimos identificar la
mutacion puntual de cambio de base (sustitucion de la guanina por la adenina) en
el sitio de corte y empalme entre exon 37 e intron 37 del gen LRP4. La mutacion
encontrada se corresponde con la reportada para esta raza (Johnson et al., 2006).

En Uruguay, el diagnostico patologico y/o molecular de varias enfermedades
hereditarias en los Ultimos afios demuestra que la difusion de diferentes defectos
recesivos es innegable (Kelly et al., 2012; Dutra, 2016). Los sistemas de
produccién de carne comercial en nuestro pais son bastante particulares ya que se
realizan principalmente con la utilizacion de razas puras He (76 %) y AA (20 %)
(DIEA, 2003), y con escasos cruzamientos comparado con otros paises (Gimeno
et al., 2002; Pereyra et al., 2015). Ademas, existe un uso extendido de
tecnologias de la reproduccién de ultima generacion en la mayoria de las
cabarias, con utilizacion de material genético de pocos animales o lineas dentro
de cada raza (Mc Daniel, 2001; Weigel, 2001; Dutra, 2016). Todos estos factores
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Ilevan a cierto grado de consanguinidad, donde el primer indicador es la pérdida
reproductiva (Dutra, 2016).

Dado que la falta de diagnostico e investigacion es la principal causa de difusion
de genes deletéreos en el rodeo nacional, productores comerciales y cabarfieros
deben reportar y remitir todo tipo de anomalias congénitas a los laboratorios de
diagndstico como forma de mantener una vigilancia adecuada (Gentile &
Testoni, 2006; Agerholm, 2007). A su vez es conveniente que las sociedades de
criadores de las diferentes razas establezcan programas para reducir la
posibilidad de difusién de los genes defectuosos y promuevan el uso de las
pruebas diagnosticas en los animales de pedigri (Jolly & Windsor, 2010;
Whitlock, 2010). Las asociaciones de criadores de Nueva Zelanda, Australia,
Canadé y Estados Unidos tienen sus marcos regulatorios donde reconocen los
diferentes defectos genéticos y a su vez desarrollan politicas tendientes a
controlarlos, para lo cual mantienen un listado actualizado de los animales
conocidos como portadores y libres para las condiciones genéticas reconocidas, y
también los laboratorios autorizados para la realizacién de los diferentes test
genéticos.

El mejor control de las enfermedades hereditarias es evitar el cruzamiento de
portadores de mutaciones genéticas. Sin embargo, muchos portadores de defectos
hereditarios tienen un fenotipo normal y muchas veces deseado para otras
aptitudes productivas, por lo que en este caso deberian ser apareados con un
animal libre de la mutacion (Parish & Smith, 2010). Si se dispone de test
diagnosticos, es de suma importancia la eleccion de toros de reemplazo libres ya
que de esta manera no ingresamos la mutacion al rodeo. Sin embargo cuando no
se dispone de pruebas moleculares y existe diagndstico de alguna de las
enfermedades, es importante que los toros de reemplazo procedan de diferentes
proveedores como forma de agrandar el pool genético dentro del rodeo y a la vez
disminuir las posibilidades de endogamia. En este caso la utilizacion de
cruzamientos en forma sistematica aseguraria en teoria la no presentacién de la
enfermedad en cuestion (Schalles et al., 1999; Jolly & Windsor, 2010).

En futuras investigaciones sobre el MSUD, en rodeos de cria donde se conoce la
presencia de la mutacion genética se hace necesario estimar las pérdidas
ocasionadas por dicha enfermedad. En vientres portadores de la mutacion se
podrian evaluar las pérdidas ocasionadas por infertilidad, mortalidad embrionaria
y/o fetal. Por otro lado, con mayor disponibilidad de recursos en toros de pedigri
se deberia considerar un muestreo aleatorio, asi como también utilizacion de
sangre como matriz para obtener un ADN de mejor calidad y a su vez
uniformizar las muestras con los controles disponibles.

Por dltimo, a nivel nacional se hace imprescindible equipar los laboratorios de
diagnostico y desarrollar lineas de investigacion para estimar la prevalencia y
difusion de los diferentes genes deletéreos involucrados. La difusion de estos es
indiscutible, sin embargo, se desconoce su real impacto econémico en los rodeos
de cria comerciales de la region.



CONCLUSIONES

En el presente estudio se demostro la presencia del alelo mutante recesivo para la
enfermedad MSUD en la poblacién de vacas Polled Hereford. Lo que demuestra que
la mutacidn se encuentra en los rodeos de cria comerciales de nuestro pais.

La técnica de HRM permitid diferenciar claramente genotipos homocigotas normales
y heterocigotas portadores de MSUD. EI tamafio del amplicon (94 pb) de la
enfermedad se ajusta perfectamente a los requisitos del protocolo para la aplicacion
HRM, que estd comprendido dentro del rango (70 a 150 pb).

La técnica PCR-HRM como técnica de rutina en el laboratorio para detectar la
mutacion, es de gran utilidad siempre que controles positivos y muestras problema
provengan de ADN de buena calidad y de la misma matriz (sangre).

En los toros AA/RA de pedigri se demostro la presencia de un animal portador de la
mutacion para Osteopetrosis.

La calidad de ADN extraido de los foliculos pilosos de los toros de pedigri no lleg6 a
los minimos requeridos de calidad (96 % de las muestras) lo que puede haber
interferido en los resultados finales.

El surgimiento de nuevas enfermedades congénitas/hereditarias en predios con
antecedentes de otras patologias de este tipo, muestra que en algunos rodeos la
endogamia puede ser importante y esté afectando los indices reproductivos.

En el caso estudiado de sindactilia éste presentd una manifestacion fenotipica

mas severa por la presencia de acortamiento de ambos huesos tibiales y se
identificd la mutacion puntual en homocigosis en la regién Ex-In 37.
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ANEXOS

Anexo 1 Extraccion de ADN a partir de foliculos pilosos.

1. Se coloco el microtubo en vortex 5 segundos y se centrifugd a 10000 rpm 5
minutos y se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo (aproximadamente 550ul)

2. Se adicion6 450 ul de buffer de lisis Genomic Lysis Buffer, se coloco en vortex 5
segundos, y se dejo 5 minutos a temperatura ambiente.

3. Posteriormente para transferir a una columna, se centrifugoé a 10.000 rpm por 1
minuto, se cambid el tubo colector, se adicion6 a la columna 200 ul de DNA pre-
wash buffer y se centrifug6 a 10.000 rpm por 1 minuto.

4. Se cambié nuevamente el tubo colector, se adiciond 500 ul de g-DNA wash buffer
y se centrifugo6 a 10.000 rpm por 1 minuto.

5. Se cambi6 el tubo colector por un microtubo, se adicioné a la columna 75 ul de
Elution Buffer, se incubd 5 minutos a temperatura ambiente, y se centrifug6 a 11.000
rpm por 1 minuto. Luego de finalizado el proceso de extraccion se etiquetd y se
guardé el ADN a -20 °C.

Anexo 2 Extraccion de ADN a partir de Sangre Entera.

Primera Etapa:

El protocolo comienza centrifugando el tubo Vaccutainer (con el total de sangre
entera que contenga) a 3500 rpm por 10 minutos, considerando el balance de la
centrifuga.

Luego de centrifugado el tubo, se pipetea el halo de glébulos blancos que se forma a
la mitad del tubo (entre la fase de glébulos rojos y el plasma) y se colecta la inter-
fase en un tubo Eppendorf de 2.0 ml.

Se adiciona 1.0 ml de Solucion 1 a esta interfase, se invierte varias veces y se
centrifuga a 8000 rpm por 3 min.

En esta instancia, precipita el pellet de glébulos blancos, que en caso de presentar
contaminacion con Hemoglobina (puede ser un pellet rojo o rosado), se procede a
lavarlo adicionando 1.0 ml de Solucion 1.

Con un tip, se rompe el pellet de glébulos blancos y re-suspende con la solucion 1
para favorecer este lavado y se vuelve a centrifugar a 8000 rpm por 3 min. Este
procedimiento se repite hasta que el pellet es practicamente blanco, libre de
hemoglobina.

Una vez el pellet esta limpio, se le agregan 600ul de Buffer de Digestion (Digest
Buffer) y se re suspende el pellet utilizando un vortex.

Se adicionan 5pl de Proteinasa K (20mg/ml), se vuelve a utilizar vortex para mezclar
y se incuba a 37°C en estufa toda la noche (overnight) o 4 Hs a 50°C.

Segunda Etapa

Una vez las muestras estan digeridas se adicionan 2.5 pl de RNasa A (20mg/ml) y se
vuelve a incubar a 37°C por 30min.Luego de la incubacion, se deja enfriar la muestra
hasta temperatura ambiente.
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Se adicionan 300ul de Acetato de Potasio 3M y se incuba por 10min en freezer. Se
centrifuga a 14000 rpm por 10 min y se transfieren 800 pl del sobrenadante a otro
tubo Eppendorf de 2.0 ml.

Se vuelve a centrifugar a 14000 rpm por 10 min y se transfieren 600 pl del
sobrenadante a otro tubo Eppendorf de 1.5 ml.

Se agregan 600 pl de isopropanol a este sobrenadante y se invierte el tubo varias
veces hasta observar el precipitado de ADN. En este punto se deja el ADN en
isopropanol a -20°C por 20 min.

Luego, se centrifuga a 13000 rpm por 5 min generando en el tubo un pellet de ADN.
Se elimina el sobrenadante de isopropanol y se agregan 600ul de etanol 70%. Se
vuelve a centrifugar a 13000 rpm por 5 min. Se descarta el etanol 70%, se agregan
600ul de etanol 100% y se centrifuga a 13000 rpm por 5 min.

Se descarta el etanol 100% Yy se deja secar el pellet de ADN en campana 5 - 10 min.
Se resuspende el pellet en 104ul de Tris 10mM pHS.0. (Es opcional calentar el tubo a
65°C por 1h pare re suspender bien).

Anexo 3. Tabla Il1. Cuantificacidn y calidad del ADN extraido.
Calidad y pureza del ADN éptima, el valor 260/280 entre 1,7 y 2,0.

TorolD ng/ul A260 A280 260/280
35 32,8 0,656 0,449 1,46
36 27 0,54 0,356 1,52
37 45,32 0,906 0,538 1,68
38 32,36 0,647 0,429 1,51
39 33,038 0,661 0,441 15
40 40,52 0,81 0,556 1,46
41 21,88 0,438 0,312 1,4
42 30,05 0,601 0,406 1,48
43 30,61 0,612 0,383 1,6
44 15,77 0,315 0,232 1,36
45 40,02 0,8 0,516 1,55
46 20,66 0,413 0,268 1,54
47 19,2 0,384 0,253 1,52
48 33,21 0,664 0,458 1,45
49 14,3 0,286 0,235 1,22
50 65,33 1,307 0,794 1,65
51 23,59 0,472 0,282 1,67
52 20,51 0,41 0,301 1,36
53 15,8 0,316 0,235 1,35
54 21,17 0,423 0,326 1,3
55 29,78 0,596 0,321 1,86
56 23,22 0,464 0,352 1,32
57 19,8 0,396 0,29 1,37
58 36,68 0,734 0,505 1,45
59 34,92 0,698 0,489 1,43




60 15,61 0,312 0,203 1,53
61 39,43 0,789 0,56 1,41
62 12,05 0,241 0,158 1,52
63 29,56 0,591 0,415 1,42
65 24,92 0,498 0,343 1,45
67 40,29 0,806 0,555 1,45
68 21,68 0,434 0,302 1,44
69 26,41 0,528 0,388 1,36
70 38,24 0,765 0,549 1,39
71 18,95 0,379 0,248 1,53
72 30,77 0,615 0,44 1,4

73 27,88 0,558 0,406 1,37
74 35,8 0,716 0,516 1,39
75 53,41 1,068 0,761 1,4

76 30,78 0,616 0,526 1,17
77 34,36 0,687 0,48 1,43
78 61,52 1,23 0,905 1,36
79 36,81 0,736 0,553 1,33
80 49,68 0,994 0,683 1,45
81 36,87 0,737 0,53 1,39
82 35,82 0,716 0,552 13

83 49,97 0,999 0,744 1,34
85 22 0,44 0,421 1,05
86 55,41 1,108 0,838 1,32
87 33,52 0,67 0,494 1,36
88 56,42 1,128 0,876 1,29
89 18,48 0,37 0,261 1,42
90 16,98 0,34 0,258 1,32
91 32,13 0,643 0,456 1,41
92 311 0,622 0,427 1,46
93 20,51 0,41 0,302 1,36
94 46,62 0,932 0,665 1,4

95 33 0,66 0,482 1,37
97 44,94 0,899 0,628 1,43
98 29,75 0,595 0,423 1,41
99 37,71 0,754 0,558 1,35
100 41,05 0,821 0,57 1,44
101 26,67 0,533 0,392 1,36
102 41,88 0,838 0,567 1,48
103 40,88 0,818 0,572 1,43
104 32,95 0,659 0,459 1,44
105 43,31 0,866 0,626 1,38
106 40,22 0,804 0,547 1,47
107 32,83 0,657 0,439 15

108 36,53 0,731 0,525 1,39
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109 31,41 0,628 0,452 1,39
110 31,79 0,636 0,547 1,16
111 36,95 0,739 0,525 1,41
112 24,26 0,485 0,315 1,54
113 31,03 0,621 0,485 1,28
114 39,94 0,799 0,56 1,43
115 45,64 0,913 0,617 1,48
116 32,82 0,656 0,456 1,44
117 32,02 0,64 0,455 1,41
118 14,62 0,292 0,224 1,31
119 26,83 0,537 0,336 1,6

120 20,84 0,417 0,274 1,52
121 39,98 0,8 0,627 1,28
122 21,6 0,432 0,304 1,42
123 20,09 0,402 0,295 1,36
124 34,12 0,682 0,377 1,81
125 37,36 0,747 0,49 1,52
126 54,11 1,082 0,747 1,45
127 33,64 0,673 0,472 1,43
128 12,82 0,256 0,163 1,57
129 26,59 0,532 0,374 1,42
130 37,2 0,744 0,494 1,51
131 43,03 0,861 0,594 1,45
132 43,14 0,863 0,565 1,53
133 50,14 1,003 0,667 15

185 34,47 0,689 0,526 1,31
186 38,52 0,77 0,695 1,11
187 22,25 0,445 0,53 0,84
188 31,038 0,621 0,715 0,87
189 22,66 0,453 0,606 0,75
190 18,36 0,367 0,426 0,86
191 25,95 0,519 0,68 0,76
192 27,49 0,55 0,749 0,73
193 23,56 0,471 0,535 0,88
194 12,91 0,258 0,139 1,86
195 37,1 0,742 0,968 0,77
196 10,94 0,219 0,186 1,17
197 14,09 0,282 0,254 1,11
198 15,29 0,306 0,352 0,87
206 5,39 0,108 0,105 1,02
207 18,48 0,37 0,339 1,09
209 12,93 0,259 0,47 0,55
208 13,79 0,276 0,476 0,58
210 12,28 0,246 0,43 0,57
211 12,39 0,248 0,43 0,58




212 13,17 0,263 0,447 0,59
213 35,41 0,708 0,835 0,85
214 19,21 0,384 0,589 0,65
215 19,97 0,399 0,608 0,66
216 51,43 1,029 1,558 0,66
Ternero 70 1.7
Sindactilia
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