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Resumen

Recientemente en nuestro pais se ha descrito el síndrome
ICM hereditario (ICM-MSUD) que incluye tres mutaciones
de dos genes diferentes cuya sintomatologia es nerviosa.
Nuestro objetivo es desarrollar el diagnóstico molecular de
estas enfermedades para determinar animales portadores.
Se analizaron 14 muestras Hereford de un rodeo problema
por presentar dicho sindrome. Las muestras de sangre fue
ron enviadas por el Dr.MV F. Dutra del Rubino Treinta y
Tres para realizarle el diagnóstico molecular en eIINIA-Las
Brujas Unidad de Biotecnologia. La técnica para detectar
la mutación fue la de PCR-RFLP, tanto para ICM como
para el MSUD 248. De los 14 animales testados en la
muestra problema para lCM ninguno resultó positivo, pero
con respecto a la enfermedad hereditaria MSUD 248 se
observaron S portadores. Se concluye que el diagnóstico
molecular nos permitirá conocer la presencia y la inciden
cia de estas enfermedades hereditarias en nuestro gana
do con el fin de controlarlas mediante la detección de por
tadores y evitar su diseminación por inseminación artifi
cial.

Introducción

A nivel mundial se describen numerosas enfermedades
hereditarias que estarian afectando económicamente la
producción (Gentile y Testoni, 2006). De acuerdo a la
recopilación realizada por la NCBI-OMIA (Nacional Center
for Biotechnology Informalion-Online Mendelian Inheritance
in Animals: hltp:/fomia.angis.org.au), existen 3S7
enfermedades y rasgos producidos por un Iocus simple en
bovinos. Por lo cual la Sociedad Internacional de Genética
Animal (ISAG) recomienda analizar varias enfermedades
hereditarias como el MSUD (Maple Syrup uridine disease).
En Hereford australiano se ha descrito una incidencia de
mortandad (0,026%) y de portadores (3%) para el MSUD
(Healy y col. 2002). En nuestro pais se ha descrito
recientemente esta enfermedad (Dutra y lussich, 2007).
El sindrome ICM (Mioclonja Congénita hereditaria): ICM
MSUD es producido por tres mutaciones en diferentes
genes que producen slntomatología neurológica en el
naonato. Ambas son letales y producidas por una mutación
recesiva de un gen autonómico. El ICM es debido a la
mutación del receptor de la glicina (neurotrasmisor)
(Gundlach, 1990). la consecuencia es al cambio de una
base de e por Aen el lugar 156 del exón 2 de la ?1subunidad
de la glicina que cambia a tyrosina, con la terminación
prematura del codOn stop. Al haber déficit de la inhibición
de los receptores de la glicina en el COIdón espinal, aumenta
la capacidad neuronal a la respuesta de los estimulas. El
MSUD se produce por una mutación del gen E1? subunidad
de la cadena ?-cetoacido deshidrogenada. Esta enfermedad
se produce por una mutación del exón 9 en Poli Shorthorn

y en el Poli Hereford por una mutación del exón 2 de esa
enzima mitocondrial.
Nuestro objetivo es desarrollar el diagnostico molecular que
permita realizar el diagnóstico diferencial de estas
enfermedades que integran el síndrome ICM (ICM-MSUD).
Esta herramienta biotecnológica nos permitirá conocer la
presencia y la incidencia de estas enfermedades
hereditarias en nuestro ganado, detectar los portadores con
el fin de controlarlas, evitar su diseminación por inseminación
artificial y mejora nuestro material genético evitando las
pérdidas económicas y garantizando su calidad para la
exportación de embriones y semen.

Materiales y Métodos

Se analizaron 14 muestras Hereford por ser posibles porta
dores de estas enfermedades ya que se habia realizado un
diagnóstico presuntivo de MSUD en un ternero muerto en
ese establecimiento con sintomatología nerviosa. Las mues
tras de sangre con anticoagulante (EDTA potasico) fueron
enviadas porel Or.M.v. F. Dutra del Rubino Treinta y Tres
para realizarte el diagnóstico molecular en elINIA-Las Bru
jas Unidad de Biotecnologia.
La técnica para detectar la mutación fue la de PCR-RFlP,
tanto para ICM como para el MSUD 248. Primero se le
extrajo DNA mediante la técnica de DNAzol® y se lo eva
luó en gel de agarosa al 0,8%. Para ellCM se amplificó un
segmento de DNA de 273pb, usando los cebadores: F:
S'CTCCATGGGGAGGATTCTGTATA 3· y el R:
S'GCAAGTGGGTITAGTTCGTATAC 3', en los que se crea
un cambio de la secuencia (mismatch) para crear el corle
de la enzima Accl permitiendo detectar la mutación que
sutituye T por G En este caso se reconoce el ale'o normal
(Ce) de 232pb y el mutante de 2S2pb (AA) segun la técni
ca de Healy y co1.2oo2. Para separar las bandas se corrió
en un gel al 3%. En el caso de la mutación del MSUO 248
se amplificó con los cebadores: F:
S'CAGCACCCGCCCAGGTGG 3'y el R:
S'GCTTGTCTATGAACTCGGCTG 3', dando un amplificado
de 94pb. la mutación del exón 2 es reconocida por la enzi~

ma BgII, produciendo un fragmento normal de 79pb y uno
mutante de 94 cuyo diferente tamaño se observa en un gel
de agarosa a14% (Oennis y Healty, 1999).

Resultados

De los 14 animales testados para ICM ninguno fue positi
vo, pero con respecto a la enfermedad hereditaria MSUD
248 se observaron S portadores. los resultados se obser
van en foto 1 para el ICM y la 3 y 4 para MSUD 248.
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diseminación de estas enfermedades hereditarias en nues
tro ganado.
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Maple syrup urine disease (MSUO) and inherited congeni·
tal myoclonus (ICM), two autosomal recessive disorders
caused by three mutations in two different genes, were re·
cently recognized in Poli Hereford cattle in Uruguay. Apoly
merase chain reaclion procedure (PCR-RFlP) was devel
oped far delection of heterozygotes fer!he ICM and MSUD
248 mutations in genomic DNA. From 14 cowsoflhe same
problem herd where ICM-MSUD was diagnosis in 2006,5
were heterozygoles for MSUD 248 and none for ICM. This
survey demonslrates that the mutalion responsible for MSUD
248 is presenl in the Uruguayan Poli Hereford populalion.
PCR-RFLP lesl could be used lo diagnosis of maple syrup
urine disease in affected newbom calves and in selection af
Poli Hereford seed stock, thus avoiding the diffusion ofthis
genelic disease.
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Fig. 2: PCR MSUD 248: Fragmento
de amplificación del MSUO de 94pb,
corresponde con la banda de 100
del marcador 50bp ladder (linea 5:
SOpb. 100pb. 150. 200. 250. 300.
400.500).

---1 94pb 1

Fig. 1: PCR-ICM. Fragmento de amplificación ICM: 273pb.
corresponde próximos a la banda de 300pb del marcador
100bp ladder (linea 1: 100pb, 200, 300, 400. 500).
94pb

Fig. 3: Corte MSUD: Corte con la enzima de restricción
BgI'. presentando los portadores el alelo 79 y 94 entre
las bandas del marcador de peso molecular SObp ladder
(linea 5: 50pb, 1oopb, 150. 200, 250. 300, 400, 500).

Conclusión

Se concluye que:
-De acuerdo al diagnóstico molecularque los animales pro
blemas testados confirmaron la presencia de la enferme
dad hereditaria MSUD 248 en Bovinos Hereford del Uru
guay observándose 5 portadores de la muestra problema
de 14 animales.
-Esta herramienta biotecnológica nos permitirá controlar la
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