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DESCRIPCION
Una prueba de marcador genético para braquispina y fertilidad en ganado vacuno
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a métodos para la detecciéon de bovinos que estan afectados por o son portadores de
braquispina (BS), un defecto heredado con herencia autosémica recesiva. La presente invencion proporciona un
método para determinar si un bovino esta afectado por o es portador de BS analizando su ADN gendmico o su ARN.
El método incluye obtener una muestra de material que contenga ADN gendmico o ARN del bovino, determinar el
genotipo dicho acido nucleico para uno o mas marcadores SNP que definen el haplotipo diagnéstico de BS, y
determinar si dicho animal tiene el haplotipo diagnéstico lo que indica que esta afectado por o es portador de BS.

Descripcion de los antecedentes técnicos

La seleccion intensa para rasgos de produccion deseados en ganado con frecuencia produce una tasa aumentada
de endogamia. Esto causa la aparicion frecuente de defectos heredados que algunas veces afectan a tal alta
proporcion de la poblacion que se convierte en un asunto principal. Los ejemplos de defectos genéticos que han
causado problemas principales en ganado son la deficiencia de adhesion de leucocitos bovina (BLAD) (1) y la
malformacion vertebral congénita (CVM) (2).

La mayoria de estos trastornos de caracterizan por un modo recesivo de herencia: los animales pueden ser
homocigotos para el alelo normal (+/+), homocigotos para el alelo defectuoso (D/D) o heterocigotos (+/D). Los
animales D/D estan afectados por la enfermedad, mientras que los animales +/+ y +/D generalmente estan sanos.
Sin embargo, se dice que los animales +/D son “portadores” y transmitiran el alelo D a la mitad de su descendencia.
El apareamiento entre dos animales portadores producira un cuarto de la descendencia D/D afectada.

Si se pudieran identificar los animales +/D a pesar del hecho de que no muestran sintomas de la enfermedad, seria
posible eliminarlos de los programas de reproduccién o al menos evitar apareamientos entre portadores. Esto
permitiria la erradicacion inmediata del defecto genético de la poblacion y evitaria las pérdidas econdmicas
asociadas con ella.

Recientemente se ha vuelto posible identificar rapidamente los genes subyacentes a defectos genéticos y las
mutaciones en ellos que producen que un alelo sea D(efectuoso) (3). El procedimiento mas comunmente usado es
la clonacion posicional que comprende dos pasos. En un primer caso el gen D(efectuoso) se localiza en el genoma a
través de la identificacion de un segmento cromosémico que es “homocigoto por ascendencia” compartido por todos
los individuos afectados en una poblacidon determinada. Para ese fin se determina el genotipo de los individuos
afectados para decenas de miles de polimorfismos de nucleétido unico (SNP) polimérficos dispersos a lo largo del
genoma. La mutacién que produce el alelo D aparecié en un cromosoma especifico que se caracteriza por un
“haplotipo” Unico, es decir, combinacién de alelos en los SNP alrededor de la mutacion. Los individuos afectados han
heredado la mutaciéon causal de ambos padres y con ella el haplotipo diagnoéstico, por tanto la homocigosis
compartida en la regién cromosémica correspondiente. En un segundo caso, el gen y la mutacién causales se
identifican por examen molecular detallado de la regién cromosémica “homocigota por ascendencia” compartida.

Desde un punto de vista diagndstico, la deteccion de individuos portadores +/D se puede hacer en base a la
deteccion de haplotipo diagndstico o mejor la mutacion causal.

Los mamiferos son diploides, lo que significa que tienen dos haplotipos en cada regién cromosémica, uno paterno y
uno materno. La superposiciéon de los dos haplotipos puede hacer borrosa la interpretaciéon como se ilustra en la
figura 1. Para determinar si un individuo tiene un haplotipo definido en una posicion del mapa determinada se
necesita desenmarafiar los haplotipos paterno y materno, un procedimiento conocido como “ajuste de fases”. Esto
se puede hacer en base a los genotipos parentales disponibles, genotipos de la descendencia, desequilibrio de
ligamiento a lo largo de una poblaciéon o una combinacion de estas diferentes fuentes de informacion. Notese que
incluso si el ajuste fases exacto es imposible, la presencia de un haplotipo especifico con frecuencia se puede
excluir solo de los analisis de los genotipos sin ajuste de fases.

En 2006 se describié un sindrome letal desconocido hasta entonces en un ternero Holstein danés (Agerholm JS,
McEvoy F, Arnbjerg J: Brachyspina syndrome in a Holstein calf. J Vet Diagn Invest 2006, 18:418-422). El sindrome
se caracterizaba por peso corporal severamente reducido, retraso del crecimiento, malformaciones vertebrales
graves asociadas con un acortamiento significativo de la columna vertebral (braquispina) y extremidades largas y
delgadas. Ademas, los animales afectados muestran braquignatismo inferior asi como malformacion de los érganos
internos, en particular el corazén, los rifiones y los testiculos (4) como se muestra en la figura 2. La causa del
sindrome no se pudo determinar. Puesto que el ternero era el resultado del apareamiento artificial entre animales
genéticamente relacionados y fenotipicamente normales y como era el Unico ternero afectado que se produjo en un
rebafio de 96 hembras adultas, se podria especular que el incidente se produjo por transmisién por ascendencia de
un alelo recesivo defectuoso de un antepasado comun. Se identificaron casos adicionales después mediante el
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Programa Danés de Enfermedades Genéticas Bovinas (Agerholm JS, Basse A, Christensen K: Investigations on the
occurrence of hereditary diseases in the Danish cattle population 1989-1991. Acta Vet Scand 1993, 34:245-253).
Pero de nuevo, la causa de la enfermedad no se pudo determinar. Una revisién de Whitlock et al. (Theriogenology,
2008, 70 (3): 535-549) discute las etiologias para las anomalias fetales bovinas congénitas y describe seis casos de
sindrome de braquispina en la bibliografia antes de la braquispina.

Compendio de la invencion

En vista de lo anterior, el problema técnico subyacente a la presente invencion era proporcionar medios y métodos
que permitan un diagnéstico selectivo y conveniente de braquispina o del estado de portador para esta enfermedad
en ganado vacuno.

La soluciéon a dicho problema técnico se alcanza mediante las formas de realizacidon caracterizadas en las
reivindicaciones.

La presente invencion proporciona por primera vez la localizacion cromosémica del gen que produce braquispina, y
se describen haplotipos SNP que estan “asociados” con el alelo D y que se pueden utilizar para deteccion altamente
precisa de portadores +/D.

Por tanto, la presente invencién proporciona en una primera forma de realizacion:

un método para determinar si un bovino esta afectado por o es portador de braquispina (BS) analizando su ADN
genodmico, el método comprende los pasos de:

a) extraer ADN de una muestra de material biolégico que contiene dicho ADN genémico obtenido del bovino,

b)i) genotipar dicho ADN para SNP localizados en el intervalo entre las posiciones de nucleétidos 20156961 y
22499122 en el cromosoma bovino 21, Btau_4.0, y

c) determinar si dicho animal tiene el haplotipo de riesgo de braquispina.

El término “bovino” segun la presente invencion abarca todo el ganado vacuno o razas de ganado vacuno de la
especie bos taurus. En una forma de realizacion preferida de los métodos de la presente invencién el bovino se
selecciona del grupo que consiste en Holstein, Friesian, y razas cruzadas Holstein-Friesian, Friesian britanica y/o
danesa.

El término “portador de braquispina (BS)” se refiere a un bovino que tiene una mutacion que produce el defecto
braquispina en uno de sus cromosomas (sea heredado del padre o la madre), y un alelo de tipo salvaje en el otro
cromosoma. La mutacién que produce braquispina esta localizada en el cromosoma bovino 21 en el intervalo entre
las posiciones de nucledtidos 20156961 y 22499122 (Btau_4.0).

El término “muestra” o “muestra bioldgica” segun la presente invencion se refiere a cualquier material que contiene
células nucleadas de dicho bovino que se va a ensayar. En una forma de realizacion preferida la muestra biolégica
que se va a usar en los métodos de la presente invencion se selecciona del grupo que consiste en sangre, semen,
raices capilares, leche, liquidos corporales asi como tejidos que incluyan células nucleadas.

Los métodos de extraccion/aislamiento y purificacion de ADN son bien conocidos en la técnica y se pueden aplicar
en la presente invencion. A los protocolos estandar para el aislamiento de ADN genémico se hace referencia, entre
otros, en Sambrook, J., Russell, D.W., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1.31-1.38, 2001 y Sharma. R.C., et al., A rapid procedure for
isolation of RNA-free genomic DNA from mammalian cells, BioTechniques, 14, 176-178, 1993.

Segun la presente invencion el término “SNP” se refiere a un polimorfismo de un Unico nucleétido en una posicion
particular en el genoma bovino que varia entre una poblacion de individuos. Los SNP se pueden identificar por su
localizacion en la secuencia particular divulgada, es decir, en el intervalo de las posiciones de bases 20156961 y
22499122 en el cromosoma bovino 21 (Btau_4.0) o su nombre como se muestra en la tabla 1. Los SNP identificados
como que son indicativos para el diagndstico de braquispina segun la presente invencién se muestran en la tabla 1.
Por ejemplo, el SNP BTA-51815 de la tabla 1 indica que la base del nucledtido (o el alelo) en la posicion de
nucleétido 20210931 en el cromosoma 21 de la secuencia de referencia como se denomina en el presente
documento puede ser bien una adenina (A) o una guanina (G). El alelo asociado con o indicativo para braquispina es
en el caso del SNP BTA-51815 de la tabla 1 guanina (G).

El término “genotipar dicho ADN para SNP” segun la presente invencion se refiere a un método para determinar o
identificar si una secuencia de nucledtidos particular esta presente en una muestra de ADN. Hay varios métodos que
conocen los expertos en la materia, por ejemplo (5) para determinar si tal secuencia de nucleétidos esta presente en
una muestra de ADN. Estos incluyen la amplificacion de un segmento de ADN que abarca los SNP que componen el
haplotipo por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o cualquier otro método de amplificacion, e
indagar la posicion de SNP por medio de hibridacién especifica de alelo, o el ensayo 3’ exonucleasa (ensayo
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Tagman), o ensayo de PCR basado en colorante fluorescente y agente de extincion, o el uso de enzimas de
restriccion especificas de alelo (técnicas basadas en RFLP), o secuenciacion directa, o el ensayo de ligacion de
oligonucledtidos (OLA), o pirosecuenciacion, o el ensayo del invasor, o minisecuenciacion, o técnicas basadas en
DHPLC, o polimorfismo conformacional de hebra unica (SSCP), o PCR especifica de alelo, o electroforesis en gel en
gradiente desnaturalizante (DGGE), electroforesis en gel en gradiente de temperatura (TGGE), corte quimico por
mal apareamiento (CMC), sistema basado en analisis de heteroduplex, técnicas basadas en espectroscopia de
masas, ensayo de corte invasor, secuenciacion de relacion de polimorfismos (PRS), micromatrices, un ensayo de
extension de circulo rodante, técnicas basadas en HPLC, ensayos basados en extension, ARMS (sistema de
mutacion refractaria a amplificacion), ALEX (extension lineal de mutacion refractaria a amplificacion), SBCE
(extension de hebra de base unica), un ensayo de baliza molecular, invasor (tecnologias de tercera ola), un ensayo
de reaccion en cadena de la ligasa, técnicas basadas en ensayo de 5’ nucleasa, electroforesis en matriz capilar de
hibridacion (CAE), ensayo de truncamiento de proteinas (PTT), inmunoensayos e hibridacién en fase sodlida
(transferencia en mancha, transferencia en mancha inversa, chips). Esta lista de métodos no pretende ser exclusiva,
sino solo para ilustrar la diversidad de métodos disponibles. Algunos de estos métodos se pueden realizar en
formato de micromatriz (microchips) o sobre bolas.

Ademas se divulga el uso de cebadores o pares de cebadores en donde los cebadores o los pares de cebadores
hibrida(n) en condiciones rigurosas con el ADN de la reivindicacién 1 que comprende el intervalo entre las
posiciones de nucledtidos 20156961 y 22499122 en el cromosoma bovino 21 o a la hebra complementaria del
mismo.

Preferiblemente, los cebadores tienen una longitud de al menos 14 nucledtidos tal como 17 o 21 nucleétidos.

En el presente documento se divulgan cebadores que realmente se unen a la posicién de los SNP como se hace
referencia en la tabla 1. Tal oligonucleétido especifico de alelo tipicamente es un oligonucleétido de al menos 14 a
21 bases nucleotidicas de longitud disefiado para detectar una diferencia de una Unica base en la secuencia
genética diana del bovino que se va a ensayar. Se pueden aplicar uno o mas cebadores especificos para identificar
mas de un Unico SNP como se hace referencia en el presente documento. Como consecuencia, cuando se realiza la
union en condiciones rigurosas, tal cebador o tales cebadores es/son util(es) para distinguir entre diferentes
variantes polimérficas ya que la unidén solo se produce si las secuencias del cebador y la diana tienen
complementariedad completa. Es ademas preferido que los cebadores tengan una longitud maxima de 24
nucledtidos. Tales cebadores se pueden acoplar con un método de deteccidén apropiado tal como una reaccion de
elongaciéon o una reaccion de amplificacion que se puede usar para diferenciar entre las variantes polimoérficas y
después sacar conclusiones con respecto a, por ejemplo, la predisposicion del ganado vacuno o ternera en
investigacion para braquispina.

La hibridacién preferiblemente se realiza en condiciones rigurosas o altamente rigurosas. Las “condiciones rigurosas
o altamente rigurosas” de hibridacion las conoce bien o las puede establecer el experto en la materia segun
protocolos convencionales. Las condiciones rigurosas apropiadas para cada secuencia se pueden establecer
basandose en parametros bien conocidos tales como temperatura, composicion de las moléculas de acido nucleico,
condiciones de sal, etc.: véase, por ejemplo, Sambrook et al., "Molecular Cloning, A Laboratory Manual"; CSH Press,
Cold Spring Harbor, 1989 o Higgins y Hames (eds.), "Nucleic acid hybridization, a practical approach”, IRL Press,
Oxford 1985, véase en particular el capitulo "Hybridization Strategy" por Britten & Davidson, 3 a 15. Las condiciones
(altamente rigurosas) tipicas comprenden la hibridacion a 65°C en SSC 0,5x y SDS al 0,1% o la hibridacién a 42°C
en formamida al 50%, SSC 4x y SDS al 0,1%. La hibridacion habitualmente va seguida por lavados para eliminar las
sefiales inespecificas. Las condiciones de lavado incluyen condiciones tales como 65°C, SSC 0,2x y SDS al 0,1% o
SSC 2x y SDS al 0,1% o SSC 0,3x y SDS al 0,1% a 25°C-65°C.

El término “posiciones de bases 20156961 y 22499122 en el cromosoma bovino 21” se refiere a la secuencia de
referencia de bos taurus Btau_4.0 que se puede recuperar de, por ejemplo, de los navegadores genémicos UCSC,
Ensembl y NCBI. Btau_4.0 se generé mediante el sistema de ensamblaje gendmico Atlas en Baylor College of
Medicine Human Genome Sequencing Center. La estrategia de secuenciacion combiné lecturas aleatorias de BAC
con lecturas aleatorias del genoma completo de genotecas de insertos pequefios asi como secuencias terminales
BAC. La secuencia de nucleétidos para las posiciones de las bases 20156961 a 22499122 del cromosoma bovino
21 (Btau_4.0) como se denomina en el presente documento se muestra en SEQ ID NO: 1.

El término “haplotipo de riesgo de braquispina” como se usa en el presente documento se refiere a combinaciones
alélicas en uno o mas SNP que mapean en las posiciones de bases 20156961 y 22499122 en el cromosoma bovino
21, que se asocian con BS. 104 de estos SNP, que se pueden genotipar con las dos matrices de SNP de lllumina™
mas comunmente usadas (referencias 3 y 6), se enumeran en la tabla 1 que también describe para cada SNP el
alelo asociado a BS y su frecuencia en la poblacién Holstein-Friesian. Esta lista de SNP no pretende ser exhaustiva.
La secuenciacion de muestras de ADN de individuos afectados y/o portadores y controles, en el intervalo
correspondiente o incluso regiones flanqueantes, usando métodos que conocen bien los expertos en la materia,
revelara SNP adicionales que muestran grados variables de asociacion con BS y se podrian usar para realizar el
diagnéstico para BS de la misma manera que se realiza en los ejemplos descritos en esta invencién en base a los
SNP enumerados en la tabla 1. La especificidad y sensibilidad de la prueba diagnéstica aumentara con el nimero de
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SNP incluidos en el analisis. Sin embargo, hemos demostrado que la especificidad/sensibilidad maxima se alcanza
facilmente con un numero relativamente pequefio de SNP. Por tanto, en una forma de realizacién preferida de la
presente invencion un unico SNP como se hace referencia anteriormente es indicativo para el diagnéstico de BS. En
otra forma de realizacion de la presente invencion se pueden aplicar al menos 5 SNP como se identifican en el
presente documento en la tabla 1 para el diagnéstico de BS. Los SNP que se van a analizar preferiblemente en el
método diagnodstico de la presente invenciéon son los que tienen la menor frecuencia en la poblacion general
Holstein-Friesian. Por tanto, se pueden clasificar los SNP en la tabla 1 al aumentar la frecuencia alélica e incluir SNP
para una prueba diagnodstica empezando desde la parte superior de la lista. Se ha mostrado que incluso cuando se
trabaja con datos “sin ajuste de fases” (véase posteriormente en el presente documento) los siete mejores SNP
proporcionan sensibilidad/especificidad 6ptima.

Para determinar si un individuo tiene un haplotipo definido en una posiciéon determinada del mapa de la secuencia
puede ser necesario desenmarafiar los haplotipos paterno y materno, un procedimiento conocido como “ajuste de
fases”. Puesto que los bovinos son diploides, la informacion del haplotipo (o fase) no estda inmediatamente
disponible. Como ejemplo, dos SNP que estan en el mismo cromosoma, ambos con alelos C y G. Si se observan
ambos SNP como heterocigotos, no esta claro si un cromosoma contiene el alelo C en ambos loci y el otro
cromosoma contiene el alelo G en ambos loci, o si un cromosoma contiene el alelo C en el primer locus y el alelo G
en el segundo locus y el otro cromosoma contiene los alelos G y C, respectivamente.

Obtener los haplotipos es el primer paso para muchos tipos de analisis de variaciones de SNP. La construccién de
haplotipos a partir de la informacion del genotipo diploide (es decir, el ajuste de fases de los genotipos) se puede
hacer basandose en los genotipos parentales disponibles, genotipos de la descendencia, desequilibrio de ligamiento
en la poblacién o una combinacion de estas diferentes fuentes de informacion. Los alelos de los SNP que estan
fisicamente localizados muy cerca entre si en un cromosoma con frecuencia estan correlacionados (“desequilibrio de
ligamiento”) entre si. Por tanto, en la mayoria de las regiones cortas, hay una variabilidad genética limitada, y existe
solo un pequefio numero de secuencias alélicas (haplotipos) en una poblacién. La estructura del haplotipo de una
region determinada depende de factores evolucionarios y de genética de poblaciones tales como tasas de mutacion
y recombinacion, seleccion y antecedentes de la poblacion. Se han desarrollado programas informaticos para
estimar y asignar la fase a partir de los datos de genotipos diploides (por ejemplo, Stephens et al. 2001, Am. J. Hum.
Genet. 68: 978-989; Halperin y Eskin 2004; Bioinformatics 20:1842-1849 y Druet et al., sin publicar).

Por tanto, en una forma de realizacién preferida de la presente invencion, el método descrito anteriormente de la
presente invencion comprende el paso adicional b)ii), que produce un

método para determinar si un bovino esta afectado por o es un portador de braquispina (BS) analizando su ADN
gendmico, el método comprende los pasos de:

a) extraer el ADN de una muestra de material biolégico que contiene dicho ADN genémico obtenido del bovino,

b)i) genotipar dicho ADN para SNP localizados en el intervalo entre las posiciones de nucleétidos 20156961 y
22499122 en el cromosoma bovino 21, Btau_4.0, y

b)ii) ajuste de fases del genotipo de SNP de dicho bovino

c) determinar si dicho animal tiene el haplotipo de riesgo de braquispina.

En una forma de realizacion adicional de la presente invencién se proporciona un método para determinar si un
bovino es un portador de braquispina (BS) analizando su ARN, el método comprende los pasos de:

a) extraer el ARN de una muestra de material bioldgico que contiene dicho ARN obtenido del bovino,

b)i)  genotipar dicho ARN para SNP localizados en el intervalo entre las posiciones de nucleétidos 20156961 y
22499122 en el cromosoma bovino 21, Btau_4.0, y

b)ii) ajuste de fases del genotipo de SNP de dicho bovino

c) determinar si dicho animal tiene el haplotipo de riesgo de braquispina.

“ARN” como se denomina en el presente documento abarca todos los tipos de ARN.

Técnicas bien conocidas en la materia para permitir el aislamiento del ARN total, ARN mitocondrial o ARN
mensajero. El experto en la materia puede seleccionar un método de extraccion adecuado sin mas dependiendo de
la naturaleza de la muestra que se va a ensayar.

Si se va a usar una muestra que contiene ARN como molde para una reacciéon de amplificaciéon, sera necesario
transcribir dicho ARN a ADNc antes de que la amplificacion se pueda llevar a cabo. De nuevo, las técnicas para
hacer eso las conoce bien el experto en la materia. Como ejemplo el ARN se puede purificar con el mini kit
RNeasy™ (Qiagen). EI ARN se sometera después a transcripcion inversa a ADNc usando, por ejemplo, el sistema
SuperScript™ Choice (Invitrogen).

Ademas, el ARN, o el ADN gendmico obtenido del sujeto bovino se puede secuenciar para identificar las mutaciones
que pueden dar huellas caracteristicas de mutaciones en la secuencia de acido nucleico al que se hace referencia
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en el presente documento, en el intervalo de las posiciones de bases 20156961 y 22499122 en el cromosoma
bovino 21 (Btau_4.0). Ademas se proporcionan métodos en donde tal huella se puede generar mediante RFLP de
ADN o ARN obtenidos del sujeto bovino, opcionalmente el ADN o ARN se puede amplificar antes del analisis, los
métodos de lo cual se conocen bien en la técnica. Las huellas de ARN se pueden realizar mediante, por ejemplo,
digestion de una muestra de ARN obtenida del sujeto con una RNasa adecuada, o una ribozima y, por ejemplo,
separacion electroforética y deteccion de los fragmentos de ARN.

Ademas, la posibilidad de detectar animales que son portadores de BS se puede utilizar muy eficazmente para la
seleccién asistida por marcador para aumentar la fertilidad. En efecto hemos demostrado en la presente invencion
que el estado de portador para BS se correlaciona fuertemente con la fertilidad, uno de los rasgos econémicos mas
importantes en el ganado vacuno. En efecto, solo se han descrito ocho terneros afectados por braquispina en la
poblacién de ganado vacuno lechero Holstein-Friesian hasta la fecha. Sin embargo, el alelo D es mucho mas comun
de lo que se esperaria de la incidencia aparentemente baja de la enfermedad. En esta invencion demostramos que
los sementales portadores +/D se caracterizan por un descenso altamente significativo en la “tasa de no retorno”.
Esto se debe al hecho de que cuando se aparean con vacas +/D (se estima que representan el 10% de la poblacion
HF), un cuarto de los embriones estan afectados D/D y moriran temprano en el desarrollo lo que produce que la
vaca aborte y “vuelva al celo”. Por tanto, la braquispina es un asunto mucho mas importante en el ganado vacuno
que lo reflejado por la incidencia de terneras nacidas afectadas. Por tanto, detectar los portadores de /D se puede
usar para la seleccion asistida por marcador para aumentar la fertilidad.

Como resultado de esta invencion, ahora es posible detectar animales portadores +/D para BS por medio de
pruebas genéticas sencillas realizadas en un acido nucleico extraido de las muestras biolégicas que se originan de
dichos animales y usar la informacién obtenida por los métodos de la presente invencién para la seleccién asistida
por marcador para la fertilidad aumentada.

El término “seleccion asistida por marcador para fertilidad aumentada” segun la presente invencion se refiere al uso
de “informacién de marcadores” correspondientes de hecho a genotipos para SNP localizados entre las posiciones
de nucledtidos 20156961 y 22499122 en el cromosoma bovino 21 (Btau_4.0) para identificar animales que son
portadores del haplotipo de riesgo de BS segun los procedimientos descritos anteriormente, y de esta manera
obtener informacién sobre su valor de apareamiento para fenotipos relacionados con la fertilidad de machos o
hembras. Es notable que una forma novedosa de seleccion asistida por marcador se ha introducido recientemente
denominada “seleccion genética” (véase, por ejemplo, la referencia 7). La informacion sobre la presencia o ausencia
del haplotipo de riesgo de BS se utilizara si el procedimiento de seleccién gendémica se fuera a aplicar para rasgos
relacionados con la fertilidad tanto de machos como de hembras. La seleccion genética para tales rasgos, por tanto,
utilizaria informacién que se divulga por primera vez en la presente invencion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: llustracion de los principios genéticos subyacentes al uso de haplotipos diagnésticos para detectar
portadores de BS. A. Identificacion del haplotipo diagndstico como una regidon de homocigosis compartida por todos
los individuos afectados. B. “Ajuste de fases” basado en la informacion parental. Los genotipos sin ajuste de fase se
determinan experimentalmente en un trio (padre, madre y descendencia) y se muestran como “x,y”. El examen del
genotipo del trio para un SNP determinado permite la clasificacion de los alelos de la descendencia segun el origen
parental que equivale al “ajuste de fases”. El desenlace (genotipos en fases) esta encuadrado, lo que permite la
identificacion del haplotipo diagndéstico en la descendencia lo que demuestra que es un portador de BS. C. Uso de
los genotipos sin ajuste de fases para detectar portadores. Los genotipos “R(echazados)”’, incompatibles con el
estado portador se muestran en los individuos sin ajuste de fases lo que permite la exclusion del estado de portador
para el individuo “A” pero no “B”.

Figura 2: Ternera recién nacida Holstein-Friesian con braquispina.

Figura 3: Mapeo de autocigosis del locus de braquispina. A. Genotipos de casos y controles para SNP del
cromosoma 21. Los genotipos homocigotos se muestran en gris (amarillo) o blanco, los genotipos heterocigotos en
negro (rojo). Los bloques solapantes de homocigosis extendida se muestran en negro y gris marcados con una
linea. Los limites y tamafio de la homocigosis compartida del haplotipo e idéntica por estado entre todos los casos
se marca en negro (rojo). B. Contenido génico del segmento cromosémico compartido.

SEQ ID NO 1: Secuencia de nucledtidos para las posiciones de bases 20156961 y 22499122 del cromosoma bovino
21 (Btau_4.0).

Descripcion detallada de la invencién
Mapeo del gen y la mutacion que producen BS a BTA21

Para colocar el gen que produce BS, se recogieron muestras de tejidos de seis individuos afectados en la poblacion
de ganado vacuno lechero Holstein-Friesian. Las muestras eran originarias de los Paises Bajos, Dinamarca e ltalia.
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Se extrajo el ADN de las muestras de tejido y se genotipd usando un panel previamente descrito de 60.000 SNP
bovinos (panel de 60K de HG) (3), junto a muestras control de individuos control sanos de la misma raza. Los
genotipos resultantes se examinaron visualmente asi como con los programas previamente descritos ASSHOM y
ASSIST (3). Se identificé facilmente una regién cromosdmica que abarca 2,46 Mb de homocigosis compartida por
ascendencia por los seis individuos afectados. Se mostré que el haplotipo que se comparte era altamente
significativo. La region critica, unida por los sucesos de recombinacién mas proximos, abarcaba 56 genes anotados
(figura 3).

Definicion de un haplotipo SNP diagndstico para BS usando el panel 60 K de HG (3)

La tabla 1 muestra el haplotipo (obtenido con el panel de SNP de 60K de HG (3)) de homocigosis compartida por
todos los casos en la regién critica. Para examinar la sensibilidad y especificidad de este haplotipo en la
identificacion de portadores +/D, se genotiparon 1999 animales Holstein-Friesian holandeses con el mismo panel de
SNP. Se hizo el ajuste de fase de los genotipos BTA21 usando software construido a propésito y se identificaron los
animales que tienen el haplotipo de BS en uno de sus cromosomas. Se observaron 193 de tales animales
correspondientes a una frecuencia de portadores de BS del 9,7%. Los analisis genealdgicos mostraron que todos los
portadores de BS se remontaban a un antepasado comun (“Sweet-Haven Tradition TM”), mientras que 186 de ellos
se remontaban al hijo de Sweet-Haven Tradition: “Bis-May Tradition Cleitus”. Estos sementales muy populares
deben haber propagado el defecto en la poblacion general debido a su extenso uso por inseminacion artificial.

Efecto del estado de portador de BS sobre la fertilidad

El 9,7% de incidencia de portadores del haplotipo de BS, incluyendo algunos sementales populares, sugiere que BS
debe ser mucho mas comun que lo observado. La mayoria de los portadores del haplotipo no se sabia realmente
que eran portadores de BS. Razonamos que esto se podria deber al hecho de que la mayoria de los casos de BS
abortarian prematuramente. Para probar esta hip6tesis examinamos la tasa de no retorno (“en celo”) después de la
inseminacion con semen de portadores putativos de BS que tienen el haplotipo diagndstico. En efecto se observé un
efecto altamente significativo del haplotipo de BS en la “tasa de no retorno” (tabla 2). La significacion del efecto era
mayor para la tasa de no retorno a los 270 dias tras la inseminacion, lo que sugiere que muchos fetos afectados
mueren relativamente tarde durante la gestacion. El alelo D de BS es por tanto un determinante principal no solo del
defecto BS sino también de la fertilidad, uno de los rasgos econémicamente mas importantes en ganado vacuno.

Especificidad y sensibilidad del haplotipo diagndstico de BS sin ajuste de fases

En un ndmero de casos puede no ser posible el ajuste de fases de forma precisa de los genotipos SNP de ciertos
individuos. Para probar si el haplotipo especifico de BS se podria usar como un diagndstico en ausencia de ajuste
de fases se intent6 detectar portadores putativos en la misma poblacion usando sus genotipos SNP sin ajuste de
fases. La sensibilidad de la prueba (probabilidad de detectar portadores verdaderos) fue del 100%, mientras que la
especificidad fue 193/198 = 98%. Solo 4 de 1.086 no portadores se marcaron errbneamente como portadores. El
numero minimo de SNP necesarios para alcanzar esta sensibilidad y especificidad fue 7.

Definicion de SNP diagndsticos adicionales en la region critica de BS

Los 55 SNP del panel de 60K de HG que mapean en la region critica de BS definidos como se describe
anteriormente, son por supuesto solo una fraccién de todos los SNP que mapean en ese intervalo. Para identificar
SNP diagnosticos adicionales, y por tanto aumentar la sensibilidad y especificidad del haplotipo diagnéstico de BS
se genotiparon seis casos y 20 controles para el panel de 60K de dominio publico (6). Usando el mismo
planteamiento que se ha descrito anteriormente, identificamos una regién compartida de homocigosis que coincide
con la localizacion previamente definida. La tabla 1 enumera todos los SNP en la region critica de BS con el alelo
correspondiente en el haplotipo especifico de BS. Los SNP enumerados en la tabla 1 se pueden usar todos en
aislamiento o preferiblemente conjuntamente para definir el estado de portador de BS de los animales.

Tabla 1

Cr: Cromosoma. Posicion: posicién en el cromosoma segun la construccion bovina 4. SNP: nombre del
correspondiente marcador SNP. HG: “1” si esta presente en el panel de SNP de 60K de HG (3), “0” si no. USDA: “1”
si esta presente en el panel de SNP de 60K de USDA (6), “0” si no. Alelo asociado: alelo SNP asociado con
braquispina; por tanto, la columna correspondiente muestra el haplotipo diagnéstico asociado a D. Alelos SNP: dos
alelos observados en el marcador SNP. Los alelos son alelos de hebra “TOP” como se definen por illumina
(http://www.illumina.com/downloads/TopBot TechNote.pdf). Frecuencia en HF: frecuencia del alelo asociado a BS
en la poblacion de ganado vacuno lechero Holstein-Friesian general.
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Tabla 2: Efecto del estado portador de BS en la fertilidad femenina

novillas vacas

Diferencia Intervalo de confianza del Diferencia Intervalo de confianza
95% del 95%

observada (portador mit mit observada (portador mit mit
de BS-no portador imite imite de BS-no portador imite imite
inferior superior inferior superior

NR 56' 0,59% -0,27% 1,45% 1,71% 1,33% 2,09%
NR 90 1,58% 0,68% 2,48% 2,80% 2,41% 3,18%
NR 270 3,00% 2,07% 3,92% 3,20% 2,82% 3,59%
Muerte fetal -0,82% -1,50% -0,15% -0,06 -0,25% 0,14%
Tasa de
eliminacién -2,40% -1,62% -3,17% -1,17% -0,85% -1,48%
selectiva
Total® 4.57% 3,65% 5,49% 4,31% 3,77% 4,85%

“,m

'NR “x” es la tasa de no retorno en el dia “x” tras lainseminacién. “ El nimero total de fracasos es NR 270 menos la
tasa de eliminacion selectiva menos la muerte fetal.
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REIVINDICACIONES

Un método para determinar si un bovino esta afectado por o es portador de braquispina (BS) analizando su
ADN genomico, el método comprende los pasos de:

a) extraer el ADN de una muestra de material biolégico que contiene dicho ADN gendmico obtenido del
bovino,

b)i) genotipar dicho ADN para SNP localizados en el intervalo entre las posiciones de nucleétidos 20156961
y 22499122 en el cromosoma bovino 21, Btau_4,y

c) determinar si dicho animal tiene el haplotipo de riesgo de braquispina.

Un método para determinar si un bovino esta afectado por o es portador de braquispina (BS) analizando su
ARN, el método comprende los pasos de:

a) extraer el ARN de una muestra de material biolégico que contiene dicho ARN obtenido del bovino,

b)i) genotipar dicho ARN para SNP localizados en el intervalo entre las posiciones de nucleétidos 20156961
y 22499122 en el cromosoma bovino 21, Btau_4, y

c) determinar si dicho animal tiene el haplotipo de riesgo de braquispina.

El método de la reivindicacion 1 o 2 que comprende ademas el paso de:

b)ii)  ajuste de fases del genotipo SNP de dicho bovino.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde los SNP utilizados son como se definen en la
tabla 1.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la identificacion de al menos un SNP es
indicativa de braquispina en dicho bovino.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la identificacion de al menos 5 SNP es
indicativa de braquispina en dicho bovino.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la muestra se selecciona del grupo que
consiste en sangre, semen, raices capilares, leche, liquidos corporales y/o tejidos que incluyen células
nucleadas.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el bovino se selecciona de la especie bos
taurus.

El método segun la reivindicacion 8 en donde el bovino se selecciona del grupo que consiste en Holstein,
Friesian y razas cruzadas Holstein-Friesian, Friesian britanica y/o holandesa.

Uso del método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para realizar la seleccion asistida por marcador o
seleccion gendémica para fertilidad aumentada en dicho bovino.
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