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DESCRIPCIÓN

Detección de la mutación braquispina

Campo de la invención 

Esta invención se refiere a métodos para la detección de un animal bovino que está afectado o es portador de 
braquispina, un defecto heredado con herencia autosómica recesiva. La presente invención proporciona métodos 5
para determinar si un animal bovino está afectado o es portador de braquispina, analizando su ADN o su ARN
genómico. Los métodos incluyen determinar el genotipo de una muestra de material que contiene ADN o ARN 
genómico obtenido a partir del animal bovino, para detectar la presencia de una deleción de 3,3 Kb (posiciones de 
nucleótidos 20537017 hasta 20540346 en la construcción genómica bTau4.0) que elimina los exones 25, 26 y 27 del 
gen bovino FANCI, causando la mutación el síndrome de braquispina.10

Dicha deleción se corresponde a las posiciones de nucleótidos 51691 hasta 55020 de SEQ ID NO: 1.

Descripción de la técnica anterior

Selección auxiliada con marcadores frente a defectos genéticos en el ganado.

Una selección intensa en busca de características deseadas en el ganado, produce con frecuencia una endogamia 
incrementada que contribuye a la aparición de nuevos defectos recesivos. Ejemplos de tales estallidos en el ganado15
Holstein-Frisona incluyen la deficiencia de adhesión leucocitaria bovina (BLAD) (1) y la malformación vertebral 
compleja (CVM) (2). La mortalidad de terneros, resultante de tales defectos ocasiona importantes pérdidas 
económicas y plantea cuestiones de bienestar.

La mayoría de los defectos hereditarios son autosómicos recesivos, y por lo general se deben a mutaciones de 
pérdida de función (símbolo "d") en genes esenciales. Los apareamientos entre animales que están sanos, pero son 20
portadores de una copia de la mutación (genotipo "+/d'', es decir, "portadores") producirán un 25% de animales 
mutantes homocigotos (genotipo "d/d") que se verán afectados. Una prueba de diagnóstico que permite la 
identificación de animales portadores +/d se puede utilizar, ya sea para sacrificar a los animales portadores,
eliminando de esta manera la mutación y, por tanto, el defecto de la población, o para evitar apareamientos "de
riesgo" entre sementales y hembras portadoras. El desarrollo reciente de herramientas genómicas altamente 25
eficaces, permite ahora una rápida identificación de las mutaciones "d" causantes a nivel molecular (3). Una vez 
identificadas, se pueden desarrollar pruebas de diagnóstico eficaces utilizando una serie de tecnologías genéricas
basadas en el ADN que son bien conocidas por los expertos en la técnica.

El síndrome y el locus de braquispina.

Recientemente (4) se ha identificado un nuevo defecto genético, conocido como el síndrome de braquispina, en las 30
vacas lecheras Holstein-Frisonas. Los animales afectados se caracterizan por una disminución drástica del peso, 
retraso del crecimiento, malformaciones vertebrales graves asociadas con una reducción significativa de la columna 
vertebral (braquispina) y extremidades largas y delgadas. Además, los animales afectados presentan 
braquignatismo inferior, así como malformación de los órganos internos, especialmente el corazón, los riñones y los 
testículos. Todos los casos descritos rastreados tanto desde el lado paterno como el materno hasta un ancestro 35
común, sugieren una transmisión autosómica recesiva. Como se describe en el documento WO 2010/012690 A1, 
previamente se situó el locus de braquispina en un segmento genómico de 2,46 Mb en el cromosoma bovino 21 (5) 
empleando matrices de SNP de 50K desarrolladas recientemente y un enfoque estadístico denominado
"cartografiado de autocigosidad" (3). Basándose en estos resultados, se desarrolló una prueba de diagnóstico 
"indirecta" basándose en un panel de marcadores de SNP que incluían el locus de braquispina. Una prueba indirecta40
de este tipo, denominada frecuentemente una prueba basada en el haplotipo, se puede emplear y ya ha sido 
utilizada para detectar animales portadores +/d. Sin embargo, debido a que la asociación entre la enfermedad 
causante del alelo "d" y los alelos SNP no es perfecta, tal prueba indirecta tiene falta de sensibilidad y especificidad. 
Algunos animales homocigotos +/+ se pueden designar erróneamente portadores, mientras que se pueden pasar 
por alto algunos animales portadores +/d. Por tanto, son necesarias pruebas de diagnóstico mejoradas, idealmente45
basadas en la detección de la mutación causante que tengan, por consiguiente, una sensibilidad y especificidad casi 
perfectas.

La secuencia del ARNm de la anemia de Fanconi de Bos taurus, grupo de complementación I (FANCI), se puede 
recuperar a partir de la base de datos con nº de orden NM_00191454 (BASE DE DATOS Geneseq 2010-07-18).

Además, la secuencia del genoma completo “shotgun” (fragmentado de forma aleatoria) de Bos taurus50
Ctg75.CH240-313J1 se puede recuperar a partir de la base de datos con nº de orden AAFC03040853 (BASE DE 
DATOS Geneseq 2008-02-15).

Efecto del síndrome de braquispina sobre la fertilidad.

Como se describe en el documento WO 2010/012690 A1, se ha mencionado previamente (5) que vacas 
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inseminadas con esperma de toros que son portadores de la mutación braquispina, muestran una disminución de la 
tasa de no retorno (el hecho de no volver a estar en celo como resultado de un embarazo exitoso), un aumento de la 
muerte fetal y un aumento de la tasa de sacrificio. Se cree que todas estas características son el resultado de una
mortalidad embrionaria y fetal de ~4% de los productos de la concepción. Además de causar el síndrome de 
braquispina, la mutación o mutaciones braquispina tiene/tienen por ello un efecto importante sobre la fertilidad 5
masculina y femenina, dos de los rasgos económicos más importantes en la cría de ganado lechero. El poder
detectar la o las mutaciones braquispina a través de una prueba de diagnóstico adecuada, tendría por lo tanto un 
impacto importante en la mejora de la fertilidad en el ganado lechero Holstein-Frisona.

Compendio de la invención

De cara a lo anterior, el problema técnico subyacente a la presente invención era proporcionar medios y métodos 10
que permitieran un diagnóstico selectivo y conveniente de braquispina o del estado de portador de esta enfermedad 
en el ganado. La solución a dicho problema técnico se consigue mediante las realizaciones caracterizadas en las 
reivindicaciones. La presente invención proporciona por primera vez la identidad de la mutación que causa el 
síndrome de braquispina en el ganado.

Por tanto, la presente invención se refiere en una primera realización, a un método para detectar el síndrome de 15
braquispina a partir de una muestra biológica bovina que comprende determinar el genotipo de un polinucleótido, 
ADN o ARN, en busca de una deleción que causa la braquispina. En particular, la presente invención proporciona un 
método para determinar si un animal bovino está afectado o es un portador de braquispina (BS) mediante el análisis 
de su ADN genómico, comprendiendo el método las etapas de: 

a) extraer el ADN a partir de una muestra de material biológico que contiene dicho ADN genómico obtenido a 20
partir del animal bovino,

b) determinar el genotipo de dicho ADN en busca de una deleción en el intervalo entre las posiciones de 
nucleótidos 51691 a 55020 de SEQ ID NO: 1, en donde la deleción elimina los exones 25, 26 y 27 del gen 
FANCI bovino, y 

c) determinar si dicho animal es portador de la mutación braquispina.25

El intervalo entre las posiciones de nucleótidos 51691 a 55020 de SEQ ID NO: 1 se corresponde con el intervalo 
entre las posiciones de nucleótidos 20537017 a 20540346 en el cromosoma bovino 21, bTau4.0.

La expresión "animal bovino" de acuerdo con la presente invención, incluye todo el ganado o razas de ganado 
procedentes de la especie Bos taurus. En una realización preferida de los métodos de la presente invención, el 
animal bovino se selecciona a partir del grupo que consiste en las razas Holstein, Frisona y cruces de Holstein-30
Frisona, Frisona británica y/o holandesa.

La expresión "portador de braquispina" se refiere a un animal bovino que es portador de la mutación que causa el 
defecto braquispina en uno de sus cromosomas (ya sea heredado del padre o de la madre), y de un alelo de tipo 
silvestre en el otro cromosoma.

El término "muestra" o "muestra biológica", de acuerdo con la presente invención, se refiere a cualquier material que 35
contiene ADN nuclear de dicho animal bovino que se va a someter a ensayo. En una realización preferida, la 
muestra biológica que se va a utilizar en los métodos de la presente invención se selecciona a partir del grupo que 
consiste en sangre, esperma, raíces de pelo, leche, así como fluidos corporales incluyendo células nucleadas. Aún 
más preferida como muestra biológica es un tejido o tejidos, que incluyen células nucleadas.

Por lo tanto, en una realización adicional, se proporciona un método para determinar en una muestra biológica, si un 40
animal bovino a) no está afectado, b) tiene braquispina o c) es un portador de la enfermedad.

Los métodos de extracción/aislamiento y purificación de ADN son bien conocidos en la técnica y se pueden aplicar 
en la presente invención. Los protocolos convencionales para el aislamiento de ADN genómico figuran, entre otros,
en Sambrook, J., Russell, D.W., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera edición, 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 45
isolation of RNA-free genomic DNA from mammalian cells, BioTechniques, 14, 176-178, 1993.

La expresión "mutación braquispina" o "deleción braquispina" o "deleción" de acuerdo con la presente invención, se 
refiere a una deleción en el intervalo entre las posiciones de nucleótidos 20537017 a 20540346 (bTau4.0) en el 
cromosoma bovino 21. Por lo tanto, en un aspecto preferido, la deleción incluye 3.329 pares de bases (también 
denominada en esta memoria la deleción de 3,3 Kb) que incluye las posiciones de nucleótidos 20537017 a 50
20540346 en el cromosoma bovino 21 (bTau4.0) en el gen bovino FANCI. Las deleciones preferidas eliminan los 
exones 25, 26 y 27 del gen bovino FANCI. La mutación/deleción braquispina está prevista que cause un 
desplazamiento del marco en la posición del aminoácido 877, sustituyendo los 451 aminoácidos carboxi terminales 
por un péptido incorrecto con 26 residuos de longitud. Por otra parte, se espera que el siguiente codón de parada en 
el exón 28 cause una degradación del ARN mediada por mutaciones terminadoras.55
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La expresión "determinar el genotipo de dicho ADN para la mutación braquispina" o "determinar el genotipo de dicho 
ADN para la deleción braquispina" de acuerdo con la presente invención, se refiere a un método para determinar o 
identificar si una secuencia de nucleótidos particular está presente en una muestra de ADN. Existen diversos
métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo (6), para determinar si una secuencia de nucleótidos
de este tipo está presente en una muestra de ADN. Estos incluyen la amplificación de un segmento de ADN que 5
incluye la mutación, por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o cualquier otro método de 
amplificación, y examinar los amplicones mediante hibridación específica de alelo, o el ensayo de la exonucleasa 3'
(ensayo de Taqman), o un ensayo de PCR basado en un colorante fluorescente y un agente de extinción, o el uso 
de enzimas de restricción específicas de un alelo (técnicas basadas en RFLP), o una secuenciación directa, o el 
ensayo de ligación de oligonucleótidos (OLA), o pirosecuenciación, o el ensayo invasor, o una minisecuenciación, o 10
técnicas basadas en DHPLC, o un polimorfismo de conformación de cadena simple (SSCP), o una PCR específica 
de alelo, o una electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE), una electroforesis en gel con gradiente 
de temperatura (TGGE), un corte químico por desapareamiento (CMC), un sistema basado en análisis heterodúplex, 
técnicas basadas en espectroscopia de masas, un ensayo de escisión invasiva, una secuenciación de relación de 
polimorfismos (PRS), micromatrices, un ensayo de extensión de círculo rodante, técnicas basadas en HPLC, 15
ensayos basados en extensión, ARMS (sistema de mutación refractaria a amplificación), ALEX (extensión lineal de 
mutación refractaria a amplificación), SBCE (extensión de hebra de base única), un ensayo de baliza molecular, 
invasor (tecnologías de tercera vía), un ensayo de reacción en cadena de la ligasa, técnicas basadas en un ensayo 
con nucleasa 5', electroforesis en matriz capilar de hibridación (CAE), ensayo de truncamiento de proteínas (PTT), 
inmunoensayos e hibridación en fase sólida (transferencia de puntos, transferencia inversa de puntos, chips). Esta 20
lista de métodos no pretende ser exclusiva, sino solo ilustrar la diversidad de los métodos disponibles. Algunos de 
estos métodos se pueden realizar de acuerdo con los métodos de la presente invención, en formato de micromatriz 
(microchips) o sobre perlas.

La invención se refiere también por tanto al uso de cebadores o parejas de cebadores, en donde los cebadores o las 
parejas de cebadores se hibridan en condiciones rigurosas con el ADN correspondiente a la deleción braquispina25
(posiciones de nucleótidos 20537017 a 20540346 (bTau4.0) o la flanquean (es decir, por ejemplo, las posiciones de 
nucleótidos 20527017 a 20537017 y 20540346 hasta 20550346 (bTau4.0), o con la hebra complementaria de la 
misma.

Preferiblemente, los cebadores de la invención tienen una longitud de al menos 14 nucleótidos, tal como 17 o 21 
nucleótidos.30

En una realización de la prueba de diagnóstico, dos conjuntos de cebadores se utilizan simultáneamente para 
amplificar respectivamente el alelo de tipo silvestre y el alelo mutante. Los amplicones correspondientes se detectan 
respectivamente, usando un ensayo con exonucleasa 5’, usando cebadores internos que reconocen 
respectivamente el alelo de tipo silvestre y el alelo mutante en condiciones de hibridación rigurosas. "Condiciones 
rigurosas o muy rigurosas" de hibridación son bien conocidas por un experto en la técnica o pueden ser establecidas 35
por los mismos, de acuerdo con protocolos convencionales. Las condiciones rigurosas adecuadas para cada 
secuencia se pueden establecer basándose en parámetros bien conocidos tales como la temperatura, la 
composición de las moléculas de ácido nucleico, las condiciones de sales, etc.: véase, por ejemplo, Sambrook et al., 
"Molecular Cloning, A Laboratory Manual"; CSH Press, Cold Spring Harbor, 1989 o Higgins y Hames (compiladores), 
"Nucleic acid hybridization, a practical approach", IRL Press, Oxford 1985, véase en particular el capítulo 40
"Hybridization Strategy" de Britten y Davidson, 3 a 15. Las condiciones típicas (muy rigurosas) comprenden una
hibridación a 65°C en 0,5 x SSC y 0,1% de SDS o una hibridación a 42°C en 50% de formamida, 4 x SSC y 0,1% de 
SDS. La hibridación viene seguida generalmente por un lavado para eliminar las señales inespecíficas. Las 
condiciones de lavado incluyen condiciones tales como 65°C, 0,2 x SSC y 0,1% de SDS o 2 x SSC y 0,1% de SDS o 
0,3 x SSC y 0,1% de SDS a 25°C - 65°C.45

La expresión "posiciones de bases 20537017 a 20540346 en el cromosoma bovino 21" se refiere a la secuencia de 
referencia de Bos taurus (bTau4.0) que se puede obtener a partir de, por ejemplo, los navegadores genómicos
UCSC, Ensembl y NCBI. Btau_4.0 fue generada por el sistema de ensamblaje genómico Atlas en el centro Baylor 
College of Medicine Human Genome Sequencing Center. La estrategia de secuenciación combinaba lecturas de 
fragmentos aleatorios de BAC con lecturas de fragmentos aleatorios del genoma completo procedentes de 50
genotecas de insertos pequeños, así como secuencias terminales BAC. La secuencia de nucleótidos de referencia 
de la presente invención que incluye las posiciones de bases 20156961 a 22499122 del cromosoma bovino 21 
(bTau_4.0) como se hace referencia en el presente documento, está incluida dentro de la presente descripción.

Dicha secuencia de nucleótidos de referencia se muestra, por ejemplo, en SEQ ID NO: 1 del documento 
PCT/EP2009/058190.55

La secuencia alélica de tipo silvestre del gen bovino FANCI se proporciona en la presente como SEQ ID NO: 1. Esta 
secuencia se encuentra en el intervalo entre las posiciones de nucleótidos 20.485.327 a 20.551.026 de la secuencia 
de referencia bTau4.0 en el cromosoma bovino 21.

Una secuencia alélica mutada preferida a modo de ejemplo y en particular, de la "mutación braquispina" o la 
"deleción braquispina" bovina de acuerdo con la presente invención, en el gen FANCI, se proporciona en la presente 60
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como SEQ ID NO: 2. Esta secuencia se encuentra en el intervalo entre las posiciones de nucleótidos 20.485.327 a 
20.551.026 de la secuencia de referencia bTau4.0 en el cromosoma bovino 21.

En una realización adicional de la presente invención, se proporciona un método para determinar si un animal bovino
está afectado o es un portador de braquispina (BS) mediante el análisis de su ARN genómico, comprendiendo el 
método las etapas de: 5

a) extraer el ARN a partir de una muestra de material biológico que contiene dicho ARN genómico obtenido a 
partir del animal bovino,

b) determinar el genotipo en busca de una deleción en el intervalo entre dichas posiciones de nucleótidos 
51691 a 55020 de SEQ ID NO: 1, en donde la deleción elimina los exones 25, 26 y 27 del gen FANCI bovino, y 

c) determinar si dicho animal es portador de la mutación braquispina.10

En un aspecto preferido, la deleción incluye 3.329 pares de bases que incluyen las posiciones de nucleótidos 
20537017 a 20540346 sobre el cromosoma bovino 21 (bTau4.0) en el gen FANCI bovino.

De nuevo, en un aspecto preferido, la deleción incluye 3.329 pares de bases que incluyen las posiciones de 
nucleótidos 20537017 a 20540346 sobre el cromosoma bovino 21 (bTau4.0) en el gen FANCI bovino.

Dicha deleción se corresponde con la región que incluye las posiciones de nucleótidos 51691 a 55020 de SEQ ID 15
NO: 1.

"ARN" tal y como se hace referencia en el presente documento, incluye todos los tipos de ARN. Se pueden emplear 
métodos bien conocidos en la técnica para el aislamiento de ARN total, ARN mitocondrial o ARN mensajero. La 
persona experta en la técnica puede seleccionar un método de extracción adecuado sin mayor dilación,
dependiendo de la naturaleza de la muestra que se va a someter a ensayo.20

Si una muestra que contiene ARN se va a utilizar de acuerdo con la presente invención como un molde para una 
reacción de amplificación, será necesario transcribir dicho ARN en ADNc antes de que la amplificación pueda
llevarse a cabo. De nuevo, los métodos para realizarlo son bien conocidos por la persona experta en la técnica. A 
modo de ejemplo, el ARN se puede purificar con el mini kit RNeasy® (Qiagen). A continuación, el ARN se transcribe 
de forma inversa a ADNc utilizando, por ejemplo, el sistema de selección de SuperScript® (Invitrogen).25

En otra realización de la presente invención se proporciona un método para determinar si un animal bovino está
afectado o es un portador del síndrome de braquispina (BS) mediante el análisis de su ADN o ARN genómico, 
comprendiendo el método las etapas de: 

a) extraer el ADN o ARN a partir de una muestra de material biológico que contiene dicho ADN o ARN 
genómico obtenido a partir del animal bovino,30

b) determinar el genotipo de dicho ADN o ARN en busca de una deleción en el intervalo entre las posiciones de 
nucleótidos 51691 a 55020 de SEQ ID NO: 1, en donde la deleción elimina los exones 25, 26 y 27 del gen 
FANCI bovino, 

que comprende adicionalmente marcadores genéticos que están ligados con el locus de la braquispina; y 

c) determinar si dicho animal es portador de la mutación braquispina.35

En una realización adicional de la presente invención, se proporciona un método para determinar si un animal bovino
está afectado por el síndrome de braquispina o es portador de braquispina, mediante el análisis de su ADN o ARN, 
comprendiendo el método las etapas de: 

a. extraer el ADN o el ARN a partir de una muestra de material que contiene dicho ADN o ARN genómico
obtenido a partir del animal bovino,40

b. determinar el genotipo de dicho ADN o ARN en busca de marcadores genéticos que están ligados con el 
locus de braquispina; y

c. comprobar si dicho animal es portador de la mutación braquispina mediante un análisis de ligamiento.

Por lo tanto, en un aspecto preferido adicional de la presente invención, la etapa de determinar el genotipo del 
método reivindicado utiliza adicionalmente marcadores genéticos que están ligados con el locus de braquispina. 45

La expresión "locus de braquispina" tal como se define en la presente invención, significa una secuencia de 
polinucleótidos en el gen FANCI bovino sobre el cromosoma 21 que, cuando está mutada o delecionada, es 
causante de braquispina o conduce a un estado portador de braquispina. En una realización preferida, el "locus de 
braquispina" es la región que incluye 3.329 pares de bases que incluye las posiciones de nucleótidos 20537017 a 
20540346 sobre el cromosoma bovino 21 (bTau4.0) en el gen FANCI bovino.50
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La expresión "marcadores genéticos ligados al locus de braquispina" se refiere a variantes de la secuencia de ADN,
tales como marcadores microsatélites o marcadores de un solo nucleótido (SNPs) que se encuentran en los 
cromosomas bovinos 21 con menos de 50% de unidades de recombinación genética procedentes del locus de 
braquispina y que se pueden utilizar de acuerdo con la presente invención. En el animal bovino, un 50% de unidades 
de recombinación genética se corresponde con aproximadamente 50 millones de pares de bases. Las moléculas5
preferidas de marcadores genéticos de la presente invención se seleccionan a partir del grupo que consiste en 
marcadores de SNP ubicados a 1 millón de pares de bases del gen FANCI.

El término "comprobar" o "determinar" si dicho animal es portador de la mutación braquispina mediante un análisis 
de ligamiento, o "comprobar" o "determinar" si dicho animal es portador de la deleción braquispina mediante análisis 
de ligamiento, se refiere a la determinación de qué alelo, si es que hay alguno, de los marcadores genéticos ligados 10
al locus de braquispina está asociado con la mutación braquispina en un progenitor conocido que es portador (que 
puede ser o bien el padre, la madre o ambos), y determinar si tal alelo marcador ligado se transmite al individuo 
examinado, utilizando procedimientos de análisis de ligamiento convencionales que son bien conocidos por los 
expertos en la técnica. A los procedimientos de análisis de ligamiento convencionales se hace referencia en (7), 
entre otros.15

También se proporciona un método para determinar si un animal bovino está afectado o es portador del síndrome de 
braquispina (BS) mediante el análisis de su ADN o ARN genómico, comprendiendo el método las etapas de: 

a) extraer el ADN o ARN a partir de una muestra de material biológico que contiene dicho ADN o ARN 
genómico obtenido a partir del animal bovino,

b) determinar el genotipo de dicho ADN o ARN en busca de una deleción en el intervalo entre las posiciones de 20
nucleótidos 51691 a 55020 de SEQ ID NO: 1, en donde la deleción elimina los exones 25, 26 y 27 del gen 
FANCI bovino, 

que comprende adicionalmente marcadores genéticos que están en desequilibrio de ligamiento con el locus de 
braquispina; y

c) determinar si dicho animal es portador de la mutación braquispina, que comprende un análisis de ligamiento 25
o un análisis de asociación.

Por lo tanto, en un aspecto preferido adicional de la presente invención, la etapa de determinación del método 
reivindicado comprende además un análisis de ligamiento o un análisis de asociación.

La expresión "marcadores genéticos que se encuentran en desequilibrio de ligamiento con el locus de braquispina" 
se refiere a variantes de la secuencia de ADN, tales como marcadores microsatélites o marcadores de un solo 30
nucleótido (SNPs) que están en desequilibrio de ligamiento con el locus de braquispina en las poblaciones de 
ganado. El desequilibrio de ligamiento, también denominado asociación gamética o asociación, se refiere a la 
distribución no aleatoria de alelos en distintos loci genéticos en la población general. En el presente caso, son
variantes de la secuencia de ADN en las que un alelo se asocia más frecuentemente con la mutación braquispina en 
la población general que lo esperado al azar. En el animal bovino estas incluyen marcadores genéticos, ya sea 35
microsatélites o SNPs, que se encuentran entre las posiciones de nucleótidos de 20 millones y 22,5 millones en el 
cromosoma bovino 21 (bTau4.0).

La expresión "comprobar si dicho animal es portador de la mutación braquispina mediante análisis de asociación" o 
"comprobar si dicho animal es portador de la deleción braquispina mediante análisis de asociación" indica que se 
quiere determinar si dicho animal es portador de la mutación braquispina a partir del análisis de su genotipo en 40
variantes de la secuencia de ADN que se encuentran en desequilibrio de ligamiento con la mutación braquispina. El 
análisis de asociación se puede realizar mediante la extracción de información del desequilibrio de ligamiento a partir 
de variantes de la secuencia de ADN consideradas individualmente ("análisis de un solo punto"), o bien 
considerando las variantes de la secuencia de ADN de forma conjunta ("análisis de múltiples puntos" que incluye 
"análisis basados en el haplotipo"). Los principios de los estudios de asociación son conocidos por los expertos en la 45
técnica y se describen, por ejemplo, en (8).

Por otra parte, la posibilidad de detectar animales que son portadores de la mutación braquispina se puede utilizar 
para una selección auxiliada por marcadores para mejorar la fertilidad. De hecho, hemos demostrado que el estado 
de portador para braquispina está fuertemente correlacionado con la fertilidad, uno de los rasgos económicos más 
importantes en el ganado. Hemos demostrado en esta invención que la mutación braquispina está presente en 50
~7,5% de los animales Holstein-Frisona, que es más común de lo que podría esperarse a partir de la incidencia 
aparentemente baja de la enfermedad. Por lo tanto, la braquispina es una cuestión mucho más importante en el 
ganado que lo que se refleja por la incidencia de terneros que nacen afectados. Por lo tanto, la detección de
portadores de braquispina se puede utilizar para una selección auxiliada con marcadores, para mejorar la fertilidad.

Como resultado de esta invención, ahora es posible detectar animales portadores de braquispina por medio de 55
pruebas genéticas simples, realizadas con un ácido nucleico extraído de muestras biológicas procedentes de dichos 
animales y emplear la información obtenida por los métodos de la presente invención para una selección auxiliada 
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con marcadores, para aumentar la fertilidad.

La expresión "selección auxiliada con marcadores para aumentar la fertilidad" de acuerdo con la presente invención,
se refiere al uso de la información de la variante de la secuencia de ADN, correspondiente a la detección directa de 
la mutación braquispina, o a su detección indirecta por medio de variantes de la secuencia de ADN que, o bien están 
ligadas o en desequilibrio de ligamiento con el locus de braquispina, para identificar animales que son portadores de 5
braquispina, siguiendo los procedimientos descritos anteriormente, y de este modo obtener información acerca de su 
valor de cría para fenotipos relacionados con la fertilidad masculina o femenina. Es de destacar que se ha 
introducido recientemente una nueva forma de selección auxiliada por marcadores, denominada "selección 
genómica" (véase, por ejemplo, la referencia 9). Una información sobre la presencia o ausencia de la mutación 
braquispina se puede utilizar si el procedimiento de selección genómica se va a aplicar para las características10
relacionadas con la fertilidad masculina y femenina. La selección genómica para tales características utilizará
entonces una información que se da a conocer en la presente invención.

Por lo tanto, en una realización adicional, la presente invención proporciona el uso de los métodos de la presente 
para llevar a cabo una selección auxiliada por marcadores o una selección genómica para una mayor fertilidad en 
dicho animal bovino.15

De acuerdo con la presente invención, se proporciona un método para incrementar la fertilidad en un animal bovino
o una población bovina que comprende 

a) extraer el ADN a partir de una muestra de material que contiene ADN genómico obtenido a partir del animal 
bovino,

b) determinar el genotipo en busca de una deleción que causa braquispina como se ha descrito anteriormente; 20
e

c) identificar un animal bovino que es portador de braquispina.

Otro aspecto de la presente invención se centra en un método para la detección de la mutación/deleción braquispina
identificada anteriormente que comprende amplificar mediante métodos bien establecidos en la técnica y 
comprendidos dentro del ámbito de la presente invención, por ejemplo, reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 25
el ADN aislado obtenido a partir del animal bovino, con cebadores específicos para dicha mutación. A modo de
ejemplo no limitante, las secuencias de nucleótidos tal y como se establecen en SEQ ID NOs: 5 y 6 se pueden
aplicar como una pareja de cebadores mutantes en la PCR para la detección de braquispina. De acuerdo con la 
presente invención, las secuencias de nucleótidos tal y como se proporcionan en SEQ ID NOs: 3 y 4 se pueden
utilizar como una pareja de cebadores de control de tipo silvestre en la PCR. Preferiblemente, la etapa de 30
determinación del genotipo se realiza simultáneamente para detectar el alelo mutante y el alelo de tipo silvestre. Se 
contempla el diseño de cebadores o parejas de cebadores específicos adicionales para la detección de braquispina. 
Por lo tanto, los cebadores están dentro del alcance de la presente invención, los cuales se dirigen a las secuencias 
específicas adyacentes o que flanquean la mutación definida anteriormente. Preferiblemente, se incluyen los 
cebadores que se unen específicamente a una región dentro de 1 a 500 nucleótidos, preferiblemente de 1 a 100 35
nucleótidos o incluso más preferiblemente de 1 a 50 nucleótidos que rodean la mutación como se ha descrito en 
esta memoria.

En una realización adicional de la presente invención, se proporciona un método para la detección de la mutación 
braquispina descrita que comprende amplificar el ADN aislado, obtenido a partir del animal bovino, por ejemplo, 
mediante PCR y emplear adicionalmente sondas específicas dirigidas al locus de braquispina como se hace 40
referencia en el presente documento. A modo de ejemplo no limitante, sondas del tipo 5'HEX-AGT CCC AGT GTG 
GCT AAG GAG TGA-3'IABkFQ (de tipo silvestre) (SEQ ID NO: 7) y 5'FAM-CCA TTC CAC/ZEN/CTT TCT ATC CGT 
GTC CT-3'IABkFQ (mutante) (SEQ ID NO: 8) se pueden utilizar de acuerdo con la presente invención. De nuevo, en 
una realización adicional de la presente invención, se prevé diseñar sondas más específicas dirigidas a secuencias 
de nucleótidos que flanquean la mutación definida anteriormente. Preferiblemente, las sondas se incluyen de modo 45
que se unen específicamente a una región dentro de 1 a 1000 nucleótidos, preferiblemente de 1 a 500 nucleótidos, 
más preferiblemente de 1 a 100 nucleótidos o incluso más preferiblemente de 1 a 50 nucleótidos que rodean la 
mutación como se ha descrito en esta memoria.

En un aspecto adicional de la presente invención, la sonda se marca con un fluoróforo. Los fluoróforos son bien 
conocidos en la técnica. Preferiblemente, los que se aplican en los métodos y usos de la presente invención son: 6-50
carboxifluoresceína (FAM), hexaclorofluoresceína (HEX) o isotiocianato de fluoresceína (FITC). También se prevé 
en la presente invención que la sonda o sondas aplicadas en métodos y usos proporcionados en este documento,
comprenden además una molécula inhibidora de la fluorescencia. Aún más preferida es una molécula inhibidora de 
la fluorescencia interna, que tiene una distancia entre el fluoróforo y el inhibidor de 20 a 30 bases. La molécula 
inhibidora de la fluorescencia más preferida es ZEN

®
que disminuye la longitud en solo aproximadamente 9 bases.55

Descripción detallada de la invención

El cartografiado de la autocigosidad sitúa el locus de braquispina en un intervalo de 2,5 Mb de BTA21.
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Entre enero de 2008 y diciembre de 2009, se obtuvo material biológico de seis terneros Holstein-Frisones con 
diagnóstico de braquispina. Al igual que en los casos descritos previamente (f.i. 4), los seis animales afectados se 
remontaban, por el lado paterno y materno, a Sweet Haven Tradition, un toro Holstein-Frisón popular para la 
inseminación artificial (IA). Se extrajo el ADN genómico usando procedimientos convencionales y se determinó el 
genotipo utilizando una matriz bovina de SNP de 50K, descrita previamente (3). Suponiendo que la braquispina se 5
hereda en efecto como un defecto autosómico recesivo y genéticamente homogéneo en la raza Holstein-Frisona
(como se sugiere a partir del análisis del pedigrí), se prevé que los seis casos sean homocigotos para un haplotipo 
común que incluye la mutación causante. Se realizó un cartografiado de la autocigosidad utilizando el programa 
ASSIST (3) y 15 toros Holstein-Frisones sanos como controles, y se identificó un único pico significativo en todo el 
genoma (p <0,001) en el cromosoma 21 (BTA21). El haplotipo compartido incluye 2,46 Mb (bTau4.0: 20.132.767 -10
22.588.403) que incluye 56 genes anotados (Fig. 1).

Una resecuenciación dirigida y de todo el genoma identifica la deleción de 3,3, Kb causante de braquispina en el gen
FANCI.

Se conoce que varios de los 56 genes en el intervalo causan letalidad embrionaria cuando se desactivan en el ratón. 
Amplificamos los correspondientes marcos de lectura abierta (ORF) a partir de ADN genómico de casos y controles, 15
pero no encontramos ninguna variante perjudicial de la secuencia de ADN que fuera evidente (DSV). A continuación, 
se realizó una secuenciación dirigida de todo el intervalo de 2,46 Mb. Se diseñó una matriz de captura de secuencia 
personalizada (Roche Nimblegen) basándose en la construcción bovina bTau4.0, y se utilizó para enriquecer las 
secuencias correspondientes a partir del ADN genómico total de dos individuos afectados, antes de una
secuenciación de extremos emparejados (2x36 pb) en un aparato Illumina GAIIx. Los cromatogramas de secuencias20
resultantes se cartografiaron en la construcción bTau4.0 usando Mosaik (http://bioinformatics.bc.edu/marthlab). En la 
región diana, la profundidad de cobertura de bases no repetitivas promediaban 90,45 (intervalo: 0-336) para la 
primera muestra, y 61,28 (intervalo: 0-189) para la segunda, para ser comparada con 0,01 (intervalo: 0-24) para la
primera muestra y 0,01 (intervalo: 0-104) para la segunda muestra fuera de la región diana. La proporción de bases 
no repetitivas diana con una profundidad de cobertura <10 era de 0,12 para ambas muestras. Se utilizó el programa 25
informático GigaBayes (Gabor T. Marth, Boston College, http://bioinformatics.bc.edu/marthlab) para identificar DSV y 
se detectaron 2.368 SNPs y 572 indeles (pequeñas inserciones y deleciones) para un total de 2.940 DSVs. Mil 
treinta y dos de las mismas se correspondían a DSVs descritas anteriormente en razas distintas a la Holstein-
Frisona, y por lo tanto se eliminaron como mutaciones causantes candidatas. De las 1.908 DSVs restantes, solo una
estaba codificada, causando una sustitución de serina a glicina en el gen LOC516866 que codificaba una proteína 30
semejante a la cinasa de cadena ligera de la miosina. Esta DSV no se consideró que fuera una mutación candidata 
creíble, portadora de braquispina.

A continuación, generamos genotecas de parejas complementarias a partir de fragmentos autoligantes de 4,8 Kb (± 
0,35 Kb) de un caso de braquispina y tres controles sanos, no relacionados y generamos <3,7 Gb de secuencia en 
un aparato Illumina GAIIx para cada animal. Los cromatogramas resultantes se cartografiaron en la construcción35
bTau4.0 utilizando el alineador Burrows-Wheeler (BWA) (10), y las alineaciones se visualizaron con el visor de
Integrative Genomics (IGV) (11). El análisis de las lecturas cartografiadas en el intervalo de 2,46 Mb reveló 
fácilmente una deleción de 3,3 Kb que eliminaba los exones 25-27 de los 37 que componen el gen FANCI (del 
inglés, “Fanconi anemia complementation-group I). La deleción era evidente a partir de un conjunto de 27 parejas
complementarias que se cartografiaban alejadas ~ 8 Kb en la construcción bTau4.0, y a partir de la ausencia 40
completa de lecturas que se cartografiaban en el segmento delecionado para el caso de braquispina, en 
contraposición con los tres controles que mostraban una profundidad de cobertura normal y uniforme de la región. 
Un análisis retrospectivo de los cromatogramas de secuencias capturadas a partir de individuos afectados, confirmó 
la caída abrupta de la profundidad de cobertura en la misma ubicación exacta. Se diseñó una pareja de cebadores 
que incluía la presunta deleción, lo que permitía una amplificación productiva de un producto de 409 pb a partir de 45
ADN genómico de animales afectados y portadores, pero no de los controles sanos no relacionados de la misma 
raza o de otras razas. La secuenciación de este amplicón definía los puntos de ruptura de la deleción, lo que 
confirmó la deleción de 3.329 pb (Fig. 2A). Un análisis retrospectivo de los cromatogramas de secuencias 
capturadas a partir de individuos afectados, identificaba varias lecturas que puenteaban y confirmaban el punto de 
ruptura. Por el contrario, parejas de cebadores diseñadas dentro de la deleción no produjeron ninguna amplificación50
a partir de ADN de individuos afectados en comparación con los sanos.

Suponiendo que la deleción de los exones 25 a 27 diera como resultado la yuxtaposición de los exones 24 y 28 en el 
ARNm, se prevé que la deleción de 3,3 Kb causará un desplazamiento del marco en la posición del aminoácido 877,
sustituyendo los 451 aminoácidos carboxi terminales con un péptido incorrecto con una longitud de 26 residuos. Por 
otra parte, se espera que el siguiente codón de parada en el exón 28 cause una degradación del ARN mensajero 55
mediada por mutación terminadora (Fig. 2B).

Con su homóloga FANCD2, la proteína FANCI forma el complejo ID que localiza los focos de cromatina inducidos 
por lesión. FANCI es esencial para reparar la reticulación de ADN intercatenario. Al igual que FANCD2, FANCI está 
monoubicada por el complejo nuclear FA y ligasa de ubicuitina, y fosforilada por la cinasa ATM/ATR (f.i. 12). 
Variantes de cambio de sentido, sin sentido y de sitio de corte y empalme en el gen FANCI subyacen un ~ 2% de los 60
casos de anemia de Fanconi (FA) en humanos (12,13). Los pacientes con FA presentan síntomas heterogéneos, 
incluyendo retraso del crecimiento, anomalías esqueléticas, malformaciones renales, cardiacas, gastrointestinales y 
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reproductivas (que recuerdan a la braquispina bovina), así como insuficiencia de la médula ósea, aparición temprana 
de cáncer y mortalidad a una edad temprana.

El desarrollo de una prueba de diagnóstico examina directamente la deleción de 3,3 Kb FANCI y confirma su 
causalidad.

Se desarrolló un ensayo de determinación del genotipo con exonucleasa 5’ que examinaba simultáneamente el alelo 5
mutante y de tipo silvestre. El ensayo utilizaba 5'-TGT TAG CCC AGC AGA GGA-3' (SEQ ID NO: 3) y 5'-ATT CTG 
AAT CCA CTA GAT GTC-3' (SEQ ID NO: 4) como pareja de cebadores de tipo silvestre para la PCR combinada con 
5'-GCA CAC ACC TAT CTT ACG GTA C-3' (SEQ ID NO: 5) y 5'-GGG AGA AGA ACT GAA CAG ATG G-3' (SEQ ID 
NO: 6) como pareja de cebadores mutante para la PCR, y 5'HEX-AGT AGT CCC GTG GCT AAG GAG TGA-
3'IABkFQ (tipo silvestre) (SEQ ID NO: 7) y 5'FAM-CCA TTC CAC/ZEN/CTT TCT ATC CGT GTC CT-3'IABkFQ 10
(mutante) (SEQ ID NO: 8) como sondas (Integrated DNA Technologies, Leuven, Bélgica). Las reacciones de 
discriminación alélica se llevaron a cabo en un aparato ABI7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA) durante 40 
ciclos en 2,5 µl de volumen, con una concentración final de 250 nM para cada sonda, 500 nM para los cebadores de 
tipo silvestre, 350 nM para los cebadores mutantes, mezcla Taqman Universal PCR Master Mix 1X (Applied 
Biosystems, Foster City, CA) y 10 ng de ADN genómico. Los resultados típicos se ilustran en la Fig. 3.15

Como era de esperar, todos los casos de braquispina disponibles mostraron con estas pruebas que eran
homocigotos para la deleción. La deleción resultó estar ausente en una muestra de 131 toros sanos que 
representaban diez razas que no eran Holstein. A continuación, se examinó el genotipo de una muestra aleatoria de 
3.038 animales Holstein-Frisones sanos. Los portadores de las deleciones representaban el 7,4% de la muestra, ya
que no se encontró ningún animal que fuera homocigoto. Suponiendo un equilibrio de Hardy-Weinberg, la ausencia 20
de animales homocigotos en una muestra de 3.038 individuos tiene una probabilidad <5%. Esto indica 
decididamente que la homocigosis de la mutación no es compatible con una salud normal, es decir, que la deleción 
de 3,3 Kb FANCI es causal.

Breve descripción de las figuras

Figura 1: Representación esquemática del locus de braquispina. Se muestran: (A) los resultados del cartografiado de 25
autocigosidad que sitúa el locus de braquispina en el cromosoma bovino 21; (B) los genotipos de seis casos de 
braquispina y tres controles sanos para 1.269 marcadores de SNPs en el cromosoma 21, que muestran la región de 
autocigosidad de 2,46 Mb en blanco y negro; (C) el contenido génico de la región de 2,46 Mb; (D) la estructura del 
gen FANCI con indicación de la posición de la deleción braquispina de 3,3 Kb. 

Figura 2: Representación esquemática de la mutación braquispina. (A) Vista detallada de la deleción braquispina de 30
3,3 Kb que elimina los exones 25, 26 y 27 del gen FANCI bovino. Se proporcionan las secuencias que flanquean los 
puntos de ruptura de la deleción. (B) Efecto previsto de la deleción braquispina de 3,3 Kb sobre la estructura de la 
proteína bovina FANCI. 

Figura 3: Ejemplo de los resultados obtenidos con la prueba de exonucleasa 5’ de braquispina. Cada animal está 
representado por un punto y las tres agrupaciones corresponden a animales +/+, +/d y d/d, respectivamente; los 35
controles que no son moldes (NTC) se visualizan como x. 
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<210> 2
<211> 62371
<212> ADN
<213> Bos taurus5

<220>
<221> fuente
<222> 1..62371
<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Bos taurus"10

<400> 2 

15
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<210> 3
<211> 18
<212> ADN5
<213> secuencias artificiales

<220>
<221> fuente
<222> 1..1810
<223> /tipo_mol="ADN"

/nota="Cebador"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 315

tgttagccca gcagagga 18

<210> 4
<211> 2120
<212> ADN
<213> secuencias artificiales

<220>
<221> fuente25
<222> 1..21
<223> /tipo_mol="ADN"

/nota="Cebador"
/organismo="secuencias artificiales"

30
<400> 4

attctgaatc cactagatgt c 21

<210> 535
<211> 22
<212> ADN
<213> secuencias artificiales

<220>40
<221> fuente
<222> 1..22
<223> /tipo_mol="ADN"

/nota="Cebador"
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/organismo="secuencias artificiales"

<400> 5

gcacacacct atcttacggt ac 225

<210> 6
<211> 22
<212> ADN
<213> secuencias artificiales10

<220>
<221> fuente
<222> 1..22
<223> /tipo_mol="ADN"15

/nota="Cebador"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 6
20

gggagaagaa ctgaacagat gg 22

<210> 7
<211> 24
<212> ADN25
<213> secuencias artificiales

<220>
<221> fuente
<222> 1..2430
<223> /tipo_mol="ADN"

/nota="Cebador"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 735

agtcccagtg tggctaagga gtga 24

<210> 8
<211> 2740
<212> ADN
<213> secuencias artificiales

<220>
<221> fuente45
<222> 1..27
<223> /tipo_mol="ADN"

/nota="Cebador"
/organismo="secuencias artificiales"

50
<220>
<221> variación
<222> 10
<223> /reemplazar="n=ZEN\231 – inhibidor interno"

55
<400> 8

ccattccacn ctttctatcc gtgtcct 27

60
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar si un animal bovino está afectado o es un portador del síndrome de braquispina (BS) 
mediante el análisis de su ADN genómico, comprendiendo el método las etapas de: 

a) extraer el ADN a partir de una muestra de material biológico que contiene dicho ADN genómico obtenido a 
partir del animal bovino,5

b) determinar el genotipo de dicho ADN para una deleción en el intervalo entre las posiciones de nucleótidos 
51691 a 55020 de SEQ ID NO: 1, en donde la deleción elimina los exones 25, 26 y 27 del gen FANCI bovino, y 

c) determinar si dicho animal es portador de la mutación braquispina.

2. Un método para determinar si un animal bovino está afectado o es un portador del síndrome de braquispina (BS) 
mediante el análisis de su ARN genómico, comprendiendo el método las etapas de: 10

a) extraer el ARN a partir de una muestra de material biológico que contiene dicho ARN genómico obtenido a 
partir del animal bovino,

b) determinar el genotipo de dicho ARN para una deleción en el intervalo entre las posiciones de nucleótidos 
51691 a 55020 de SEQ ID NO: 1, en donde la deleción elimina los exones 25, 26 y 27 del gen FANCI bovino, y 

c) determinar si dicho animal es portador de la mutación braquispina.15

3. El método según las reivindicaciones 1 o 2, que comprende adicionalmente, determinar si el animal bovino: a) no 
está afectado, b) tiene braquispina o c) es un portador de la enfermedad. 

4. El método según la reivindicación 1 a 3, en donde la etapa b) de determinar el genotipo comprende 
adicionalmente marcadores genéticos que están ligados con el locus de braquispina. 

5. El método según la reivindicación 4, en el que la etapa c) de determinación comprende adicionalmente un análisis 20
de ligamiento o un análisis de asociación. 

6. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la muestra se selecciona a partir del 
grupo que consiste en sangre, esperma, raíces de pelo, leche, fluidos y/o tejidos corporales, incluyendo células 
nucleadas. 

7. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el animal bovino se selecciona a partir de 25
la especie Bos taurus. 

8. El método según la reivindicación 7, en el que el animal bovino se selecciona a partir del grupo que consiste en 
una raza Holstein, Frisona y cruce de Holstein-Frisona, Frisona británica y/o Frisona holandesa. 

9. Uso del método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para la realización de una selección auxiliada 
por marcadores o una selección genómica para incrementar la fertilidad en dicho animal bovino. 30

10. Un método para la detección de la mutación braquispina que comprende: 

a) amplificar el ADN aislado a partir de una muestra obtenida a partir de un animal bovino con cebadores 
específicos para una deleción en el intervalo entre las posiciones de nucleótidos 51691 a 55020 de SEQ ID 
NO: 1, en donde la deleción elimina los exones 25, 26 y 27 del gen FANCI bovino, y

b) determinar si dicho animal bovino es portador de la mutación braquispina.35

11. El método según la reivindicación 10, en el que los cebadores específicos comprenden la secuencia de 
nucleótidos como se muestra en SEQ ID NOs: 5 y 6. 

12. El método según la reivindicación 10 u 11, que comprende adicionalmente los cebadores específicos como se 
muestran en SEQ ID NOs: 3 y 4. 

13. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, que comprende adicionalmente la etapa de: 40

a) i) marcar el locus de braquispina con una sonda específica de la mutación.

14. El método según la reivindicación 13, en el que la sonda comprende adicionalmente un fluoróforo. 

15. El método según las reivindicaciones 13 o 14, en el que el fluoróforo es 6-carboxifluoresceína (FAM), 
hexaclorofluoresceína (HEX) o isotiocianato de fluoresceína (FITC). 

16. El método según una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en el que la sonda comprende adicionalmente 45
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un desactivador de la fluorescencia o un desactivador de la fluorescencia interno.
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