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RESUMEN

Los bovinos Criollos Uruguayos mostraron alta heterocigosidad (He= 0,80) y bajo
indice de endogamia (F= 0,02) frente a marcadores moleculares de microsatélites
y haplotipos especificos en andlisis de ADN mitocondrial. En genes mayores,
demostramos altas heterocigosidades y frecuencias alélicas equilibradas
diferenciandose de las razas comerciales. Presentamos al gen PHLDA?2, regulador
del glicogeno, ubicado en el cromosoma BTA29, en cuya region 3'UTR se han
identificado dos variantes alélicas; nucledtidos T para la regidon ancestral y
nucledtidos A, originados de la mutacion de los anteriores. Individuos
heterocigotas AT han mostrado una impronta gradual materna en humano, ratén,
cerdo y recientemente en bovino. Alteraciones en el proceso de regulacion de ésta
impronta son causales de mortalidad embrionaria temprana. Se analizaron
muestras problema de bovinos Criollos (BCU = 17) y una muestra control de
bovino Holando Uruguayo (BHU = 4). Se extrajo ADN gendmico de sangre
periférica, con posterior amplificacion de un fragmento de 384 pb, correspondiente
a la region 3'UTR. Su secuenciacion permitid identificar los alelos T y A en las
muestras analizadas. Las frecuencias alélicas y genotipicas resultaron muy
diferentes. En las muestras de BHU, la frecuencia del alelo A correspondid al
100%, mientras que en BCU, la frecuencia alélica T correspondi6 a 0,35 y lade A
0,65. Estas variantes confluyeron en los siguientes genotipos: AA =0,30 y AT
=0,70, revelando una heterocigosidad de 0,70. El hallazgo de heterocigotas en
nuestra muestra poblacional de BCU nos permite generar disefios de expresion
diferencial de este gen asociado a mortalidad embrionaria temprana
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POLYMORFISM STUDIES OF THE PHLDA2 GENE IN URUGUAYAN CREOLE
CATTLE

ABSTRACT

Uruguayan Creole cattle submitted to microsatellites markers, have showed high
heterozygosity (He=0,80) and low endogamic coeficient (F=0,02), besides specific
haplotypes in mtDNA analysis. Mayor genes also demonstrated high
heterozygosity and equilibrated allelic frequencies that differed to commercial
breeds. We now present the gene PHLDA2, regulator of glycogen in placenta.
This particular gene located in BTA29, presents allelic variation in 3’"UTR region.
The ancestral T nucleotide has mutated to A in some occasions. Heterozygous
individuals AT has showed a gradual maternal impronta, in human, mouse, pigs
and recently in cattle. Alterations in regulation process of this impronta caused
embryo mortality. Samples of Uruguayan Creole cattle (BCU=17) and a control
sample of Uruguayan Holando (BHU=4) was analyzed. Genomic DNA of
peripheral blood and amplification/sequencing of a particular fragment of 384pb
into 3’'UTR was analyzed. Both allelic variants A and T and differences in allelic
and genotypic frequencies was found. BHU showed only A wvariant and
homozygosis in all the samples. BCU showed a T allelic frequencies of 0,35 either
0,65 to A allelic variant. Genotype frequencies corresponded to AA=0, 33 and
AT=0,70, with a heterozygosity of 0,70. The identification of heterozygous in our
samples of BCU permitted to think experimental designed to differential
expression of this gene associated to early embryo mortality.
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INTRODUCCION

El bovino Criollo fue introducido en América en 1493 por los colonizadores
Espafioles y Portugueses, siendo éstos el producto de multiples cruzas de bovinos
Ibéricos y Europeos. El ambiente favorable en el cual fueron introducidos permitio
su reproduccion y su dispersion por América Central y Sudamérica. Su adaptacion
a diferentes ambientes permitio la manifestacion de una gran variabilidad genética,
pero hoy en dia solo permanecen pequefias poblaciones (hatos semi-silvestres) en
Sudamérica, especialmente localizadas en la Patagonia Argentina, en el Pantaneiro
de Brasil y en el Parque Nacional de San Miguel (Rocha, Uruguay) (De Alba,
2011; Delgado et al., 2011).

La primera introduccion de bovinos en Uruguay fue llevada a cabo por Hernando
Arias de Saavedra a comienzos del siglo diecisiete y luego por las Misiones



Jesuitas del Alto Uruguay. A fines del siglo diecinueve se introdujeron varias
razas comerciales, reduciéndose asi la gran poblaciéon de bovino criollo a una
unica poblacion semi —silvestre de aproximadamente 600 cabezas en 650 hectareas
en el Parque San Miguel (Rocha), en un area de bosques nativos y humedales.
Arredondo (1958) document6 la creacion de la poblacion fundadora la cual
consistia de 35 individuos comprendida por vacas, toros y terneros traidos de
diferentes regiones con ambientes similares (Armstrong, 2004).

Las principales caracteristicas de las razas criollas son la mansedumbre, la
diversidad de pelajes, la presencia de cuernos, la alta fertilidad, la gran habilidad
materna, la gran longevidad, la piel y las mucosas bien pigmentadas, la insercion
alta de la cola que se relaciona con ausencia de partos distdcicos y el alto vigor
hibrido que presentan en cruces con razas comerciales (Martinez et al., 2000; De
Alba, 2011).

La conservacion de estas poblaciones es de gran importancia ya que son
consideradas un recurso de alelos raros con un uso potencial en programas de
reproduccion. Para la poblacion de bovinos Criollos Uruguayos, trabajos
anteriores con marcadores microsatélites demostraron poseer una alta
heterocigosidad (He=0,80) y un coeficiente de endogamia de F=0,02 (Armstrong,
2005). Trabajos posteriores referidos a la secuencia del mtDNA, nos permitieron
identificar haplotipos especificos para esta poblacion que habita en condiciones
semi-silvestre (Armstrong, 2013). La alta diversidad genética de estos bovinos
Criollos se potencian con los resultados obtenidos en fragmentos génicos
asociados a las proteinas de la leche. Para el caso de la K-caseina, se identificaron
frecuencias dialélicas similares (A=0,5; B=0,5), a diferencia de la alta frecuencia
del alelo A (A=0,9) encontrada en la raza comercial Holando uruguayo (Rincén et
al., 2006). El gen PHLDA2 (Pleckstrin Homology-Like Domain, Family A,
Member 2) es un gen que se expresa de forma materna en la placenta de varios
mamiferos (humano, cerdo, bovino entre otros). Se encuentra ubicado en el
cromosoma BTA29. Su proteina interviene en la regulacion del glicogeno,
conservando el reservorio energético extraembrionario de la placenta (Sikora et
al., 2011). Estudios recientes en células somaticas bovinas han mostrado niveles
reducidos de PHLAD?2 asociados al sobrecrecimiento de la placenta, sugiriendo
que los niveles de expresion de este gen afectan el crecimiento de la misma en
bovinos y otros mamiferos (Sikora ef al, 2012). En la region 3'UTR de este gen,
los autores han identificado dos variantes alélicas, una ancestral donde se ubica el
nucleotido T y una mutacion reciente que sustituye el nucledtido T por A (con un
rol en la regulacion del glucogeno). Individuos heterocigotas AT, han mostrado
una impronta gradual materna, en humano, ratén, cerdo y recientemente en bovino
(Sikora et al, 2012). Alteraciones en el proceso de regulacion de este gen se han



asociado a mortalidad embrionaria temprana. Se realizd el estudio de
polimorfismo de la region 3'UTR del gen PHLDA2 en una muestra de bovinos
criollos uruguayos a los efectos de obtener datos que reflejen su diversidad
gengética.

MATERIAL Y METODOS

Se concurrio a la reserva genética de bovinos Criollos ubicada en el Parque
Nacional de San Miguel (Rocha, Uruguay), con la finalidad de tomar muestras a la
categoria terneros (machos y hembras) de una misma generacion. Estos eran hijos
de diferentes madres sometidas a monta natural. Para la coleccion de material
bioldgico se utilizd tubos de vacutainer con anticoagulante EDTA (10.8mg/6ml).
Se amplificaron y secuenciaron 17 muestras de ADN genomico de bovinos
Criollos y 4 muestras de ADN genémico de Holando uruguayo del Laboratorio de
Genética de la Facultad de Veterinaria (UDELAR). Estos ultimos actuaron como
control de diversidad genética de los bovinos Criollos.

Metodologias de genética molecular.

Las muestras de ADN genomico se cuantificaron con espectrofotometro Nanodrop
ND1000. El par de primers forward y reverse que flanquean la region que
contiene la mutaciéon en estudio identificada con el reference SNP cluster ID
rs42194502 fueron:

PHLDA2 F1 FOR: 5’-GCAGGAGATGTCGCTTTCAC-3’

PHLDA2 F1 REV: 5’-CTTTATTGGAATGGTGGTGGAG-3’

Las reacciones de PCR necesarias para la secuenciacion se realizaron en un
volumen total de 25ul. Se utilizaron: 1 pl de ADN, 1 pl de cada uno de los primers
y 12,5 pul de Immomix (Bioline)

Los productos de amplificacion se enviaron a MACROGEN para su
secuenciacion. Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa Bioedit.
Hall, T.A; (1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se amplifico y secuencio el fragmento génico correspondiente a la region 3'UTR
del gen PHLDA?2 ubicado en el cromosoma 29 bovino. Este gen presenta 2
exones, siendo solo uno de ellos codificante para proteina. E1 SNP estudiado se
encuentra en el extremo 3° UTR del mismo, en la posicion 893 del cromosoma
(Sikora et al, 2012). Las secuencias alineadas mostraron la presencia de los dos
SNPs descritos por Sikora et al., en el afio 2012. En las muestras de bovino Criollo
(n=17) se observo presencia de las dos variantes alélicas, siendo la mayoria de los
individuos heterocigotas A/T (n=12) y el resto (n=5) homocigotas A/A. El alelo A
mostré una frecuencia de 0,65 y el alelo T una frecuencia de 0,35. El genotipo AA



fue de 0,30 y el AT de 0,70. Los animales de tipo Holando (n=4) mostraron
unicamente la presencia del alelo A, siendo todos los individuos homocigotas
(Tabla I). Magge et al., (2010) encuentran una frecuencia del alelo A=0,90 y una
He=0,18 en la raza Irish Holstein Friesian. Estos resultados apoyan nuestros datos
preliminares, obtenidos con sélo 4 muestras de Holando uruguayo. En BCU
nuestros resultados apoyan el concepto de diversidad genética de esta poblacion,
dado el niimero de individuos heterocigotas. Nuestros resultados potencian la alta
variacion genética presente en esta raza a diferencia del ganado Holando, donde
para otros genes, también se han identificado heterocigosidades menores a las
esperadas (Postiglioni et al., 2000). Los resultados preliminares obtenidos,
corresponden al hipotetizado, dado que ésta es una raza Criolla que habita en
condiciones semi-silvestres, sometida esencialmente a la seleccion natural

Tabla I. Frecuencias alélicas y genotipicas para el gen PHLDA2 en muestras de Bovinos Criollos
Uruguayos y Holando Uruguayo (4/lelic and genotype frequencies of PHLDA2 gene, in samples of
Uruguayan Creole cattle and Uruguayan Holando)

Numero individuos Bovino Criollo Uruguayo Holando Uruguayo
Heterocigotas 12 0
Homocigotas A/A 5 4
Homocigotas T/T 0 0
Total 17 4

Frecuencias alélicas

—_

Frecuencia alelo A 0,65

Frecuencia alelo T 0,35 0

Frecuencias Genotipicas

Genotipo A/A 0,3 1
Genotipo A/T 0,7 0
Genotipo T/T 0

CONCLUSIONES

En este trabajo obtuvimos resultados que potencian la alta diversidad genética que
presenta nuestro Bovino Criollo. La tendencia de disminucion en la frecuencia del
alelo ancestral T, en ambas razas analizadas, y en particular la presencia de ambos
alelos en los BCU, nos permiten ahondar nuestros estudios asociados a la
expresion diferencial en la regulacion del glicogeno extraembrionario, provocando
mortalidad embrionaria temprana.
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