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ARTICLE 1 - RESEARCH

ABSTRACT

Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) is an uncommon neurodegenerative disorder with an incidence of 1
per 1,000,000 in humans per year, typically characterized by rapidly progressive dementia, ataxia,
myoclonus and behavioral changes. Genetic prion diseases, which develop due to a mutation in
the prion protein gene (PRNP), account for an estimated 10 to 15% of all CJD cases. Familial CJD is
transmitted with an autosomal dominant inheritance pattern with high penetrance. Worldwide, the
most common mutation is E200K (glutamate to lysine). We report four families with CJD assisted
in Neuquén Hospital in 2018. Three of the four index cases had family history of neurological and
psychiatric illness, though data was not taken into consideration at the moment of evaluation of
the new cases. The most significant data recorded for a genetic consultation was when the problem
had started, and it was required by a neurologist. The initial symptoms were persistent insomnia
and depression with poor response to habitual psychiatric medication. Impoverishment is fast
with visual disorder, myoclonias, ataxia, dementia and loss of language. Pedigree analysis allowed
the identification of 144persons with the gene potential, who can develop the disease at any time
in their adulthood. In all cases, mutation E200K was identified. There is a region of increased
frequency of CJD. There must be suspicion on patients with neuropsychiatric symptoms and
suspected family history(familiar background). Finding of the mutation confirms the diagnosis in
patients and allows the identification on pre-symptomatic individuals. Challenge is posed on gene
advice and to avoid iatrogenic disorder transmission.

Key words: Familial Creutzfeldt-Jakob Syndrome, PRNP gene, E200K, CJD in Patagonia

RESUMEN

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) es un desorden neurodegenerativo poco frecuente con
una incidencia estimada en 1 por cada 1.000.000 por aflo, tipicamente caracterizado por demencia
rapidamente progresiva, ataxia, mioclonus y cambios de comportamiento. Las enfermedades
genéticas pridnicas se desarrollan debido a mutaciones en el gen de proteina priénica PRNP.
Entre el 10 y el 15% corresponden a formas familiares que se transmiten con patrén autosémico
dominante con alta penetrancia. La mutacién mas frecuente a nivel mundial es la E200K
(glutamato por lisina). Se reportan cuatro familias con CJD que fueron atendidas en el Hospital
Provincial Neuquén en el afio 2018. Tres de los cuatro casos indice tenian historia familiar de
trastornos neuroldgicos y psiquiatricos pero estos datos no fueron jerarquizados en la evaluacion
inicial del caso. Se consider6 la consulta genética por la edad temprana de presentacion de la
enfermedad. En todos los casos la consulta fue solicitada por el neurélogo. Los sintomas iniciales
que presentaron los pacientes fueron insomnio pertinaz y depresién con pobre respuesta a la
medicacién psiquiatrica habitual. En todos los casos la progresion de la enfermedad fue rapida
con desordenes visuales, mioclonias, ataxia, demencia y pérdida del lenguaje. El analisis de los
pedigrees permitio identificar ciento cuarenta personas que potencialmente podrian portar el gen
y desarrollar la enfermedad en algiin momento de la vida adulta. En todos los casos se identificd
la mutacién E200K. En la region existe una frecuencia aumentada de CJD. Debe ser investigada
en los pacientes con sintomas neuropsiquiatricos e historia familiar sospechosa. Los estudios
genéticos confirman el diagnéstico en los pacientes y permite identificarlos en individuos en etapa
presintomatica. Esto plantea un desafio para el asesoramiento genético familiar y para evitar la
transmision iatrogénica del trastorno.

Palabras clave: Enfermedad de Creuztfeldt-Jakob familiar, gen PRNP, E200K, CJD en Patagonia
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INTRODUCCION

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) es un
trastorno neurodegenerativo causado por priones en
humanos. Se presenta como encefalopatia espongiforme
de distribucién mundial con una prevalencia de 1 en
1.000.000dehabitantes (PrusineryHsiao,1994;Prusiner,
2001). Las formas familiares (fCJD), que se transmiten
con patrén de herencia autosémico dominante con
alta penetrancia, dan cuenta de entre el 10 y el 15% de
las enfermedades pridnicas (Mastrianni, 2003). En las
formas hereditarias la proteina pridnica, codificada por
el gen mutado, es capaz de modificar el plegamiento
de otras proteinas normales; esta propiedad hace que
esta enfermedad pueda ser transmitida a personas no
emparentadas a través de fluidos corporales.

Los priones pueden colonizar diferentes tejidos, pero
el Unico sistema en el cual se ha podido demostrar dafio
histopatolégico, tanto en animales como en humanos,
es el sistema nervioso central.

Clinicamente CJD se caracteriza por el desarrollo de
una demencia rapidamente progresiva asociada con
ataxia miocldnica.

El inico gen vinculado con la forma genética es PRNP.
Se han descrito mas de 40 mutaciones germinales
en el gen PRNP pero la mas frecuente es c.598G>A-
p-Glu200Lys (E200K).

Se describen clusters con alta prevalencia de fCJD
en Eslovaquia, Libia, Tnez, Chipre, Alemania, Sicilia,
Austria, Jap6n y Chile (Takada, 2017; Meiner et al., 1997;
Lee et al., 1999; Mitrova y Belay, 2002).

Leeetal (1999) estudio el origen de la mutacion E200K
a partir de los estudios de ancestralidad de 62 familias
de 11 poblaciones diferentes. Concluy6 que los clusters
de Libia, Tunez, Italia, Chile y Espafia comparten un
haplotipo mayor; esto sugiere que la mutacién podria
haberse originado de un mismo evento mutacional,
probablemente en la Peninsula Ibérica, y a partir de alli,
podria haberse expandido hacia el Mediterraneo y los
paises de América del Sur.

La sospecha de fCJD se basa en una combinacién de
sintomas neuropsiquiatricos, historia familiar positivay
mutacionenelgen PRNP. Los estudios deneuroimagenes,
EEGy examen de LCR pueden ser orientativos y permiten
plantear diagnésticos diferenciales con otros trastornos
neurodegenerativos (CDC, 2015).

En el reporte del Centro de Referencia en Enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob de Argentina se informé un aumento de
la frecuencia esperada de pacientes con fCJD en la region
patagodnica en coincidencia con lo detectado en Chile
(Begue, 2011). Las acciones del Centro de Referencia no
incluyeron el asesoramiento genético para los familiares
de los casos indices identificados ni la participacion de
los servicios de genética.

El objetivo de este trabajo es reportar cuatro familias
estudiadas durante el afio 2018 en el Hospital Provincial
Neuquén.

REPORTE DE SERIE DE CASOS

Las cuatro familias fueron estudiadas por el Servicio
de Genética del Hospital Provincial Neuquén durante el
afio 2018.

En la Tabla 1 se resumen los principales hallazgos
clinicos, electroencefalogréaficos y de neuroimagenes
presentes en los casos indice.

Familia 1

El caso indice es una mujer de 42 afios, oriunda de
Neuquén, la mayor de una hermandad de dos. Su
padre y madre estan sanos, los abuelos maternos
fallecieron en la octava década de vida con trastornos
cognitivos (Figura 1). En la rama materna los abuelos
proceden de Chile y en la rama paterna de Italia. El
cuadro se inicia con trastornos del suefio y ansiedad
que motivan su consulta con especialista en salud
mental y medicacién con inhibidores de la recaptacion
de serotonina sin respuesta terapéutica. Presenta
cefalea de intensidad progresivamente en aumento y
diplopia. Aproximadamente a los treinta dias se agregan
mioclonias, ataxiay alteraciones del lenguaje. Se produce
marcada pérdida de peso. A los sesenta dias del inicio del
cuadro la paciente se encuentra en mutismo aquinético.
Se realizaron dos estudios de RNM sin alteraciones
y EEG con trazado desorganizado y ondas trifasicas.
A los noventa dias del inicio de los sintomas y luego de
descartar otras causas de encefalopatia se solicita la
evaluacion de Genética.

Figura 1. Familia 1
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Familia 2

El caso indice es una mujer de 46 afios oriunda de
Zapala, con antecedente de madre fallecida en la sexta
década de vida con probable CJD. La paciente tiene tres
hijos mayores de edad y seis tios por via materna, uno de
ellos fallecido con un cuadro de demencia rapidamente
progresiva. Los sintomas iniciales fueron insomnio
y ansiedad que se atribuyeron al estrés de su trabajo.
Realiza consulta con psicologia, luego con psiquiatra y
ante la falta de respuesta a la medicacion se solicita la
evaluacion con Neurologia. En algunos dias se suman
trastornos visuales, mioclonias, ataxia y deterioro
cognitivo. En los dos meses siguientes pierde la marcha
y el lenguaje hasta configurar un cuadro de mutismo
aquinético. En ese momento se solicita la evaluacion por
Genética. El andlisis de la genealogia muestra al menos
30 familiares, muchos de ellos en edad fértil, que podrian
haber heredado la mutacién (Figura 2).

Figura 2. Familia 2

Familia 3

El caso indice es una mujer de 54 afios oriunda de
Cutral C6 que consulta para asesoramiento genético
por haber en su familia varios casos de afectados
por CJD, incluyendo su propia madre. La paciente
manifiesta querer conocer su riesgo de afeccién para
poder planificar su vida. Su madre fallecié de CJD a los
sesenta y cuatro afios al igual que una tia y tres tios
segundos. Por su propia iniciativa ha conseguido, ocho
afios después de realizados en el Centro de Referencia
en Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, los informes de los
estudios de uno de sus tios fallecidos con la enfermedad;
la investigacion de la mutacién E200K esta informada
como positiva. Refiere que los sintomas iniciales en su

ARTICLE 1 - RESEARCH

madre fueron insomnio y trastornos cognitivos con
crisis de excitacion por lo cual se indica internacién en
centro de psiquiatria donde permanece por treinta dias.
Ante suempeoramiento se deriva a un centro de atencion
clinica donde es evaluada por Neurologia y se realiza el
diagndstico de CJD probable. Ya en mutismo aquinético
se define tratamiento domiciliario y logra una sobrevida
de un afio. La genealogia de esta familia es extensa y
revela al menos 84 personas que podrian ser portadoras
de la mutacién (Figura 3). Los bisabuelos maternos de
la consultante eran de origen chileno y se radicaron en
Neuquén en el siglo XIX.



Familial Creutzfeldt-Jakob Syndrome in Patagonia

Figura 3. Familia 3

Familia 4

El caso indice es un hombre de 52 afios, oriundo de
Neuquén, el mayor de cinco hermanos, todos ellos con
hijos y nietos. Su padre, de nacionalidad chilena, fallecié
en la séptima década de vida con un cuadro de demencia
que evolucioné con 6bito a los tres meses del inicio
(Figura 4). Desconocen otros antecedentes familiares.
Los sintomas del caso indice se inician con insomnio
y depresion. En pocos dias se agregan mioclonias y
trastornos cognitivos. Evoluciona rapidamente con
el 6bito a los tres meses del inicio de los sintomas. La
RNM muestra patrén caracteristico de CJD y el EEG el
patrén de ondas trifasicas. La consulta con Genética fue
realizada al mismo tiempo que se solicitaba la evaluacion
neuroldgica.

En las cuatro familias se pudo corroborar Ia
segregacion de la mutacién E200K.

Figura 4. Familia 4
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DISCUSION

Laenfermedad deCreutzfeldt-Jakobtieneunaocurrencia
mundial estimada en un caso por millon de habitantes.
Existen clusters descriptos con alta prevalencia debido
a la segregacion de la mutacién E200K por un efecto
fundador ya planteado por Lee et al (1999) a partir de
estudios de ancestralidad. Begue (2011) reporta que el
numero de casos familiares de la Patagonia es alto y esta
en relacion con el cluster que se reconoce en Chile. Sin
embargo esta observacién no contempld la intervencion
de médicos genetistas en el disefio de protocolos de
estudio y tratamiento, ni acciones de difusién sobre
los equipos de salud para concientizar acerca de la
naturaleza de esta patologia, de modo de acortar los
tiempos diagndsticos, asesorar a las familias de riesgo y
evitar la transmision iatrogénica.

En las cuatro familias que describimos en este reporte
hay por lo menos un familiar que se refiere como oriundo
de Chile a finales del siglo XIX y comienzos del XX. El
intercambio poblacional entre ambos paises es frecuente
en las provincias limitrofes de modo bidireccional:
las fronteras establecidas por los Estados no son las
que se establecen en las relaciones interpersonales. La
mutacién encontrada en las cuatro familias corresponde
a la E200K que es la que se ha descripto con mayor
frecuencia en Chile.

Los datos reportados en la bibliografia son
controversiales en lo que respecta a la penetrancia
(Minikel, 2016) pero en tres de las cuatro familias que
presentamos se observé un adelantamiento de al menos
veinte afios en la presentacion inicial de los sintomas en
los casos indice con respecto a sus progenitores.

La evolucion clinica de los individuos de nuestras
familias es muy rapida a partir de los primeros sintomas
que son fundamentalmente psiquiatricos con insomnio
pertinaz, depresion y trastornos visuales, sin respuesta
a la medicacién habitual. Posteriormente se agrega
deterioro cognitivo y ataxia mioclénica.

CONCLUSION

A pesar de haberse reportado el aumento de la
frecuencia de CJD en la regién patagoénica a expensas
de casos familiares, esta informacién no es conocida
ampliamente por los profesionales del equipo de salud.
Sibien es cierto se habia reportado la existencia de casos
familiares en la Patagonia pero hasta la descripcion de
estos casos no se habian implementado estrategias para
lograr una sospecha rapida, accesibilidad diagnéstica
y abordaje 6ptimo de los familiares en riesgo de portar
y transmitir la mutacién. Esto se evidencia porque, a
pesar de ser referidos los antecedentes familiares, la
posibilidad de enfermedad genética fue considerada sdlo
cuando se excluyeron otras causantes de encefalopatia

rapidamente progresiva. Siguiendo las pautas de la OMS
y del CDC ante la presencia de antecedentes familiares
de CJD y sintomas neuropsiquiatricos, se deben tener en
cuenta los estudios genéticos en el plan de estudios.

El diagnoéstico de fCJD tiene implicancias individuales,
familiares y epidemiolégicas.

Las implicancias individuales son similares a las
descriptas en otras enfermedades neurodegenerativas
de inicio en el adulto. Los pacientes que fueron testigos
del avance de la enfermedad en sus familiares suelen
reconocer en si mismos los primeros sintomas atin antes
que los mismos se hagan evidentes para el entorno.

Desde el punto de vista familiar, cuando se recibe el
diagndstico de CJD, aparece conmocion, confusién y
angustia. Los familiares deben aceptar rapidamente
la noticia de que su ser querido, saludable hace unas
semanas, padece una enfermedad terminal que no tiene
tratamiento. La naturaleza genética del trastorno agrega
la culpa y la angustia de quienes empiezan a entender
que tienen a priori una probabilidad del 50% de portar el
geny una alta probabilidad de desarrollar la enfermedad
en algin momento de la vida. Es esencial la presencia
del médico genetista para el asesoramiento genético
pre y post test dado el impacto que puede tener tanto un
resultado positivo como negativo (Roberts y Uhlmann,
2013).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la
identificacion de la propia poblaciéon como un cluster de
CJD plantea un desafio a las autoridades y a los equipos
de salud.

A partir de los datos del presente reporte en el sistema
de salud de la Provincia de Neuquén se pone en marcha de
modo gratuito, el diagnéstico molecular de la mutacién
E200K en los pacientes con sospecha clinica de fCJD.
Se define reforzar las estrategias para sensibilizar a los
equipos de salud para la deteccion de casos sospechosos
ante la existencia de antecedente familiar positivo y
cuadro clinico compatible, a los fines de realizar los test
genéticos dentro de los estudios iniciales. Este aspecto
es importante para evitar la demora diagnodstica y la
realizacion de estudios complementarios innecesarios.
La realizacion de las pruebas moleculares en el ambito
de la salud publica garantiza no sélo la accesibilidad a
las mismas sino también la posibilidad de perfeccionar
la vigilancia epidemiolégica de la enfermedad.

Se define también trabajar en una red de atencién
interdisciplinaria para las personas en riesgo de portacion
del gen; esta red incluird el acceso al asesoramiento
genético pre- y post-test y el acompafiamiento psicosocial.
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ABSTRACT

The micronucleus test (MN) is a biomarker of non-destructive genotoxicity that allows
chromosomal damage and other nuclear alterations (NA) to be detected. Phrynops hilarii
is a freshwater chelonium that inhabits regions of central-northern Argentina. The main
objective was to determine the presence of MN and other NA in erythrocytes of natural
populations of P. hilarii comparing their frequencies between three sites, two anthropized
and one of control (cities of Diamante and Parand) of Entre Rios, Argentina, during the
period 2015-2016. Eighteen individuals (six per sampling site) were evaluated at the sites: 1-
PD: Pre-Delta National Park (control), 2- AG: Salto Ander Egg (agroecosystem) and 3- SU:
Caleta Club Nautico (urban system). Blood was obtained from the femoral vein. The samples
were stained with the May Griinwald-Giemsa method and observed under a microscope with
an immersion objective. Micronucleus (MNF) and nuclear alterations (NAF) frequencies
were determined every 1000 erythrocytes observed. A significant difference (p<0.05) was
found between the PD site and the other sites (AG and SU), both for MNF (p=0.0021) and for
NAF (p=0.0011). The highest frequency values corresponded to the AG site (MNF: 3.33 + 0.62;
NAF: £4.67 + 0.56). Finally, biomonitoring with P. hilarii was useful, so it could be considered
as a bioindicator species to assess the quality of Argentina’s environments.

Key words: Genotoxicity biomarkers, micronucleus test, nuclear alterations

RESUMEN

El test de microntcleos (MN) es un biomarcador de genotoxicidad no destructivo que permite
detectar dafio cromos6mico y otras alteraciones nucleares (AN). Phrynops hilarii es un quelonio
de agua dulce que habita regiones del centro-norte de Argentina. El objetivo principal fue
determinar la presencia de MN y otras AN en eritrocitos de poblaciones naturales de P. hilarii
comparando sus frecuencias entre tres sitios, dos antropizados y uno de control (ciudades
de Diamante y Parand) de Entre Rios, Argentina, durante el periodo 2015-2016. Dieciocho
individuos (seis por sitio de muestreo) fueron evaluados en los sitios: 1- PD: Parque Nacional
Pre-Delta (control), 2- AG: Salto Ander Egg (agroecosistema) y 3- SU: Caleta Club Nautico
(sistema urbano). Se extrajo sangre de la vena femoral. Las muestras se tifieron con el método
May Griinwald-Giemsa y se observaron bajo un microscopio con el objetivo de inmersion.
Las frecuencias de micronticleos (FMN) y alteraciones nucleares (FAN) se determinaron cada
1000 eritrocitos observados. Se encontrd diferencia significativa (p<0,05) entre el sitio PD y
los otros sitios (AG y SU), tanto para FMN (p=0,0021) como para FAN (p=0,0011). Los valores
de las frecuencias mas altos correspondieron al sitio AG (FMN: 3,33+0,62; FAN: 4,67+0,56).
Finalmente, el biomonitoreo con P. hilarii fue 1itil, por lo que podria considerarse como especie
bioindicadora para evaluar la calidad de los ambientes de Argentina.

Palabras clave: biomarcadores de genotoxicidad, prueba de micronicleos, alteraciones nucleares
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Genotoxicidad en Eritrocitos de Tortugas

INTRODUCCION

El test de microntcleos (MN) es un biomarcador de
genotoxicidad no destructivo que puede aplicarse en
distintos tipos de células (epiteliales, sanguineas,
sexuales, entre otras) y organismos (animales, vegetales
y humanos), para detectar dafio cromosémico (Pastor
Benito, 2002; Poletta, 2011; Lajmanovich et al., 2012;
Caraffa et al., 2013). Este test, es un método sensible y
rapido que puede realizarse tanto en ensayos de laboratorio
como a campo, sin necesidad de sacrificar al individuo en
evaluacion para la obtencion de la muestra (Lajmanovich
et al., 2012; Zapata Restrepo et al., 2017). Esto es de gran
importancia, ya que puede emplearse en sucesivos
muestreos y en especies con escaso niamero de individuos
o en peligro de extincion (Lajmanovich et al., 2012).

Los MN sonmasasdecromatinaconformadepequefios
nucleos cercanos al nicleo principal en las células de la
interfase, pudiendo originarse de manera espontanea
0 como respuesta a la accién de ciertos agentes (Pastor
Benito, 2002) como pueden ser los hidrocarburos
(Barsiené y Andreikénaité, 2007), metales (Paolin et al.,
2010), plaguicidas (Pastor Benito, 2002; Lajmanovich
et al., 2014), farmacos (Arranz Gutiérrez, 2016), entre
otros. Cuando esto ocurre, el material genético queda
excluido de los nicleos de las nuevas células durante la
anafase mitotica, dando lugar a formaciones redondas
en el citoplasma de la célula hija. El material genético
desprendido puede tener dos origenes: 1- derivar de
cromosomas enteros (efecto aneugénico), donde el
dafio genotéxico ha afectado a proteinas del cinetocoro,
al centréomero o al huso mitdtico, generando un retraso
mitdtico y un desequilibrio en la distribuciéon de los
cromosomas, 2- pueden formarse de fragmentos
cromosoémicos acéntricos que han sido excluidos de
los nicleos de las nuevas células (efecto clastogénico)
durante la anafase mitética (Cabagna Zenklusen, 2012).

Numerosos trabajos en fauna han aplicado el test de
MN en eritrocitos, para evaluar a través de su frecuencia
(FMN) los efectos provocados por distintos agentes en
el material genético y en la divisién celular (Pollo et
al., 2012; Caraffa et al., 2013; Latorre et al., 2015). Para
determinar el potencial de una especie como organismo
bioindicador o centinela se utiliza como valor referencia
la frecuencia basal de microniucleos (FBMN). Este
valor refiere al nimero de MN provocados de manera
espontanea como resultado de procesos normales de
replicacién y/o division celular (Cabagna Zenklusen,
2012; Latorre et al., 2015).

Otras alteraciones nucleares (AN) pueden analizarse
al aplicar el test de MN y son utilizadas como un
complemento, ya que en varios estudios fueron
sefialadas como respuesta a la accién de determinados
agentes toxicos (Ayllon y Garcia Véazquez, 2000;
Cabagna Zenklusen, 2012; Hayretdag et al., 2014;

Hernandez Guzman et al., 2015). Se consideran como
AN las siguientes caracteristicas descriptas por Carrasco
et al. (1990): 1- nicleo escotado (KN): invaginacion
relativamente pequefia en la membrana nuclear y
cromatina no condensada; 2- nucleo mellado (EN):
presencia de una muesca en el nicleo; 3- 16bulo o brote
nuclear (LN): morfologia semejante a un MN conectado
o unido al nucleo; 4- célula binucleada (BN): célula
con presencia de dos nucleos de tamafios semejantes o
similares. El mecanismo por el cual se producen las AN
no es conocido con claridad. Lopez Gonzalez et al. (2017)
mencionaron que cuando la célula detecta una region
de acido desoxirribonucleico (ADN) afectada, se inicia
un proceso de reparacion y eliminacién de la cromatina.
La region alterada se mueve a la periferia del nicleo y
se elimina por exocitosis. Antes de que el proceso de
reparacion y eliminacién de la cromatina culmine, la
membrana nuclear presenta algunas imperfecciones,
ocasionando AN.

Los agentes genot6xicos son sustancias que pueden
actuar de forma directa o indirecta sobre el material
genético (ADN) y provocar efectos a concentraciones
subletales (Gutiérrez, 2013). Estos agentes pueden ser
liberados al ambiente por distintas actividades humanas,
ya sean productivas como la mineria, la agricultura y
distintos procesos industriales o por actividades urbanas
como el vertido de efluentes cloacales, emisiones
vehiculares, aguas residuales hospitalarias y de
estaciones de combustible, entre otras (Paz et al., 2008;
Zuluaga Quintero et al., 2009; Gutiérrez, 2013; Gonzalez
Torres et al., 2015). Para evaluar el riesgo potencial de
poblaciones naturales expuestas a agentes genotoxicos,
son utilizadas especies indicadoras o centinelas y
distintos biomarcadores, ya que suministran sefales de
alarma temprana ante la presencia a téxicos (Cabagna
Zenklusen, 2012; Caraffa et al., 2013).

Los reptiles son organismos muy sensibles a cambios
en las condiciones del ambiente, por lo que en muchos
casos fueron utilizados como indicadores o centinelas de
contaminacioén, debido a que presentan caracteristicas
como: poblaciones persistentes en diferentes habitats
(acuaticos y terrestres), longevidad, posicion alta en la
cadena alimentaria, alta sensibilidad a contaminantes,
amplia distribucion geografica y fidelidad al sitio
(Gardner y Oberdorster, 2005; Poletta et al., 2008;
Poletta et al., 2013). Dentro de estos, las tortugas han
sido propuestas como organismos bioindicadores y/o
centinelas para evaluar su exposicidn a sustancias
toxicas (Andreani et al., 2007; De Solla et al, 2007; De
Solla et al., 2008; Latorre et al., 2015).

Phrynops hilarii es un quelonio de agua dulce
perteneciente al orden Testudines, suborden Pleurodira
y familia Chelidae. La distribucion geogréfica de la
especie abarca algunas regiones de Sudameérica (Latorre
etal., 2015).
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Particularmente en Argentina se la puede encontrar
en areas de la region centro-norte del pais entre las
provincias de Buenos Aires, Entre Rios, Corrientes,
Santa Fe, Cérdoba, Misiones, Chaco, Formosa, Santiago
del Estero y Mendoza (Derocco et al., 2005). Las areas
que habita pueden presentar distintas condiciones
topograficas, fisicoquimicas, entre otras, como lagunas,
esteros, arroyos lentos, rios, cursos fluviales con
lecho de fango o arena y bafiados asociados a juncos y
vegetacion flotante; ademas, se la puede encontrar en
areas antropizadas como arrozales, cuneta al borde de
campos cultivados y tajamares, enlos cuales seencuentra
especialmente expuesta a sustancias toxicas (Cei, 1993;
Cabrera, 1998; Richard y Waller, 2000; Carreira et al.,
2005; Tortato, 2007).

Los estudios de genotoxicidad basados en laaplicacion
del test de MN y la evaluacion de otras AN en reptiles de
Argentina, son recientes (Poletta et al., 2008; Poletta et
al., 2009; Poletta, 2011; Shaumburg et al., 2012; Lopez
Gonzalez et al., 2013; Shaumburg et al., 2014; Shaumburg
et al., 2016; Lopez Gonzalez et al.,, 2017). En lo que
respecta a tortugas de nuestro pais, los datos hallados
son escasos y acotados a la descripcion de la FBMN y a
la FMN en P. hilarii y Trachemys dorbigni en condiciones
de cautiverio, sin indagar en la descripcion de otras
AN (Boned et al.,, 2011; Lopez Gonzalez et al., 2012;
Latorre et al., 2015). El objetivo principal de este trabajo
fue determinar la presencia de MN y otras AN en los
eritrocitos de poblaciones naturales de Phrynops hilarii
comparando sus frecuencias entre sitios antropizados y
control (en las ciudades de Diamante y Parana) de Entre
Rios, Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y sitios de muestreo

El estudio se realiz6 en un area comprendida entre los
departamentos Diamante y Parana de la provincia de
Entre Rios, Argentina. Los sitios seleccionados fueron
dos zonas antropizadas y una de control: 1- PD: Parque
Nacional Pre-Delta (control, 32° 03’ 43” Sy 60° 38’ 39”
0), 2- AG: Salto Ander Egg (agroecosistema, 32° 07’
42.64"’ Sy 60° 25.40’13” 0) y 3- SU: Caleta Club Nautico
(sistema urbano, 31°42’ 55” Sy 60° 30’ 17” 0), durante
los meses calidos (Octubre-Marzo) de los afios 2015 y
2016 (Figura 1). Los sitios pertenecen a la ecorregion
Delta e Islas del Parana y Espinal (Burkart et al., 1999),
con temperaturas medias anuales inferiores a los 20°Cy
las precipitaciones medias anuales abarcan un periodo
de mayor frecuencia entre los meses de octubre-abril
(73% del total anual), sin embargo, en los meses de
verano pueden presentarse lapsos de déficit hidrico
(Rojas y Saluso, 1987). El uso intensivo de la tierra en
estas regiones, le da al paisaje un perfil muy antrépico,
debido a que se encuentra principalmente ocupado por
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superficies agricolas, pasturas implantadas y en menor
medida, por pasturas y bosques naturales, asi como
también, por areas industriales y urbanas, con sitios
de parches dispersos de bosques nativos (Acefiolaza y
Rodriguez, 2013).

Captura de individuos y extraccion de sangre

Se capturaron 18 individuos (seis por sitio de muestreo)
con trampas tipo embudo (Aguirre Ledn, 2011) a las que
se les agregd cebos atrayentes (trozos de peces). De cada
individuo se registr6 el largo curvilineo del caparazén
(LC, mm) con un centimetro de 1imm de precisién. El
peso corporal (MC, kg) de los individuos se registré con
balanza manual electrénica con 0,01 kg de precision. Los
animales fueron marcados en el borde de su caparazon
mediante la realizacion de una pequefia muesca con
sierra manual para el control de recapturas.

La extraccion de sangre se realiz6 de la vena femoral
con jeringas estériles de 1ml previamente heparinizadas
(anticoagulante) y aguja TERUMO® 25G 0.5mm, sin
anestésicos para evitar la alteracion de los componentes
de la sangre (Duguy, 1982; Troiano y Silva, 1998;
Attademo et al., 2012). Todos los animales luego de la
extraccionfueronreincorporadosasulugar. Lasmuestras
fueron llevadas refrigeradas al Laboratorio de Muestras
Bioldgicas del Centro de Investigaciones Cientificas y
Transferencia de Tecnologia a la Produccién (CICYTTP-
CONICET) de la cuidad de Diamante, Entre Rios, para
su posterior procesamiento. Para las actividades y
manipulacién de los animales se siguieron los Principios
Eticos para la Investigacién en el Laboratorio, Granja
y Animales Silvestres (REFBR-CONICET, 2005), y se
contaron con los permisos correspondientes de la
Direcciéon Recursos Naturales de la provincia de Entre
Rios (Resolucion N°1721) y de la Administracion de
Parque Nacionales (N° CRCE 6).

Test de micronucleos

Para la evaluacion de MN y otras AN a través del test de
MN, se prepararon extendidos sanguineos de cada uno
de los individuos en portaobjetos limpios y secados
al aire. Posteriormente se tifieron con solucion May
Griinwald-Giemsa y se observaron en un microscopio
Carl Zeiss Axiostar con objetivo de inmersion.

Para el conteo de MN se seleccionaron los eritrocitos
intactos y se reconocieron siguiendo los criterios
descriptos por Fenech (2000), donde sefiala que el
diametro del MN no debe superar el 1/6 o 1/3 del tamario
del nucleo principal y debe estar separado de este y
presentar una morfologia, coloraciéon e intensidad
similar a la del nacleo principal.

Para determinar la FMN de las muestras por sitio, se
realiz6 el conteo dela cantidad de células que presentaron
MN en 1000 eritrocitos observados por frotis de cada
individuo (L6pez Gonzalez et al., 2017).
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Figura 1. Area de estudio y sitios de muestreo. I-Parque Nacional Pre Delta (sitio control). 2-Salto Ander Egg (sitio agroecosistema). 3-Caleta Club

Nautico (sitio urbano).

La FAN total se obtuvo sumando todas las AN que se
observaron en las muestras de los seis individuos de
cada areay se expresaron cada 1000 eritrocitos contados
por individuo por sitio (Cabagna Zenklusen et al., 2011).

Andlisis estadistico

Los datos descriptivos de los individuos a los que se
extrajeron las muestras son: media + error estandar
(EE) y tamafio de la muestra (n). Los datos fueron
testeados en cuanto a su normalidad (Shapiro-
Wilks) v homocedasticidad (test de Levene). Para las
comparaciones de medias se utiliz6 el test no paramétrico
Kruskal Wallis (p<0,05). Todos los andlisis estadisticos
fueron realizados con el software estadistico INFOSTAT
version 2012 profesional (Di Rienzo et al., 2012).

RESULTADOS

En la Tabla 1 se consignan los valores de los parametros
biolégicos determinados en los individuos analizados
de cada sitio. En los extendidos sanguineos analizados

se distinguieron tres tipos de AN: eritrocito con brote
nuclear (LN), eritrocito con ntcleo mellado (EN) y
eritrocito con microntucleo (MN) (Figura 2).

En la Tabla 2 se exponen los valores de la FMN, FAN,
LN y EN de los sitios muestreados. En el sitio control
(PD), los datos corresponden a los resultados basales de
las frecuencias en este sitio.

Se observaron diferencias significativas (p<0,05)
entre el sitio PD y los otros sitios (AG y SU), tanto para la
FMN (p= 0,0021) como para la FAN (p=0,0011), mientras
que para los demas parametros celulares (LN y EN) no
se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre
los sitios. Entre las areas antropizadas, los mayores
registros de las frecuencias correspondieron al sitio AG.
Ademas, no se encontrd correlacion entre los parametros
biolégicos (MC y LC de P. hilarii) y las frecuencias de MN
y de AN de los sitios AG (MC-FMN: r>= 0,62 y LC-FMN:
r’>= 0,31; MC-FAN: r>= 0,24 y LC-FAN: r>-0,24), SU (MC-
FMN: r2= -0,72 y LC-FMN: r?= -0,60; FAN-MC: r?= -0,03
y FAN-LC: r?= 0,09) y PD (FMN-MC: r>= 0,13 y FMN-LC:
r’= -0,39; FAN-MC: r>= 0,29 y FAN-LC: r>= 0,10).
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Tabla 1. Parémetros biologicos de P. hilarii, peso corporal (MC) y longitud Tabla 2. Parémetros celulares evaluados en P. hilarii. FMN: frecuencia
caparazén (LC). Sitios: control (PD), agroecosistemna (AG) y sistema de micronucleos; FAN: frecuencia de alteraciones nucleares; LN: [6bulo
urbano (SU). n:tamano de la muestra. Los valores se expresaron como nuclear; EN: ncleo mellado; en 1000 eritrocitos contados por muestra.
media + EE. Sitios: control (PD), agroecosistema (AG) y sistema urbano (SU). n:

tamano de la muestra. Todos los valores se expresaron como media +
EE. Superindices ay b en las columnas senalan diferencias significativas
entre los sitios (p<0,05). (*) Sin diferencias significativas.

SITIOS n Mmc (Kg) LC (mm)
PD 6 2,36+ 0,38 316,33 £9,01
SITIOS n FMN FAN LN* EN*
AG 6 1,62 + 0,64 216,17 34,31
SU 6 1.99 + 0.49 281.50 £ 26.68 PD 6 0,17+0,17* 0,50 +0,22* 0,33 +0,21 0
AG 6 3,33+0,62° 4,67+0,56° 1,17+0,40 0,17+0,17
SU 6 2,00+ 036" 2,67+0,42° 0,50+0,22 0,17+0,17

Figura 2. Eritrocitos de Phrynops hilarii: a) normal; b) eritrocito con brote; ¢) eritrocito con
ndcleo mellado; d) eritrocito con microndcleo. Escala: 5um.
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DISCUSION

Actualmente existe un gran interés en estudios
ecotoxicologicos con reptiles, debido a que las
caracteristicas fisiologicas y ecoldgicas que presentan,
permiten evaluar el estado de contaminaciéon de un
ambiente (Quir6z Herrera y Palacio Baena, 2017).

Varios autores han aplicado el test de MN (Zufiiga
Gonzalez et al., 2000; 2001; Poletta, 2011; Shaumburg
et al., 2012; 2014; Zapata et al., 2016; Lopez Gonzalez et
al., 2017), y de otras AN (Strunjak Perovic et al., 2010;
Hayretdag et al., 2014; Hernandez Guzman et al., 2015;
Lépez Gonzalez et al., 2017) en caimanes, serpientes y en
otras especies de tortugas.

Los resultados de la FMN obtenidos del sitio PD
(control) del presente trabajo fueron tomados como
valores basales, al igual que la FAN para dicho sitio,
debido a que no hay antecedentes hasta el momento de
valores basales en individuos de P. hilarii en la naturaleza
(Tabla 2). Los datos de FBMN obtenidos, fueron menores
en comparaciéon con los reportados por los autores
Boned et al. (2011) y Latorre et al. (2015) para individuos
de esta especie en condiciones de cautiverio. Asimismo,
se encontrd en el trabajo de Zapata et al. (2016) que la
FBMN obtenida de individuos de Trachemys callirostris
expuestos a las actividades agricolas, industriales y
mineras fue mayor que el resultado obtenido en el
presente estudio; de igual manera ocurrio en el trabajo
de Da Silva Silveira (2016), en el cual la FBMN obtenida
de las especies: Chelonia mydas, Caretta caretta y un
hibrido entre las especies C. carettay Lepidochelys olivdcea
de areas expuestas a descargas de contaminantes de
residuos sdlidos y metales pesados fueron mayores a las
del presente trabajo.

Por otra parte, Zailiga Gonzalez et al. (2000; 2001)
informaron valores de la FBMN para varias especies de
vertebrados tanto en la naturaleza como en cautiverio,
en el cual, detallaron datos para dos especies de tortugas
de agua dulce Macroclemys temminckii y Kinosternon
subrubrum, cuyos valores reportados fueron nulos,
pudiendo deberse estos resultados al bajo nimero de
individuos analizados, ya que los autores utilizaron un
individuo de la primera especie mencionada y dos de la
segunda (Poletta, 2011).

En lo que respecta a la FBAN, los datos obtenidos en
el presente trabajo son los primeros en tortugas P. hilarii
de poblaciones naturales, ya que solamente se encontrd
en la bibliografia el trabajo de Da Silva Silveira (2016), en
el cual describe eritrocitos con brotes ademas de los MN
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en las especies anteriormente mencionadas (C. mydas, C.
caretta y un hibrido entre C. caretta y L. olivdcea).

Los autores Matson et al. (2005) determinaron la FMN
en las tortugas Emys orbicularis expuestas a descargas
industriales y Borrat et al. (2011) en la especie C. mydas
expuesta a las actividades agricolas, y Quiroz Herrera
y Palacio Baena (2017) en L. olivdcea para determinar
efectos genotéxicos de contaminantes en una zona
expuesta a los agroquimicos y metales pesados.

Las FMN obtenidas de las tortugas de los trabajos
de Matson et al. (2005) y Borrat et al. (2011), fueron
superiores a los valores obtenidos de los sitios
antropizados (AG y SU). No obstante, en el estudio de
Quiroz Herrera y Palacio Baena (2017), los resultados de
sus analisis fueron bajos en relacion a los valores de los
sitios AGy SU.

Finalmente, las muestras analizadas de P. hilarii del
sitio PD tuvieron escasas AN, lo cual, podria asociarse a
eventos espontaneos (Cabagna Zenklusen, 2012), ya que
las tortugas capturadas en esta area (Parque Nacional),
corresponden a un sitio protegido, relativamente alejado
de campos agricolas e industrias.

El aumento de las frecuencias de MN y AN observadas
en P. hilarii de los sitios AG y SU, podrian estar asociadas
fuertemente a las actividades nauticas y agricolas,
produciendo un incremento de las alteraciones con
respecto a las frecuencias obtenidas en el sitio PD.
Estos resultados, coinciden con algunos de los trabajos
anteriormente mencionados, como los de Matson et
al. (2005), Hayretdag et al. (2014) y Lopez Gonzalez et
al. (2017), ya que en los mismos, los sitios utilizados
en sus estudios, expuestos a contaminantes o ensayos
de laboratorio por induccion a téxicos, produjeron un
aumento en las frecuencias de MN y AN con respecto a
sus controles.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente
trabajo, consideramos que el biomonitoreo realizado
con P. hilarii fue util, por lo que podria ser utilizada
como especie bioindicadora para evaluar calidad de los
ambientes de Argentina. Si bien el nimero de individuos
analizados fue bajo, cabe resaltar que estos animales
se encontraban en libertad, expuestos naturalmente
a las condiciones de los ambientes que habitan. En
este contexto, este trabajo es el primero de este tipo,
y consideramos que ampliar el nimero de individuos
y sitios de estudio podria incrementar el valor de los
resultados hallados, y es un desafio que nos planteamos
para futuros trabajos en el area de estudio.
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ABSTRACT

Genomic selection (GS) is used to predict the merit of a genotype with respect to a quantitative
trait from molecular or genomic data. Statistically, GS requires fitting a regression model
with multiple predictors associated with the molecular markers (MM) states. The model
is calibrated in a population with phenotypic and genomic data. The abundance and
correlation of MM information make model estimation challenging. For that reason there
are diverse strategies to adjust the model: based on best linear unbiased predictors (BLUP),
Bayesian regressions and machine learning methods. The correlation between the observed
phenotype and the predicted genetic merit by the fitted model provides a measure of the
efficiency (predictive ability) of the GS. The objective of this work was to perform a meta-
analysis on the efficiency of GS in cereals. A systematic review of related GS studies and
a meta-analysis, in wheat and maize, was carried out to obtain a global measure of GS
efficiency under different scenarios (MM quantity and statistical models used in GS). The
meta-analysis indicated an average correlation coefficient of 0.61 between observed and
predicted genetic merits. There were no significant differences in the efficiency of the GS
based on BLUP (RR-BLUP and GBLUP), the most common statistical approach. The increase
of MM data, make GS efficiency do not vary widely.

Key words: systematic review, random effects model, forest plot, predictive accuracy

RESUMEN

La seleccion gendmica (SG) es usada para predecir el mérito de un genotipo respecto a un
caracter cuantitativo a partir de datos moleculares o genémicos. Estadisticamente, la SG
requiere ajustar un modelo de regresién con multiples variables predictoras asociadas a los
estados de los marcadores moleculares (MM). El modelo se calibra en una poblacién en la
que hay datos fenotipicos y gendmicos. La abundancia y la correlaciéon de la informacion
de los MM dificultan la estimacion, y por ello existen distintas estrategias para el ajuste
del modelo basadas en: mejor predictor lineal insesgado (BLUP), regresiones Bayesianas
y aprendizaje automatico. La correlacion entre el fenotipo observado y el mérito genético
predicho por el modelo ajustado, provee una medida de eficiencia (capacidad predictiva) de
la SG. El objetivo de este trabajo fue realizar un meta-analisis de la eficiencia de la SG en
cereales. Se realiz6 una revision sistematica de estudios relacionados a SG y se llev a cabo
un meta-analisis, para obtener una medida global de la eficiencia de la SG en trigo y maiz,
bajo diferentes escenarios (cantidad de MM y método estadistico usado parala SG). El meta-
analisis indicé un coeficiente de correlacién promedio de 0,61 entre los méritos genéticos
predichos y los fenotipos observados. No se observaron diferencias significativas en la
eficiencia de la SG realizada con modelos basados en BLUP (RR-BLUP y GBLUP), enfoque
estadistico mas comtinmente usado. El incremento de MM no cambia significativamente la
eficiencia de la SG.

Palabras clave: Revisidn sistematica, modelos de efectos aleatorios, forest plot, capacidad predictiva
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META-ANALISIS DE SELECCION GENOMICA

INTRODUCCION

La seleccion gendémica (SG) es una técnica con alto
potencial para acelerar la tasa de ganancia genética en
vegetales (Heffner et al., 2009). Valiéndose de modelos
estadisticos, permite relacionar vasta cantidad de
marcadores moleculares (MM) o informacién gendémica
a un caracter fenotipico de interés, para predecir luego
el mérito genético de cada fenotipo. En SG se parte de
una poblacién de entrenamiento o calibracion, donde
no sélo el genotipo molecular es conocido sino también
el fenotipo, y se estiman modelos relacionales, que
aprendiendo desde dicha poblacién son luego aplicados
a poblaciones de lineas donde no se conoce el fenotipo
pero si se desea predecir el mérito genético. Es a partir del
modelo estadistico estimado o ajustado que se realizan
predicciones para estimar el valor de cria o mérito
genético de cada individuo en la poblacién de interés.
Asi, es posible seleccionar individuos con caracteristicas
promisorias para un determinado caracter, usando sélo
la informacién molecular que usualmente proviene del
genotipado con marcadores moleculares distribuidos en
todo el genoma de cada individuo (Hawkins y Yu, 2018).
Lainformacién del genotipoydel fenotipo enlapoblacion
de entrenamiento también es usada para estimar el
efecto de cada marcador sobre el caracter de interés.
Aun con gran cantidad de MM, los modelos estadisticos
usados en SG permiten ajustar el efecto de todos los
marcadores simultaneamente. Si los MM se encuentran
endesequilibrio deligamiento conlamutacién que afecta
el caracter, los marcadores seran capaces de capturar
una gran proporcion de la varianza genética del caracter
de interés (Voss Fels et al., 2019) y el modelo estadistico
permitira asociar los MM con el fenotipo (Hawkins y Yu,
2018). El modelo aplicado sobre la poblacién de mejora
se usa para predecir el valor genético del individuo desde
la informacién molecular distribuida en todo el genoma
(Genome Estimated Breeding Value-GEBV) (Bhat et al,,
2016; Hawkins y Yu, 2018). La SG tiene la capacidad de
utilizar altas cantidades de MM asociados a cada loci,
incluso de efecto menor (Heffner et al., 2009) y asi
capturar mayor variacion genética.

La eficiencia de la SG en un contexto particular,
puede evaluarse a través de las correlaciones entre los
fenotipos observados y los méritos genéticos predichos o
valor de cria (GEBV). Existen una importante cantidad de
estudios primarios de SG en vegetales, y si bien es posible
su recopilacion a través de la revision sistematica de
literatura, no es comun encontrar estudios secundarios
o meta-analisis (MA) de esos estudios primarios. La
revision sistematica permite sintetizar la informacién
cientifica disponible, pero es el MA la técnica que permite
incrementar la potencialidad de las conclusiones de los
estudios primarios (Ferreira Gonzalez et al., 2011).

La revision sistematica involucra una serie de
acciones: i) formular la pregunta de investigacion a
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partir de la cual se realiza un constructo de biisqueda
para explorar plataformas digitales; ii) realizar la
blisqueda de manera exhaustiva y comprensiva de
estudios primarios en diferentes bases de datos; iii)
compactar la informacién obtenida de las diferentes
bases de datos a través de un gestor bibliografico; iv)
establecer los criterios de exclusion e inclusién para
la selecciéon de estudios primarios; v) determinar la
relevancia de los estudios identificados; y vi) extraer los
datos en el formato necesario para el MA que se quiera
realizar (Pai et al., 2004; Akobeng, 2005; Borenstein
et al., 2009; 2010; Sanchez Meca, 2010). El término
MA fue introducido por primera vez por Glass (1976),
para denotar la sintesis estadistica de los resultados de
estudios primarios similares respecto al tema objeto de
estudio. E1 MA permite: i) sintetizar los resultados de
estudios primarios obtenidos de la revision sistematica
para incrementar la potencia de las pruebas de hipétesis
de interés; ii) estimar el tamafio del efecto de interés o
efecto global; iii) evaluar heterogeneidad entre estudios;
y iv) en caso de que sea necesario, hacer analisis por
subgrupos o meta-regresiones para comprender el
impacto de factores y covariables sobre el tamafio del
efecto en cada estudio primario (Borenstein et al., 2009).
El MA permite estimar un efecto global o de sintesis de
los estudios primarios. En este trabajo, el efecto que se
midi6 a través del MA de estudios de SG es el tamafio
o magnitud de la correlacién entre valores fenotipicos
observados y méritos genéticos predichos por los
modelos de SG en las poblaciones de mejora. El grafico
Forest Plot, permite visualizar los resultados del MA a
través de intervalos de confianza para el valor esperado
del efecto de interés, tanto para cada estudio primario
como para el conjunto de éstos. La amplitud de estos
intervalos de confianza dependera de la precision con
que se reportan los resultados de cada estudio primario;
ésta es funcion del tamafio muestral y de la varianza
residual. El efecto global es estimado como una media
ponderada de los efectos reportados en los estudios
primarios, y esta ponderacién depende de la precision de
cada estudio. En escenarios de alta heterogeneidad entre
estudios respecto al tamaiio del efecto objeto de estudio,
se realizan andlisis por subgrupos de estudios primarios
relativamente homogéneos. En los estudios de SG en
vegetales, es frecuente que se presenten datos de otras
variables que podrian marcar diferencias o generar
heterogeneidad entre estudios, como por ejemplo,
la cantidad de genotipos evaluados, la cantidad de
marcadores moleculares empleados (Wuy Hu, 2012) 0los
modelos estadisticos usados parala SG. Estainformacion
puede ser considerada para conformar subgrupos parael
MA y asi comparar el impacto de los distintos niveles de
estos factores sobre la correlacion objeto de estudio. El
objetivo de este trabajo fue realizar un MA de la eficiencia
de la SG en cereales y su dependencia con la cantidad de
MM y el modelo estadistico usado.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de la informacién a través de la revision
sistematica

En la revision sistematica se seleccionaron palabras
clave relacionadas a la pregunta de investigacion, y de
este compendio de palabras se construyoé el siguiente
constructo de busqueda: (GS o “Genomic Selection”)
y (“Plant breeding”) y (crops) para obtener la mayor
cantidad posible de literatura referente a estudios de
SG en mejoramiento vegetal. La bisqueda de estudios
primarios fue llevada a cabo en multiples bases de
datos: Scopus, Science Direct, EBSCOhost, Pubmed,
JSTOR, Red de Revistas Cientificas de América Latina y
el Caribe, Espaiila y Portugal “Redalyc” y SpringerLink.
Se obtuvieron 5014 estudios primarios que mencionaran
la SG en vegetales. A través del gestor bibliografico
Zotero se realiz6 la unificacién de los estudios primarios
obtenidos en las siete bases de datos electrdnicas,
asi como la eliminacién de estudios primarios
duplicados, excluyendo 779 estudios primarios.

Luego, se seleccionaron aquellos estudios que contenian
las palabras de busqueda en el titulo (947 estudios
primarios). Seguidamente, se leyeron los resiimenes
de los trabajos que pasaron el filtrado del titulo y se
eligieron aquellos que tratasen la eficiencia de la SG
(se desecharon otros 358 estudios primarios). Los
estudios que pasaron la anterior etapa (589 trabajos),
fueron leidos de manera completa para seleccionar
aquellos estudios donde estaba publicada la informacion
necesaria para la construcciéon de la base de datos
(especies, caracter fenotipico, cantidad de marcadores,
métodos de estimacion y la precision de la prediccion
(prediction accuracy), medida a través del coeficiente
de correlacion “r” entre el fenotipo observado y los
valores de mejora predichos. Finalmente, la cantidad de
estudios primarios seleccionados para la conformacion
de la base de datos fue de 68. En la Figura 1 se presenta
un diagrama de flujo de los pasos mencionados.

de las bases de datos seleccionadas: Scopus:
1963; ScienceDirect:199; EBSCOhost:277;
Pubmed:58; JSTOR:7; Redalyc: 1756 y
SpringerLink:754.

Total de estudios no duplicados: 4235

Estudios potencialmente relevantes compilados

——)

Estudios excluidos después de leer el titulo: 3288
(No contienen las palabras clave en el titulo).

Total de resimenes evaluados: 947

Estudios excluidos después de leer el resumen: 358
(SG en vegetales no era el sujeto de estudio).

Estudios evaluados por texto completo: 589

Estudios excluidos por texto completo:521
(No contenian los datos requeridos para el meta-analisis).

Total de estudios en el meta-analisis: 68

Figura 1. Diagrama de flujo de los criterios de exclusion para el meta-andilisis.
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Conformacion de la base de datos para realizar el meta-
analisis

La base de datos quedé conformada por 68 estudios
primarios, aunque en algunos de ellos se evaluaron
varios casos, i.e., mas de un proceso de SG y por tanto
se pudieron obtener varios coeficientes de correlacion,
totalizando 232 casos de SG. Labase de datos conformada
a partir de los estudios primarios seleccionados contiene
la variable “Estudios” para identificar los estudios
primariosatravés desusautoresyelafio delapublicacion.
Una columna denominada “Subgrupo_ Especies” con
dos categorias: “cereales” (trigo, maiz, cebada, arroz
y centeno) y “otras especies” (césped, soja, colza,
remolacha, alfalfa, eucalipto, pera, raigras, mandioca,
cafla de azudcar y vid). Para este trabajo se consideraron
los datos provenientes de SG en cereales. La columna
“caracter” recopila la variable fenotipica analizada en
la poblacién de entrenamiento (rendimiento de grano,
tiempo de floracién, altura de planta, contenido de
proteina). La columna “Total Marcadores” contiene
la cantidad de marcadores moleculares usados en
cada estudio primario y categorizada en terciles de la
distribucién de cantidad de marcadores: baja<1.700,
media=(1.700; 17.000] y alta>17.000. La columna
“Método_ Estimacion”, reporta los métodos de
estimacion usados en la SG que luego son reagrupados
en dos categorias: “basados en BLUP” (BLUP, G-BLUPy
RR-BLUP)y “otros”, que incluyen “métodos bayesianos
o de aprendizaje automatico” (M-BL, SVR, RKHS, Bayes
Ay Bayes B). La dltima columna contiene el coeficiente
de correlacion “r” entre el fenotipo observado y el
mérito genético predicho por SG reportado en cada
estudio primario. Un valor de correlacién cercano a uno
indica alta eficiencia de la SG.

Los métodos basados en modelos mixtos y
consecuentemente en el mejor predictor lineal insesgado
(BLUP) han sido los mas usados en SG. El método
G-BLUP se caracteriza por asignar la misma varianza
a todos los loci, es decir, otorga la misma importancia
a cada alelo del marcador para obtener el predictor del
mérito genético, i.e., como suma los efectos alélicos
individuales; algunos marcadores pueden asociarse
a efectos nulos (Clark y van derWerf, 2013). Por otra
parte, el método RR-BLUP asume que todos los loci
tienen el mismo efecto, distinto de cero con las mismas
varianzas, pero esto no implica que todos los MM
tengan el mismo efecto. RR-BLUP estima la matriz de
relaciones entre los genotipos a partir de la informacion
provista por los MM, por lo tanto, algunos loci pueden
aportar al predictor y otros no. Los métodos bayesianos
ponderan el efecto de cada locus con distinta varianza a
diferencia de RR-BLUP. Entre los métodos basados en
aprendizaje automaticos, SVM ha sido uno de los mas
usados en la SG, dado que al usar una funcién kernel
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para los calculos como el producto interno, resuelve el
problema de estimacién con alta dimensionalidad. Por
ello, en estos tipos de modelos, la seleccién de la funcién
kernel se vuelve un factor clave, dado que la misma debe
reflejar la distribucion caracteristica de la muestra de
entrenamiento (Wang et al., 2018).

Meta-analisis

Se estimd la correlacion (promedio ponderado de los
estudios) entre los valores observados y predichos por
el modelo en los estudios de SG realizados en maiz y
trigo; especies que representaron mas del 50% del total
de casos detectados en la revision sistematica. Se usé
un modelo de efectos aleatorios para el MA, ya que se
observo alta heterogeneidad entre estudios respecto a
los valores de r y la precision reportada:

reu+r+€,

donde r,es la correlacién observada, u es la correlacién
esperada entre el fenotipo observado y el mérito genético
predicho, 1, es un efecto aleatorio asociado a cada estudio
primario que se supone con distribucién N(0,r)y €, esun
término de error aleatorio con distribuciéon N(0,02) que
mide la precision dentro de cada caso de SG.

La heterogeneidad entre estudios se evalud con el
estadistico 12, que permite cuantificar cuanto de la
variabilidad total en el estadistico de interés debe ser
atribuida a la variacién entre estudios (Higgins et al.,
2003). Es una medida independiente del nimero de
estudios incluidos en el meta-analisis y de la unidad de
medida utilizada para cuantificar el efecto estudiado.
El estadistico 12, se expresa como una proporcion, un
valor cercano a cero indica que la varianza observada
es espuria y por lo tanto, los estudios primarios
pueden considerarse homogéneos. Higgins et al. (2003)
sugirieron que valores de I* hasta 25% podrian ser
indicadores de baja heterogeneidad, entre 25 y 50%
de mediana heterogeneidad y mas de 75% de alta
heterogeneidad. Dado los altos valores encontrados para
I2, sellevaron a cabo analisis por subgrupos considerando
en cada analisis diferentes variables de clasificacion,
como la cantidad de marcadores moleculares utilizados
(“Subgrupo_MM”) y el tipo de método de estimacion
utilizado para la SG (variable “Método_ Estimacion”).
La estrategia de realizar analisis por subgrupo, ademas
de controlar la heterogeneidad entre estudios, permitié
detectar coémo estas variables contribuyen en la
estimacion global de la eficiencia de la SG. Los meta-
analisis se realizaron con los datos transformados
a través del z de Fisher, pero los resultados de los
efectos globales fueron reportados en la métrica de
correlaciones. Los datos fueron analizados usando el
software R con el paquete meta (R Core Team 2020).
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RESULTADOS

La SG en cereales ha convocado mayor atencion
que en otras especies agricolas por el acortamiento
aparejado en el ciclo de mejoramiento genético vegetal.
Probablemente, este hecho se asocie con la importancia
alimentaria de estas especies agricolas que cuentan con
programas de mejoramiento genético vegetal en gran
parte del mundo.

Los resultados reportados en la Tabla 1 indican
predominancia del uso de los métodos de estimacion
RR-BLUP y G-BLUP en el ajuste del modelo estadistico

que permitira obtener las predicciones para la SG. Es
importante destacar que se observd alta variabilidad
en los reportes de eficiencia de la SG; por ejemplo, en
trigo algunas publicaciones reportaban correlaciones
menores al 20% mientras que otras reportaban valores
de correlaciones en el valor fenotipico observado y el
valor genético predicho mayores al 80%. No obstante,
en la mayoria de los casos analizados la eficiencia de
la SG fue cercana al 60%, que en términos estadisticos
es mediana, pero en términos practicos puede ser
suficiente.

Tabla 1. Estudios de seleccion genémica (SG) en cultivos (n=232) segln especie, cantidad de genotipos y de
marcadores moleculares en la poblacion de entrenamiento, método de estimacion y eficiencia promedio.

. Estudios . Marcadores Método de
Especie de SG Genotipos moleculares estimaciont r§
RR-BLUP 57
Trigo 105 372 4.040 G-BLUP 31 0,58
90 58.798 234 90.000  Bayesianos 8 0,16 0,92
Aprendizaje 9
Automatico
RR-BLUP 28
Maiz iy 300 16.846 g'BLUP 12 0,59
97 3.273 125 158.281 ayesianos 0,24 0,90
Aprendizaje 6
Automatico
Soja 5 301 s34 OPRP Y 0es
288 301 79 52.349 : 0,42 0,69
Bayesianos 1
RR-BLUP 37
Otras o 482 5.604 g'BLUP }3 0,53
76-3.000 69-90.000 ayesianos -0,09-0,90
Aprendizaje
1 6
Automatico

T Método de estimacion mds frecuentemente usado en la construccion del modelo de seleccion genémica (SG).

§ Correlacion entre el fenotipo observado y los valores de mejora (breeding values) genéticos predichos por el modelo de SG.
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La representacion grafica de los resultados se realiza
con un Forest Plot (Figura 2), cuyas filas representan
cada uno de los estudios primarios y la eficiencia de la SG
en las especies trigo y maiz agrupadas segin el método
de estimacién del modelo de SG (G-BLUP y RR-BLUP).
El tamafio del efecto es la magnitud de la asociacion
entre el valor fenotipico observado y el valor genético
predicho. Asi, el grafico permite visualizar la correlacion
de interés promedio (cuadrado) de cada estudio primario
y su intervalo de confianza (IC) con nivel de confianza
del 95%. Mientras menor es la amplitud del intervalo
de confianza, mayor es la precisién en la estimacion
del coeficiente de correlacién entre el valor fenotipico
observado y el valor genético predicho. El cuadrado que
representa el tamario del efecto de cada estudio primario
varia entre estudios para reflejar el peso de cada uno en
la estimacion del efecto global (correlacion promedio
ponderada). Un estudio con precisiéon relativamente
buena, tendra asignada mayor ponderacién o peso
para generar la estimacion global. La precisién esta
gobernada por el tamario de la muestra y por la varianza
residual del estudio. Al final de la lista de estudios se
visualiza el efecto global (rombo). Si la correlacion
global es estadisticamente distinta de cero, el valor de
cria predicho por el modelo se correlaciona con el valor
observado y la SG es eficiente. El efecto global de la
correlacion entre los valores observados y los valores
predichos fue de 0,61, con un intervalo de confianza
(IC) de [0,59-0,64] que confirma la eficiencia de la SG.
La heterogeneidad entre estudios fue alta 1>=99% vy
estadisticamente significativa p<0,001; como estrategia
analitica para controlar parte de la heterogeneidad,
se identificaron subgrupos relacionados al método de
estimacion (Figura 2) v a la cantidad de marcadores
moleculares involucrados en la construccion del modelo
de SG (Figura 3).

El intervalo de confianza (IC) para G-BLUP fue [0,57-
0,66] y para RR-BLUP [0,59-0,64]; en ambos casos no
contienen al cero e indican que la eficiencia de la SG es
similar entre ellos y que no estuvo condicionada por la
seleccion de uno u otros métodos de estimacion basados
en BLUP. La superposicién de los IC indica que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre ambos
métodos de construccion del modelo para predecir
mérito genético desde la informacién genémica.

Los resultados del meta-analisis para trigo y maiz,
realizado por subgrupos definidos por la densidad de
marcadores moleculares (alta con mas de 17.000 MM,
media de1.700 hasta17.000 MM y baja con 1.700 0 menos
MM), mostraron similitud de la eficiencia alcanzada con
distinta cantidad de marcadores moleculares (cerca del
60%) (Figura 3). Las ponderaciones o pesos reportados
para las categorias alta y media fueron 41,1% y 36,1%
respectivamente, mientras que las ponderaciones de la
categoria de baja densidad de marcadores moleculares
fue de 22,8%. Esto evidenci6 que la mayor contribucién
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al efecto global de correlaciéon entre los valores
observados y predichos, se obtuvieron con densidades
de marcadores moleculares medias y altas (Tabla 2).

Estudios Correlacion Corr IC 95%
|

Haile et al.,2018 | I 0.88 [0.84;0.91]
Albrecht et 81,2014 & 0.73 [0.70; 0.76]
Crossa et al., 2018 4 0.73 [0.72; 0.74]
Crossa et 81,2016 G 0.73 [0.72;0.74]
Juliana et al.,2017 = 0.73 [0.67. 0.78])
Technow et al.,.2013 = 0.71 [0.80; 0.80]
Technow et al.,2013 i 0.82 [0.57;0.78]
Albrecht et 81,2014 .2 0.68 [0.84; 0.71]
Juliana et al.,2017 -+ 0.64 [0.57;0.71]
Crossa et al.,.2018 A 0.62 [0.61; 0.83]
Crossa et al.,2018 1 0.60 [0.59; 0.81]
Crossa et 81,2016 & 0.57 [0.58; 0.58]
Rutkosky et al.,2014 + 0.57 [0.50; 0.84]
Crosss et al.,2013 = 0.57 [0.50; 0.62]
Crossa et al.,.2018 + 0.55 [0.51; 0.58]
Storlie y Charmet, 2013 i 0.52 [0.43; 0.60]
Jarguin et al.,.2014a -+ 0.51

Lado et al.,. 2018 i 0.50

Isidro et al.,. 2015 o 0.47

Zhang et al.,2015 * 0.47

Crossa et al., 2016 ¢ 0.45

Rutkosky et al.,.2018 = 0.43

e e

Gowda et al., 2013 + 0.79 [0.78; 0.81]
dosSantos et al. 2018 - 0.79 [0.74; 0.83]
Riedelsheimer et al.,2012s e 0.77 [0.71;0.81])
Zhao et al., 201328 & 0.76 [0.74; 0.79]
Jiang et al.,.2014 = 0.74 [0.69; 0.78]
Zhao et al. 2012 & 0.74 ;0.77)
Jiang et 81,2014 > 0.71 .76]
Jiang =t al. 2014 + 0.71 .76]
Schulz-Streeck et al. . 2012 ot 0.67 .72]
Zhao et al., 2013c -+ 0.63 74]
Amuda et al.,.2015 o 0.e3 .89]
Riedelsheimer et al.,2012b -+ D.62 .89]
Heffner et al. . 2011 &+ 0.59 .85]
Amuds et al.,2015 i 0.59 .86]
Zhao et al.,2013b &l 0.58 81
Zhang et al.,2016 & 0.56 .80]
Windhausen et al., 2012 = 0.55 .83]
Lian et al.,.2014 * 0.53 57]
Amuda et al.,.2018 i 0.52 .80]
Hoffstetter et al.,2018 e 0.48 58]
Heslot et al.,2013 -+ | 0.40 .49])
Zhao et al. 2014 = |l 0.40 [0.25; 0.44]
Michel et al. 2018 - | 0.39 [0.33; 0.45]
Michel et al., 2018 e I 0.25 [0.28; 0.42)
Jacohson et al.,.2014 - | 0.34 [0.28; 0.39]
Miedaner et al.,2013 i | 0.22 [0.27; 0.37]

+

|

|
Meodelo efectos aleatorios ‘ 0.61 [0.57; 0.64]

Heterogeneidad: I° = 88%, F <0.1, =0
2 E 0

Figura 2. Forest Plot de la eficiencia de SG para los métodos de
estimacion G-BLUP y RR-BLUP en trigo y maiz. El modelo de meta-
andlisis ajustado fue un modelo de efectos aleatorios por subgrupos
(G-BLUP y RR-BLUP), contemplando de esta forma la heterogeneidad
entre estudios primarios y entre grupos. Las correlaciones se presentan
ordenadas de mayor a menor dentro de cada método de estimacion.
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Estudios Correlacion Corr IC 95%

dosSantos et al., 2018
Riedelsheimer et al.,2012a
Jiang et al.,2014 o
Croszsa et 51,2018 L
Crossa et 51,2018 L
Technow et al. 2012 s
Technow et al., 2012 =
Albrecht et 51,2014 ax
Crossa et a1, 2018 4
Riedelsheimer et al.,.2012b - 0.82 [0.54; 0.69]
Crossa =t 81,2018 1 0.60 [0.59;0.81])
Crossa et al.,2018 L 0.57 [0.56;0.58]
e
-
+
+
&
+
B

+ 0.79 [0.74;0.83]
- 0.77 [0.71;0.81]
0.74 [0.69;0.78]
0.73 [0.72;0.74]
0.73 [0.72;0.74]
0.71 [0.60;0.80]
0.89 [0.57;0.78]
0.88 [0.64;0.71]
0.82 [0.61;0.63]

Crossa et 81,2013 0.57 [0.50;0.62]
Windhausen et al., 2012 0.55 [0.45; 0.63]
Crossa et al.,2018 0.55 [0.51;0.58]
Amuds et 81,2018 0.52 [0.42;0.80]
Lado et al. 2018 0.50 [0.48;0.54]
Isidro et 81.,2015 0.47 [0.42;0.51]
Zhang et al.,.2015 0.47 [0.44;0.49]
Crosss =t 51,2018 { 0.45 [0.43;0.47]
Michel et al.,.2018 ol + 0.25 [0.28;0.42]

|

|

I

M leatorios

Baja

Zhao et al.,2012a I+ 0.76 [0.74:0.79]
Zhao et al. 2012 -+ 0.74 [0.71;0.77]
Jiang et al.,2014 - 0.71 [0.68;0.76]
Schulz-Streeck et al. 2013 -+ 0.67 [0.81;0.72]
Zhao et al.,2013c - 0.62 [0.49;0.74]
Heffner et al., 2011 - 0.59 [0.52; 0.65]
Arruds et al.,2015 -~ 0.59 [0.50; 0.66]
Zhao et al,2013b + 0.58 [0.55; 0.61]
Heslot et al.,2013 | 0.40 [0.31;0.49]
Zhao et al.,2014 - 0.40 [0.36; 0.44]
Miedaner et al., 2012 +4 0.32 [0.27;0.37]

0.6 [0.49: 0.69]

Media

Haile et al.,2018 * 0.88 [0.24,0.91]
Gowda et al. 2012 @ 0.79 [0.78;0.81]
Albrecht et sl 2014 & 0.73 [0.70; 0.76]
Julisna et 81,2017 i 0.72 [0.67.0.78]
Jiang et al., 2014 o= 0.71 [0.68;0.78]
Juliana et al., 2017 = 0.84 [0.57.0.71]
Arruda et al., 2015 = 0.63 [0.55;0.69]
Rutkosky et al., 2014 i 0.57 [0.50;0.84]
Zhang et al.,.2018 £ 0.58 [0.52; 0.80]
Lian et al.,2014 2o 0.53 [0.48; 0.57]
Storlie y Charmet 2012 = 0.52 [0.43;0.80]
Jarquin et al.,2014s =1 0.51 [0.38; 0.62]
-+

Hoffstetter et al.,.2018 0.48 [0.41;0.55]

Rutkosky et 51,2018 = 0.42 [0.26:0.50]
Michel et al.,2018 B | 0.39 [0.33; 0.45]
Jacobson et al.,2014 - 0.24 [0.28;0.29]
Modelo e leatorios v 0.61 [0.52;0.69]
H £ = |
|
Modelo efectos algatnrios . 4 0.61 [0.57; 0.64]
Heterogeneidad: I°=98%, T <01, g =0 I L
-2 -1 0 1 2

Figura 3. Forest Plot de la eficiencia de SG para distintas densidades

de marcadores moleculares categorizadas en: baja (menos de 1700),
media (entre 1700 y 17.000) y alta densidad de marcadores moleculares,
mayor a 17.000 para estudios primarios de trigo y maiz. El modelo

de meta-andlisis ajustado fue un modelo de efectos aleatorios por
subgrupos de densidad de marcadores moleculares (Alta, Bojo y
Media), contemplando de esta forma la heterogeneidad entre estudios
primarios y entre grupos. Las correlaciones se presentan ordenadas de
mayor a menor dentro de cada categoria de densidad de marcadores
moleculares.
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Tabla 2. Estimacion de la correlacion entre fenotipo observado y mérito
genético predicho desde la informacion molecular de los métodos

de estimacion mas frecuentes de seleccion genémica y densidad de
marcadores moleculares en maiz y trigo (n=122).

Ponderacion

(%)
Meétodo de Estimacion de
SG
RR-BLUP 0.61 0.59 0.64 69.4
G-BLUP 0.61 0.57 0.66 30.6
Efecto Global 0.61 0.59 0.64 100.0
Cantidad de Marcadores
Moleculares
Mayor a 17.000 0.62 0.58 0.66 41.1
Entre 1.700 y 17.000 0.61 0.55 0.67 36.1
Menor o igual a 1.700 0.6 0.52 0.67 22.8
Efecto Global 0.61 0.59 0.64 100.0

§ LIy LS son el limite inferior y superior del intervalo de confianza del 95% de la
correlacion.

1 Correlacion entre fenotipo observado y mérito genético predicho desde la
informacion molecular.

* Pesos resultantes de un modelo de efectos aleatorios para cada uno de los
subgrupos respecto a su efecto global.
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DISCUSION

La SG se comenzo a aplicar para la prediccién genética
en animales (Meuwissen et al., 2001), no obstante,
fue adaptada rapidamente en los programas de
mejoramiento genético vegetal (Thavamanikumar et al.,
2015). Se presenta como una herramienta que permite
predecir de manera efectiva, los méritos genéticos de
los individuos a partir de informacién gendémica, sin
necesidad de observar el fenotipo; asi la seleccion se
puede realizar de manera mas rapida.

Diferentes modelos estadisticos son usados para
asociar la variabilidad genémica a un caracter fenotipico
de interés y poder luego predecir el mérito genético de
un nuevo individuo. Sin embargo, han manifestado la
complejidad a la hora de comparar los resultados de
diferentes estudios, ademas consideran que no siempre
se ajusta el modelo mas eficiente para un estudio en
particular (Wang et al., 2015). Los resultados del meta-
analisis conducido en este trabajo, sugieren que no existe
una diferencia significativa entre el ajuste del modelo
por G-BLUP o RR-BLUP, dos de los métodos mas usados
para la construccién del modelo de SG.

Dado que los valores de correlacion dependen
fuertemente de las varianzas de las variables que se
correlacionan, y que éstas pueden ser distintas bajo
distintos escenarios, el meta-analisis se realiz6 previa
transformaciéon (z de Fisher) de las correlaciones
reportadas. La transformacion del coeficiente de
correlacion en la escala z de Fisher permite realizar el
meta-analisis en una escala comun y luego transformar
el tamafio del efecto y los intervalos de confianza
logrados a las escalas originales (Borenstein et al.,
2009). Algunos autores sugieren que la transformacion
z de Fisher podria producir un sesgo hacia la derecha
(Silver y Dunlap, 1987; Strube, 1988; Field, 2001; 2005).
Otros autores sugieren que la transformacion logra
que el error estandar y, por lo tanto los intervalos de
confianza, dependan Unicamente del tamaiio muestral
y no del tamafio de la correlacién observada, que puede
verse afectada por el error de muestreo (Silver y Dunlap,
1987; Field, 2005). Strube (1988) sefialé que a medida
que aumenta el nimero de estudios primarios, el sesgo
debido a la transformacion es despreciable. En nuestro
trabajo el ntiimero de correlaciones derivadas de los
estudios primarios fue alto (n=232 cuando se trabajé con
todoslos casosyn=48 cuando seanalizaron las medias de
correlaciones por publicacién). Mas alla de la existencia
de un posible sesgo, las correlaciones promedio, aunque
significativas, no fueron altas (aprox. r=0,6) sugiriendo
que existe espacio para mejorar la capacidad predictiva
de los modelos usados en SG en trigo y maiz.

Podriaserimportanteconsiderarefectosdeinteraccion
entre los efectos de marcadores en los modelos lineales
usados para SG con el fin de incrementar la eficiencia de
la SG. Conceptualmente estos modelos son entendibles,
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pero son computacionalmente dificiles de estimar
en la actualidad. Los métodos de base computacional
como algunos modelos de regresion de aprendizaje
automatico podrian ofrecer una herramienta para el
tratamiento de interacciones de orden multiple. Varios
métodos de ajustes de modelos de SG abordan los
problemas de la alta dimensionalidad y la complejidad
computacional capturando diferentes aspectos de la
asociacion entre el genotipo y el fenotipo. Sin embargo,
el desempeiio de diferentes métodos depende de la
arquitectura genética subyacente del caracter de interés
(Resende et al., 2012; Wang et al., 2018). Se ha discutido
en la literatura que la precisiéon de la SG depende
de la heredabilidad y de la distribucién de los genes
causales (Desta y Ortiz, 2014) y consecuentemente
la heredabilidad del caracter en estudio se relaciona
positivamente a la precision de la prediccién. Otro factor
importante que debe ser considerado es la interaccion
genotipo-ambiente (GxE); ya que predicciones sobre el
mismo caracter, pero evaluados en varios ambientes,
difieren considerablemente debido al efecto que causa
esta interacciéon (Wang et al., 2018). Su et al. (2012)
usaron prediccién gendémica con densidades extremas
de SNPs y observaron que cuando aumentaron la
cantidad de informacién genémica en un 1438%, la
precision de la prediccion aumenté solo en 0,5-1,0%.
Aun cuando se conoce que cuanto mas marcadores
haya mejor sera la prediccion, la precision es dificil de
mejorar significativamente cuando la densidad inicial de
marcadores ya es alta. Los resultados del meta-analisis
son consistentes con estas publicaciones. Nakaya e
Isobe (2012) realizaron otra revision de estudios donde
se estimaba el mérito genético sobre bases de datos
simulados y bases de datos reales, y reportaron que la
prediccion del valor de cria fue siempre mejor cuando
en los modelos se incorporé informacion provista por
marcadores moleculares distribuidos densamente en
el genoma respecto a los modelos tradicionales de la
construcciéon del BLUP solo con datos fenotipicos. En
otros estudios para caracteres relacionados a calidad de
grano en poblaciones biparentales de trigo, se observo
que la precision de los modelos de SG alcanzd una
meseta con una densidad de marcadores moleculares
que se acercaba a los 256 (Heffner et al., 2011). Para
otras especies, como pinos, se observd que la maxima
capacidad predictiva se alcanzé en subconjuntos de 564
marcadores moleculares y luego disminuy6 (Resende et
al., 2012). El mismo fendmeno se observo en otro estudio
pero con una densidad de marcadores mucho mayor,
ya que se usaron 3490 marcadores moleculares para
calibrar los modelos de SG (Oakey et al., 2016). Yang et
al. (2010) y Wang et al. (2017) concluyeron que cuando
la densidad de marcadores alcanza un cierto nivel, la
prediccion genémica no se beneficia.

Entre los métodos estadisticos para ajustar el
modelo de SG, el mas recomendado en la practica
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de mejoramiento, debido a su robustez y eficiencia
computacional es el G-BLUP (Wang et al, 2018).
No obstante, algunos algoritmos de aprendizaje de
maquinas, como RKHS (Reproducing Kernel Hilbert Space)
han tomado un papel muy importante en SG (Cuevas
et al., 2016). El método G-BLUP asume que todos los
efectos de marcador se distribuyen normalmente con
igual varianza (Meuwissen et al., 2001) y puede producir
resultados similares al método Bayes C (Ferrio et al.,
2017). En el trabajo de Gianola (2013) se aprecia que el
método de G- BLUP es similar al RR-BLUP, como también
se observo en el meta-analisis de este trabajo. Daetwyler
etal. (2014) calibraron modelos de SGbasados en G-BLUP
y en regresion bayesiana para predecir la resistencia a
la roya en trigo, y concluyeron que el modelo G-BLUP
presenté mejor desempefio que la regresion bayesiana.
En trigo, los modelos de SG bayesianos han mostrado
resultados prometedores en el contexto del analisis
de QTL (quantitative trait loci), siendo mas sensibles al
aumento del nimero de QTL sin disminuir la precision
en contextos de multiples QTL (Wang et al., 2015).

La precision que aportan los métodos G-BLUP
y RR-BLUP se puede mantener casi constante,
independientemente de la cantidad de QTL (Wang et
al.,, 2018). Si bien los modelos Bayes A y Bayes B han
mostrado buen desempeiio (De los Campos et al., 2009) la
estimacion de los modelos bayesianos puede llevar mucho
tiempo restringiendo su aplicacion. Friedman et al. (2010)
mostraron una mejor alternativa con el algoritmo LASSO,
quelograun equilibrio entre la contraccién selectiva de los
efectos alélicos y la eficiencia computacional. A pesar del
buen desemperio de los modelos bayesianos en SG animal
(Nevesetal.,2014),Xuetal. (2017) sefialaron que el modelo
G-BLUP tiene mejor desempefio que los bayesianos en la
prediccion de caracteres relacionados con el rendimiento
en maiz y también, en la prediccion del rendimiento en
grano de trigo. En el presente trabajo se observd que la
eficiencia de la SG no difiere significativamente entre
el uso de G-BLUP o RR-BLUP para el ajuste del modelo,
resultado consistente con lo publicado (Dong et al., 2016;
Ferrao et al., 2017).

En conclusién, ain cuando los modelos estadisticos
usados para SG en cultivos de importancia agricola han
contribuido en la prediccion gendmica, permitiendo
seleccionar genotipos promisorios en etapas tempranas
de los programas de mejoramiento genético vegetal, ain
es necesario incrementar la capacidad predictiva. Los
modelos mas usados en maiz y trigo para predecir mérito
genético han sido G-BLUP y RR-BLUP, sin diferencias
estadisticas en su performance. Si bien la capacidad
predictiva aumenta con el nimero de marcadores usados,
la respuesta no es lineal y en algunas situaciones el
incremento de estos podria no ser redituable en términos
del aumento producido sobre la eficiencia de la SG.
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ABSTRACT

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most common neoplasm in pediatric age. In recent
years, between 15 and 20% of patients failed in their treatments. Knowledge on cytogenetics
and molecular biology has an important impact on the determination of the prognosis and the
appropriate treatment scheme. In Venezuela there is limited knowledge regarding the molecular
genetics of this onco-hematological alteration. The aim of this work was to evaluate the most
frequent genetic alterations in Venezuelan patients with a clinical diagnosis of acute lymphoblastic
leukemia. A cross-sectional, descriptive and prospective study was carried out from 2006 to 2014,
in which the translocations ETV6/RUNX1, MLL/AF/4, TCF3/PBX1, BCR/ABL1, as well as mutations in
the PAX5 and FLT3 genes were evaluated through the use of different types of PCR. One hundred and
thirty patients with a clinical diagnosis of acute lymphocytic leukemia were included in the study.
Molecular alterations were identified in 56 patients (43.1%), in which we observed the presence of
one or several alterations in conjunction in the same patient. The alterations identified were t(12;
21) (11.5%), t(4; 11) (8.5%), t(1; 19) (10%), t(9; 22) (20.8%), ITD-FLT3 (14.8%), P80S mutation
(4.2%) and S77del (4.2%) in the PAX5 gene. The prevalence of BCR/ABL is one of the highest
described so far in cases of ALL where most of the population is made up of pediatric patients.
These results represent the first molecular study of ALL in Venezuela, laying the foundations for
the diagnosis and monitoring of the disease in its population.

Key words: Acute Lymphoblastic Leukemia; Translocations; ETV6/RUNX1; MLL/AF/4; TCF3/PBX1;
BCR/ABL1; PAX5; FLT3

RESUMEN

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es la neoplasia mas frecuente en edad pediatrica. En
los ultimos afios, entre el 15 y 20% de los pacientes fracasan en el tratamiento. Conocimientos
en citogenética y biologia molecular repercuten de manera importante en la determinacién del
prondstico y del esquema de tratamiento adecuado. En Venezuela existe un conocimiento limitado
en cuanto a la genética molecular de esta alteracion onco-hematoldgica. El objetivo del trabajo
fue evaluar las alteraciones genéticas mas frecuentes en pacientes venezolanos con diagnéstico
clinico de leucemia linfoblastica aguda. Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo y prospectivo
de 2006 a 2014, en el que se evaluaron las translocaciones ETV6/RUNX1, MLL/AF4, TCF3/PBX1,
BCR/ABL41, asi como las mutaciones en los genes PAX5 y FLT3 mediante el uso de diferentes tipos
de PCR. Ciento treinta pacientes con diagnéstico clinico de leucemia linfocitica aguda fueron
incluidos en el estudio. Se identificaron alteraciones moleculares en 56 pacientes (43,1%), en los
que observamos la presencia de una o varias alteraciones en conjuncién en un mismo paciente. Las
alteraciones identificadas fueron t(12;21) (11,5%), t(4;11) (8,5%), t(1;19) (10%), t(9;22) (20,8%),
ITD-FLT3 (14,8%), mutacién P80S (4,2%) y S77del (4,2%) en el gen PAX5. La prevalencia de BCR/
ABL, es una de las mas altas que ha sido descrita hasta ahora en casos de LLA donde la mayor parte
de la poblacién esta conformada por pacientes pediatricos. Estos resultados representan el primer
estudio molecular de la LLA en Venezuela, sentando las bases para el diagndstico y seguimiento de
la enfermedad en su poblacién.

Palabras clave: Leucemia Linfoblastica Aguda; Translocaciones; ETV6/RUNX1; MLL/AF4; TCF3/PBX1;
BCR/ABL1; PAX5; FLT3.
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INTRODUCCION

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), se define
clinicamente como la expansion clonal de células
progenitoras linfoides (linfoblastos), comprometidas a
un linaje, ya sea B o T, transformadas malignamente a
través de un bloqueo en un punto de su diferenciacion,
dando lugar a células inmaduras e indiferenciadas.
Estas células inmaduras que se multiplican de forma
incontrolada, infiltran la médula dsea, producen un
grado variable de pancitopenia y pueden comprometer
diferentes 6rganos y/o sistemas y causar la muerte por
hemorragia y/o infeccion (Teitell y Pandolfi, 2009).

Se caracteriza por tener una distribucién bimodal con
un primer pico en pacientes menores de 20 afos (+60%)
y el segundo a partir de los 45 afios de edad (20%) (Smith
et al., 1999). Representa el 75-80% de las leucemias
agudas en edad pediatrica con un pico de incidencia
entrelos 2 a 5 afios y un 20% en edad adulta (Smith et al.,
1999; Wiemels, 2012).

Venezuela es un pais con una poblaciéon aproximada
de 33 millones de habitantes, y el cancer constituye la
segunda causa de muerte segtin el Anuario de Mortalidad
2014, publicado en el afio 2015 por el Ministerio del
Poder Popular para la Salud. En los registros oficiales,
que datan del aflo 2009, donde se engloban todos los
tipos de cancer sin hacer diferenciacién entre ellos, se
indico que el cancer fue causante de 20.288 defunciones,
representando el 15,5% del total registrado. Los datos
para el aflo 2019, mostraron un incremento en la
cifra de fallecidos por cancer del 16,6% con respecto
a lo establecido en las proyecciones oficiales. Esta
posicién en la que se localiza el cancer en Venezuela
se ha mantenido en los tltimos 25 afios, y sélo ha sido
superada por enfermedades del corazén. Aun cuando
en Venezuela no existen cifras concretas, las tasas de
morbi-mortalidad asociadas con la leucemia en el pais
son cada vez mayores (Villalta et al., 2019; Capote, 2012).

Hasta hace aproximadamente 45 afios la LLA era
una enfermedad incurable; pero desde la década
del 70 se abrieron nuevas perspectivas, motivado al
reconocimiento de una serie de factores que produjeron
cambios en el manejo de la enfermedad, como la
necesidad de dar profilaxis al sistema nervioso central
y el uso de protocolos con poliquimioterapia que, en
su conjunto, resultaron en una mejoria de las tasas de
curacién en muchos paises del mundo. Actualmente,
utilizando las mismas drogas de manera mas apropiada,
paises desarrollados reportan una tasa de curacion entre
el 80 y el 85% y algunos centros internacionales de
tratamiento e investigacion reportan hasta de un 90%
(Globocan, 2012; Tirado et al., 2007). En nuestro pais la
situacion se presenta de forma diferente. A pesar que la
respuesta inicial se obtiene en el 85% de los casos, la
tasa de recaidas medulares es alta (13-15%) (Landolfi
et al., 2013). Esto puede deberse a posibles fallas en el
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tratamiento de quimioterapia de induccién o a factores
inherentes a alteraciones moleculares adquiridas luego
de la remision inicial (Landolfi et al., 2013).

En los dltimos afios, gracias a la citogenética y a la
biologia molecular, se han efectuado grandes avances
en el conocimiento de los mecanismos que determinan
la transformacién maligna de las células precursoras de
la hematopoyesis. Estos conocimientos se han traducido
en un aumento de los métodos de diagnostico, terapia
molecular dirigida, asi como también, mejoras en el
seguimiento y pronoéstico de la enfermedad (Pui et al.,
2008; 2011).

Se estima que en el 60% de lasleucemias agudas existe
una alteracién cromosdémica como las aneuploidias,
rearreglos estructurales, translocaciones, inversiones,
deleciones, monosomias y trisomias (Pui et al., 2011).
La identificaciéon de estas alteraciones moleculares
especificas es actualmente un elemento indispensable
paralaestratificaciéndelasleucemiasendistintos grupos
de prondéstico para su tratamiento adecuado. Asimismo,
se sabe que las alteraciones genéticas de las neoplasias
son generalmente los agentes causales de la enfermedad,
y definen distintos comportamientos bioldgicos que
se traducen en diferentes comportamientos clinicos y
finalmente, en prondsticos muy variables (Abdullaev et
al., 2000).

El analisis detallado de los rearreglos citogenéticos
en las leucemias, por varios afios ha aportado
informacién importante para aclarar las incidencias de
anormalidades individuales y su significado pronéstico
(Jiménez Morales, 2002).

A pesar de los grandes avances que han ido
apareciendo en la sociedad referidos a nuevos
conocimientos y tratamientos de las leucemias, todavia
fallece un porcentaje considerable de nifios debido a esta
enfermedad o por los efectos secundarios de la terapia;
por lo tanto, la leucemia sigue siendo la principal causa
de muerte por padecimientos oncoldgicos en pediatria,
razon por la cual en la actualidad se estan realizando
diversos estudios enfocados a determinar la frecuencia
y prevalencia de estas alteraciones en las diferentes
poblaciones, asi como en supervisar y analizar las
diversas anormalidades genéticas presentes en las
células leucémicas (Pulte et al., 2009).

El conocimiento atn limitado en relacion a la genética
molecular de la leucemia en pacientes pediatricos
venezolanos, pudiera ser la causa de que en algunos
nifos sus tratamientos sean sobredimensionados, o por
el contrario, subestimados. En efecto, el uso de esquemas
de quimioterapia muy agresivos aumenta el riesgo de
desarrollar neoplasias secundarias, y con ello mayores
dificultades en estos pacientes (Diaz Beveridge y Urtasun
Aparicio, 2003). Por ello, se ha hecho necesario el
desarrollo y/o mejoramiento de técnicas de diagnéstico
mas eficientes, como por ejemplo, la deteccion de
marcadores moleculares asociados a prondstico.
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La detecciéon y conocimiento de los marcadores
moleculares frecuentes en la LLA como son ETV6/RUNX1,
BCR/ABL, TCF3/PBX1 y MLL/AF/ permitira corroborar el
diagnostico, establecer la gravedad de la enfermedad
y contribuir en el desarrollo de nuevos esquemas de
tratamiento; los cuales a su vez, permitiran establecer
terapias mas adecuadas e individualizadas basadas
en las caracteristicas genéticas propias de las células
malignas presentes. También permitira monitorear los
procesos de remision o agravamiento de la enfermedad,
para finalmente aumentar la sobrevida y calidad de vida
de los pacientes con dicha patologia (Woo et al., 2014.).

Un punto interesante en este tipo de estudio es
que los individuos responden de manera diferente
a las drogas, y que a veces los efectos pueden ser
impredecibles. Las diferencias en la secuencia del ADN
que altera la expresién o funcion de las proteinas a
las que van dirigidas estas drogas, puede contribuir
significativamente a la variacién en la respuesta de
los individuos. Por ejemplo, mientras los nifios con la
t(12;21) ETV6/RUNX1 responden bien a terapias basadas
en antimetabolitos, los que presentan la t(9;22) BCR/
ABL no lo hacen de igual manera y en su defecto deben
ser tratados con inhibidores de tirosin-kinasa (Pui et
al., 2011). Por tal motivo, este estudio molecular de las
distintas alteraciones que conducen a la transformacion
maligna de las células linfoides preparara el camino
para el desarrollo de terapias individualizadas dirigidas
al defecto genético causante de la proliferaciéon anémala
que presenten menores efectos secundarios, evitando
asi tratamientos excesivos e ineficientes y optimizando
de esta manera el tratamiento.

El objetivo de este estudio fue investigar los eventos
moleculares mas frecuentes, entre ellos, ETV6/RUNX1,
BCR/ABL, TCF3/PBX1 y MLL/AF4, y las alteraciones en
los genes PAX5 y FLT3, relacionados a la Leucemia
Linfocitica Aguda en pacientes venezolanos con edades
comprendidas entre 0 y 66 afios (abarcando los grupos
etarios mas afectados por esta alteraciéon hematolégica)
diagnosticados clinicamente con LLA.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo y
prospectivo, efectuado entre los afios 2006 al 2014,
con muestras tomadas bajo previo consentimiento
informado, llevado a cabo en forma conjunta entre
el Laboratorio de Genética Molecular Humana de la
Universidad Simoén Bolivar (USB), el Hospital “Miguel
Pérez Carrefio”, Hospital “]J.M de los Rios” y el Banco
Municipal de Sangre de Caracas, Venezuela.

Pacientes

Se evaluaron 130 pacientes con diagnéstico clinico y
citomorfoldgico de LLA, con edades comprendidas entre
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0 y 66 afios, abarcando ambos géneros. La toma de
muestra de los pacientes se llevd a cabo en el servicio de
hematologia de los centros de salud antes mencionados.
Las muestras procesadas fueron obtenidas a través de
aspirados de médula 6sea (MO) y/o sangre periférica
(SP), colectadas en tubos con anticoagulante EDTA,
mantenidas a temperatura ambiente. Se lograron
recolectar datos de laboratorio en 89 pacientes;
asimismo, en s6lo 38 6rdenes de las 130 se denot6 alguna
observacion donde se indico si el paciente se encontraba
para diagndstico inicial o si estaba en recaida medular
luego de remision o tratamiento.

Métodos de laboratorio

Extraccion de ARNtotal (ARNt) y sintesis de
ADNcomplementario (ADNc) por transcripcion reversa

Los leucocitos (glébulos blancos) se obtuvieron
mediante el método de separacion por gradiente de
Ficoll, siguiendo las instrucciones sugeridas por la casa
comercial “Amersham Biosciences”. El concentrado de
linfocitos se almacend en Trizol® Reagent (Invitrogen) a
-80 °C hasta su procesamiento. La extraccion de ARN se
realizd seglin el método de Chomczynski (Chomczynski
etal., 1987).

La integridad del ARNt se evalud tanto por
cuantificaciéon espectofotométrica donde ademas se
determino la pureza, estimando el indice de absorbancia
260:280 nm, asi como a través de electroforesis en geles
de agarosa bajo condiciones desnaturalizantes (Agarosa
UltraPure TM RNAsafree, Invitrogen) al 1%, MOPS 10X
(MOPS 0,2 M, acetato de sodio 0,05M, EDTA 0,01M, pH
8,0 y formaldehido 37%), obteniendo de esta manera
una estimacion visual aproximada de la concentracion
del ARNt. Los geles seleccionados fueron fotografiados
y visualizados empleando el equipo y programa “Gel Doc
2000TM Gel Documentation System CCIR”, Quantity One
4.2.1, ambos de BIO RAD.

A partir del ARN mensajero se obtuvo un ADN
complementario mediante la reaccién de transcriptasa
reversa (enzima M-MVL Invitrogen), el cual se uso
en cada uno de los casos para amplificar secuencias
especificas de las alteraciones moleculares evaluadas.

Reaccion de PCR

El ADNc previamente sintetizado se utilizd como
molde para las siguientes reacciones de amplificacion
utilizando en comin componentes como: buffer de
enzima (Tris-HCL 10 mM pH83, KCL 50 mM) 1X, dNTP’s
0,2 mM, MgCl 2 mM, TagADN polimerasa 0,05 U/uL
y cebadores 0,75 pM. Todos estos ensayos de PCR se
llevaron a cabo en un termociclador programable Mod
TC-100TM (M] Research Inc.).

a) Amplificacion del gen GAPDH mediante PCR
convencional (PCR-I) para evaluar la integridad de
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los ADNc sintetizados. La secuencia de los cebadores
utilizados GAPDHup y GAPDHdown se pueden observar
en la tabla 1; las condiciones de la pcr: 35 ciclos 95 °C- 4
min, 95 °C- 30 seg, 50 °C- 1min, 72 °C- 1 min.

b) Amplificacion por PCR anidada (PCR-I, PCR-II) para
identificar las quimeras ETV6/RUNX-1, MLL/AF/, E2A/
PBX-1 y amplificaciéon por PCR convencional para la
identificacién de la quimera BCR/ABL Yy sus variantes mas
frecuentes en la LLA (p190 y p210). La secuencia de los
cebadores utilizados tanto en PCR-1 como PCR-1I, segiin
el orden en que se nombraron las quimeras evaluadas
se observan en la tabla 1. En cuanto a las condiciones,
particularmente para la deteccién de la quimera ETV6/
RUNX-1, en la PCR-I se llevd a cabo una PCR con
condiciones caracteristicas de una PCR “Touch Down”,
la cual se llevé a cabo en dos etapas. En la primera etapa
se realizo un ciclo a 94 °C 3 min, 8 ciclos de hibridacién
a 50 °C 45 seg donde por cada ciclo se disminuy6 1°
C la temperatura y una extension a 72 °C 45 seg. En la
segunda etapa se realizaron 35 ciclos 94 °C 45 seg, 60
°C 45 seg, 72 °C 1 min y extension final 72 °C 3 min. Para
el resto de las translocaciones, las condiciones solo
variaron en la temperatura de hibridacién 60 °C (MLL/
AF}4), 65 °C (TCF3/PBX1) y 55 °C (BCR/ABL1) y el tiempo
de extension final para BCR/ABL que fue de 10 min, para
las otras quimeras fue de 4 min.

¢) Amplificaciéon por PCR convencional para la deteccion
de duplicaciones en tandem en los exones 14 y 15 del gen
FLT3 y PCR-RFLP para la deteccién de la mutacion D835
en el ex6n 20 del mismo gen. Para la ejecucion del tltimo
ensayo mencionado, posterior a la amplificacion por
PCR se llevé a cabo la digestion del producto amplificado
con la enzima EcoRV (Promega). Se amplificaron las
muestras de 54 del total de pacientes evaluados con
diagnéstico clinico y citomorfolégico de LLA. Dentro de
estas 54 muestras escogidas, estuvieron todas aquellas
que resultaron ser positivas para la translocaciéon MLL/
AF/, esto debido a que una de las caracteristicas que
distingue a las LLA generadas por alteraciones del gen
MLL es la alteracién del gen FLT3 (Armstrong et al.,
2002; 2003; Stam et al., 2005). El resto de los pacientes
se distribuyeron de la siguiente manera: pacientes
positivos para el resto de las translocaciones evaluadas
ETV6/RUNX-1, TCF3/PBX1, BCR/ABL-1 y pacientes cuya
muestra no amplific6 para ninguna de las alteraciones
cromosomicas antes mencionadas. Para el ensayo de
deteccion de duplicaciones en tandem se utilizé6 una
concentracién final de MgCl de 1Mm y los productos
de PCR obtenidos fueron analizados mediante corridas
electroforéticasde geles deagarosaal 3%, paragarantizar
la visualizacién de las bandas correspondientes a los
fragmentos presentes de las ITD. La secuencia de los
cebadores utilizados se presentan en la tabla 1, mientras
que las condiciones de la pcr fueron las mismas para las
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dos amplificaciones, 35 ciclos 94 °C 4 min, 95 °C 30 seg,
51 °C 1min, 72 °C 1 min y extension final por 7 min.

d) AS-PCR parala deteccién de la mutaciéon puntual PSOR
en el gen PAX-5. Para este ensayo solo se analizaron
2/ muestras de pacientes con diagndstico clinico y
citomorfoldgico de LLA, debido a que al momento de
realizarelanalisisdeestamutacion,lacantidaddisponible
de muchas de las muestras de pacientes evaluados era
insuficiente. Para ello, fueron seleccionados pacientes
positivos de cada una de las translocaciones evaluadas
previamente: ETV6/RUNX-1, MLL/AF4, TCF3/PBX-1, BCR/
ABL-1y pacientes cuyas muestras no amplificaron para
ninguna de las alteraciones cromosémicas evaluadas. La
secuencia de los cebadores se observan en la tabla 1y las
condiciones de pcr: 95 °C 4 min, 95 °C1min, 55 °C 1 min,
72 °C1min, 72 °C 7 min durante 35 ciclos.

Los productos de PCR fueron visualizados en gel de
agarosaal 1,5%, tefiidos con bromuro de etidio. Todas las
reacciones contaron con controles positivos y negativos.
Asimismo, los productos de PCR fueron secuenciados
utilizando el servicio comercial de Macrogen Inc. Korea
y se corrid6 BLAST para la coincidencia nucleotidica
(http://www.ncbi.nlm.gov/cgibin/BLAST/nph-blast).
Para cambiar la secuencia a reverso complementario
en los casos donde se tuvo que secuenciar con el Oligo
antisentido se utilizé el software en linea http://www.
bioinformatics.org/sms/rev_ comp.html; para realizar
alineamientos y traducciéon de secuencias se utilizé y
http://bio.Jundberg.gu.se/. Ademas se utilizaron los
software SIFT (http://sift.jcvi.org/) y PROVEAN (http://
provean.jcvi.org/) para determinar si las mutaciones
encontradas podrian ejercer un efecto negativo en
la funcién de la proteina afectada, y predecir si la
sustitucion o delecion de un aminoacido tenia un
impacto en la funcién bioldgica de la proteina.

RESULTADOS

Se evalud laintegridad, tanto de los ARNt extraidos como
del ADNCc sintetizado de las 130 muestras de pacientes
con diagnoéstico clinico y citomorfoldgico de leucemia
linfocitica aguda (LLA), para confirmar si cumplian
con la cantidad de ARN necesario para el proceso de
analisis de las alteraciones moleculares. Se encontrd
que en algunos casos, la cantidad de ARNt obtenida fue
baja, sin embargo esto no afectd los posteriores analisis
realizados sobre las muestras. Aun en los casos de
muestras que presentaron una degradacion parcial fue
posible realizar los ensayos posteriores por PCR, ya que
los fragmentos amplificados se encontraban delimitados
en un promedio de tamafio comprendido entre 200/800
pb. Por otra parte, en los casos que contenian abundante
cantidad de ARNt, debido a la cuantiosa cantidad de
células inmaduras, se procedid a la preparacién de las
diluciones respectivas para asi evitar que las reacciones
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de amplificaciéon posteriores se vieran inhibidas por
exceso de muestra.

De 130 pacientes, 86 eran varones. El grupo mas
frecuente de edad al diagnoéstico fue de 0 a 10 afios, 89
pacientes (68,5%); seguido del grupo de 11 a 18 afios,
31 pacientes (23.8%). El grupo de menor incidencia
lo ocuparon pacientes con edad mayor a 18 afios, 10
pacientes (7.7%).

El promedio del total de los pacientes segin
presentacion del gen de fusion u otra alteracion génica
se presenta en la Tabla 2.

Tabla 1. Secuencia de cebadores para amplificacion por PCR

Cebador Secuencia
GAPDHup 5’catcaagaaggtggtgaal’
GAPDHdown 5’gggtcttactccttggag3’
ETV6.1 5’cactccgtggatttcaaacagtc3”
RUNXI1.1 5"agccgagtagttttcatcattge3”
ETV6.2 5’tcatcgggaagacctggctta3’
RUNX1.2 5’agcacggagcagaggaagttg3’
MLL.1 5’ccgectcagecacctac3’
AF4.1 5’cgaccttcagctcagtgaca3’
MLL.2 5’aggaccgccaagaaaagal’
AF4.2 5’ctcactcaaattctcage3’
TCF3.1 5'ttctcgtccageccttetace3”
PBXI1.1 5’gccacgecttcegetaac3”
TCF3.2 5’ctacgacgggggtctccac3’
PBX1.2 5’catgttgtccagccgeatgat3”
BCR 5"accgcatgttccgggacaaaage3”
B2B 5’acagcattccgetgaccatcaataag3’
CSe 5’ataggatcctttgcaaccgggtctgaal3’
CA3 5'tgttgactggcgtgatgtagttgcttgg3”
FLT3ITDup 5’cgttttaaccctgctaatttgtca3’
FLT3ITDdown 5’agctgggtcatcatcttgagttct3’
FLT3D835up 5’gccaaaggaatggaatttctg3’
FLT3D835down 5’atcaaccggaatgccagggta3’
PAXwt (normal) 5’agacaggaagcatcaagtc3’
PAXmut (mutado) 5’agacaggaagcatcaageg3’
PAXcomun 5’atagtgtccactggeteeg 3°

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes segln presentacion del gen de fusion u otra alteracion génica

Pacientes Leucemia Pacientes edad Pacientes edad SEXO
Translocacion Linfocitica Aguda pediatrica (0-17) adulta (218) Predominante
N=130 (%) N=121 (%) N=9 (%) (%)
t(9;22) (q34;q11) (BCR-ABLI1) 27 (20.8) 25(19.2) 2 (1.5) Masculino (66.7)
t(12;21) (p13;q22) (ETV6-RUNX1 15 (11.5) 14 (10.7) 1(0.8) Masculino (66.7)
t(1;19) (q23;p13) (TCF3-PBX1) 13 (10) 13 (10) 0 Masculino (61.5)
t(4;11) (q21;923) (MLL-AF4) 11 (8.5) 10 (7.7) 1(0.8) Masculino (63.6)
Alteraciones moleculares en Pa‘c ientfes‘ Leucemia
otros genes Linfocitica Aguda N= 45 (%) N=9 (%)
N= 54 (%)
ITD-FLT3 8 (14.8) 7 (12.9) 1(1.9) Masculino (62.5)
Pacientes Leucemia
Linfocitica Aguda N=19 (%) N=5 (%)
N=24 (%)
Mutacién P80S (PAXS) 2(8.3) 1(4.2) 1(4.2) Dﬁiﬁggﬁ‘; ((55%))
S77del (PAXS) 1(4.2) 1(4.2) 0 Masculino (100)
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Alteraciones moleculares evaluadas

A) Translocacion ETV6/RUNX1: Se detectd este transcrito
en 15/130 (11,5%) pacientes evaluados. En el subgrupo
correspondiente a los pacientes en edad pediatrica
comprendida entre 0 y 18 afios, se encontrd la
translocacién ETV6/RUNX1 en 14/15 (93,3%) de ellos.
Mientras que en la poblacién adulta se halld positividad
para esta translocaciéon en 1/15 (6,7%), paciente
femenino de 66 afos de edad. La edad promedio de los
pacientes pediatricos positivos para ETV6/RUNX1 (14) fue
de 8 afios, de los cuales 10/14 (71,4%) fueron masculinos
y 4/14 (28,6%) fueron del género femenino.

Doce de las muestras evaluadas positivas para la
quimera ETV6/RUNX1, presentaron el mismo punto de
corte descrito y sefialado en los estudios realizados en
otros paises en relacion a la translocacion ETV6/RUNX1,
el cual incluy6 la unién del extremo 3” del exén 5 del
gen ETV6, con el extremo 5 del ex6n 3 del gen RUNX1
(Paciente A-Figura1). Contrariamente, 3 de las muestras
de los pacientes con LLA evaluados presentaron un
punto de corte distinto al clasicamente sefialado en la
bibliografia. En este tltimo caso, el punto de corte se
ubico entre el exén 5 del gen ETV6 y el ex6n 4 del gen
RUNX1 (Paciente B- Figura 1). Este nuevo punto de corte
encontrado en estos pacientes venezolanos, no ha sido
aun reportado en las investigaciones de otros paises.

B) Translocacion MLL/AF4: Se detectd esta alteracion en
11/130 (8,5%) del total de pacientes evaluados. La edad
promedio fue de 6,1 afos, de los cuales 7/11 (63,64%)
fueron del sexo femenino y 4/11 (36,36%) del sexo
masculino. Del total de pacientes pediatricos que se
evaluaron en este estudio (120 - 92,3%), se encontrd
la translocacion MLL/AF4 en 10 (8,3%) de ellos, con
edades comprendidas entre 0 y 12 afios. Mientras que
de la poblacién adulta fueron evaluadas 10 muestras de
pacientes con LLA (7,7%), detectando positividad para
esta translocacion en un paciente femenino (10%), de 19
afos de edad.

En todas las secuencias obtenidas de las muestras
positivas para esta translocacion se verifico la posicion
del punto de corte, el cual estuvo ubicado entre el final
del ex6n 8 del gen MLL y el inicio del ex6n 5 del gen
AF4, lo cual representa el punto de corte descrito en la
literatura para la translocacion MLL/AF4. Al realizar el
analisis in silico, en lo que respecta a la traduccién de
secuencia para cada una de las muestras analizadas, se
observd que se mantuvo el marco de lectura, y por ende,
se llevo a cabo la traduccién de la proteina quimérica
MLL/AF/ en todos los casos detectados y evaluados.

C) Translocacion BCR/ABL1: Este transcrito fue detectado
en27/130(20,8%) muestras de pacientes con diagnéstico
clinico de LLA, de las cuales 22 (16,9%) fueron positivas
solo para la variante p190 de la translocacion BCR/ABL,
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2 (1,5%) fueron positivas solo para la variante p210
de la translocaciéon BCR/ABL, y 3 (2,3%) presentaron
ambas variantes (p190 y p210) simultaneamente. La
edad promedio de los pacientes con esta translocacion,
independientemente de la variante presente fue de
10 afos, donde el sexo masculino fue prevalente,
encontrandose 18/27 (66,7%) pacientes positivos del
sexo masculino; mientras que el sexo femenino por
su parte representd el 33,3% (9/27 pacientes) de las
muestras positivas encontradas para la translocacion
BCR/ABL. Haciendo énfasis en la edad y género de los
pacientes positivos encontrados para cada variante, se
obtuvo que para la variante p190 (e1a2) la edad promedio
fue de 10,4 afios, encontrandose 17 pacientes de sexo
masculino (68%) y 8 pacientes de sexo femenino (32%).
Por su parte, de los 5 pacientes positivos para la variante
p210, la edad promedio fue de 15,8 afios donde el sexo
masculino prevalecié representando el 80%, mientras
que el sexo femenino solo representé el 20% del total de
muestras positivas para esta variante.

En lo que respecta a las muestras positivas para la
variante p190, en todas las secuencias se observo que
la posicion del punto de corte estuvo ubicado entre
el exon 1 del gen BCR y el exdn 2 del gen ABL1, lo cual
representa el punto de corte descrito en la literatura para
la translocacion BCR/ABL variante p190. Por su parte,
en la secuencia de todas las muestras positivas para la
variante p210, se obtuvo un punto de corte generado por
la unién del exén 13 del gen BCR con el ex6n 2 del gen
ABL1 (variante b2a2).

D) Translocacion TCF3/PBX1: Se detectd esta translocacion
en 13/130 (10%) del total de pacientes analizados,
mostrando la mayoria de las muestras positivas una
banda con un tamafio aproximado de 289 pb (9/13),
mientras que 4/13 pacientes positivos mostraron una
banda de 200 pb aproximadamente. De las 13 muestras
de pacientes positivos, 8/13 (61,5%) fueron del sexo
masculino, mientras que 5/13 (38,5%) fueron del sexo
femenino. Todos los pacientes positivos encontrados en
este estudio para esta translocacion pertenecen al grupo
pediatrico con edades comprendidas entre 3 y 13 afios
con un promedio de edad de 6 afios.

Post-secuenciacion se observo que la porcion de la
secuencia que fue reconocida correspondi6 al exdn 3 del
gen PBX1. Destacando que el cebador con el que se envi a
secuenciar fue el correspondiente al gen TCF3 en segunda
ronda (TCF3.2), el cual se encuentra ubicado en el exén
14 del gen TCF3. Por lo tanto, se dedujo que la ausencia
de region perteneciente al gen TCF3 en la secuencia de
los pacientes positivos para la translocacién TCF3/PBX1,
pudo deberse a que el cebador (TCF3.2) con el cual fueron
enviadas a secuenciar estas muestras, se encuentra
ubicado a solo 7 bases nucleotidicas del extremo 3” del
exon 14. Por lo que, al encontrarse cercano al final del
ex6n habia pocas probabilidades de detectar parte de
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la secuencia del gen TCF3. De esta manera, la posicion
del punto de corte para las muestras positivas para esta
alteracion, estuvo ubicado entre el exon 14 del gen TCF3
y 7 el ex6n 3 del gen PBXi.

E) Alteraciones en el gen FLT3: Para el analisis de
deteccion de las duplicaciones internas en tandem
(ITD), se evaluaron 54 pacientes, donde se pudo
detectar duplicaciones internas en tandem (ITD) en 8/54
(14,8%) de los pacientes, de los cuales 5/8 (62,5%) de
ellos fueron positivos para la translocacion MLL/AF4.
Dentro de este grupo, también se encontraron pacientes
positivos para la translocacion ETV6/RUNX1 1/5 (20%);
translocacion TCF3/PBX12/5 (40%) y pacientes con la
translocacion BCR/ABL12/5 (40%), las cuales estuvieron
en conjuncion con el transcrito MLL/AF4. Los otros 3/8
pacientes positivos ITD no presentaron ninguna de las
alteraciones moleculares aqui evaluadas. Asimismo,
5/8 (62,5%) pacientes ITD positivos fueron del sexo
masculino y 3/8 (37,5%) fueron del sexo femenino, en
donde la edad promedio fue de 10,8 afios, presentandose
un adulto (12,5%) con una edad de 56 afios y siete nifios
(87,5%) con edades desde 0 hasta 10 afios. Por otra parte
se destaca que, la mayoria de los pacientes positivos
para las mutaciones ITD/FLT3 presentaron un alto
porcentaje de blastos linfoides (datos no mostrados) en
comparacion con los valores normales.

Ninguno de los pacientes analizados para la mutacioén
D835 en el ex6n 20 del gen FLT3 presentd el patron
mutado, concluyendo asi, que entre los pacientes
evaluados para esta mutacion no hubo heterocigotos.

F) Alteraciones en el gen PAX5: 12/24 (50%) de las
muestras evaluadas para la mutacién PSOR, presentaron
un patrén de heterocigosis para dicha mutacién. En el
analisis de secuencia de estas muestras se observo que

Tabla 3. Coexistencia de alteraciones moleculares

ninguna present6 la mutacion P8oR, sin embargo, dos de
las muestras evaluadas presentaron una sustitucion de
labase C por T en la posicién 686 de la hebra transcrita,
conduciendo a un codén TCT que sustituye al codén
CCT en el ARNm, el cual codifica al aminoacido Serina
en lugar de Prolina, dando origen a la mutacién P80S.
Adicionalmente, uno de estos dos pacientes present6
una delecién del triplete AGC el cual codifica para el
aminodcido serina en posiciéon 77 de la proteina (Panel
A-Figura 2).

A su vez, se observd en uno de los pacientes positivos
para la mutacién P80S, la presencia de dos mutaciones
silenciosas (la ubicaciéon de estas mutaciones estan
sefialadas con flechas de color verde en el panel A de la
Figura 2). Asi se tiene para este paciente, el triplete GGC
en lugar de GGA generando el aminoacido Glicina en
posicion 76 de la proteina, y el triplete ATA en lugar de
ATT generando el aminoacido Isoleucina en posicion 83
de la proteina en ambos casos. Por su parte, en el panel
B de la Figura 2 se pueden observar las diferencias en la
secuencia que presentan las muestras de los pacientes
en comparacion con la proteina tipo silvestre (wt-wild
type) v con la proteina que se genera por la mutacion
reportada en la bibliografia (mutacién P80oR).

Es importante resaltar que en ambos pacientes (C y
D), ademas de la mutacién puntual presente en el gen
PAXs5, también presentaron positividad para otras de las
alteraciones evaluadas (Tabla 3).

En otro orden de ideas, se evidencié mediante el uso
de la herramienta bioinformatica SIFT, que la mutacion
P80S es considerada perjudicial para el funcionamiento
de la proteina PAX5 (ENSP00000350844), asimismo,
el uso de PROVEAN permiti6 evidenciar que la delecion
S77del es considerada perjudicial para el funcionamiento
de la proteina PAX5.

Paciente Alteraciones Moleculares Edad (afos) Sexo
A ETV6/RUNX1; TCF3/PBX1 4 M
C BCR/ABL variante p210; P80S (PAXS) 34 F
D MLL/AF4; ETV6/RUNX1; TCF3/PBX1, ITD FLT3; P80S (PAXS) 3 M
F ETV6/RUNX1; BCR/ABL variante p190 66 F
G ETV6/RUNXT1; TCF3/PBX1 8 M
H TCF3/PBX1; BCR/ABL variante p190 4 F
I MLL/AF4; BCR/ABL variante p210 12 M
J MLL/AF4; BCR/ABL variante p190 2 F
K MLL/AF4; BCR/ABL variante p190 y p210; ITD FLT3 10 M
L MLL/AF4; TCF3/PBX1; ITD FLT3 5 M
M MLL/AF4; ITD FLT3 5 F
N MLL/AF4; BCR/ABL variante p190 11 meses F
(0] MLL/AF4(previo); BCR/ABL variante p190; ITD FLT3 3 meses M
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DISCUSION

La leucemia linfocitica aguda sigue siendo la principal
causa de muerte en nifios y adultos jovenes, aunque la
tasa de supervivencia se ubica en casi el 90% (Conter
et al, 2010; Pui et al, 2011). Las muestras bioldgicas
utilizadas para el diagnéstico de la LLA en la mayoria
de los casos, estan compuestas por multiples clones con
distintas alteraciones genéticas, lo cual puede influir
categdricamente en la respuesta a tratamiento, y a su
vez en el riesgo de reaparicién del cuadro leucémico
(Mullighan et al., 2008). Se ha determinado que tanto
en pacientes pediatricos como en pacientes adultos, el
proceso de transformacion es usualmente iniciado por
unatranslocacién cromosomal, creando un gen de fusion
con una actividad aberrante. Algunos de estos genes
de fusion pueden interferir en el nivel transcripcional
(MLL/AF4, ETV6/RUNX1, E2A/PBX1), mientras que otros
pueden activar rutas de sefializaciéon que promueven la
oncogénesis (BCR/ABL1) (Mullighan et al., 2008).

Algunos investigadores consideran que estas
alteraciones cromosdémicas son un epifenémeno
del proceso oncogénico sin relacién con su causa.
Sin embargo, este criterio cambié completamente
cuando, mediante las técnicas de biologia molecular,
se puso en evidencia la existencia de genes especificos
comprometidos en las translocaciones cromosémicas
presentes en la mayor parte de las leucemias y que son
activados por la alteracién (Pui et al., 2011).

En nuestro estudio se observd un predominio de
pacientes de sexomasculino tantoincluidosen el estudio,
como con presencia de alteraciones moleculares, lo que
es similar a lo reportado en la bibliografia (Pui et al.,
2015). Aunque el sexo y la etnia no son utilizados en la
estratificacion de riesgo, tienen importancia prondstico.
De hecho, se ha determinado que el sexo masculino
presenta peor pronodstico en comparacion con el sexo
femenino (Hunger et al., 2012).

Son innumerables las investigaciones que han
permitido conocer el espectro de frecuencia con la que se
presenta esta patologia en distintas partes del mundo, lo
que ha permitido a su vez ampliar tanto el conocimiento
que se tiene sobre la enfermedad, asi como también
establecer comparaciones entre las distintas poblaciones
donde se ha reportado su incidencia. En el presente
estudio se realiz6 la determinacién de las alteraciones
genéticas utilizando diferentes tipos de PCR en muestras
de 130 pacientes con diagndstico clinico de leucemia
linfociticaaguda, en donde 56 de estos pacientes tuvieron
una o varias alteraciones genéticas. Las alteraciones
moleculares que identificamos en orden de frecuencia
fueron: t(9;22)(q34qu1), t(12;21)(p13q22), t(11;19)
(q23p13.3) v t(4;11)(g21;q23) ademas de mutaciones
en el gen FLT3 y PAX5, en su mayoria relacionadas con
mal prondéstico. A pesar de nuestro pequefio tamario
de muestras, los datos aqui obtenidos nos indican la
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importancia que representa la identificaciéon en forma
rutinaria de todas estas alteraciones.

Hasta el momento son pocas las publicaciones que
han reportado coexistencia de transcritos en pacientes
con LLA. La coexistencia de alteraciones se ha visto con
mayor frecuencia entre las translocaciones BCR/ABL
y TCF3/PBX1 (Jiménez Morales et al., 2008; Devaraj et
al., 1995). Sin embargo, los resultados obtenidos en el
presente estudio (Tabla 3) indican una alta frecuencia
de coexistencia de alteraciones genéticas en pacientes
venezolanos 13/130 (10%). La informacién aqui obtenida
aporta datos relevantes en cuanto a la heterogeneidad
clonal y la diversidad de cambios presentes en pacientes
LLA y a su vez aporta una idea en lo que respecta a
los efectos que cada una de estas alteraciones podria
ejercer a nivel de las células linfoides y a nivel de la
hematopoyesis en general.

La frecuencia del gen de fusiéon ETV6/RUNX1 en este
estudio (11,5%), estuvo por debajo de lo reportado en
gran parte de la literatura (25%) (Pui et al., 2008). Sin
embargo, trabajos realizados en México (77,2%) (Guerra
et al., 2016) y Tailandia (4,2%) (Limsuwanachot et al.,
2016), también han reportado porcentajes mas bajo de
lo frecuente. Aunque la mayoria de las publicaciones
asocian esta alteracion con un prondstico favorable,
particularmente en la poblaciéon pediatrica, existen
estudios que demuestran lo contrario; de hecho,
hay evidencia que la presencia de anormalidades
cromosomicas secundarias tales como la delecién del
alelo ETV6 no translocado, la duplicacién del cromosoma
21, alteraciones genéticas submicroscopicas en los
genes EBF1, PAX5, BTLA, NR3C1, TOX, BMF, TBLiXR1 y
BTGz, influirian adversamente en el curso clinico de los
pacientes ETV6/RUNX1* (Mullighan et al., 2008). Varios
de los genes antes mencionados estan asociados con la
resistencia a drogasy a casos de recaida en pacientes con
LLA ETV6/RUNX1* (Lindqvist et al., 2015).

Comparando la frecuencia obtenida en la poblaciéon
venezolanaparaeloncogén BCR/ABL1conloobservadoen
otros paises, podemos decir que tenemos una frecuencia
alta de presentacion de este oncogén (especificamente
la variante p190 fue la que se presenté con mayor
porcentaje), particularmente tomando en cuenta
que la mayor parte de la poblacién estudiada estuvo
conformada por pacientes pediatricos (Limsuwanachot
etal., 2016; Carranza et al., 2013). De manera interesante,
se lograron detectar pacientes que presentaron ambas
variantes al mismo tiempo (p190 y p210), todos
pertenecientes a la poblacién pediatrica. Este Gltimo
hallazgo es de relevancia para nuestra poblacién, ya que
la conjuncién de ambas variantes ha sido observada con
mayor frecuencia en pacientes con leucemia mieloide
cronica (Ayatollahi et al., 2018), ademas de que nos
conduce a no restringir laidentificacion del gen de fusion
BCR/ABL1 en pacientes LLA, solo a la variante p190 por
ser la mas comun.
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Por otra parte, el porcentaje de presentaciéon de
mutacién es ITD en el gen FLT3 en concordancia con
la presencia del encogen MLL/AF4 en varios de los
pacientes incluidos en este estudio, se correlacionan con
lo establecido en la bibliografia donde se ha indicado
la estrecha relacion entre la expresion alterada del gen
FLT3vy las alteraciones en MLL. También se ha observado
la actividad aumentada de FLT3 en conjuncién con otros
genes de fusion t(12;21) ETV6/RUNX1 y t(9;22) BCR/ABL1
(Chillon et al., 2012) (Tabla 3). Otro estudio ha resaltado
quelaasociaciéon de mutaciones en FLT3 conjuntamente a
alteraciones en el gen MLL, se presentan en pacientes con
diagndstico de leucemias bifenotipicas, las cuales cursan
conleucocitosisalto porcentaje deblastos enmédula 6sea
y mal prondstico (Xu et al., 2005). La expresion alterada
de FLT3 puede predecir el prondstico de las LLA t(4;11)*,
generando respuestas negativas, evidenciadas por una
supervivencia global y supervivencialibre de enfermedad
mas corta. Este impacto de prondstico negativo en los
pacientes LLA portadores de tales mutaciones en dicho
gen, viene dado a que la presencia de mutaciones (FLT3/
ITD) genera activacién constitutiva del receptor FLT3
y puede desempefiar un papel en la supervivencia o la
proliferacion de blastos leucémicos (Woo et al., 2014;
Kang et al., 2012). Lo anteriormente dicho sugiere que la
vigilancia constante del perfil de expresiéon de FLT3 en
pacientes LLA, podria conducir a un mejor seguimiento
en relacion con el protocolo de terapia.

Montes et al. (2014) modelaron el efecto de FLT3 en
células de sangre de cordén humano (CD34) tranducidas
con MLL/AF4 y un FLT3 mutado. Observaron que, aunque
los ratones no desarrollaron leucemia, se present6 una
expansion transitoria de las células de la sangre del
cordén CD34 que expresaban MLL/AF tras la activacion
de FLT3.

Por su parte, la mutacién P80S encontrada en el
gen PAX5 se clasific6 como una mutacién con cambio
de sentido (missense mutation), cuya sustituciéon de
una Gnica base genera un nuevo codon el cual codifica
un aminoacido diferente, generando alteracién de la
estructura proteica, que viene dada por sustituciéon de
un aminoacido no polar por un aminoacido polar, que
puede establecer enlaces de hidrdégeno con el agua,
atenuacién de la capacidad de unién al ADN y de la
actividad de transactivacion por la ubicacién tanto de la
mutacion P80S como de la delecion S77del en el dominio
paired (este dominio puede funcionar como activador o
represor de la transcripcion) de la proteina (Woo et al.,
2014).

Aunque las caracteristicas clinicas, tales como el
tipo de leucemia, edad, alta carga tumoral, infiltracion
al SNC, entre otras, han sido tradicionalmente usadas
para estimar el prondstico de los pacientes, las
alteraciones genéticas especificas ofrecen una forma
mas directa y quizd mas segura para determinar la
progresion de la enfermedad. Por lo tanto, la deteccion
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eficiente de fusiones génicas es de importancia critica
para el diagndstico, prondstico y monitoreo después
del tratamiento. Ademads, se recomienda el uso de
metodologias mas sensibles como la PCR en tiempo real,
analisis por microarreglos, identificacién de SNPs (Pui et
al., 2015), tecnologias como la secuenciacién de genoma
completo de siguiente generacion (GWAS) y NGS, de
tal manera que se permita establecer un diagnéstico
certero y oportuno, ademas de contribuir al desarrollo
de farmacos dirigidos a inhibir la funcién de proteinas
oncogénicas y al disefio de esquemas de tratamiento
especificos que permitan mejorar la sobrevida libre de
enfermedad (SLE) y disminuir las probabilidades de
desarrollar efectos colaterales o resistencia a drogas
antineoplasicas. De tal forma que la leucemia debe ser
considerada y por ende, tratada como una enfermedad
compleja (Pui et al., 2015).

CONCLUSIONES

Mediante el uso de protocolos modernos de tratamiento
en la LLA, se ha logrado mejorar hasta 80% la
sobrevida libre de enfermedad, estos logros se deben
principalmente al uso de terapias basadas en el riesgo,
lo que implica dar un tratamiento con una intensidad
especifica para cada paciente en funcion del riesgo de
recaida; de esta manera los pacientes no son subtratados
nisobretratados, locualdisminuyelosefectos colaterales
y por lo tanto aumenta las probabilidades de curacion.
Sin embargo, en Venezuela la clasificacién de riesgo
de los pacientes con LLA con base a las caracteristicas
moleculares es aln limitado. Este trabajo presenta un
panorama general de la frecuencia de las anormalidades
genéticas mas comunes descritas en otras poblaciones, y
aunque hasta el momento no ha sido posible determinar
el valor prondstico de ellas en los pacientes venezolanos,
estamos encontrando datos interesantes con respecto
a la frecuencia de las alteraciones moleculares mas
relevantesenpacientesconLLA,locual plantealaurgente
necesidad de realizar, tanto estudios multidisciplinarios
en el que se aplique la combinacién de herramientas
citogenéticas y moleculares, como la necesidad de poner
en practica la aplicacion de tecnologias moleculares
mas avanzadas de forma rutinaria, que permitan
conocer las caracteristicas genéticas de la LLA en los
pacientes venezolanos, para desarrollar un algoritmo
de diagnéstico que conduzca a una mejor clasificacion
genética de los pacientes por estratificacion de riesgo, v
por ende conlleven al desarrollo de mejores esquemas de
tratamiento.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La limitacion de este estudio esta relacionada con el
disefio descriptivo y observacional. Sin embargo, es la
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base para iniciar un estudio en el
que se busque la asociacién de las
alteraciones citogenéticas con las
caracteristicas clinico-biolégicas de
la enfermedad a largo plazo.
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ABSTRACT

Calpastatin activity has a key role in the tenderization process that occurs during post-
mortem storage of meat under refrigerated conditioning. The regulation of calpastatin
(CAST) expression is highly complex, the gene has four putative promoters and at least
three different polyadenylation sites, and it is also alternatively spliced. We investigated the
presence of alternative polyadenylation (APA) isoforms of CAST transcripts in three muscles
(infraspinatus, triceps brachii and semitendinosus) of two bovine breeds (Angus and Brahman).
The 3" RACE-PCR was used to specifically amplify the different APA sites. The amplified
fragments were cloned and sequenced. Sequencing confirmed the existence of three
expected polyadenylation sites corresponding to short, medium and long polyadenylated
transcripts. Also, transcripts with a novel APA site were found in the three muscles of both
breeds. Because the same APAs isoforms were found between muscles and breeds, we
could hypothesize a possible contribution to the relative abundance of different isoforms,
probably in coordination with promoter preference and alternative splicing. This knowledge
would be useful in the design of future experiments to analyze differential expression of
CAST isoforms and their contribution to the definition of beef tenderness.

Key words: Beef cattle, Alternative polyadenylation, 3° RACE-PCR

RESUMEN

La actividad de la calpastatina tiene un rol clave en el proceso de tiernizacién postmortem
de la carne durante su almacenamiento refrigerado. La regulacién de la expresion de
calpastatina (CAST) es altamente compleja; el gen tiene cuatro potenciales promotores,
diferentes sitios de poliadenilacion de transcriptos y también splicing alternativo. En este
trabajo se investiga la presencia de isoformas de transcriptos de CAST alternativamente
poliadenilados (APA) en tres musculos (infraspinatus, triceps brachii y semitendinosus) de
dos razas bovinas (Angus y Brahman). Se utilizé la técnica de 3° RACE-PCR para amplificar
especificamente los diferentes sitios APA. Los fragmentos amplificados fueron clonados
y secuenciados. La secuenciacién confirm la existencia de tres sitios de poliadenilacion
conocidos. Un nuevo sitio APA fue identificado en transcriptos de los tres musculos y en
ambas razas. Dado que cualitativamente no hubo variacion en la presencia de isoformas
definidas por APA entre musculos y razas de terneza contrastante, podria hipotetizarse
una posible contribucién a la abundancia relativa de distintas isoformas, probablemente
en forma coordinada con la eleccion de promotores y el splicing alternativo. Este nuevo
conocimiento podria ser de utilidad para el disefio de experimentos de andlisis de expresion
diferencial de isoformas de calpastatina, para ponderar la contribucion de las mismas a las
variaciones en terneza de la carne.

Palabras clave: Bovinos para carne, Poliadenilacion alternativa, 3° RACE-PCR
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INTRODUCTION

The calpain/calpastatin system is an endogenous,
calcium-dependent proteinase system. Calpain is
involved in the breakdown of protein myofibrils;
calpastatin inhibits calpain activity and, therefore,
partially regulates postmortem proteolysis in muscle
(Koohmaraie et al, 1996). This enzyme complex
affects some meat quality traits; particularly it plays an
important role in meat tenderization (Shackelford et al.,
1995). Bos indicus breeds (e.g. Brahman) are well known
for their higher calpastatin activity in muscle, which
inhibits protein degradation and results in tougher beef
(Whipple et al., 1990; Pringle et al., 1997).

The bovine calpastatin (CAST) gene consists of 35
exons spanning at least 130 kb on chromosome 7 (Bishop
et al., 1993; Raynaud et al.,, 2005a). Four alternative
promoters direct the expression of four different
transcripts isolated from different tissues, named Type
I, I, I1I, and 1V, which differ in their 5° ends (Raynaud
et al., 2005a). Moreover, differences in transcript length
can also be originated by alternative polyadenylation
sites and alternative exon splicing (Cong et al., 1998;
Raynaud et al., 2005b; Nattrass et al., 2014).

The polyadenylation (poly A) reaction of mammalian
pre-mRNAs proceeds in two stages: first the cleavage of
pre-mRNA and then the addition of poly(A) tail to the
newly formed 3” end. Polyadenylation is important for
translation efficiency, stability, and cellular localization
of mature mRNA (Elkon et al., 2013). Many eukaryotic
genes contain more than one polyA (pA) site, leading
to the generation of distinct mRNA isoforms from the
same gene through alternative polyadenylation (APA)
(Tian et al., 2017). The APA sites of CAST are located in
the 3" untranslated region (3'UTR), leading to alternative
transcripts, all with the same coding frame but with
variable 3'UTRs (called UTR-APA). It should be noted
that although the UTR-APA isoforms do not affect the
coding frame, they might lead to changes in mRNA half-
life or translation efficiency, since longer 3'UTRs can
have more microRNA binding sites, more RNA-binding
protein recognition sites, or altered RNA secondary
structure (Millevoi and Vagner, 2010; Mayr, 2016).

Three polyadenylated variants in the 3° UTR have
been described for bovine CAST transcripts, named:
short, medium and long (Cong et al., 1998; Raynaud et
al., 2005b).

The medium form is 789 bp longer than the short one,
whereas medium and long forms differ in 1089 bp. Until
now, there is no conclusive information about potential
associations between promoter use and alternative
polyadenylation sites. However, the type III isoform
seems to be expressed in combination with all the three
reported 3" UTRs (Raynaud et al., 2005b).

A potential association between the relative
abundance of CAST isoforms and beef tenderness
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has been reported. Not only breed differences in beef
tenderness but also among muscles of the same breed
have been extensively documented (Rhee et al., 2004;
Calkins and Sullivan, 2007). Therefore, we took muscle
samples of three muscles: infraspinatus (more tender),
triceps brachii and semitendinosus (tougher), from a Bos
taurus breed (Angus) and a Bos indicus breed (Brahman)
that is known to produce consistently tougher beef
compared to European breeds.

The objective of this study was to analyze the presence
of APA variants of CAST in samples of the muscles and
breeds mentioned above.

For this purpose we used the method known as “Rapid
Amplification of 3°-cDNA End” (3° RACE) (Frohman
et al., 1988) and sequencing to detect and characterize
transcripts that differ in their 3" UTR length.

MATERIALS AND METHODS

Samples

Within 1 h after slaughter, muscle samples (2 g)
were taken from infraspinatus, triceps brachii and
semitendinosus of 2 Angus steers (36417 kg final body
live weight and 19 months of age on average) and 2
Brahman steers (408+12 kg final body live weight and 42
months of age on average) and stored in liquid nitrogen
or at 4 °C as needed. The steers were slaughtered at two
local private abattoirs: Carnes del Salado SA (Castelli,
Buenos Aires, Argentina) and Don Rafael SRL (Santo
Tomé, Corrientes, Argentina) for Angus and Brahman
respectively. The animals were slaughtered after a
24 h rest in paddocks without feed but with access to
water, according to the Handbook of Procedures for
Animal Welfare of the National Service for Animal
Health (Servicio Nacional de Sanidad Animal, SENASA) of
Argentina.

RNA isolation

Approximately 100 mg of muscle tissue pulverized
in a small amount of liquid nitrogen with a cooled
pestle were mixed in 1 mL of TRIzol reagent (Life
Technologies Corporation, CA, USA) and homogenized
with the help of a mixer (Velp Scientifica®, Usmate,
MB, Italy). The supernatant (aqueous phase containing
the RNA) of each homogenate was obtained according
to the manufacturer’s protocol. The aqueous phase
was mixed with ethanol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) and total RNA was purified with RNA Clean &
Concentrator®-5 kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA)
as per the manufacturer’s instructions. RNA quality
and concentration were determined by the OD,, .,
value (>1.7) with a NanoDrop Lite Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and
confirmed by electrophoresis in agarose gels (0.8%)
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stained with GelRed® Nucleid Acid Gel Stain (Biotium,
Fremont, CA, USA).

Reverse transcription -3” rapid amplification of cDNA
ends-PCR

The 3" rapid amplification of cDNA ends or 3" RACE
(Frohman et al.,, 1988) is widely used to isolate the
cDNA of unknown 3" flanking sequences. The 3" RACE
technique was used to specifically amplify the different
polyadenylation sites of CAST transcripts (Figure 1).

The oligodT used to generate the cDNA included an
adapter sequence that was complementary to the CAST
antisense primer (Table 1 and Figure 1). Two ug of RNA
were used to produce first strand cDNA using 200 U
of MLMLV Reverse transcriptase enzyme (Promega,
Madison, WT, USA), 40 U of Recombinant Rnasin
(Promega, Madison, WT, USA), 5 mM of DTT (Promega,
Madison, WT, USA), 2.5 uM of oligodT-adapter (Table 1)
and 10 pmoles of ANTPs (Promega, Madison, WT, USA).

Two specific sense oligonucleotides (Cast-e28
and Cast-e30) (Table 1) were designed to ensure the
amplification of 3'UTRs of different length, as described
by Raynaud et al. (2005b) and also predicted with Poly
(A) Signal Miner software (Liu et al., 2003).

Table 1. Oligonucleotide sequences used for cDNA synthesis (3" RACE-
PCR).

Name Sequence (5-3")

CCCGTCGACATGTACCAGTCCAAGCTTA
Adapter-oligodT1

GCGGCCGCATAGTTTTTTTTTTTTTTTTT

Cast antisense GGGCAGCTGTACATGGTCAGG

Cast-e28 (sense) TTCCAGTGCCGAAGCACCTAGG

Cast-e30 (sense) AACTAGGGAGGGTCTGATATCCGAC

'The underlined portion of the Adapter-oligodT sequence corresponds to the
antisense primer sequence that was used in 3" RACE-PCR.

The different end-point PCR reactions were
performed with 3uL of cDNA, 10 pmoles of antisense
oligonucleotide (Cast-antisense) which hybridizes
to the adapter region of the adapter-oligodT (Table
1), 10 pmoles of the corresponding sense primer
(Cast-e28 or Cast-e30), 2 U of Platinum Taq Polymerase
(Invitrogen, Sao Paulo, Brazil), 2mM of Cl2Mg and 10
pmoles of ANTPs. Cycling conditions were 94 °C 5 min,
35 cycles of 94 °C for 1 min, 60 °C for 30 sec and 72 °C
for 1 min; followed by a final 2 min extension at 72 °C.
Since there was no certainty about any preferences in
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polyA sites among muscles or breeds, all the obtained
amplicons were considered. However, special attention
received the amplicons of approximately 300 bp and 1100
bp (primer Cast-e28) and 1055 bp (primer Cast-e30)
which corresponds to previously described APA variants
(Raynaud et al., 2005b).

Amplified PCR products were observed by 1.5%
agarose gel electrophoresis with GelRed® Nucleid
Acid Gel Stain (Biotium, Fremont, CA, USA).
Selected bands were eluted with the PureLink Quick
Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and cloned in the
pGEM-T-easy system (Promega, Madison, WT, USA)
and Escherichia coli DH5alfa competent cells according
to the manufacturer’s protocol. Forward and reverse
sequences (using Sp6 and T7 primers) were generated
from each cloned amplicon in an Applied Biosystems
3100 DNA Sequencer. These sequences were then
comparatively analyzed by BLASTn and aligned to the
reference genomic sequence of calpastatin (71,657 bp,
Genebank accession AH014526.2) for the identification
of the different polyadenylation sites.

RESULTS

The presence of alternatively polyadenylated calpastatin
transcripts in three bovine muscles (infraspinatus, triceps
brachii and semitendinosus) from two cattle breeds
(Angus and Brahman) was analyzed.

The 3'RACE-PCR system was designed in order to
obtain amplicons of approximately 350 bp and 1200 bp
for short and medium transcripts with the Cast-e28
oligonucleotide; and 1100 bp for the long polyadenylated
transcript using with the Cast-e30 oligonucleotide. In
the PCR that included the forward primer Cast-e28,
four intense bands (approximately 350, 400, 800 and
1200 bp) were observed on the agarose gel, whereas in
sample no. 6 a product of approximately 1300 bp was
also amplified (Figure 2A). Figure 2B shows two intense
bands (800 and 1100 bp) obtained by PCR amplification
with forward primer Cast-e30. All these bands were
eluted, cloned and sequenced to confirm their identity.
Positive clones of 347, 390, 1108 and 1142 bp were
obtained (Figure 1). Sequencing confirmed the existence
of three expected polyadenylation sites at positions
69783, 70573 and 71657 of the CAST reference sequence
(GenBank accesion AHO014526.2) corresponding to
short (347 bp) and medium (1142 bp) polyadenylated
transcripts amplified with Cast-e28; and long (1108 bp)
polyadenylated transcripts amplified with Cast-e30
(Figure 3). These results are in agreement with the
APA sites reported by Cong et al. (1998), Raynaud et al.
(2005b) and Natrass et al. (2014). Interestingly, PCR
performed with Cast-e28 produced a novel APA site
that was present in the three muscles of both breeds.
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Figure 1. A. Schematic representation of calpastatin gene showing the four transcription start sites, exons and

previously described polyadenylation sites (indicated as pAl, pA2 and pA3). B. Scheme of reverse transcription
3'RACE-PCR technique with the four amplification products obtained. “********" corresponds to sequence
GATACGCCGCGATTCGAACCTGACCATGTACAGCTGCCC. Cast antisense primer is complementary to the adapter-oligodT.
The PCR products are aligned with their corresponding forward primer (Cast-e28 or Cast-e30).
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Figure 2. 1% agarose gel electrophoresis showing alternatively polyadenylated CAST transcripts amplified by 3" RACE-PCR,

using forward primers Cast-e28 (A) or Cast-e30 (B). Stainin

g was performed with GelRed® Nucleid Acid Gel Stain (Biotium,

Fremont, CA, USA). Each line was loaded with 10 ul of the PCR.
Lanes 1and 4: Infraspinatus, 2 and &: Triceps brachii, 3 and 6: Semitendinosus. MK: Quick-Load 100 bp DNA ladder (New

England Biolabs, Hitchin, UK). Spurious fragments are indica
is indicated with a box.

This APA site is located in position 69817 of the reference
sequence AH014526.2 (Figure 3) and corresponds to a
390 bp amplicon (Figure 2). Sequencing determined that
the 800 bp (Figure 2A and B) and 1300 bp (Figure 24,
lane 6) bands corresponded to a spurious amplicon. The
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ted with a star (*). The amplicon corresponding to a novel pA site

expression of the four different polyadenylated mRNA
isoforms was confirmed in the 12 samples included in
this study (Figure 2) and in all the samples that were
analyzed for the implementation of the methodology
(data not shown).
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exon 28

66001 GACAAAGACA AGAAGCCTGC TTCCAGTGCC GAAGCACCTA GGAATGGCGG GAAAGCAAAG GATTCCACAA AGGTAAGTTC ARAGCTCGGT CGTGTCCGAC
>

Cast-e28

66101 TGTT

CTTCATGGAC TGTAGCCCGC CAGGCTCCTC CATCCATGGG ATTTTCCAGG CA T T GCCATTTCCT TCTCCAGGGC

eee0 (2400 bp) eee

68601 TCAATACAGA AAATAAAGAA CTCATTGATG GTTTTTGCTT GTCCTTTTAG GCAAAGGAGG AAACTTCCAA GCCAAAAGCT GATGGAAAAA GTACAAGTTA

68701 AAGTTCACAC TATTTGGTAA GTTGGGTGTT TGTCACAAAT GAAGACCACT GTACCTTCTA CCAGCCCGTG TGTTATAGGT GAGAGAAACT AAGTCCATTT ©XON 29

eee (700 bp) eee

69501 CTACTCTAAT ATCTGCTTAA AGTAAATGCC TCCTTAGATT TATTATGCCT GTAATAAGAA AATAACCTAG CAAATGGTTC ACTGGATTTT CTTCTTTGAA

69601 TTTTTCAAGG TATCTGCATA TAAAATCTTC AGCGGGTAGA TGGTGACTTC TGAAGAAGAA AAGGCTTTGA TAACAGAAAC AATTTCTGGG TGGCTTGGAG

69701 AC TTGC! TTT CTC CTAAACATTG TCTGTTATCT TTTCCTGAAA AGAAACTGAA TTTGTCTGGT TCACCTGTGT TATTCTACTG

YpAl

69801 AGTATTGATA AACTTTAAAT TTTTAAAARAT TGCCTTCAGT TGGGAGAGAA AGGAACTTTA TATTTCTAAG AGATACATTT GATAGTTTCT TAAAGCAGCA

@ Novel pA

69901 CACAAAAAAG GAAAAACCTT TGCAAACTTT TGCACATTCT CCCCACAGTG CCTGTAAATC TCATTAGTAT TTTCAATTTG CACTTATTTT TGTTGTTAGC

70001 ATTTGGAAAA CGATGCCTCA CGTGTTCTTC AGTGTTCTGA TTTCTCATGA CCCCTTTCCT CTTAGACTTG TGGACTGTGT TTGATGTTTC TTTGGGTTGT

70101 TGTTTATAAG TCAGTCATAA AATACTGTGC ATTGGGCACA TGTCTCCTCT TGAGCTGCTA ATCGTAGAGA CCCTGGACAG ACCAGGAAGC GCCGCACCCC
>

CZSE-ESU

70201 CCTTTCAGGT TGAACTTCTC TTTGCCAGAG GTTAGGACTT CCGCACCTTG TCCGCAAAGA CCCACCGGGA CTTGACTCAA GTCAGAAGAG CAAAACGCAG

70301 ACTCTGTCAC TGCATAGCAA GTTTCAAGAA TAACAAAACC TAATGCTTAG AATACTCACA TGGCTTGATC TCTGCCGCAG TACTGCCTTA AGCTGGGCTT

70401 GCCATCCTCT CTCTGTGAAA CCGAGCAGCC GCTGTTAGCG CAGAGCCATT GCCACGTCAG TCTTGCGCTG TACAGCATGT GGCTTAATGG AAGTTGGGTT

70501 TATTGCCAAA AACAAAAACA AACTTTTGCT TAAAAATAAA GAAAAAAGAT TTTTTTAACA TTAAAAAAAA TAATCTGTTT TTTTTTCCCC CATAGCCATT
HPA2

70601 TAAGAACTAG GGAGGGTCTG ATATCCGACA ACTTGGAAAG GTTTCTCATA TTTTTCTGAA TGGTTGATGA ACATAGCACT GATGAAATTA AATTATCAAA

70701 ATCCCATCTT CATTTTCTGA TAGTGAACGC AGGAAAAGAT ATCAGGTACA CATCATAAAA CTGATTTGGA ATTCCTGCTT TCAGAGAGTA CAGCCTTCCT

70801 TCGCATCTGT TTAAACTATT TCTTAGGACT TGGCAATTTC ACTAAAAATT AGTAGTATCA CTGATACTGT CTAATGGGGT AGGAGGCAAG CAAAATAACA

70901 ATACTATTCA TAATGGGTAT CCAATTCTAT TAATACTAAT AATTCTCTTA AAAATCATGC ATATGCCTGA GATTGCAAAC TTCATCCACT TCAAATGCTC

71001 TGTCTTCATC TCATGAGAGG TAAAGGCATT ATTAGTCTAA ATCTGGGAAA GATAAGCCAG GATTATGGTA ATTTAAACAG ACCTTTTCAA GGCACTAACA

71101 AGAAAATAAA CACTTTTCCT TTT AAC 'GT C

ACAA TGT TTTAAAAAAA ATGAAACCTT TGACATTGAC AGATGTGTTT

71201 GCAAAGATAT GACTCCAGTA TTACTAATTT ACATGCATAT ATCAAGTGTT TTTTTAATTA CATACCAAAT CCAGAGATTT TAAGAAATGC CTGTAAAAGT

71301 AAACATTTAT TTAAGGTTCT CTGAATATGC CTTTTGTTTA TTCAAAATGT CTTCAAGACT

'CTG CTGGTAATTA ACT GAGTAAGCTA

71401 CAGGATCTAA ATCAGTCCTT TTTACCCATC TAATTCGCAG TAAATAATTG CAAATACTTG CTTAGAGGTA AATAACATTT TTTATTACCA AAAAGGGTTT

71501 TGCACATTGT TGCGGTGATG TGTGTCTCTT TAGAAAACGG ACTTCTCCAA AAGCAAATGA ARATAGGTTC CTCAGGTGAC CAAAACGGAA AACCACTATG

71601 TCCATGTTTC ATTACTCAAG ATACAAGATG CAATTAAAGG AAAGTATTTT ACTAT

HPA3

Figure 3. Sequence of the distal region of the calpastatin gene (Exons 28 to 30). Numbers on the left correspond to
coordinates of reference sequence AH014526.2. Exons 28, 29 and 30 are shadowed. Non relevant parts of intron were
removed and its base pairs annotated between brackets. Primers Cast-e28 and Cast-e30 are indicated with arrows. Known
polyadenylation signals (pAl, pA2 and pA3) are indicated with a star (*); a circle (@) indicates a novel polyadenylation site.

DISCUSSION

There is still little information about the expression of
CAST isoforms with different polyadenylation sites in
different muscles or breeds, and its potential effects
on beef quality traits. Nattrass et al. (2014) quantified
two polyadenylation variants of CAST (those designated
here as short and long, respectively) in the longissimus
lumborum muscle of Angus and Brahman steers. The
steers had been genotyped for the CAST:c.2832 A>G SNP,
one of the first genetic markers for beef tenderness to be
commercially available (Barendse, 2002). The findings
of that study showed that a lower concentration of
mRNA terminating at the proximal site (short) was
significantly associated with the favorable allele for
beef tenderness (A). These results supported the
conclusion that CAST:c.2832 A>G SNP may be in linkage
disequilibrium with regulatory sequences which have
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a role in the post-transcriptional processing of CAST
transcripts, leading to reduced levels of calpastatin
protein in muscles of individuals carrying the favorable
allele. No association between CAST:c.2832 A>G SNP and
polyadenylated forms were found in our samples since
all the samples tested were homozygous for the A allele
(data not shown).

A general correlation between the level of gene
expression and the relative abundance of 3° UTR
isoforms have been reported (Ji et al, 2011). The
correspondence between APA and gene expression may
be the consequence of the coupled usage of alternative
promoters and polyA sites, previously reported for some
genes (Costessi et al., 2006; Winter et al., 2007). Since
mRNAs with short 3'UTRs are generally more stable
due to avoidance of destabilizing elements binding
to that region (Mayr and Bartel, 2009) and the escape
from cellular mechanisms degrading long 3 'UTRs (Hogg
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and Goff, 2010), a comparatively higher expression
of short 3'UTR isoforms would lead to a higher steady
concentration of mRNA, and the opposite would also
hold true.

The results reported here did not allow us to establish
a connection between alternative polyadenylation of
CAST and calpastatin activity. However, they show that
alternative polyadenylation, probably coupled with the
usage of alternative promoters, adds more complexity
to the analysis of beef tenderization both between
breeds and between muscles within a breed. According
to Raynaud et al. (2005b), the type IIIl isoform is the most
abundantly expressed transcript in muscle, and it would
also present polyadenylation variants.

Three known APA transcripts and a novel isoform of
the bovine CAST gene were identified in three muscles
that differ in tenderness, of two cattle breeds with
known variation in calpastatin activity. Thus, variability
in beef tenderness does not seem to be simply due to
the presence or absence of a given APA form. Moreover,
the biological significance and implications for muscle
physiology of at least four alternative polyA sites are not
well understood.

New research would be needed for the relative
quantification of each isoform and the evaluation of
their effects on calpastatin activity and ultimately,
on beef tenderness. All known APA isoforms should
be comparatively quantified in order to get a better
understanding of the contribution of CAST expression
to the variability in beef tenderness, both among breeds
and muscles within a breed. The knowledge of the new
isoform would help in the design of qPCR experiments
and reinforces the concept that a complex gene such as
CAST should be also evaluated through full length RNA
sequencing to detect the potential associations between
APA, alternative splicing and alternative promoter
selection.
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ABSTRACT

Prochilodus magdalenae is an endemic fish species of Colombia known as an important resource of
commercial interest for many communities related to fishing activities as a livelihood activity. However,
population deterioration has been observed in natural environments due to factors such as overfishing,
fragmentation of ecosystems, among others. This makes it necessary to characterize the genetic diversity
of P. magdalenae in the productive systems of some fish farms, which are used to restocking in other
basins of Colombia and, thus, to propose technical and scientific criteria that allow the development of
management strategies for the conservation of this species. Therefore, in 2013, caudal fin tissue was
collected from 1044 individuals in seven fish farms, which were processed in the laboratory. Through
the use of seven microsatellites, genetic metrics such as: observed and expected heterozygosity, number
of alleles, fixation indexes, F statistics, Bayesian grouping and AMOVA were evaluated. We observed low
heterozygosity, correlated with inbreeding processes, which contrast with the high values obtained in the
expected heterozygosity index and the number of alleles detected in P. magdalenae productive systems.
A moderate genetic differentiation between fish centers was detected and the existence of three genetic
groups was observed through the Bayesian analysis. Despite the low diversity reported regarding the
others species of the same genus, populations held in Bocachico captivity have the potential to restore the
diversity of wild populations. Therefore, it is suggested that each fish station should establish batches of
breeders separately, based on their genetic information so that there is congruence between the released
individuals and those that inhabit the natural environment.

Key words: Bocachico; Reophilic fish; Magdalena Basin; Genetic structure; Fish farms.

RESUMEN

Prochilodus magdalenae es una especie de pez endémico de Colombia conocido por ser un importante
recurso de interés comercial y para muchas comunidades relacionadas a las actividades pesqueras como
actividad de sustento. No obstante, se ha observado un deterioro poblacional en ambientes naturales
debido a factores tales como sobrepesca, fragmentacion de ecosistemas, entre otros. Esto hace necesario
caracterizar la diversidad genética de P. magdalenae en los sistemas reproductores de algunos centros
piscicolas, que son usados para hacer repoblamientos en otras cuencas de Colombia y asi proponer
criterios técnicos y cientificos que permitan el desarrollo de estrategias de manejo para la conservacién de
esta especie. Por lo anterior, en el afio 2013 se recolect6 tejido de aleta caudal de 1044 individuos en siete
centros piscicolas, que fueron procesados en laboratorio y a través del uso de siete loci de microsatélites
se evaluaron métricas genéticas tales como: heterocigosidad observada y esperada, ntimero de alelos,
indices de fijacidn, estadisticos F, agrupamiento bayesiano y AMOVA. Se encontrd baja heterocigosidad
observada, correlacionada con procesos de endogamia, que contrastan con los altos valores obtenidos en
el indice de heterocigosidad esperada y la cantidad de alelos detectados en los sistemas de reproductores
de P. magdalenae. Se detect6 una moderada diferenciacion genética entre centros piscicolas y se observé
la existencia de tres grupos genéticos a través del agrupamiento bayesiano. Pese a la baja diversidad
reportada con respecto a otras especies del mismo género, las poblaciones mantenidas en cautiverio
de Bocachico tienen potencial para restaurar la diversidad de las poblaciones silvestres. Por lo que se
sugiere que cada estaci6n piscicola debe establecer lotes de reproductores por separado, en funcién de
su informacion genética para que exista una congruencia entre los individuos liberados y aquellos que
habitan en el medio natural.

Palabras clave: Bocachico; Peces Reofilicos; Cuenca del Magdalena; Estructura genética; Estaciones piscicolas.
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CARACTERIZACION GENETICA DE REPRODUCTORES DE Prochilodus magdalenae

INTRODUCCION

Colombia se reconoce como uno de los paises con mayor
abundancia en recursos hidricos en América (IDEAM,
2014). Es asi como esta ventaja ecoldgica representa un
importante ntcleo tanto econémico, como cultural y
bioldgico, dada la diversidad de especies que albergan los
diferentes cuerpos de agua (Jiménez-Segura et al., 2010).
Dentro del grupo de especies de peces que habitan en las
principales cuencas hidrograficas del pais, se destaca
la presencia de Prochilodus magdalenae Steindachner,
1879, conocida como Bocachico (Maldonado Ocampo et
al., 2005). Esta especie es endémica de los rios Atrato,
Magdalena y Sina (Mojica et al., 2012) y es importante
no solo por su rol ecolégico dentro del ecosistema, sino
también por representar un valioso ingreso econémico
para las comunidades riberefias asociadas a la pesca
como actividad de sustento.

Esta especie ha sido catalogada en estado de amenaza
debido a factores tales como la sobreexplotacion
de recursos, disminucién de la calidad del agua
y/o fragmentacion de habitat (Mojica et al., 2012).
Problematicas que se hacen mas visibles cuando se
analiza la situacion de su pesqueria, ya que los datos de
desembarcos pesqueros han mostrado una tendencia
decreciente, teniendo en cuenta que en el afio de 1992
se capturaron 24870 toneladas (CCI, 2006) y en 2016
su captura no sobrepasd las 2000 toneladas (SEPEC,
2016). Cabe resaltar que menos del 50% de los individuos
capturados no alcanza la maduracion, ya que la pesca
se hace mas intensa durante su época de migracion
reproductiva (CCI, 2006; Martinez et al., 2006). Estos
factores han alterado los procesos bioldgicos y ecologicos
de la especie a tal punto que, para mitigar el impacto
sobre las poblaciones de P. magdalenae en la cuenca del
Magdalena, se han implementado medidas tradicionales
como la veda, prohibicién de artes de pesca, tallas
reglamentarias y los repoblamientos (Machordom et
al.,, 1999). Esta tltima medida busca minimizar el riesgo
de extincion de la especie mediante: i) preservacion del
acervo genético hasta que se puedan aliviar los factores
que limitan su supervivencia en medio natural; ii)
incremento de la biomasa; y iii) trasladar individuos
entre habitats para la recuperacién de las poblaciones
frente a extinciones locales (Waples y Drake, 2004.).

No obstante, las medidas implementadas no han
sido suficientes y los programas de repoblamiento para
la conservacion de esta especie han tenido poco éxito.
Estudios genéticos a nivel poblacional en el Bocachico
han mostrado que la especie presenta un rango en el
indice de heterocigosidad observada (Ho) entre 0,08 y
0,27 (Guevara Rincén, 2014; Orozco y Narvaez, 2014;
Fontalvo et al., 2018). Estos datos resultan ser bajos para
P. magdalenae cuando se comparan con la variabilidad
reportada en otras especies del mismo género, endémicas
de Brasil como: Prochilodus argenteus Spix & Agassiz,
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1829, que presenta un Ho de 0,56 (Galzerani, 2007) o
Prochilodus costatus Valenciennes, 1850, cuyos valores
de Ho oscilan entre 0,45 v 0,56 (Carvalho Costa et al.,
2008; Silva, 2011). Resultados que han sido producto de
la implementacion de tecnologias como las escaleras
de pasos para peces, o programas de repoblamientos
con base en criterios genéticos para el adecuado manejo
del recurso pesquero en Brasil (Hatanaka et al., 2006;
Carvalho Costa et al., 2008). Este contexto muestra que
la baja diversidad genética observada en las poblaciones
de P. magdalenae, también puede estar asociada al
manejo inadecuado de individuos en los programas de
repoblamiento que se desarrollan en los rios Magdalena
y Cauca, entre otros (Guevara Rincén, 2014; Fontalvo et
al., 2018). Lo anterior subyace en que los repoblamientos
en Colombia no estan debidamente regulados ya que
se desconocen los parametros técnicos y cientificos
que permitan implementar una metodologia efectiva
(Arrieta Echeverry, 2013). De acuerdo a Povh et al. (2008),
la introduccion descontrolada de peces en medio natural
de forma inadecuada v sin criterio técnico, produce una
disminucién de la variabilidad genética provocando
una erosion a nivel molecular en las poblaciones
naturales receptoras. Adicionalmente, la traslocacion
arbitraria entre cuencas fomenta el rompimiento de la
integridad genética de los grupos y desmejora el acervo
que manejan los centros piscicolas que se encargan de
los repoblamientos. Esto genera que se disminuya el
tamafio efectivo poblacional de reproductores utilizados
para diferentes actividades piscicolas (Machordom et
al., 1999). Por ello, es imprescindible implementar las
estrategias necesarias para el manejo reproductivo,
biolégico y ambiental, que son esenciales para que los
programas de reintroduccion sean exitosos y restauren
las poblaciones impactadas por las modificaciones
ambientales.

Para que un proceso de repoblamiento sea exitoso es
necesario contar con informacion genética proveniente
depoblacionesenmedionaturalydeaquellas mantenidas
en cautividad, que son usadas para ejecutar dichos
programas en el Bocachico. Para lograr este objetivo, los
marcadores moleculares mas utilizados a la actualidad
son los microsatélites. Estas herramientas moleculares
permiten obtener informacién precisa de la diversidad
y estructura genética de poblaciones de peces, dada su
naturaleza neutral y codominante (Abdul Muneer, 2014;
Aung et al., 2010; Fontalvo et al., 2018; Lopera-Barrero et
al., 2010; Orozco y Narvaez, 2014; Petersen et al., 2012;
Povhetal.,2011). Esasicomo através delos microsatélites
se busca analizar el estado de la diversidad y estructura
genética de P. magdalenae en siete centros piscicolas
pertenecientes a diferentes cuencas hidrograficas de
Colombia. De esta manera, se espera proponer criterios
técnicos para desarrollar estrategias efectivas de
manejo, como aporte significativo para la conservacion
de los recursos icticos en Colombia, siendo el Bocachico
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Figura 1. Ubicacion de las estaciones piscicolas donde se realizd el muestreo en Colombial.

un modelo de referencia para otras especies de peces
reofilicos en peligro de extincién.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y coleccién de muestras

La recoleccion de muestras se llevo a cabo durante el afio
2013 en siete centros piscicolas de Colombia, los cuales
se encargan de mantener en cautividad reproductores
de Bocachico. Se recolectaron en total 1044 individuos
distribuidos en cada centro piscicola de la siguiente
manera: 43 individuos provenientes del rio San Jorge
en la Estacién Piscicola de Maracas (Maracas); 380
individuos provenientes del rio Magdalena en el Centro
Agroindustrial (Sena); 447 individuos provenientes
del rio Magdalena en la Estacién Piscicola de Repelén
(Repeldn); 24 individuos provenientes del rio Magdalena
en la Estacion Piscicola de San Silvestre (San Silvestre);
39 individuos provenientes del rio Cauca en la Estacion
Piscicola de la Corporacién Auténoma Regional del Valle
del Cauca (CVC); 54 individuos provenientes del rio Sind
en la Estacion Piscicola de la Corporacién Auténoma
Regional de los Valles del Sint1 y del San Jorge (CVS);
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y finalmente en el Centro de Investigacion Piscicola
CINPIC (CINPIC) se recolectd tejido de 57 individuos
provenientes del rio Sint (Figura 1). En cada una de las
estaciones se tomaron muestras de tejido de la aleta
caudal, y se fijaron en etanol al 96 % para su posterior
analisis en laboratorio.

Fase de laboratorio

El ADN gendmico se obtuvo siguiendo el protocolo del
kit MasterPure™ (Epicentre Biotechnologies®). Se
comprobd la presencia de ADN mediante electroforesis
en gel de agarosa al 0,8%, en una corrida a 80 voltios
durante 30 minutos y las muestras fueron tefiidas con
GelRed® (Biotium). Siete loci de microsatélites (Tabla
1) disefiados previamente para la especie Prochilodus
lineatus Valencienes, 1837 (Rueda et al., 2011), fueron
utilizados mediante amplificacion cruzada en P.
magdalenae para obtener los genotipos. El proceso de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizd
siguiendo la metodologia de Rueda et al. (2011) y Orozco
y Narvaez (2014). El volumen final utilizado para la
reaccion de PCR fue de 10 ul, el cual contenia 0,25 Ude Taq
polimerasa, 0,2 1M de cada cebador, 200 pM de dNTPs,
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Tabla 1. Descripcion de microsatélites publicados por Rueda et al. (2011) y resultados generales obtenidos por locus en

P. magdalenae en el presente trabajo.

Motivo de Rango de
Locus repeticion Secuencia del primer T(°C) N, Ra tec:‘manos alélicos
pb

F: 5-TCTGAGCTGTGAGGAATGGA-3'

PL3 (CA)n 50 17 9,619 179-211
R: 5'-AGAGCGCTCAAGCACAAGAT-3'
F: 5-T AACACTGAAACTGAG-3'

PL14 (CA)n S-TGCCCAACACTG CTGAG-3 61 22 12,970 102-146
R: 5'CTCATCAACCTGCCTGGAAT-3'
F: 5-TT TACTT! AAACAC-3'

PL23 (CA)n > GGCTACTTCCCC CAC-3 59 18 10,409 214-248
R: 5'-GGGGAACTAGTTTGACGATGC-3'
F: 5-GAAGCTTGGGCTCTTGACAT-3'

PL28 (CA)n 59 24 9,173 217-259
R: 5'-CGTTTGCCTCTAGCCTTTTG-3'
F: 5-GAGCGGATTCTCCACATGAT-3'

PL34 (CA)n 56 18 8,933 180-210
R: 5'-TAATGTGCTCCCTCCCACAG-3'
F: 5-AGAGCAACACAGGGAGGAGT-3'

PL64 (CA)n 62 16 9,208 152-190
R: 5'-ACGCTCTGCTCAGCCATACT-3'
F: 5-GAAAAAGGCTAGGGGACTGG-3'

PL119 (CA)n 58 27 14,530 151-203
R: 5-GAGGAAAATTGCCTTTTGTAGG-3'

F: Cebador directo; R: Cebador reverso; T (°C): Temperatura de anillamiento utilizada para amplificar los loci en el presente trabajo; N,: Nimero de alelos;
R, Riqueza alélica calculada mediante rarefaccion con el programa FSTAT (Goudet, 1995)

2 mM de MgCl, 1 X de reaccion buffer y100 ng de ADN
previamente cuantificados mediante espectroscopia
de fluorescencia (Qubit Fluorometric Quantitation). Los
ciclos utilizados para las condiciones de PCR fueron las
siguientes: 5 minutos a 95°C, 30 ciclos de 30 s a 94°C,
30 s para la temperatura de anillamiento (Tabla 1), 30 s
a 72°C y una temperatura de extensién final de 72°C por
10 minutos. Se utiliz6 el termociclador con gradiente de
temperatura ESCO-SWIFT MaxPro para llevar a cabo las
reacciones.

Se utiliz6 el equipo de electroforesis capilar QIAxcel
Advanced (QIAGEN) con el kit de alta resolucién (High
Resolution Kit QIAGEN) y la escalera de peso molecular
con una concentracion determinada (DNA SizeMarker
50-800 bp v2.0 QIAGEN), para obtener el tamafo de
cada producto de la amplificacién. Estos tamarios fueron
detectados mediante el uso del programa ScreenGel
QlIaxcel v1.0 QIAGEN, que a su vez permitié cuantificar el
peso de cada alelo y de esta manera el genotipo de cada
individuo.

Andlisis de datos para diversidad genética

A partir de la matriz de datos con el genotipo de cada
individuo, se generaronlosarchivos de entradautilizados
en los andlisis posteriores mediante el uso del programa
MSTOOLS (Park, 2001). Para detectar la presencia de
alelos nulos o de posibles errores en la genotipificacién
se us6 el programa MICRO-CHECKER (Van Oosterhout
et al., 2004). El desequilibrio de ligamiento por pares
de loci y por estacion piscicola, fue comprobado usando
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pruebas exactas de MCMC (Markov Chain Monte Carlo)
con 10000 batches/1000 iteraciones (Guo y Thompson,
1992) con el programa GENEPOP (Rousset, 2008).
Se utilizé la prueba exacta de Fisher para calcular el
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) por locus y por
estacion piscicola, considerando la union aleatoria de
gametos como hipétesis nula (Guo y Thompson, 1992)
con el programa GENEPOP (Rousset, 2008).

Anivel de locus se estimaron los indices de nimero de
alelos (N,) y rango de tamafios alélicos en pares de bases
(pb) con el programa GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse,
2006), mientras que el indice de riqueza alélica (R,) fue
calculada mediante el método de rarefaccion que ofrece
el programa FSTAT (Goudet, 1995). Por otro lado, a nivel
poblacional en cada una de las estaciones piscicolas se
estimaron los indices de diversidad correspondientes a:
promedio de nimero de alelos (Na), promedio de nlimero
efectivo de alelos (ne), heterocigosidad observada
(Ho) y heterocigosidad esperada (He) con el programa
GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2006). El coeficiente de
endogamia (F,) en cada estacion fue calculado con el
programa FSTAT (Goudet, 1995).

Andlisis de datos para estructura genética

Para estimar los valores de estructura genética entre
pares de poblaciones se usé el estadistico G”;, de
Hedrick (Meirmans y Hedrick, 2011) con el programa
GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2006). Para verificar la
existencia de poblaciones diferenciadas genéticamente
de P. magdalenae entre cuencas fluviales, se realiz6 un
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analisis molecular de varianza (AMOVA) con el programa
ARLEQUIN 3.5 (Excoffier et al., 2005). Con esta prueba
se analizd la distribuciéon de la variabilidad genética
considerando el lote de reproductores de cada centro
piscicola y la cuenca hidrografica a la que pertenece.
Por esta razdn, los agrupamientos se realizaron de la
siguiente manera: las estaciones Sena, Repelén y San
Silvestre pertenecientes al rio Magdalena como el primer
grupo; las estaciones CINPIC y CVS pertenecientes al rio
Sint como el segundo grupo; y las estaciones CVC del
rio Cauca y Maracas del rio San Jorge como un tercer y
cuarto grupo respectivamente.

Teniendo en cuenta que el patron migratorio de P.
magdalenae puede implicar flujo genético entre las
diferentes cuencas, es posible que esto se vea reflejado
en la informacion genética de los reproductores de
cada centro piscicola. Por ello, se realiz6 un analisis de
agrupamiento bayesiano con el programa STRUCTURE
2.3.3 (Hubisz et al., 2009), el cual permitié identificar
la presencia de grupos genéticos entre las estaciones
piscicolas estudiadas. En este sentido, el nimero de
subpoblaciones K se estim6 considerando 20 corridas
independientes de K= 1 — 10, que fueron llevadas a cabo
con 500000 repeticiones de MCMC y 150000 periodos
de burn-in usando la ubicacién de muestreo como prior
de informacion, frecuencias de alelos correlacionados
y mezcla. Estos parametros fueron seleccionados ya
que el modelo de mezcla asume la probabilidad de que
un individuo pueda heredar una fraccién del genoma
de un antepasado en una poblacién K, y la frecuencia
de alelos correlacionados permite simular que
diferentes poblaciones pueden tener frecuencias alélicas
similares (Falush et al., 2003). Teniendo en cuenta la
presencia de alelos nulos previamente reportados por
el programa MICRO-CHECKER, se utilizé la opcion
RECESSIVEALLELES que le permite suponer al programa
que el alelo recesivo no puede ser observado en estado
homocigoto, aunque podria estar presente (Rico et al.,
2017).

Finalmente, para establecer el nimero de poblaciones
(K) presentes, se sigui6 el método propuesto por Evanno
et al. (2005). Este valor fue calculado mediante el uso
del programa STRUCTURE HARVESTER 0.56.3 (Earl
y VonHoldt, 2012) y fue resumido y graficado con el
programa Clumpak (Kopelman et al., 2015).

RESULTADOS
Diversidad genética

Todos los loci evaluados fueron 100% polimérficos
para P. magdalenae en los diferentes centros piscicolas
estudiados. Todas las poblaciones presentaron
desviaciones en el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
para todos los loci (p< 0,01). Estas desviaciones se dieron
por causa del déficit de heterocigotos observados y la
identificaciéon de alelos nulos en todos los loci por el
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programa MICRO-CHEKER, que se refleja en los valores
positivos registrados en el indice F,; (Tabla 2). Un total
de 142 alelos fueron reportados en las poblaciones
evaluadas, siendo el locus PL119 el que registr6 mayor
numero de alelos con 27, mientras que el locus PL64 s6lo
detectd 16 (Tabla 1). La mayor riqueza alélica (R,) fue
reportada en el locus PL119 con 14,530 alelos, mientras
que la menor R, fue observada en el locus PL34 con 8,933
(Tabla1).

Los resultados por estacién piscicola mostraron que el
menornumeropromediodealelosporlocusfueregistrado
en los individuos evaluados en Maracas con un total de
8,714 alelos, mientras que la estacion Sena fue la que
presentd mayor promedio de alelos por locus con 17,429.
Este mismo patrén se observd en el nimero efectivo de
alelos ne (Tabla 2). En general, una baja heterocigosidad
observada (Ho) se evidencid en las poblaciones de los
siete centros piscicolas, siendo Maracas la que registré
menor valor de Ho (0,109), mientras que la estacién San
Silvestre fue la que present6 mayor Ho (0,268). Contrario
a esto, la heterocigosidad esperada (He) registr6 altos
valores en general, donde la estacion Sena obtuvo mayor
valor de He (0,884), mientras que la estacion CVS fue la
de menor valor (0,792) (Tabla 2). Todas las poblaciones
de las diferentes estaciones piscicolas presentaron
valores altos de endogamia (F,;> 0,697).

Estructura genética

El resultado de la prueba G”’;, de Hedrick mostré que
entre los diferentes centros piscicolas hay diferenciacion
genética significativa, aunque no existen patrones claros
en cuanto a la distribucién desigual de la variabilidad
genética del Bocachico. Al analizar los valores de
G”,, pareados en cada estacién, se pueden observar
fluctuaciones que van desde aquellos que presentan
muy poca diferenciaciéon genética como Repelén y
San Silvestre con 0,076, hasta aquellos que presentan
moderada diferenciacién como CVC y CVS con 0,509
(Tabla 3).

El resultado obtenido por el analisis AMOVA mostrd
que, cuando se agruparon las estaciones piscicolas
por cuenca de origen de los reproductores, el mayor
porcentaje de variaciéon se localizd entre individuos
dentro de las poblaciones y no entre los grupos. Este
resultado sugiere una falta de estructuraciéon genética
entre los grupos conformados, que se evidencia en los
indices de fijacién obtenidos por el analisis (Tabla 4).

Por otro lado, el resultado obtenido mediante
agrupamiento bayesiano, sugiri6 la coexistencia de tres
grupos genéticos (K=3) en los siete centros piscicolas
estudiados. De este modo, las poblaciones de los centros
piscicolas de Maracas y CVS mostraron mayor frecuencia
para el cliister azul oscuro, mientras que las estaciones de
Repeldn, San Silvestre, CVCy CINPIC presentaron mayor
frecuencia para el clister azul claro. Finalmente, los

57



CARACTERIZACION GENETICA DE REPRODUCTORES DE Prochilodus magdalenae

Tabla 2. Parémetros de diversidad genética poblacional detectada en cada centro piscicola.

Poblacién N Na ne Ho He Fis

Maracas 43 8,714 (0,892)  5,526(0,996) 0,109 (0,035) 0,795 (0,024) 0,859 (0,046)
Sena 380 17,429 (1,587) 9,422 (1,074) 0,191 (0,045) 0,884 (0,015) 0,786 (0,049)
Repelén 447 15,286 (1,769) 8,257 (1,599) 0,236 (0,055) 0,851 (0,025) 0,729 (0,060)
San Silvestre 24 11,143 (1,335) 8,149 (1,091) 0,268 (0,065) 0,864 (0,018) 0,697 (0,070)
cve 39 11,857 (1,870) 7,463 (1,460) 0,199 (0,056) 0,837 (0,027) 0,763 (0,066)
CVS 54 10,000 (1,414) 5,808 (1,136) 0,232 (0,039) 0,792 (0,033) 0,707 (0,048)
CINPIC 57 12,000 (0,976) 7,010 (0,674) 0,181 (0,035) 0,849 (0,015) 0,788 (0,040)

N: Tamano de muestra, Na: nimero promedio de alelos, ne: nUmero promedio efectivo de alelos, Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad

esperada, F: indice de endogamia, Entre paréntesis: Desviacion estandar.

Tabla 3. Valores estimados de estructura genética por pares de poblaciones a partir del indice G”, de Meirmans
y Hedrick (2011). Valores de G”,, por debajo de la diagonal y valores de significancia por encima de la diagonal.

Maracas Sena Repelon San Silvestre cvC CVs CINPIC

Maracas 0,000 0,002 0,002 0,002 0,002 0002 0,002
Sena 0,436 0000 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
Repelon 0297 0222 0,000 0,002 0,002 0002 0,002
San Silvestre 0,234 0,119 0,076 0,000 0,002 0,002 0,002
cve 0401 0313 0317 0,298 0,000 0,002 0,002
CVS 0333 | 0409 0,383 0266  [OBOON 0000 0,002
CINPIC 0315 0262 0,123 0,115 0269 | 0410 0,000

El gradiente de color azul indica que: a mayor tonalidad mayor grado de estructura entre pares de poblaciones.

Tabla 4. AMOVA realizado en las estaciones Sena, Repeldn y San Silvestre como el primer grupo, CINPIC y CVS
como el segundo grupo y las estaciones CVC y Maracas como tercer y cuarto grupo respectivamente.

Sumade Componentes (%) *Promedio indices

Fuente de variacion cuadrados  devarianza  variacién de fijacion p-valor
Entre grupos 76,446 0,032 1,024 Fg: 0,754 <0,001
Ent blaci
NITe poblaciones 4y 446 0,106 3,368 Fo: 0,034 <0,001
dentro de los grupos
Entre individuos dent
nire MAVIAUOS entro. g0+ 153 2277 72,121 Fep: 0,010 0,022
de las poblaciones
Entre individuos 701,000 0,742 23,487 F 720,765 <0,001

*Indices de fijacion calculados para los agrupamientos realizados por cuenca hidrogréfica de origen. F,: coeficiente

de endogamia permutado entre individuos dentro las poblaciones; F, . coeficiente de diferenciacion permutado entre
individuos y poblaciones, dentro de los grupos; F: coeficiente de diferenciacion permutado entre poblaciones dentro de
los grupos; F,: coeficiente de endogamia permutado entre poblaciones y entre grupos.
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Figura 2. Estructura genética poblacional estimada con marcadores moleculares microsatélites en P. magdalenae a partir del agrupamiento bayesiano.

individuos de la estacion Sena fueron los que tuvieron
mayor mezcla entre los tres cliisteres encontrados, con
mayor representacién del clister naranja (Figura 2).
Estos resultados muestran que no existe relacién entre
los grupos genéticos formados y los rios donde fueron
recolectados los individuos de cada piscicola: Maracas
(rio San Jorge), Sena, Repelén y San Silvestre (rio
Magdalena), CVC (rio Cauca) CVS y CINPIC (rio Sind).

DISCUSION
Diversidad genética

El éxito de los programas de repoblamiento de peces en
Colombia, depende en gran medida de la variabilidad
genética presente en las poblaciones analizadas, por lo
que el uso de marcadores moleculares microsatélites
permitid detectar con alta eficiencia los alelos presentes
en cada uno de los centros piscicolas. Sin embargo, la
baja variabilidad observada (Ho) y los altos valores de
endogamia(F,)encontradosenlasestacionesestudiadas,
pueden ser resultado no sélo de factores histéricos
que han afectado a las poblaciones de Bocachico en
medio natural. En conjunto con problematicas como
la fragmentacién de hébitat (Orozco y Narvaez, 2014;
Fontalvo et al., 2018) y la sobrepesca (Mojica et al.,
2012; SEPEC, 2016), se suma la selecciéon arbitraria
de individuos para el establecimiento de los sistemas
de reproductores en cada centro, que ocasionaria un
efecto fundador. Este Gltimo, consiste en la pérdida de
variacion genética cuando se conforma una poblaciéon
a partir de un bajo nimero de individuos, lo que causa
altos niveles de endogamia (Caujapé Castells, 2006).
Pese a las diferentes problematicas que experimentan
las poblaciones de esta especie, se ha demostrado que
la diversidad genética puede recuperarse dentro de
las estaciones piscicolas, luego de un buen manejo
reproductivo considerando aspectos moleculares. En
este sentido, se ha documentado que las progenies
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bien manejadas en el Bocachico han presentado mayor
calidad genética con respecto a los parentales y esta
variabilidad ha sido correlacionada positivamente con la
tasa de fertilizacion, produccién de peso y sobrevivencia
(Torregroza Espinosa et al, 2015). Esto sugeriria
que una buena calidad genética a nivel poblacional
reflejara mejores caracteres productivos en los peces
seleccionados como reproductores. Por lo anterior, se
considera que las poblaciones evaluadas en este trabajo
son un recurso genético con alto potencial, dados los
valores de heterocigosidad esperada (He) registrados,
lo que resulta ser de vital importancia a la hora de
definir criterios de seleccion de reproductores para los
programas de repoblamiento (Lopera-Barrero et al.,
2015).

Los valores de heterocigosidad esperada, son
explicados con base en la riqueza alélica detectada
por los loci (8,933 - 14,530, Tabla 1), y han mostrado
similitud con lo reportado para P. magdalenae (8,1 - 11,5)
por otros autores (Santacruz, 2003; Orozco y Narvaez,
2014). Sin embargo, es importante mencionar que
la cantidad de individuos con que se inicia un centro
piscicola, influye directamente sobre el polimorfismo
de los loci de las siguientes generaciones (Teija et al.,
2006). Es fundamental que los individuos a utilizar
para conformar una estacién piscicola (alevines o
adultos), tengan una caracterizaciéon genética previa
para garantizar una buena distribucion genética en las
generaciones posteriores. En general se ha recomendado
que los reproductores presenten una heterocigosidad
entre 0,3y 0,6 (Torregroza Espinosa et al., 2015), con un
limite de endogamia de 5%, considerando un nimero
minimo efectivo de animales de 100 en una proporcion
1:1. De esta manera, se espera propender a disminuir la
homogenizacion del acervo genético de esta especie para
evitar una depresién por endogamia (Bengtsson et al.,
1995). Estomaximizalanecesidad de considerar aspectos
genéticos y reproductivos dentro del direccionamiento
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de los programas de repoblamiento, dados los riesgos
del manejo inadecuado que ya se han reportado (Wasko
et al.,, 2004; Porta et al., 2006; Moreira et al., 2007) y que
ademas implica necesariamente el realizar un cambio
en la composicién genética de las poblaciones que son
mantenidas en cautividad.

Aunque se realizaron los analisis correspondientes
para minimizar el impacto de los alelos nulos en
las poblacionales, no se descarta que el déficit de
heterocigotos observado pueda ser producto de este
fendmeno, asi como la desviaciéon detectada en el EHW.
Estos patrones asociados a la presencia de alelos nulos
y las desviaciones en EHW, ya han sido reportados para
el género Prochilodus (Hatanaka et al., 2006; Orozco y
Narvaez, 2014; Fontalvo et al., 2018), y resulta alarmante
debido a que los reproductores evaluados presentan
niveles de heterocigosis muy pobres. Esto podria ser
un espejo de lo que esta sucediendo en medio natural,
como consecuencia de los repetidos programas de
repoblamiento mal direccionados. Sin embargo, los
resultados obtenidos por los diferentes indices de
diversidad, muestran que estas poblaciones de Bocachico
tienen gran potencial para recuperar la diversidad de
las poblaciones que se encuentran habitando en medio
silvestre.

Estructura genética

Mediante aproximaciones bayesianas realizadas con
el programa STRUCTURE, se encontré6 que existen
tres grupos genéticos diferenciados distribuidos
entre los diferentes lotes de reproductores (Figura
2). Estos resultados fueron congruentes con lo que
se ha reportado para las poblaciones silvestres de P.
magdalenae, donde se evidencia la co-existencia de
tres poblaciones genéticas en la cuenca del Magdalena
(Orozco y Narvaez, 2014; Fontalvo et al., 2018). Dado que
P. magdalenae es considerado un pez migratorio de larga
distancia (Jiménez-Segura et al., 2010; Aguirre Pabon et
al., 2013) sus poblaciones silvestres han experimentado
una fuerte diferenciacion, que ha sido detectada a través
del uso de marcadores moleculares microsatélites. Dicha
diferenciacién ha sido atribuida a varias causas donde
se destaca la presencia de barreras artificiales en toda
la longitud del rio (Jiménez-Segura et al., 2014), que ha
limitado la dispersién de la especie durante su proceso
migratorio (Fontalvo et al., 2018).

Este trabajo muestra que los grupos detectados no
fueron genéticamente homogéneos, lo que indica que
entre las estaciones existe flujo, a pesar de que los lotes
de reproductores son obtenidos de diferentes rios. Lo
anterior implica que al menos un individuo recolectado
en cada estacion muestreada fue asignado a uno de
los tres grupos. Sin embargo, este comportamiento
no fue evidente en las muestras recolectadas en las
estaciones piscicolas del rio San Jorge (Maracas) v
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Sint (CVS y CINPIC), donde sélo fue posible identificar
dos cliisteres poblacionales. Mientras que la estacion
piscicola que presenté mas mezcla (K=3) fue la del
Sena, en la cual los reproductores fueron obtenidos
de parte baja de la Cuenca del rio Magdalena. Este
aspecto tiene implicaciones importantes, debido a
que esta especie usualmente necesita migrar desde
las zonas de inundacién mas bajas de los rios (zona de
alimentaciéon y maduracion), hacia las partes altas,
donde realiza el proceso reproductivo (Jiménez-Segura
et al., 2010; Mojica et al., 2012). Por ende, la coexistencia
de tres poblaciones en la parte baja de la cuenca del rio
Magdalena (ciénagas y cauce principal del rio) (Orozcoy
Narvaez, 2014), podria explicar la conformacion genética
de este lote de reproductores. Es fundamental aclarar
que entre algunos lotes de reproductores existe una
distancia geografica considerable (CVC y SENA= Aprox.
1000 km), siendo los animales capturados directamente
en el rio Cauca y el Magdalena respectivamente. Pese
a la separacion entre ambas piscicolas es posible que
entre las poblaciones existiese un flujo génico en el
ambiente natural previo a la conformacién de los lotes
de reproductores, lo que explicaria su similitud genética,
circunstancia confirmada con el resultado de G, (0,313)
que mostro una baja diferenciacion.

Adicionalmente, estos procesos de sub-estructuracién
en poblaciones silvestres de Bocachico, se mantienen
bajo la hipétesis de ondas reproductivas (Jorgensen et
al., 2005; Orozco y Narvaez, 2014). Esta hip6tesis plantea
que, aunque las poblaciones coexisten en un mismo
habitat, el proceso de desove se realiza en tiempos
diferentes. Esto hace que las estaciones piscicolas que
quieran implementar programas de repoblamiento,
tengan que garantizar en la conformacién de sus lotes,
la presencia reproductores representantes de cada uno
de los grupos genéticos encontrados en cada cuenca.
Este aspecto es de vital importancia debido a que puede
inducir la perdida de genes importantes en la adaptacion
al ambiente que limiten la capacidad de supervivencia de
los organismos liberados (Senstebe et al., 2007).

Este precedente es un indicativo de que se debe
respetar la integridad genética de cada cuenca, evitando
eventos de reintroduccion de organismos entre cuencas
diferentes, ya que estudios realizados en el género, han
mostrado el efecto que puede tener las malas praxis
en cuanto al manejo reproductivo sobre el lote de
reproductores. Lopera-Barrero et al. (2007) mediante el
seguimiento de un programa de repoblamiento realizado
con la especie P. lineatus, demostraron que la utilizacion
de estrategias reproductivas incorrectas contribuyen a
la baja variabilidad genética de las poblaciones de esta
especie. Eventualmente Povh (2007) demostré también
que la diversidad genética de poblaciones de Piaractus
mesopotamicus Holmberg, 1887, en cautiverio fue menor
que la de las poblaciones silvestres, por causa de un
manejo reproductivo deficiente de los animales. Por
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estas razones, se sugiere que el manejo reproductivo y
genético de las poblaciones de Bocachico destinadas a
programas de repoblamiento, no puede ser realizado
de manera homogénea. Cada estacion piscicola debe
establecer lotes de reproductores por separado en
funcion de su informacion genética para que exista una
congruencia entre los organismos liberados y aquellos
que habitan en medio natural.

CONCLUSIONES

Los diferentes programas de conservaciéon, son
estrategias enfocadas a la recuperacién y/o proteccion
de recursos fuertemente impactados que se encuentran
bajo algin grado de amenaza. Esto sugiere que las
poblaciones presentan algin tipo de riesgo para su
continuidad en el ambiente natural. Sin embargo, estas
estrategias muchas veces son ejecutadas sin ningtin
criterio técnico-cientifico que soporte su uso, como es
el caso de los repoblamientos realizados con especies
nativas (Merino et al., 2013).

Con base en los hallazgos de este trabajo, se
recomienda la implementacién de los siguientes pasos
para la aplicabilidad de esta estrategia en Colombia: i) la
realizacién de una caracterizacion genética total de los
lotes de reproductores y su afinidad con las poblaciones
en medio natural sujetas al programa de repoblacion;
ii) Evitar el uso de reproductores de diferentes
cuencas que pueden erosionar el acervo genético de
la poblacién receptora, con la posible eliminacion de
informacién genética valiosa para la adaptabilidad de
las poblaciones; iii) Implementar lotes de reproductores
por separado que respeten la integridad genética de las
poblaciones halladas en medio natural; y iv) Identificar
genéticamente a cada individuo (uso de microchips)
dentro del lote de reproductores para darle un manejo
reproductivo adecuado y dirigido, que tenga como
finalidad incrementar los niveles de variabilidad
genética de la poblaciéon de Bocachico dentro de cada
sistema de reproductores.

Finalmente, la conservaciéon de todo el sistema
ecoldgico donde habita la especie objetivo es necesaria
para que exista un verdadero éxito en un programa de
repoblamiento y no se produzcan efectos negativos en
la ictiofauna del sistema. De esta forma, las medidas
conjuntas de conservacion de la diversidad genética y
del ecosistema acudtico son necesarias para que estos
programas tengan éxito, y asi garantizar la continuidad
de los recursos icticos en Colombia, siendo el Bocachico
un modelo de referencia para otras especies de peces
reofilicos en peligro de extincion.
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