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Resumen
La deficiencia en la adhesión leucocitaria bovina (BLAD) 
y en la enzima arginosuccinato sintetasa (Citrulinemia) son 
enfermedades de herencia autosómica recesiva que han sido 
descritas a nivel mundial en la raza Holando. El objetivo de 
este estudio fue optimizar e implementar una metodología 
de genotipado para la identificación de animales portadores 
de los alelos causantes de estas enfermedades en una pobla-
ción cohorte de terneras de recría de la raza Holando de la 
cuenca lechera de Cerro Largo. Las muestras de ADN de 190 
terneras Holando fueron extraídas a partir de sangre fresca, 
siguiendo normas y protocolos del Banco de ADN de la Uni-
dad de Biotecnología INIA Las Brujas. El genotipado fue 
realizado mediante análisis PCR-RFLP con las enzimas de 
restricción TaqI para BLAD y Eco47I (AvaII) para Citruline-
mia. La confirmación del genotipado fue evaluada mediante 
secuenciación de los productos amplificados de ambas en-
fermedades. Se detectó la presencia del alelo mutante para 
BLAD en una sola ternera de recría y no se encontró porta-
doras de Citrulinemia en la población analizada. Este trabajo 
representó el primer relevamiento de la prevalencia génica 
de las enfermedades BLAD y Citrulinemia en la región Este 
del Uruguay.
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Summary

Deficiency in bovine leukocyte adhesion (BLAD) and argi-
nosuccinate synthase enzyme (Citrullinemia) are autosomal 
recessive diseases that have been described worldwide in the 
Holstein breed. The objective of this study was to optimize 
and implement a methodology of genotyping for the identifi-
cation of animals carrying the allele causing these diseases in 
a population cohort of calves Holstein of dairy farm in Uru-
guay basin. DNA samples from 190 Holstein calves were ex-
tracted from fresh blood following rules and protocols DNA 
Bank Unit Biotechnology INIA Las Brujas. Genotyping was 
performed by PCR-RFLP analysis with restriction enzymes 
TaqI for BLAD and Eco47I (AvaII) for Citrullinemia. Re-
sults of RFLP genotyping were confirmed by sequencing of 
the amplified products of both diseases. The presence of the 
BLAD mutant allele was detected in only one calf while no 
Citrullinemia carriers were found in the analyzed population. 
This study represented the first survey of the prevalence of 
BLAD and Citrullinemia diseases of dairy cattle in the east-
ern region of Uruguay.
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Materiales y métodos

A partir de las muestras de sangre de 190 terneras Holando 
de recría que son cohortes representativas de 30 predios le-
cheros de la cuenca lechera de Cerro Largo (Uruguay), se 
realizó el sangrado y las extracciones de glóbulos blancos 
siguiendo normas y protocolos (versión modificada del pro-
tocolo de Green y Sambrock, 2012) del Banco de ADN de la 
Unidad de Biotecnología INIA Las Brujas. La concentración 
del ADN fue determinada por nanodrop a 260 nm (Nano-
Drop 8000 spectrophotometer, Thermo Scientific) y su cali-
dad fue determinada por la relación OD260/OD280. 

Para la realización del genotipado, detección de terneras por-
tadoras del alelo mutante recesivo de BLAD y Citrulinemia, 
se utilizaron las metodologías: PCR-RFLP y PCR-Secuen-
ciación a modo de confirmación del análisis. Las secuen-
cias de los primers, el programa del PCR, los tamaños de 
los productos de PCR y las digestiones con las enzimas de 
restricción para la identificación de cada genotipo de ambas 
enfermedades se muestran en el Cuadro I.

Para determinar los genotipos de cada animal de ambas en-
fermedades se observó el número y tamaño de los fragmen-
tos (Cuadro I) en geles de agarosa al 3% en buffer TBE 0.5X 
(Figuras 1 y 3). 

Para la secuenciación de los productos de PCR de ambas 
enfermedades se utilizaron los mismos primers del análisis 
PCR-RFLP (para obtener las secuencias forward y reverse). 
Se realizó la búsqueda del SNP en los sitios de corte de las 
enzimas (TaqI y Eco47I, para BLAD y Citrulinemia, respec-
tivamente) mediante observación de la superposición de los 
picos de fluorescencia en el electroferograma respectivo.

Resultados

En la muestra poblacional de 190 terneras de recría analiza-
das mediante PCR-RFLP y Secuenciación se encontró una 
portadora heterocigota de BLAD (0,5%). No se encontraron 
animales homocigotas recesivos o enfermos de BLAD (Fi-
gura 1 y 2). 

En Citrulinemia, mediante los análisis de PCR-RFLP y Se-
cuenciación no se detectó el alelo mutado en esta población 
de terneras analizada (Figura 3 y 4).

Discusión
La técnica de PCR-RFLP para identificar el alelo mutado 
normal permitió detectar una ternera portadora de BLAD. 
Esta técnica en nuestro país fue descrita por primera vez en 
bovinos Holando (Llambí y col., 2003) por la amplificación 
de la región del gen CD18 donde se localiza la mutación. 
Posteriormente, la enzima de restricción TaqI reconoció la 
mutación y cortó en este sitio permitiendo distinguir el ale-
lo mutado del normal según la relación del tamaño y peso 

Introducción

La Deficiencia en la Adhesión Leucocitaria Bovina (BLAD) 
(OMIA 000595-9913) y en la enzima Arginosuccinato Sin-
tetasa (Citrulinemia) (OMIA 000194-9913) son enfermeda-
des de herencia autosómica recesiva que han sido descritas 
en la página web OMIA (http://omia.angis.org.au/), la cual 
recopila toda la información sobre estas dos enfermedades 
en bovinos de raza Holando.
BLAD está ampliamente difundida a nivel mundial siendo 
responsable de grandes pérdidas económicas (Llambí y col., 
2003; Llambí y col., 2007; Kelly y col., 2010; Kelly y col., 
2012; Meydan y col., 2010; Adamov y col., 2014). Su sinto-
matología extremadamente inespecífica determina la necesi-
dad de implementar y validar las técnicas moleculares para 
la detección de alelos mutantes y mantener la calidad gené-
tica de las razas (Meydan y col., 2010; Kelly y col., 2012).
Los animales afectados mueren a causa de la extrema suscep-
tibilidad a las infecciones, causada por la incapacidad de gló-
bulos blancos (leucocitos) para pasar al espacio extravascular 
en el tejido infectado (Muller y col., 1994). Esta enfermedad 
es producto de una mutación que afecta el funcionamiento de 
un receptor proteico en los leucocitos y en la respuesta inmu-
ne contra las infecciones. En la raza Holando, la enfermedad 
es causada por una mutación puntual que provoca un cambio 
de Adenina a Guanina (AàG, nucleótido 383, identificación 
del SNP -Polimorfismo de Nucleótido Simple: rs445709131) 
en el exón 4 de la subunidad beta-2 integrina del gen CD18 
(Shuster y col., 1992) (ahora conocido como ITGB2) donde 
se produce una sustitución de un aminoácido por otro, del 
ácido aspártico por glicina en la posición 128 de la proteína 
del receptor (D128G). 

La Citrulinemia es un desorden metabólico de herencia au-
tosómica recesiva. Los signos clínicos de este desorden son 
consecuencia de una intoxicación por altos niveles de amo-
níaco en el cerebro de los terneros afectados, debido a una 
falla en el ciclo de la urea que surge de una deficiencia de una 
de las enzimas implicadas, argininosuccinato sintetasa (gen 
ASS1) (Healy y col., 1990). La mutación fue reportada por 
primera vez por Dennis y col. en el año 1989, que provoca un 
cambio de arginina (CGA/arginina) por un codón stop (TGA/
codón stop) con pérdida de un sitio de restricción (AvaII) en 
el codón 86 del gen ASS1. Esta patología se ha disemina-
do en la raza Holando de Australia, EEUU y Europa por la 
importación del semen de un toro de pedigrí conocido mun-
dialmente como “Linmarck Kriss King” (LKK, en siglas), de 
EE.UU. (Healy y col., 1990, 1991). 

A nivel internacional está aceptado identificar en sus catálo-
gos a los animales de pedigrí portadores de BLAD con las 
letras “BL” y aquellos que están libres de la enfermedad con 
las letras “TL”, y los portadores de Citrulinemia con las letras 
“CN” mientras que los libres llevan las letras “TC”.

El objetivo de este estudio consistió en optimizar e imple-
mentar una metodología de genotipado para la identificación 
de animales portadores de los alelos causantes de las enfer-
medades de origen genéticas BLAD y Citrulinemia, y estu-
diar la prevalencia de dichas enfermedades en una población 
cohorte de terneras de recría de la raza Holando de la cuenca 
lechera de Cerro Largo, Uruguay. 
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Cuadro I. Secuencias de los primers, programa de PCR y sus tamaños de los fragmentos esperados en la PCR y digestión con las 
enzimas para cada genotipo de ambas enfermedades

Enfermedad
hereditaria 

letal

Secuencia primer 
5´a 3´ Programa PCR

Pro-
ducto 
PCR

Enzima 
de res-
tricción

Tamaños de los fragmen-
tos según genotipo

Nor-
mal

Porta-
dor

Enfer-
mo

BLAD (Mirck y 
col., 1995; Llam-
bí y col., 2003)

BLAD-F: AGGCAGT-
TGCGTTCAACGTG
BLAD-R: CCGACTC-
GGTGATGCCATTGA

95ºC 5 m
1 ciclo

159 pb TaqI 109-
50 pb

159-
109-50 

pb
159 pb

62ºC 1 m
73ºC 1 m
95ºC 1 m

28 ciclos62ºC 1 m
73ºC 1 m
95ºC 1 m

1 ciclo62ºC 1 m
73ºC 5 m

Citrulinemia (Pa-
tel y col., 2006)

Citrulinemia-F:
GGCCAGGGACCG-
TGTTCATTGAGGA-
CATC
Citrulinemia-R:
TTCCTGGGAC-
CCCGTGAGACA-
CATACTTG

94ºC 30 s

40 ciclos 185 pb Eco47I 
(AvaII)

103-
82 pb

185-
103-82 

pb
185 pb

55ºC 30 s

72ºC 30 s

Figura 1: Digestiones con la enzima TaqI. Carril 1, marcador de peso molecular Gene Ruler Low Range DNA 
ladder; carril 2, animal heterocigota portador de BLAD; carriles 3-10, animales homocigotas dominantes nor-
males; carril 11, control positivo de la digestión.

Figura 2: Electroferogramas de las terneras Holando normal (derecha) y portadora de BLAD (izquierda).

1       2      3      4       5       6      7      8      9      1 0     11
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molecular dependiendo del largo en pares de bases (pb) del 
o los fragmentos resultantes. El patrón del fragmento de res-
tricción obtenido con esta enzima en este estudio coincidió 
con los trabajos publicados previamente (Mirck y col., 1995, 
y Llambí y col., 2003). 

Mediante la secuenciación del producto amplificado por PCR 
se confirmó el análisis de genotipado de las terneras libres 
y portadora de BLAD. El electroferograma de una ternera 
homocigota normal mostró solamente el nucleótido A en la 
posición 383 del gen CD18 bovino, mientras la portadora del 
alelo mutante reveló la presencia de dos nucleótidos (A y G) 
en la misma posición. En otras palabras, el sitio de recono-
cimiento por la enzima TaqI que identifica la mutación en la 
secuencia reverse es T por C y en la forward es A por G. Este 
estudio coincidió con los resultados publicados por Adamov 
y col. (2014) de secuenciación del producto amplificado por 
PCR aunque de mayor tamaño (341 pb) que el nuestro utili-
zando otro par de primers para identificar la mutación alélica 
recesiva de BLAD con la misma enzima. 

La prevalencia génica detectada para BLAD para esta pobla-
ción fue sensiblemente menor a las reportadas previamente 
por Llambí y col. (2000; 2003), y Kelly y col. (2010) (0.5% 
vs 7.2% y 0.7%, respectivamente) en las poblaciones anali-
zadas de la región Oeste de Uruguay. A nivel mundial, Mey-
dan y col. (2010) obtuvo una prevalencia génica de 4.0% que 
fue muy similar en otros países. Sin embargo, hay un trabajo 
más reciente que obtuvo 2.2% (Adamov y col., 2014). La 
diferencia es probablemente el muestreo de diferentes po-
blaciones en las diferentes regiones y el tiempo transcurrido 
entre los estudios, aunque también podría ser por el uso de 
distintos reproductores, factor que afecta directamente la fre-
cuencia génica de dicha enfermedad.

En el caso de la enfermedad Citrulinemia se siguió el pro-

tocolo de PCR propuesto por Patel y col. (2006) y se de-
terminaron los genotipos normales no identificándose alelos 
mutantes. 

El electroferograma de las terneras no portadoras de Citru-
linemia mostró solamente el nucleótido C en el codón 86 
del gen ASSl. Aunque no se encontró alguna portadora, el 
sitio de reconocimiento de la enzima Eco47I identificaría la 
mutación en la secuencia en la forward C por T en la misma 
posición del codón 86 de este gen.

Tampoco se encontraron animales portadores de Citruline-
mia en los reportes de Llambí (2002), Kelly y col. (2010), y 
Meydan y col. (2010). En nuestro país hay sospechas clíni-
cas y patológicas de Citrulinemia, aunque no se ha confirma-
do para lo que se requieren estudios poblacionales y pruebas 
de laboratorio (Comunicación personal: F. Dutra, DILAVE 
Treinta y Tres). Esta enfermedad había sido detectada en 
EE.UU y Australia (Healy y col., 1990, 1991). En Dinamar-
ca se analizó una población de 72 toros Holando revelándo-
se la ausencia del alelo mutante, aunque no se descartó la 
presencia de la enfermedad debido a que uno de los toros 
utilizados ampliamente en dicho país era nieto del toro LKK 
portador de Citrulinemia (Thomsen y Nielsen, 1991). Esto es 
probablemente por las diferencias en el uso de poblaciones 
de toros afectados entre las distintas regiones.

Conclusiones

Mediante el análisis de PCR-RFLP y la confirmación por 
PCR-secuenciación se reveló la existencia del alelo mutante 
recesivo con una prevalencia génica de 0,5% para la enfer-
medad BLAD en la población estudiada confirmando que 

Figura 3: Digestiones con la enzima Eco47I (AvaII). Carriles 1 y 13, marcador de peso molecular Gene Ruler 
Low Range DNA ladder; carriles 2-11, terneras homocigotas dominantes normales; carril 12, control positivo 
de la digestión.

Figura 4: Electroferograma de una ternera Holando libre de Citrulinemia, se muestra la secuencia forward 
obtenida señalando la posición en donde se encontraría la mutación.

	

1      2      3     4      5     6      7     8     9     1 0    11   1 2    1 3
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la mutación permanece en rodeos lecheros de nuestro país 
después de 15 años del primer diagnóstico. En la enferme-
dad hereditaria Citrulinemia las terneras de recría analizadas 
presentaron un genotipo normal no identificándose alelos 
mutantes. Este trabajo representó el primer relevamiento de 
la prevalencia génica de las enfermedades BLAD y Citruli-
nemia en la región Este del Uruguay. 
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