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RESUMEN

Juan Carlos Gomez De la Fuente Fecha de Graduacion: Noviembre, 2001

Universidad Autonoma de Nuevo Leon
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Titulo del Estudio : DETERMINACION DEL NUMERO DE VARIANTES Y
FRECUENCIAS GENICAS DE 8 MICROSATELITES
DE ADN EN LAS RAZAS BRAHMAN Y BRANGUS
EN EL NORESTE DE MEXICO.

Ndamero de paginas: 81 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias Veterinarias con especialidad
en Produccion Animal

Area de Estudio : Biotecnologia Animal

Propéaito y Método del Estudio : En Genética animal, actualmente se utiliza la determinacién de marcadores polimérficos en
el ADN Namados microsatélites como una forma kmeproducible y exacta de identificar individuos. La variabilidad de
estos marcadores genéticos son tnicos para cada individuo por lo que al conocer su genotipo se facllita su
ndenhﬁmamm para posterioments esiablecer el grado de relacion famiiar con ofros individuos de una determinada
pobl
Para establecer un panel de marcadores iitlles en la determinacién de parentesco es necesario reakizar un
analisis que determine los mas polimérficos, por elio en esta tesis planteamos el objetivo de conocer el numero de
variantes y frecuencias génicas de 8§ microsatélites recomendados por la Socledad Intemacional de Genética Animal
en las razas bovinas Brahman y Brangus pertenecientes a la poblacion del Noreste de Méxdco, para dar origen a un
banco de informacién genética que orlente al adecuado uso de los marcadores mas informativos con el fin de
identificar individuos y reslizar pruebas de paternidad en la progenie de reproductores de alto rendimiento.

A partir del ADN obtenido de sangre y de semen de los individuos sujetos al estudio, s@ amplificaron 8
marcadores genéticos mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerass, lo cual permitié establecer la
respectiva frecuencia génica y polimorfismo de cada uno de ellos dentro de la poblacion sujeta al estudio. El ADN se
obtuvo mediante la utilizacién del método de desalado, haciendo una modificacién en nuestro laboratonio para el
aislamiento de ADN a partir de semen.

La calidad cuantitativa del ADN obtenido se verificd por comparacién con diucionss da fago lambda de
concentracidon conocida mediante commimiento en gel de agarosa al 0.8%.

Los microsatelites fueron amplificados en grupo mediante programas de PCR muiitiple, verificandose los resultados
por comparacion con un marcador de peso molecular con fragmentos de 100 a 1000 pb, visualizindolo mediante
trasiluminacidn ultra violeta de los fragmentos teflidos con bromuro de etidio en el aparato fotodocumentador Fluor S
Multi Imager y la utilizacién del programa computacional Multianalyst de Bio-Rad.

La resolucién de los fragmentos amplificades se realizé mediante electroforesis vertical en el secuenciador
automético ABI PRISM 373A de Perkin Elmer, en el (aboratorio de Blopatologia Veterinaria de la Universidad de
Texas A&M, ubicada en College Station, Tx.

En base a los resultados obtenidos en los pardmetros de frecuencia génica, heterocigosidad y polimorfismo, se logrd
inferir que los marcadores mas informativos dentro del panel analizado para la raza Brahman fueron el BM 2113, el
SPS 115, el ETH 10, el ETH 225, el TGLA 122 y el TGLA 227. mientras que en |a raza Brangus fueron los
marcadores BM 2113, SPS 115, ETH 3, ETH 10, ETH 225 y TGLA 227. La probabilidad de exclusion obtenida,
considerando estos marcadores, fue de 0.993 y 0.999 para las razas Brahman y Brangus respectivamente.

Los marcadares que na fueron suficientemente informalivas y que se recomienda su rempiazo fueron el ETH 3 para
la raza Brahman y el TGLA 122 para la raza Brangus, asi como el BM 1824 para ambas razas.

Contribuciones y Conclusiones : Los resultados obtenidos nos permitieron determinar los marcadores mas informativos
dentro del panel analizado, lo cual facilita su ulilizacion con segundad en andlisis genealogicos, dado que los valores
de probabilidad de exclusidn definen esta herramienta de identificacién de individuas como la mejor altemativa en el
control genealégico de una poblacidn de bovinos, en sustitucién del método tradicional de lipificacion sanguinea; sin
embargo sa recomienda continuar la investigacion con otros microsatélites que resulten de mayor aplicacidn para
sustituir los menos polimdrficos obtenidos en este estudio.

/

FIRMA DEL ASESOR :

Xiv



1 INTRODUCCION
1.1 Genealogia

Los sistemas de mejoramiento animal han utilizado métodos de seleccién de
individuos con caracteristicas sobresalientes, destinandolos a actuar como
reproductores a fin de lograr generar, dentro de una poblacion, una progenie con
caracteristicas productivas deseadas.

La implementacién de técnicas de identificacién individual de los miembros de
cada hato resultd imprescindible para establecer la referencia genealidgica que
determinara un mejoramiento animal confiable. Las técnicas mas comunes de
identificacién que se utilizan consisten en descripciones de fenotipo que incluyen
la presencia de remolinos de pelo, manchas y color del pelaje asi como el empleo
de tatuajes y marcas.

Con la utilizacién de la Inseminacién Artificial y la Transferencia de embriones
se logré mayor precision en las pruebas de progenie, sin embargo se requeria de
registros geneal6gicos confiables, es decir, para el establecimiento de la
genealogla‘ en el ganado de registro es de gran importancia considerar un alto
nivel de seguridad en la asignhacion exacta del parentesco; ya que al ocurrir

errores en el pedigri de animales registrados se puede afectar desfavorablemente
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la composicién genética de la pablacién, debido a que éste tipo de animales son

generalmente utilizados en el mejoramiento genético del hato.

1.2 Meétodos tradicionales de identificacion

Para el establecimiento de los registros de los descendientes de excelentes
reproductores prototipos de cada raza se hace necesario la implementacion de
métodos de identificacién individual, de los cuales a continuacién se mencionan

los méas comunes.

1.2.1 Descripcién Fenotipica

Es el medio mas comun de identificacion de los animales. En este método se
considera el color de cada animal, sus marcas y demés particularidades fisicas;
por lo cual tiene muchas deficiencias, por ejemplo, al tratar de identificar a los
individuos de una poblacién grande de animales de colores similares tales como
el Aberdeen Angus. No obstante, es la base de ‘sistemas de identificacion bajo
circunstancias especificas. Los animales Frison, Ayrshire, Guemsey y de otras
razas de dos colores, se pueden identificar por medio de tarjetas de nacimiento
con los patrones de sus marcas en el pelaje. Con las reses de dos colores, el
sistema es positivo y dura para toda la vida de cada animal; incluso después, se

puede utilizar para identificar la piel de algin animal robado.



1.2.2 Tatuajes

Un medio de identificacion comun es la utilizacion de una combinacion de
nimeros y letras tatuadas en las orejas de las reses. Las marcas son
permanentes, no se pueden retirar ni eliminarse en forma accidental; pero para
facilitar la lectura, los animales deben tener la piel clara al interior de las orejas.

Aunque sean permanentes, los tatuajes de las orejas de las reses no se

pueden leer a menos que se sujete al animal en un coredor.

1.2.3 Aretes

Se estan utilizando mucho los rotulos numerados de metal o plastico,
colocados en las orejas para reemplazar los tatuajes. Su inconveniente es que
pueden romperse al enredarse en los arbustos o retirarse intencionalmente, por lo

tanto son considerados como una identificacion temporal.

1.2.4 Collares

Es uno de los métodos de identificacidon mas frecuentemente utilizados en
ganado estabulado. Los collares son de plastico o de cadena metalica con discas
de plastico, pueden ser de varios colores y tienen nimeros y letras claramente

visibles.



1.2.5 Marcas

El marcaje es el método de identificacion preferido en la mayoria de las
ganaderfas de bovinos productores de came y se suele hacer con un hiermo
caliente. Las marcas se pueden modificar a propédsito, pero las que estan bien
delineadas son dificiles de cambiar sin que se note. Las marcas son utilizadas
para denotar la propiedad y a cada ganadero se le asigna un registro del mismo.
La colocaciéon descuidada de las marcas en el animal puede reducir el valor de la
piel, en el ganado para sacrificio la marcacion puede hacerse en la mejilla, las
ancas o la pata; en el caso de los animales reproductores en los cuales su
identificaciéon es esencial, se recomienda poner la marca donde sea mas facil
leerla. Esto se hace por lo comin en el flanco o sobre el lomo (Barrett y Larkin,
1979).

AUn cuando los métodos tradicionales de identificacion tenian un valor de
utilidad, resultaban demasiado subjetivos y escasamente informativos, por lo cual
no ofrecian seguridad en la identificacion de aquellos animales ajenos a un pedigri
de excelencia. Es decir, ninguno brinda seguridad en la identificacién fidedigna de
los progenitores con relacién a una cria, y mas aan en las practicas reproductivas
donde no se encuentra fisicamente uno 0 ambos progenitores; por lo cual se hace
necesario el uso de marcadores permanentes en cada individuo, a fin de lograr la
identiﬁcaci(;n confiable del individuo con el propésito de establecer su registro

genealdgico.



Como una forma de dar solucion a los problemas de esta naturaleza se
empezaron a desarrollar metodologias mas objetivas de identificacion individual, a

partir del analisis de caracteres heredables.

1.3 Primeros métodos de laboratorio para la identificacion de individuos

Actualmente el uso de procedimientos artificiales de reproduccion ha generado
la necesidad de implementar técnicas de identificacion de parentesco, por lo que
se han desarrollado algunas que permiten clasificar los individuos de una especie
de acuerdo a ciertos caracteres permanentes, especificos y heredables como es
el caso de |a tipificacién sanguinea, la cual ha tenido un uso considerable durante
los Gltimos 40 arios, y mas recientemente el analisis del Acido Desoxirribonucleico
(ADN).

Para el analisis de la genealogia se ha considerado importante obtener ciertos
caracteres heredables con gran variabilidad que permitan conocer informacion
Unica de cada individuo para facilitar su identificacion.

Los métodos de laboratorio mas utilizados en andlisis de parentesco se basan
en el estudio de marcadores genéticos como grupos sanguineos y antigenos de
histocompatibilidad los cuales permiten clasificar individuos por sus variantes en

estos caracteres.



1.3.1 Polimorfismo en Grupos Sanguineos Bovinos

Los primeros estudios de identificacion en el ganado, utilizando caracteres
genéticos, se basaron en la tipificacion sanguinea del humano logrando de esta
manera la diferenciacion y el agrupamiento de individuos en base a un criterio
objetivo, gracias al polimorfismo existente en los grupos sanguineos que a fin de
cuentas son la expresion de un genotipo especifico (Caldwell, 1986).

El analisis de los grupos sanguineos en bovinos se inicié en 1930; consiste en
identificar las variantes mediante la tipificacion de los antigenos presentes en los
eritrocitos por medio de técnicas serolégicas (Caldwell, 1986).

Para andlisis genealdgicos se han reconocido 11 sistemas independientes, por
lo que de los 30 cromasomas de ]os bovinos, 11 poseen genes que codifican para
grupos sanguineos (Caldwell, 1986).

Dentro de éstos sistemas se conocen mas de 100 factores, en los sistemas
que involucran muchos factores, estos tienden a segregar en una variedad de
combinaciones Unicas, llamadas fenogrupos; de cada sistema de grupos
sanguineos un individuo posee 2 fenogrupos, cada uno heredado de su
respectivo progenitor (Stormont, 1982),

Con esta variabilidad existente en grupos sanguineos es posible identificar
individuos y establecer su parentesco (Caldwell, 1986; Grosclaude y col., 1981,
Larsen, 1982; Oldenbroeck y Bouw, 1974). Sin embargo debido al tiempo
requerido en la técnica y al indice de confiabilidad del 98%, ha empezado a ser
sustituida por analisis de marcadores genéticos con mayor confiabilidad (Holm y

Bendixen, 1996).



1.3.2 Antigenos Linfociticos Bovinas (BoLA)

Partiendo de la premisa de que entre mayor sea el polimorfismo de un caracter
genético se lograria en mayor grado la identificaciéon de un individuo, se aﬁalizaron
entonces otros caracteres mas especificos, resultando asi el uso de otros tipos de
marcadores genéticos como el MHC (Complejo Mayor de Histocompatibilidad)
denominado BolA (Antigeno Linfocitico Bovino) en el ganado bovino, el cual
permitié la clasificaciébn ‘de = individuos por reacciones inmunologicas;
lamentablemente esta prueba presento algunas limitaciones en su uso, debido a
que su proporcion polimorfica no permite identificar en forma precisa un individuo
en pruebas de parentesco; sin embargo si puede excluir aquellos individuos que
no lo son (Caldwell, 1986).

El andlisis de los grupos sanguineos linfociticos esta dado por las variantes
existentes en los antigenos de superficie presentes en los linfocitos, los cuales
estan codificados por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad de los bovinos,
por lo cual tiene mayor aplicacién practica en la seleccion de individuos
resistentes a algunas enfermedades, dado que el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad esta involucrado en el mecanismo de respuesta inmunitaria

(Caldwell, 1986).



1.4 Genotipificacién de Individuos por Andlisis de ADN Genémico

1.4.1 Naturaleza y Funcién del ADN

El ADN es una macromolécula de doble hélice cuya estructura fue descubierta
por Watson y Crick en 1953 (Karp, 1996). Es un polimero compuesto por dos
cadenas de nuclettidos entrelazadas que forman una doble hélice. Las dos
hebras se mantienen unidas mediante la’ formacién*de. enlaces entre bases de
cada una de las hebras. Las dos hebras tienen orientacién antiparaleta-debido a
su estructura complementaria y su polaridad en la unién fosfodiéster del fosfato y
carbono 5’ de la desoxirmibosa en un extremo y el fosfato y carbono 3’ de la
desoxirribosa (Griffiths y col. 2000).

Los nucledtidos o bases nitrogenadas interacttian en un orden especifico en el
que sélo existen dos pares de bases. A-T (Adenina-Timina) y G-C (Guanina-
Citosina). Se dice que las bases de éstas parejas son complementarias, es decir,
que en cualquier parte de la estructura de ADN las Unicas asociaciones base-base
que pueden existir entre las cadenas, sin distorsionar la doble hélice son A-T y G-
C (Griffiths y col. 2000).

El ADN es el matenal hereditario que se transmite de una generacion a la
siguiente, dictando las caracteristicas propias del individuo dentro de su especie,
aunque también se hereda de manera integra ADN estructural no codificante que
por su polimorfismo ha obtenido importancia de utilidad en la identificacion de

individuos (Holm y Bendixen, 1996).
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Con el desamollo de investigaciones relacionadas al conocimiento de ia
informacién genética se pretendid obtener referencias propias y Gnicas de un

individuo para su identificacion dentro de una poblacién.

1.4.2 Polimorfismo del ADN Gendmico

En la década de los 70s, con la innovacidn en técnicas de genética molecular
sustentadas en el analisis de la informacion contenida en el ADN se descubrieron
los primeros polimorfismos en las secuencias de ADN, que did origen a una nueva
clase de marcadores genéticos moleculares con los cuales se desarrollé la técnica
conocida como fingerprinting (huella digital ADN multilocus) que consistié en
explorar y localizar un nimero grande de loci en el genoma y la identificacion de
secuencias repetitivas en su estructura, llamadas minisatélites (Amigues y

col.,1996; Aznar y col.,1996; Bates y col.,1996;Jeffreys, 1985).

1.4.2.1 Minisatélites 0o VNTR's .

Son estructuras de ADN tipo Il presentes en secuencias repetitivas de 15
pares de bases en promedio (Figura 1), las cuales se encuentran concentradas
principalmente en las regiones centromeéricas y teloméricas de los cromosomas
(Karp, 1996).

Se les denomina también Repeticiones en Tandem de Numero Variable

(VNTR), debido a su conformacién estructural repetitiva.
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atgcactgaggtgct atgcactgaggtget atgcactgaggtgct I

Figura 1. Secuencia Repetitiva de 15 Pares de Bases

AUn cuando su descubrimiento fué el primer paso para la aplicacién del estudio
de ADN en la identificacion de individuos, posteriormente se consideré a los
minisatélites de menor utilidad para analisis genéticos por su limitado polimorfismo
en comparacion con otras secuencias mas cortas de mayor vanabilidad como los
microsatélites (Georges y col., 1991). El valor informativo del polimorfismo de un
locus determinado se sustenta en el grado de variabilidad que presente, es decir,

la cantidad de alelos diferentes y cada uno con baja frecuencia.

1.4.2.2 Microsatelites 6 STR's.

El analisis del ADN se ha perfeccionado mediante la técnica de PCR al
considerar secuencias repetitivas mas cortas llamadas microsatélites o
Repeticiones Cortas en Tandem (STR), las cuales a diferencia de los minisatélites
se encuentran en todo el genoma, dando con ello mayor utilidad en analisis
genéticos debido a su gran variabilidad que permite disminuir considerablemente
la probabilidad de errar en la identificacion de individuos (Georges y col., 1991).

Considerando el alto grado de exactitud y el corto tiempo en la obtencién de
resultados, esta nueva técnica se podria catalogar como la panacea en el

esclarecimiento de patemnidad en animales de alto valor econémico y zootécnico,
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ademas de tener una gran cantidad de aplicaciones de tipo productivo y de
investigacion, (Ellis, 1986; Simpson, 1989; Smith y col., 1986).

Estos fragmentos de ADN son secuencias repetitivas tipo |l mas cortas que los
VNTR’s, pues tienen una longitud de 2 a 5 pares de bases (Figura 2). Tienen la
particularidad de estar distribuidas en todo el genoma y son consideradas

secuencias estrucfurales (Karp, 1996).

atg atg atg atg atg atg atg

Figura 2. Secuencia Repetitiva de Tres Pares de Bases

Las diferencias en el nimero de repeticiones constituyen los alelos de los
microsatélites, y se han encontrado algunos que tienen hasta 20 alelos diferentes
(Wilkie y col., 1992).

Debido a su gran polimorfismo, se ha utilizado su analisis para identificacion de
individuos con aplicacién practica en determinacion de parentesco, asi como en la
investigacion de enfermedades genéticas y en Zootecnia (Gros y col., 1981; Malo
y col., 1973; Stach y col., 1984).

Debido a que los microsatélites se clasifican como secuencias tipa I, son
estructuras de ADN que a diferencia de los genes:

a) no cadifican proteinas,

b) no estan sujetos a la seleccién natural

c) presentan un alto grado de polimorfismo

(Fries y col., 1993; O’Brian y col., 1993).
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1.4.3 Marcadores de Tipo STR’s Recomendados por la ISAG.

Aun cuando en (a actualidad se sigue utilizando Ia tipificacion de los grupos
sanguineos como el estandar intemacional para la identificacion de la paternidad,
en la 25a. Conferencia de la Sociedad Intemacional de Genética Animal (ISAG)
efectuada en Tours Francia en 1996, se recomendé el uso de un panel de 9
marcadores de ADN de tipo microsatélites como estandar interacional para su
evaluacion y uso en el analisis de la genealogia en bovinos (Caldwell, 1996).

La amplificacion de estos marcadores resulta de gran importancia en los
programas de mejoramiento genético al proporcionar seguridad y exactitud en los
registros genealdgicos, mas aun cuando se generaliza el empleo de la
inseminacién arfificial y la transferencia de embriones en donde los progenitores
no se encuentran fisicamente presentes en los hatos y pudieran ocurrir errores en
la asignacién de la paternidad a aquellos individuos que constituirian el pié de
cria, teniendo por lo tanto un gran impacto en la composicion genética de la
poblacién bovina (Caldwell, 1986; Glowatzki-Mullis y col., 1995).

Con la aplicacion de esta técnica en la filiacion genealégica de los registros
raciales se lograria establecer un estricto control en las lineas genéticas de
animales de alto rendimiento, a la vez que permitiria identificar con exactitud la

propiedad de los mismos.



13

En la Tabla | se describen las caracteristicas de 8 de los 9 microsatélites
recomendados por la ISAG, el tamaiio del segmento amplificado, su localizacion
cromosomica y la secuencia de los iniciadores de PCR de cada uno de ellos
(Caldwell, 1996).

Tabla |

Caracteristicas de los Microsatélites

Nombre Tamaito Cromosomams- Secuencia.definicladores:..
del (pares
marcador de bases)
BM 1824 178-190 1 11: GAG CAA GGT GTT TTT CCAATC
12: CAT TCT CCAACT GCT TCC TTG
BM 2113 125-143 2 11: GCT GCC TTC TAC CAA ATA CCC
12: CTT CCT GAG AGA AGC AAC ACC
SPS 115 240-262 15 11: AAA GTG ACA CAA CAG CTT CTC AG
12: AAC GAG TGT CCT AGT TTG GCT GTG
ETH3 117-129 19 11: GAACCTGCC TCTCCTGCATIG G
12: ACT CTG CCT GTG GCC AAG TAG G
ETH10 210-226 ) 11: GTT CAG GAC TGG CCC TGC TAA A
; 12: CCT CCAGCC CACTITCTCTICTC
ETH 225 140-156 9 I1: GAT CACCTT GCCACTATTTCCT
12: ACA TGA CAG CCA GCT GCT ACT
TGLA 122 130-164 21 19: CCC TCC TCC AGG TAA ATC AGC
[2: AAT CAC ATG GCA AAT AAG TACATAC
TGLA 227 78-104 18 11: CGAATT CCAAATCTG TTAATTTGC T

12: ACA GAC AGA AAC TCA ATG AAA GCA

La seleccion de éstos microsatélites se dio basandose en las siguientes

caracteristicas y condiciones:
» |ocalizacién en diferentes cromosomas
e posibilidad de ser detectados mediante reacciones de PCR muitiplex
e alto grado de polimorfismo
¢ buena amplificacién

« disponibilidad pablica de los iniciadores y protocolo de PCR.
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1.4.4 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Es una nueva técnica desarrollada por Kary Mullis en 1983, que en la
actualidad se utiliza para amplificar un fragmento de ADN especifico (Mullis,
1987).

Consiste en utilizar la enzima polimerasa proveniente de la bacteria
Termophillus aquaticus, la cual permanece estable a temperaturas de 90°C, muy
por encima de la temperatura que destruye la actividad de otras polimerasas de
ADN (Mullis, 1987).

Con esta enzima se desarroll6 la técnica de PCR, en la cual una sola regién de
ADN (microsatélite en este caso), se puede amplificar con rapidez y a bajo costo
(Karp, 1996). Esta técnica tiene la ventaja de permitir Ja utilizacién de diversos
tipos de muestras biolégicas, como sangre, gametos, pelo, etc. (Hohenhorst y col,,
1994; Mullis y Faloona., 1987; Watson y col., 1992).

El procedimiento de la técnica de PCR en términos generales, se basa en fres
pasos (Figura 3):

1.- Desnaturalizacion de ADN a 94 C.

La muestra de ADN se mezcla con los 4 desoxirmibonucleétidos y la polimerasa
de Termophillus aquaticus, junto con los dos fragmentos de ADN sintéticos cortos
(oligonucledtidos) complementarios de las secuencias de ADN en los extremos 3’

de la region de ADN que se desea amplificar.
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Los oligonucleétidos sirven como sondas que identifican su contraparte en el
ADN templete para iniciar la duplicacion del mismo por la insercion de los
desoxirribonucleédtidos durante la accion de la Polimerasa.

Esta mezcla se calienta a 92-94°C, para separar las moléculas de ADN de la
muestra en sus cadenas componentes.

2.-Hibridacidn de iniciadores .

A continuacién se enfria la mezcla para pemitir que los iniciadores se enlacen
a los extremos 3' de ambas cadenas del ADN especifico y la polimerasa afiada
nucledtidos a los extremos 3’ de los iniciadores.

La temperatura de emparejamiento de los iniciadores a la cadena templete de
ADN es menor a la de desnaturalizacion y esta dada por el valor minimo de
temperatura requerido para el anclaje de los mismos.

3.- Sintesis de ADN.

Se eleva nuevamente la temperatura a 72°C con Ila finalidad de activar la
.enzima para desamollar la amplificacion; a medida que la polimerasa alarga los
iniciadores, copiando selectivamente el ADN especifico, forma nuevas cadenas de
ADN complementarias.

Elevando una vez mas la temperatura, las cadenas de ADN originales y las
recién formadas se separan. Enseguida se enfria la muestra para pemitir que los
iniciadores sintéticos en la mezcla se unan otra vez a los extremos 3' del ADN
especifico, que ahora esta presente en cantidad doble de la original y reiniciando
un segundo proceso idéntico al anterior, a esto se le denomina ciclo. Cada ciclo

sucesivo duplica esencialmente la cantidad de ADN sintetizado en el ciclo
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anterior, por lo tanto resuita una acumulacion exponencial del fragmento blanco
especifico de 2" donde "n" representa el nimero de ciclos.

Figura 3. Etapas de [a Reacciéon en Cadena de la Polimerasa
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1.4.4.1 Ciclos de la PCR.

El optimo numero de ciclos depende en la concentracion principal de ADN
blanco. Se usan 25-30 ciclos para 10,000 moléculas blanco ya que los bovinos
tienen por lo menos 10,000 células blancas por mm® de sangre, entonces para
100 ! de sangre lo apropiado seria 35 ciclos pero 30 son suficientes (Henegariu y

col., 1997).

1.5 Descripcion de las Razas Bovinas Brahman y Brangus

En éste estudio se contempld el andlisis de 8 microsatélites polimérficos en
dos razas bovinas, con el fin de implementar una técnica de reconocimiento
genético que permita proporcionar confiabilidad a las cédulas de identificacion de
los individuos de ésta especie.

A continuacién se describe el origen, caracteristicas fenotipicas y productivas

de las razas Brahman y Brangus.

1.5.1 Raza Brahman

El origen de esta raza se remonta al Pleistoceno, cuando los glaciares
compelieron a los bévidos a refugiarse en la actual region del Himalaya. Durante
el Mioceno, la familia Bos se diferencié en dos tipos: Auroch o Bos primigenius y

Bos indicus (Enriquez, 1995).
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El Bos primigenius emigr6 al Continente Europeo, cuando la capa de hielo se
retird, originando el Bos taurus y distribuyéndose fuera de la isoterma tropical al
norte de la latitud 30° (Enriquez, 1995).

El Bos indicus o ceb( por su parte, se distribuyd en la isoterma tropical, entre
las latitudes 30° norte y 30° sur, en parte de Asia, Africa y Europa.

La domesticacién del cebii data de 2,500 aiios A.C., y llev6 una vida némada
durante siglos. Por considerarlo animal sagrado, se prohibié el sacrificio de vacas
en la India, su lugar de origen; las leyes religiosas Brahmanica y Budista prohibian
comer la came de vaca (Vizcama, 1975).

~ Su origen primario es considerado de la India y en forma secundaria del sur de
los Estados Unidos de América. En la India la palabra Brahman comresponde al
Dios supremo de los Hindies. En Europa, México, Centro América y América del
Sur, el ganado proveniente de la India (Bos indicus) recibe el nombre de Zabu 6
Cebd. En los Estados Unidos de América recibe el nombre de Brahman
(Enriquez, 1995).

Las primeras importaciones de ganado cebu a los Estados Unidos fueron
realizadas en 1849 por el Dr. James Bolton Davis, de Fairfield Country, Carolina
del Sur; cuando éste era asesor de Agricultura del Sultan de Turquia.

Posteriormente ocurrié el ingreso de dos toros indicus a Francisville, Laramie
por obsequio de la Corona Britanica al agricultor Richard Barrow en 1885.

De 1905 a 1906, el Rancho de Pierce, Texas, ayudado por Thomas M.

O’Connor, de Victoria, Texas, importaron treinta y seis toros y vacas de distinta
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estirpe de ganade India, ocurriendo en 1924 la fundacion de la asociacién de
criadores de la raza Brahman con oficinas en Houston, Texas (Enriquez, 1995).

La raza Brahman o Cebl americana, se considera entre los zootecnistas
especializados como un mestizo de Guzerat y Nelore e hibndo también,
probablemente de Hereford y Shorthorn; que en su iniciacion fueron utilizados
para acortar los miembros, ampliar la caja y engrosar los musculos, es decir, se
logré una excelente conformacion para produccién de came en pastos ricos y
abundantes (Vizcarra, 1975).

Los autores Hilton B. Briggs, de la Universidad de Dakota del Sur; Dinus M.
Briggs, de la Universidad del estado de lowa; y Stewarth H. Fowler de la
Universidad del estado de Louisiana coinciden en que la composicién genética de
la Raza Brahman americana esta dada por la sangre de ganado Cebu, Guzerat,
Gyr, Nelore, Indobrasil, Shorthorn y Hereford; siendo de estas dos razas europeas
que el Brahman americano adquirié la gran amplitud del dorso, lomo y grupa, asi
como la horizontalidad de la linea superior y la giba cervicodorsal mas bien que
dorsal (Enriquez, 1995).

Esta raza de ganado bovino es muy aceptada en México por su adaptacion al
clima Tropical, siendo sus principales caracteristicas las siguientes:

a) Aprovechamiento de forraje

b) Rusticidad

c) Tolerancia al calor

d) Resistencia a ciertos parasitos y enfermedades.

e) Descripcion Fenotipica



20

a) Aprovechamiento de forraje

Esta raza llega a subir de peso de 800 a 900 gramos diarios en pastoreo y
proporciona un mayor rendimiento de came limpia dada la menor capacidad
volumétrica de su aparato digestivo. En una explotacién intensiva o de alta
nutricion estas cifras se superan en ganancia de peso diario. Sus hibridos suelen
rebasar los 1,500 gramos de peso diario.
b) Rusticidad

El ganado Brahman es superior a otras razas en su rendimiento en climas
tropicales, pues consume mayor nimero de especies vegetales y realiza un
superior aprovechamiento de nutrientes secos.
c) Tolerancia al Calor

Gracias al notable sistema de regulacion de altas temperaturas que posee esta
raza, puede pastar bajo los rayos solares directos un 40% mas de tiempo que las
razas europeas, sin necesidad de buscar la sombra, mientras que éstas tienen
que descansar bajo la misma constantemente, jadeando y obstaculizando su
nommal alimentacion. Varias teorlas tratan de explicar esta resistencia: que en el
cebu las glandulas sudoriparas son mayores y mas numerosas que en las otras
razas; que la papada enorme y plegada, asi como su piel abundante a través de
la linea media inferior, actia como radiador proporcionando una superficie
adicional para la evaporacion; que el pelo abundante y corto puede ofrecer un ‘
aislamiento adicional contra el calor, basandose en que tiene de 1775 a 2000
pelos por centimetro cuadrado, mientras que las otras razas poseen tan sélo 1095
en igual superficie. Mayor cantidad de gldbulos rojos por centimetros cubicos. El

color de (a piel del cebd, lo protege contra la accién agotante de los rayos
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ultravioletas, destructores del protoplasma celular, de los cuales es rica la luz solar
tropical, por lo que se juzga como defecto el albinismo.
d) Resistencia a ciertos parasitos y enfermedades

Bl ganado Brahman ofrece mayor resistencia a diferentes tipos de garrapata,
tabanos, moscas, acaros y piojos, lo cual se atribuye a una mayor secrecion
sudorosa, que pueda obrar como toxico 0 repelente; a la piel compacia, con
partes subepidémicas mas gruesas que impiden la extraccion de sangre, al no
alcanzar zonas imigadas; al pelo corto que dificulta el parasitismo; al mayor
desarrolio del paniculo camoso, que proporciona mas movimiento de la piel y la
posibilidad de permanecer mis horas del dia pastando expuesto a los rayos
solares y obstaculizando asi el desamollo de los ectoparasitos (Vizcama, 1975).

Figura 4. Ejemplar de la Raza Brahman
e) Descripcion Fenotipica (Figura 4)
Color.- Gris en sus diversas tonalidades, tercio anterior y posterior
generalmente mas oscuro en los machos, en las hembras el pelaje es més claro.

Frente.- Ancha, ligera convexidad a plana.
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Hocico.- Negro, con ollares bien separados y dilatados en forma de coma.

Orejas.- Tamafio medio, anchura moderada, ligeramente inclinadas y pequenia
curvatura en el tercio inferior, con terminacién en punta.

Cuemos.- Simétricos y de color oscuro.

Pescuezo.- Proporcional al cuerpo, linea superior ligeramente oblicua, bien
musculado en los machos, amplio en su base, unido armoniosamente al cuerpo y
a la cabeza sin depresiones. Mas largo y fino en las hembras.

Papada.- Comienza bifida en el maxilar inferior, baja hasta el pecho y se
prolonga hasta el ombligo, tamafo medio, fina y flexible.

Giba.- Bien colocada sobre la cruz, desamollada, en forma de rifidn,
apoyandose en el dorso en machos.

Dorso y Lomo.- Largo, ancho, recto y profundo, ligeramente inclinado
tendiendo a la horizontalidad, lomo armoniosamente ligado a la grupa, con buena
cobertura muscular.

Grupa.- Larga, ancha y ligeramente inclinada, unida al lomo sin salientes, ni
depresiones con buena cobertura muscular.

Cola y mechén.- Cola con insercion armoniosa, larga rematada en una mota
negra.

Toérax y costillas.- Térax amplio, largo y profundo. Costillas largas, bien
arqueadas con espacios intercostales bien revestidos de musculos y sin depresion
atras de las espaldas.

Ombiligo.- Reducido.

Miembros Anteriores.- De longitud media, bien musculosos, colocados en

rectangulo, separados y bien aplomados.
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Miembros Posteriores.- De longitud media, pierna y muslos anchos, con buena
cobertura muscular, bajando hasta el corvejon. Piemas bien aplomadas y
separadas.

Pezuiias.- Negras, bien conformadas, fuertes y lisas; con poca separacion
interdigital.

Pelo.- Corto, fino y brillante.

Piel.- Suelta, fina, suave, bien pigmentada.

(Enriquez, 1995).

1.5.2 Raza Brangus

Esta raza se obtuvo de un programa de cruzamiento de ganado Brahman y
Angus, efectuandose los primeros cruzamientos en la estacion experimental del
Departamento de Agricultura en Jeanarette, Louisiana, E.U.A. en.1912. Durante el
mismo periodo, el rancho Clear Creek de Welch Oklahoma, el rancho Essar de
San Antonio, Texas y otros cuantos criadores individuales de los Estados Unidos
de América y de Canadd, estaban llevando a cabo programas de cria
experimental con la cruza de estas dos razas; los primeros criadores de 16
estados americanos y de Canada, se reunieron en Vinita Oklahoma el 29 de Julio
de 1949 y organizaron la American Brangus Breeders Association, posteriormente
nombrada la International Brangus Breaders Association, con sus oficinas
centrales en Kansas City, Missouri. En 1972 se instalaron las oficinas centrales en
San Antonio, Texas; en la actualidad existen miembros de casi todos los estados

de E.U.A., en Canad4, México, Paises Centroamericanos, Argentina, Australia.
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Su composicion genética es de 3/8 Brahman y 5/8 Angus.

Figura 5. Ejemplar de la Raza Brangus Negro

Sus caracteristicas son las siguientes (Figura 5):

Esta nueva raza es mas larga y mas alta que la Angus, su caracteristica
principal es la tolerancia al calor, debido a sus antepasados Brahman, asi como la
habilidad matema. El peso promedio al nacimiento es de 32-34 Kg., ¥ los pesos
promedio a la edad adulto oscilan en las hembras de 630 a 720 Kg. y en los
machos de 810 a 990 Kg. Es de pubertad temprana y su muscularidad deriva del
Angus. Su came es de excelente calidad.

Color.- Negro

Pelo.- Liso y suave

Cabeza - Sin cuemos

Cuello.- Prominencia en el borde superior entre el mormillo y giba, no muy
desarrollada.
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1.6 Justificacion

En el establecimiento de un registro genealdgico confiable que permita
identificar descendientes de antecesores sobresalientes, se requiere de un
andlisis de caracteres heredables Unicos e irreproducibles que por su
variabilidad representen una alfternativa eficaz y exacta en la identificacion
individual.

En Genética animal, actualmente se utiliza la determinacion de marcadores
polimérficos en el ADN como una forma confiable de identificar individuos.

La variabilidad de estos marcadores genéticos son unicos para cada
individuo por lo que al conocer su genotipo se facilita su identificaciéon, para
posteriormente establecer el grado de relaciéon familiar con otros individuos de
una determinada poblacién.

Para establecer esta técnica, es importante caracterizar marcadores
genéticos polimérficos como los STR's con mayor frecuencia en la poblacion,
de manera que se pueda establecer un panel de los mismos que sirva de
referencia en su utilizacion para pruebas de paternidad.

Mediante el presente trabajo de investigacion se pretende establecer el
ndmero de variantes y frecuencias génicas de 8 microsatélites en las razas
bovinas Brahman y Brangus pertenecientes a la poblacion del Noreste de
México, para dar origen a un banco de informacién genética que oriente el
adecuado uso de los marcadores mas frecuentes con el fin de identificar
individuos y posteriormente realizar pruebas de paternidad en la progenie de

reproductores de alto rendimiento, con una confiabilidad del 99%.
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1.7 Objetivos

1.7.1 En la presente investigacidn se plantea el siguiente objetivo general:

Establecer la metodologia para el analisis de la genealogia en el ganado
bovino de las razas Brahman y Brangus mediante la seleccion de marcadores de

ADN tipo microsatélites.

1.7.2 Este objetivo general contempla los siguientes objetivos particulares:

1.- Determinar el nimero de alelos y la frecuencia génica de 8 microsatélites,
recomendados intemacionalmente, en la poblacion de las razas Brahman y
Brangus de la region noreste de México.

2.- Calcular el contenido de informacién de polimorfismo y heterocigosidad de
cada uno de los 8 microsatélites.

3.- Establecer el calculo de la probabilidad de exclusién de cada marcador y en
forma combinada, para determinar su utilidad en analisis de paternidad que utilice

los microsatélites que resulten de mayor significancia.
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2 MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se efectud el analisis del nimero y frecuencia génica de
las variantes alélicas de 8 microsatélites seleccionados por la Sociedad
Internacional de Genética Animal, en las razas Brahman y Brangus de la regién
Noreste de México.

Estos microsatélites seleccionados ya se encuentran caracterizados a nivel de
secuencia de nucledtidos. Para su andlisis se utilizd la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), con los protocolos establecidos para tal efecto.

Con esta informacién obtenida se determindé el valor de este tipo de
marcadores para el andlisis de la genealogia en la poblacién bovina regional de
estas dos razas, mediante el calculo del contenido de informacién de polimorfismo
(PIC), heterocigosidad (H) y probabilidad de exclusién (PE) de los microsatélites

individuales y de los mejores en conjunto.

2.1 Poblacion

Para el estudio se aisléo ADN a partir de muestras de sangre y semen de 96
bovinos de las razas Brahman y Brangus del noreste de México; dentro de la raza
Brahman se comprendié un muestreo de 47 bovinos ordenados en grupos de 16

trios (supuesto padre, madre e hijo) y 3 pares (supuesto padre e hijo) mientras
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que en |a raza Brangus se obtuvieron 50 muestras, obedeciendo el muestreo a

una eleccion al azar sin comprender parentesco. (Tabla II)

Tabla il

Descripcion de la distribucion de las muestras

RAZA BRAHMAN BRANGUS
PROGENITOR MACHO 12 0
PROGENITOR HEMBRA 16 0
CRIA 19 0
ANIMALES AL AZAR 0 50
TOTAL 47 50

El muestreo de los progenitores machos correspondié a la donacion de pajillas
de semen de 0.5 ml las cuales se transportaron y conservaron en nitrégeno
liquido, correspondiendo en su mayoria a sementales que no se encontraban
presentes fisicamente en el hato y que son utilizados por medio de inseminacién
artificial, ya que este tipo de reproductores son los que mas contribuyen a la
composicion genetica de las poblaciones.

En el caso de aquellos sementales utilizados por monta directa se les tomé
muestras de sangre al igual que las progenitoras y la descendencia, manejandose
éstas en tubos con anticoagulante (EDTA).

El trabajo de laboratorio se llevd a cabo en la Unidad de Biotecnologia
Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, ubicada en la Unidad Universitaria Mederos en

Monterrey, Nuevo Leon.
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2.2 Aislamiento de ADN Gendmico.

El Acido Desoxirribonucleico representa la parte medular de esta investigacion
por lo que su aislamiento requiere de técnicas adecuadas para obtenerlo en
buena cantidad con una calidad aceptable de manera que facilite su utilizacion
para lograr amplificaciones de PCR optimas. Una vez probadas diferentes
técnicas de aislamiento se definid como opcion la técnica de Desalado (salting-
out) para sangre completa y en el caso de muestras de semen se aplic6 la misma

con algunas modificaciones propias de nuestro laboratorio.

2.2.1 Obtencién de ADN a Partir de Sangre Completa.

Para la obtencion del ADN gendmico a partir de muestras de sangre se utilizé
el método de desalado descrito por Miller y col. (Miller y col., 1988).

A continuacién se describe el material y equipo requerido asi como el
procedimiento para el aislamiento de ADN.

Equipo requerido:

o Bafio maria (70-95° C)

e Tubos eppendorf de 1.5 mi

e Micropipetas de 10, 200 y 1000 pl

e Microcentrifuga

o Vortex

e Refrigerador
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Procedimiento:

El procedimiento para el aislamiento y conservacion de ADN gendmico a partir
de sangre consiste en cinco fases:

12. Lavado de eritrocitos

En un tubo eppendorf conteniendo 750 pl de buffer lisis de eritrocitos se
agregan 750 pl de sangre completa homogenizada, se mezcla vigorosamente y se
refrigera por 10 minutos, al término de esto se centrifuga por 10 minutos a 14,000
pm, decantando el sobrenadante y repitiendo por dos ocasiones el mismo
procedimiento, utilizando 500 ! del mismo buffer lisis, cuiminando esta fase al
obtener una pequeria pastilla blanca en el fondo del tubo eppendorf.

22. Incubacion de leucocitos

La pastilla blanca es resuspendida en 150 ul de buffer lisis de leucocitos,

agregandose 7 ul de Proteinasa K (10 mg/ml) y 10 pul de SDS al 10%,
incubandose a 56°C por 3 horas, dando ligera agitacion ocasionalmente.

32. Precipitado de ADN

Al término de la incubacion se agrega 50 pl de cloruro de sodio al 6M, agitando
vigorosamente para después centrifugar por 10 minutos a 14,000 rpm,
procediendo a aspirar el sobrenadante pasandolo a un segundo tubo y
desechando el precipitado; se repite el centrifugado y se pasa el sobrenadante a
otro tubo eppendorf. Al sobrenadante obtenido se le agrega dos volimenes de
Etanol al 100% y se invierte lentamente el tubo para permitir el precipitado del
ADN. Una vez que se precipita el ADN se centrifuga a 14,000 rpm por 2 minutos

desechando el Etanol, repitiendo un segundo lavado con Etanol al 70%.



31

42. Resuspension en TE (Buffer Tris-EDTA)

La pastila de ADN que se encuentra adherida a la pared del tubo se
deshidrata al aire libre y se resuspende con 50 a 100 pl de buffer TE al 1x. Se
incuba por 15 minutos a 56°C para lograr una completa integracion de ADN en el
Buffer TE.

52. Almacenamiento,

El ADN gendmico se mantiene a una temperatura de -20°C.

2.2.2 Obtencién de ADN a partir de Semen Congelado

Para el procesamiento de las muestras de semen se utilizé el procedimiento
descrito por Heyen y col, 1997.

Esta técnica se basa en la de desalado, la cual fue modificada en nuestro
laboratorio al utilizar un Buffer de lavado en lugar de PBS.

Procedimiento:

1.- La pajilla de semen es diluida en 1 ml de buffer de lavado

2.- Se homogeniza y se centrifuga a 14,000 rpm por 2 minutos para obtener la
pastilla.

3.- Se retira el sobrenadante y se resuspende con 1 ml de buffer de lavado,
volviendo a homogenizar y centrifugando a 14,000 rpm por 2 minutos.

4 .- Se desecha el sobrenadante y la pastilla es resuspendida en 450 pl de

buffer de extraccion (precalentado a 60°C), agregando 50 pl de dithiotreitol a 0.5M

y 10 ul de Proteinasa K (20 mg/ml).
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5.- La solucién se incuba a 60-65°C por 6 horas

6.- Posterior a la incubacion se agregan 160 pl de solucion de Cloruro de Sodio
saturada y se agita vigorosamente por 2 minutos.

7.- Se centrifuga por 10 minutos a 14,000 pm

8.- El sobrenadante se cambia a otro vial y se le agrega 1 ml de Etanol (100%),
se mezcla suavemente para precipitar el ADN.

9.- Se centrifuga a 14,000 rpm por 5 minutos, se desecha el Etanol y se
resuspende en 1 ml de etanol al 70% (invertir el tubo para lavar la pastilla).

10.- Se vuelve a centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos, se desecha el Etanol.

11.- Se deja secar la pastilla a temperatura ambiente y se resuspende en TE
(50-100 pl)

12.- Se incuba en bafio maria a 56°C por 15 minutos para integrar el ADN al
buffer.

13.- Se almacena a una temperatura de —20°C.

2.2.3 Verificacion de la Concentracion de ADN

Una vez resuspendido el ADN en 50 pl de buffer TE al 1X se procede a
verificar su concentracidon mediante corrimiento electroforético en gel de agarosa
al 0.8% a 70 volts por 30 minutos comparando con diferentes concentraciones
estandares conocidas de bacteriéfago Lambda, siendo la concentracion ideal de

50-100 ng. En la Figura 6 se puede observar que la muestra de ADN tiene una
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concentraciéon similar a 1a de los carriles 4 y 5, por lo que su concentracion”

aproximada es de 100 ng/pl.

1234567

Figura 6. Verificacién de Aislamiento de ADN

y Concentracién por Comparacién
con Fago Lamda.
1=20ng,2y 3=50ng, 4y5=100 ng, 6 = control neg., 7 = Muestra

2.3 Amplificacién por Reaccion en Cadena de la Polimerasa
de 8 Marcadores de tipo Microsatélites

En este estudio se analizaron 8 loci de microsatélites en tres reacciones de
PCR mltiple con diferenciacion por tamafio molecular de pares de bases, los
cuales se clasificaron como se muestra en la Tabla lil, de acuerdo a lo propuesto
por la ISAG (Caldwell, 1996).

Tabla W
Ordenamiento de los Marcadores por PCR Miuiltiple
Muttiple 1 4
BM 1824
BM 2113
SPS 115
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Los iniciadores de PCR v la localizacién cromosomica de cada microsatélite se

describe en la Tabla l.

2.3.1 Condiciones y Parametros de los Programas de PCR

Los experimentos efectuados en la estandarizacién de la técnice ve PCR
permitieron conocer las condiciones adecuadas para una optima amplificacion,
siendo un factor determinante la cantidad de ADN utilizado, la concentracion de
los oligos iniciadores y la concentracion del ion magnesio; los cuales
determinaban la formacion de productos de amplificacion inespecificos o bien la
deficiente amplificacion, respectivamente, dependiendo de la cantidad utilizada de
los componentes mencionados.

Para establecer las condiciones de amplificacion se realizaron diferentes
ensayos manteniendo constantes las concentraciones de buffer, dNTP’s y la
Polimerasa Taq.

En primer término se realizaron experimentos con diferentes concentraciones
de MgCl,, de un minimo de 1.0 mM hasta un maximo de 2.5 mM, utilizando 100
ng/ul de ADN y condiciones estandares de amplificacion.

La concentracién de ADN que se utiliz6 fue la recomendada per B« ye¢#ru !
col. (Henegariu y col.,1997) y se evalud por comparacion con la dilucion del ADN
del fago Lambda.

La condicionante que motivé a la estandarizacién en la concentracion de los

oligonucledtidos mas adecuada para cada reaccion fue la disponibilidad de las



35

concentraciones originales; fijandose la cantidad minima requerida que
proporcionara una amplificacidn definida.

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador automatico MJ Research con
tapa témmica, estandarizando las concentraciones de los elementos de cada

yeaccion como se muestra en la Tabla IV.

Tabla IV

Concentraciones de Reactivos por Mdltiple de PCR

[ MIX_] Oligos |dNTP’s | Buffer | Mgk J Jag, |Agua | ADN |
e 5 [025M [2004M | x| 1.5mM | 2U :‘;;Z’I 50-100 ng I
EHa% loauM [200uM | 1x  |15mM | 20 :fgsj 50-100 ng I
ETH3 |osuM |200,M | 4x |15mM | 2u :‘f;;‘:: 50-100ng |
TGLA's |04uM [2004M | 1x  [15mm [ 2U Qfggi'l 50-100 ng

La mezcla final de cada PCR conteniendo el ADN blanco, los iniciadores, el
amortiguador con una concentracion de 1.5 mM de MgClz, mezcla de
Desoxirmibonucledtidos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), la Taq polimerasa y el agua
nanopura fué sometida a diversos programas en el termociclador (Tabla V) los
cuales estan diferenciados por la temperatura de hibridacion de los

oligonucleétidos como condicionante principal (Figura 7).
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TablaV
Programas de PCR Maltiple
ETAPA TEMPERATURA TIEMPO
1.Activacion de Taq pol 94°C 4 min
2.Desnaturalizacion 94°C 1 min
Mdittiple 1 56°C 1 min
3. Hibridacion Miuiltiple 2 60°C y 66°C* 1 min
. Multiple 3 56°C 1 min
4 Extension 12" 3 min
5.Extension Final 72°C 7 min

* En el mditiple 2 se realizo un duplex de ETH 10 y 225 a 60°C y un PCR sencillo de ETH 3 a
66°C.
La mezcla de reaccién se amplifica por 30 ciclos a partir de la etapa 2 hasta la etapa 4.

1min

94°C 3min

1min 218
ETH3
Multiple 2 60°C

Maltiple 1y 3 56°C

Figura 7. Integracion Grafica de las Etapas del Programa de PCR

2.4 Electroforesis, Tincion e Identificacion de Variantes

Una vez obtenidos los productos de PCR se procedid a su verificacion, para
ello se efectué una comparacién del producto amplificado con una fraccion de
ADN digerido que arroja una serie de bandas de tamafo especifico definido, el

cual se denomina marcador de peso molecular; la visualizacién se logra a través
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de la insercion del Bromuro de Etidio en ia molécula de ADN lo que pemite su

refraccion fluorescente por accidn de radiacion Ultravioleta en un transiluminador.

2.4 1 Método de Electroforesis

Considerando la carga eléctrica negativa que posee la molécula de ADN dada
por las reacciones intrinsecas de su composicion organica, se ha logrado
desarmrollar una técnica de separacion de las unidades o fragmentos estructurales
de ADN por corrimiento en camara de electroforesis utilizando un gel que actia
como medio y un amortiguador liquido que lo facilita.

El gel de agarosa utilizado es de un tamario de 15x10x0.5 cm, la velocidad de
migracion del jugo azul fue de 4.5 cm por hora a 75 volts.

Al concluir el commiento electroforético a 75 volts por 1h en gel de agarosa al
2% en solucion buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) al 1x, los productos de ADN
amplificados por la PCR se procedid a teiiir el Gel por inmersion en una solucién
con Bromuro de Etidio al 0.1% en agua bidestilada (20 ul de 10 mg/ml de Bromuro
de Etidio en 200 ml de agua bidestilada). Los productos de PCR amplificados
fueron visualizados en el transiluminador por efectos de refraccion UV de la
fluorescencia del BE ligado al fragmento de ADN amplificado, procediendo a
comparar su dimension con un marcador de peso molecular que fue cargado en el
mismo gel para asi lograr identificar su talla aproximada y clasificarlo (figuras 8, 9,

10, 11).
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1000 pb

&-SPS 115 (240 — 262 pb)

“BM 1824 (178 — 190 pb)
£BM 2113 (125 - 143 pb)

100 pb

Figura 8. Verificacién de Amplificacion del muitiple 1
en Gel de Agarosa al 2%
M= Marcador de Peso Molecular de 100 a 1000 pb
1= Muestra 1 2= Muestra 2 3= Control Negativo

2
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1-20

Figura 9. Verificacion de Amplifiacién del multiple 2
en Gel de Agarosa al 2%
M= Marcador de Peso Molecular de 100 a 1000 pb
1 — 19 = Muestras analizadas, 20= Control Negativo
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ETH 3 (117 - 129 pb)

Figura 10. Verificacién de Amplificacién del marcador ETH 3
en Gel de Agarosa al 2%
M= Marcador de Peso Molecular de 100 a 1000 pb
1 = Muestra, 2 = Control Negativo

M 1 2 3

Figura 11. Verificacion de Amplifiacion del multiple 3
en Gel de Agarosa al 2%
M= Marcador de Peso Molecular de 100 a 1000 pb
1 — 2 = Muestras analizadas, 3 = Control Negativo
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Una vez comprobada la amplificacién se procedi6 a correr el mismo producto
en gel de poliacrilamida para lograr observar su cosmportamiento en su variabilidad
en el tamano exacto y estructurar la genotipificacion.

Para esto fué necesario preparar un gel especial de poliacrilamida al 5%, el
cual es sumergido en la solucién amortiguadora TBE con una concentracion de
1x, que es contenida en una camara de electroforesis para secuenciaciéon de
ADN.

Las formulas y procedimientos de preparacion del gel de poliacrilamida se
detallan a continuacion:

1.- Solucién Stock (Poliacrilamida al 30%)

Acrilamida base 285¢g

Bis-acrilamida 15g

Aforar a 100 ml con agua bidestilada

2.- Preparacion del gel al §%

Urea 214
TBE 10x 5ml
Paoliacrilamida (30%) 8.33 ml

Aforar a 50 ml con agua bidestilada

Agua 10.8 mi
Tris-HCI pH 6.8 1.9ml
SDS al 10% 0.15 mi
Persulfato 1% 0.5mi

TEMED 20l
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Esta mezcla se vacia inmediatamente en el molde de la camara de
electroforesis y se coloca el peine con el lado de las puntas hacia adentro
procurando no penetrar mas de un mm de la superficie de inicio del gel y al
formarse los carriles de migracion, se procede a enjuagar cada uno con |3 misma
solucién buffer y se le da un tiempo de corrimiento sin producto por 40 mirutos
para lograr dar la temperatura de 50°C adecuada para el proceso, al término de
esto se carga el gel con los productos amplificados los cuales estan constituidos

de la siguiente mezcla : 3 pl de producto de PCR, 1 ul de formamida desionizada,

y 1 pl de colorante. Al constituirse ésta mezcla se incuba a 94°C por 4 minutos
para desnaturalizar [as cadenas de ADN amplificadas y se carga en cada =il la

cantidad total de la mezcla.

2.4.2 Resolucion de los Fragmentos Amplificados.

La resolucion de los productos de PCR se realizaron y documentaron en el
secuenciador ABI Prism 373A de Perkin Elmer de la Facultad de Medicina
Veterinaria de [a Universidad de Texas A&M (Figura 12) y sutamanose ¢ s "
con relacién a un marcador de peso molecular de carril intemo (Bates, v col.,

1996; Heyen, y col., 1997; Ziegle, y col., 1992).
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3 RESULTADOS

3.1 Condiciones Experimentales

Los ensayos experimentales permitieron estandarizar las condiciones
adecuadas para una éptima amplificacion de los microsatélites por Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR).

La amplificacién de los marcadores BM 1824, BM 2113, SPS 115, ETH 3, ETH
10, ETH 225, TGLA 122 y TGLA 227 se logré con éxito en el laboratorio una vez
establecidas las condiciones y parametros adecuados, realizando PCR multiple en
series de 20 muestras, con la finalidad de evitar pérdidas de reactivos por
contaminacion o emrores de operacion.

La resolucion de los productos amplificados se realizé en gel de agarosa al 2%
con buffer TBE 1x, observandose las bandas por fluorescencia UV de la tincién
ligada del Bromuro de Etidio (BE). Cada banda correspondia a un marcador sin
definir su condicién de homocigoto o heterocigoto debido a la minima diferencia
del tamanio alélico dificil de separar e identificar en este medio, por lo que esta
fase unicamente se realizaba con fines de verificacién de la amplificacion.

Los productos que daban las bandas amplificadas comrespondientes a cada
marcador fueron comparados con un marcador de peso molecular que servia de

referencia para determinar el tamafio aproximado de los mismos y su



44

consecuente confirmacion. Posteriormente fueron enviados al laboratorio de
Biopatologia Veterinaria de la Universidad de Texas A&M para su resolucién final
en el secuenciador ABI Prism 373 A (Perkin Elmer).

La calidad del ADN representé un factor determinante en la fidelidad de la
amplificacion; bajo concentraciones altas o de barrido intenso en su corrimiento de
verificacion regulammente resultaban bandas inespecificas, mientras que en
concentraciones bajas resultaba en amplificaciones muy tenues que obligaban a

repetir la reaccién, similar a los casos de resultados nulos de amplificacion.

3.2 Concentrado de Resuitados

3.2.1 Genotipos en la Raza Brahman:

Los genotipos se distribuyeron en cuatro grupos de acuerdo a la relacion de
parentesco de los individuos analizados conforme a sus respectivos registros
genealégicos.

Grupo 1.- Se conformé por 8 trios en los cuales el semen y la sangre
analizados correspondian a los verdaderos progenitores determinando que el

genotipo de la cria fue heredado de ambos progenitores registrados (Tabla V).
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Grupo 2.- Se conformé por 6 trios en los cuales el genotipo de la cria fue
heredado de la progenitora, mientras que el genotipo del progenitor no
corresponde en su totalidad can el de la cria, por lo cual se determiné que el
semen analizado no correspondia al verdadero progenitor (Tabla VII)..

Grupo 3.- Se conformd por 3 trios en los cuales se confirmé que el genotipo
de la cria fue heredado del progenitor, mientras que el genotipo de la
progenitora no corresponde en su totalidad con el de la cria, por lo cual se
determiné que la sangre analizada no correspondia a la verdadera progenitora
(Tabla VIII).

Grupo 4.- Se conformé por 2 trios en los cuales se confimé que el genotipo
de la cria no correspondia al de ningdn progenitor, por lo cual se determiné que
las muestras analizadas no correspondian a los verdaderos progenitores (Tabla

IX).
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Grupo 1: Trios que Confirman Paternidad de Ambos Progenitores

MUESTRA BM BM SPS ETH ETH ETH TGLA |TGLA
« 1824 | 2143 115! 3 10 225 122 227,
CB--1 1801182 | XX  ]244/251 | 1121114 XX |160/1160 |152/152 [76/80
MB-I-10  |180/182 XX XX 110/112 XX XX 136/152 | XX
P B-1-29 180/180 XX 244/251 | 112/114 |215/223 |160/160 |143/152 |77/76
CB19 [180/182 | XX XX 114/114 XX 1150/156 |144/151 [76/80
M B-1-28  ]180/182 XX XX XX XX XX 136/144 |76/76
PB-1-32 |178/180 X XX 1141114 ]213/215 |150/150 |136/151 |76/80
CB-I4  [180/180 | XX  [245/250 | XX XX [158/160 | XX XX -
M B--20 [178/180 XX 2451250 | 112/114 XX 156/160 XX 80/82
P B-1-31 180/182 XX XX 112/114 XX 158/160 [150/167 | XX
C B-1-11 180/180 XX XX 112/114 XX 160/160 |143/165 |77/77
MB--19 ]178/180 XX XX 112/114 XX 160/160 |165/165 [77/83
P B-1-29 180/180 XX 244251 | 1127114 |215/223 |160/160 |143/152 (77177
CB-lI-3 180/182 XX XX 112114 XX 150/156 |144/150 |81/80
M B-I-13  |180/182 XX XX XX XX XX 144/144 [81/81
P B-II-17 |181/182 XX 245/250 | 1121112 XX 156/160 |150/150 |80/80
C B-ll4 182/182 XX 2451250 | 1121112 XX 156/160 |144/150 |80/80
MB-II-15  [182/184 | XX  |245/251 | 1121114 XX [160/160 [144/152 |80/80
PB-I-17 |181/182 XX 245/250 | 112/112 XX 156/160 |150/150 |80/80
CB-Il-9  [182/182 |142/144 [243/250 | XX  [217/217 [152/160 [144/144 |77/80
M B-Il-4 XX XX XX XX XX XX XX XX
P B-iil-1 180/182 |144/146 |243/250 | 112/114 |217/217 |152/160 |144/165 |77/80
CB-ll-13  [180/182 [133/140 [250/252 | 1007112 [213/217 [150/160 |150/151 |77/77
MB-II-12  |182/182 |133/146 |250/252 | 100/112 |213/215 |156/160 |150/152 |77/83
P B-llI-16  [180/182 |140/148 |250/250 | 112/114 [213/217 [147/150 |144/151 |77/80
C =cria M = madre P = padre

En la Tabla Il se observa que de acuerdo con los resultados obtenidos no es

posible descalificar a ninguno de los padres como los progenitores de la cria.



Tabla Vil

Grupo 2. Trios en los que no Corresponde el Padre
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MUESTRA B SPS ETH ET ETH TG TGLA
aez« 1 Sl aiasB Asuaglhe225 L 122 | 227
C B-I-2 180/188 XX 114/114 XX 160/160 |150/150 |76/80
M B-1-21  [180/188 XX 1121114 | XX [156/160 [150/150 }76/77
P B-1-30 |180/180 XX XX 114/114 XX 142/160 |144/165 |82/82
CB--15  [180/182 | XX XX [114/114 T XX [160/160 [144/144 [77/83
MB--24 [180/182 | XX XX XX XX XX [144/165 [83/83
PB-1-32 |178/180 XX XX 114/114 |213/215 [150/150 }1361151 76/80
C B-ll-6 1791182 ]138/146 |243/250 | 112/112 |217/223 [150/160 [150/150 |80/80
M B-II-9 XX XX XX XX XX XX XX XX
PB-i-18  [177/180 [144/147 [243/250 [ 1147114 |213/223 [150/160 [136/144 (76/80
CB-II-7 11821182 [129/146 |250/250 [112/112 [217/217 [156/160 [144/150 |80/83
M B-Il-16_ [180/182 [129/148 [250/250 [ 112/114 |213/217 [150/1156 [144/144 |80/80
PB-1-19 [18071182 [129/140 | XX | 114/114 [217/217 [150/156 [144/152 [77/80
CB-1-.8_ [180/182 [133/140 [250/250 [114/114 [213/215 [150/150 [136/150 | 76/80
M BHI-10 XX XX XX XX XX XX XX XX
P B-ll-19  |180/182 |[129/140 XX 114/114 [217/217 |150/156 |144/152 | 77180
CB-I-10  [180/192 [146/146 1250/250 |112/114 |215/217 |156/156 |150/150 | 76/82
MB-lll-6 {182/192 |133/146 |250/250 |112/114 1217/217 |156/160 |144/150 | 77/76
P B-I-14 [180/182 |137/143 |240/240 1121114 [217/217 |156/160 [144/150 | 77/77
C =cria M = madre P = padre

En esta tabla se puede observar que el supuesto padre de la cria

registrado no califica como tal, al menos en uno de los marcadores, por ejemplo

en el primer trio la cria B-I-2 posee alelos en los marcadores TGLA 122 (150) y

TGLA 227 (76-80) que no estan presentes en el supuesto padre.




Tabla VIl

Grupo 3. Trios en los que no Corresponde la Madre
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MUESTRA, { BM BEM SPS ETH ETH ETH TGLA |TGLA
1824 | 2113 115 3 10 225 122 227

CB--3 [178/180 | XX XX 1121112 | XX XX [136/150 [77/77
MB-l-23 |178-180 | XX XX 112/114 XX 150/156 |150/165 | XX
PB--31 [180-182 | XX XX [112114 | XX  |158/160 [150/167 | XX
C B-1-8 180/182 XX XX 112/114 XX 142/142 XX XX
MB--18  [180/180 | XX XX 1112114 | XX [1501161 | XX XX

PB--30 [180/180 XX XX 1141114 XX 142/160 (144/165 |[82/82

CBIl-7__|180/180 |144/146 |242/250 | 112/114 | 217/217 |152/160 |144/150 |77/80
MB-Il-2 [178/180 |133/145 |253/253 | 112/114 [1213/217 }158/158 |149/149 | XX

PB-II-1  [180/182 [144/146 |243/250 | 112/114 [217/217 ]152/160 [144/165 [77/80

C =cria M = madre P = padre

En esta tabla se puede observar que la supuesta madre de la cria

registrada no califica como tal, al menos en uno de los marcadores, por ejemplo

en el tercer trio [a cria B-lll-7 no posee alelos en los marcadores BM 2113

(133), SPS 115 (253), ETH 225 (158) y TGLA 122 (149) que estan presentes en

la supuesta progenitora.




Tabla X

Grupo 4. Trios en los que no Corresponde ningun Progenitor
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MUESTRA, | BM BM SPS ETH ETH ETH | TGLA [TGLA

: A82 2148 118 3 10 226 122 227
CB-II-5 _ [177/180 [140/148 |243/250 | 114/114 [225/225 [150/150 [144/144 |77/81
MB-I-12_ [180/182 [133/148 | XX [112/114 [217/223 [150/156 |144/152 |76/76
PB-I-18 [177/180 [144/147 |243/250 | 114/114 [213/223 |[150/160 |136/144 |[76/30
CB-lli-11_ [180/182 [140/146 [242/249 | 1121114 [213/215 [150/150 [150/167 [76/76
M B-l-6  [180/180 [133/140 [250/256 | 1141114 [213/213 |150/156 [136/144 [76/80
P B-I-15 [180/180 [140/146 [250/250 | 114/114 [213/223 [150/160 [136/144 [76/80

C=cria M = madre P = padre

En esta tabla se puede observar que los supuestos progenitores de la cria

registrada no califican como tal, al menos en uno de los marcadores, por

ejemplo en el segundo trio la cria B-lil-11 posee alelos en los marcadores SPS

115 (242-249) y TGLA 122 (150-167) que no estan presentes en los

progenitores registrados.




50

3.2.2 Genotipos en la Raza Brangus

Considerando que en esta raza se procedié a un muestreo aleatorio, sin
estimar una supuesta relaciéon de parentesco se procedid a concentrar los 50
genotipos en un solo cuadro (Tabla X).

Tabla X
Genotipos de la Raza Brangus

T [

R&10 e sl 2 i
1BR 182/182 ]129/146 | XX 116/120 |214/216 146/148 1501159 7707

2 BR 178/182 |140/146 |250/252 |114/116 XX 146/160 | 150/159 XX

3BR 178/180 |135/144 |250/260 XX 212217 1148/160 | 150/159 | 77/83

4 BR 182/182 |129/144 |254/260 |111/114 [215/223 [149/152 | 160/159 | 77/77

S BR 178/180 |140/146 |250/254 |114/118 [212/217 |150/160 | 150/159 | 81/97

6 BR 182/182 ]138/140 |250/254 |114/118 XX 142/147 | 150/150 | 77/87

7 BR 178/188 [132/134 |256/260 |122/124 |218/225 |153/158 | 148/150 | 80/90 }

8 BR 178/182 |146/148 1252/260 1116/116 [216/221 | 148/160 | 150/159 | 77/91

9 BR 178/180 |140/148 |243/250 1118/120 [219/223 |148/150 | 150/159 | 80/96

10 BR__ [182/188 |131/144 ]255/260 |114/116 XX 148/160 | 150/159 | 77/91

13 BR  [178/178 |133/144 |260/260 |114/114 |213/221 |148/160 | 150/160 | 77/90

15 BR  [178/182 [129/144 |252/260 |114/118 (213/221 |146/148 | 150/152 | 77/87

16 BR 182/188 |138/146 |250/250 |[114/118 [221/225 |152/160 | 159/159 | 90/96

17 BR 178/180 [138/140 |250/260 |112/122 |217/223 |142/160 XX 96/96

19 BR _ |182/182 |144/146 [249/260 |112/114 |213/221 |146/148 | 150/150 | 76/86

20 BR _ |178/182 |144/148 |260/260 |114/114 |213/221 |148/152 | 150/1568 | 76/76

21 BR 178/180 |129/144 |250/260 XX 221/223 1152/162 | 150/150 XX

22 BR 182/188 ]144/146 |248/249 |112/118 [221/225 }152/160 | 150/152 | 76/82

23BR  |179/182 |135/149 |250/260 |113/113 |213/223 |148/152 | 146/159 | 76/96

24 BR XX XX XX 114/118 1221/221 [148/148 | 149/159 | 76/76

25 BR 178/182 |129/148 |260/260 |112/114 [221/223 |148/160 | 150/152 | 76/86

71 BR 1791179 XX 250/260 1112/120 1221/225 |144/152 | 150/151 | 76/96

72 BR  |178/180 [133/146 |250/254 [118/122 |223/225 |160/160 | 150/159 XX

91 BR 179/182 XX 243/250 [112/118 |223/223 |142/160 | 149/159 XX

92 BR 178/180 XX 250/256 XX XX XX 150/160 | 80/88

93 BR 177/180 XX 243/250 [112/118 [217/223 |146/160 | 150/150 | 80/88

96 BR 180/182 |134/144 |243/250 | 112/112 [223/223 |152/161 | 136/150 | 76/86

99 BR 179/182 |129/131 |}250/256 XX XX XX 136/150 | 90/96

100 BR XX XX XX XX XX XX 150/152 | 96/96

36 BR 178/182 |144/148 |260/262 |114/114 [213/221 |152/152 | 149/158 | 76/76

37 BR 182/182 [133/144 |249/258 |[116/120 [213/213 |146/148 XX 76/76

38 BR 178/182 |140/144 |254/258 XX 221/221 |142/148 | 149/149 | 76/76

39 BR 182/182 |129/140 [254/262 |112/115 |221/221 |150/160 | 150/159 | 76/92

40 BR 150/150 |108/114 112/114 |217/221 |163/162 | 150/156 | 76/96

41 BR__ 1153/157 [120/120 |227/227 | 99/102 [193/203 |133/140 | 141/153 | 76/82

42 BR 162/162 [120/124 |234/240 |114/116 [213/217 [149/162 | 152/159 | 76/96
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43BR  |178/182 |140/144 |248/262 [114/114 146/148 | 1421159

44BR  |182/182 |129/137 ]250/250 [114/114 |213/217 |146/152 | 150/150 | 76/76
45BR  |178/182 |129/129 [250/250 |118/118 |213/213 |162/162 | 150/150 | 76/80
46 BR  [178/182 |140/144 |248/258 |114/116 [221/221 |153/162 | 151158 | 76/96
47BR  |178/182 |144/146 | XX XX |173/181 [108/120 | 1501150 | 76/86
48BR  |178/180 |144/148 |250/258 |101/104 |193/203 |131/133 | 159/159 | 76/80
49BR  |182/182 |129/146 |247/258 | 91/97 |200/202 |122/124 | 150/159 | 76/76
SOBR | 178/182 [140/144 |254/258 | 97/97 |201/201 |122/128 | 150/150 | 76/76
52BR  |178/182 [129/148 |254/262 |114/114 |221/221 |150/153 | 150/159 | 76/76
53BR  |182/188 |133/133 |248/258 | XX  |213/223 |145/160 | 150/152 | 76/88
54 BR _ |182/182 |140/146 |250/250 [112/112 |221/223 |146/150 | 152/159 | 76/86
55 BR__ |162/162 |124/127 |230/232 |112/118 |221/223 |150/152 | 149/158 | 76/86
56 BR | 182/188 |133/146 |258/262 |113/121 |213/223 |147/160 | 150/150 | 76/88
57 BR  |182/182 |133/148 ]250/262 |113/116 |213/221 |152/160 | 149/149 | 76/76

3.3 Inferencia Estadistica

El analisis estadistico de los resultados del presente proyecto se desarollo

empleando férmulas ajustadas mediante la técnica de Monte Carlo para

determinar las diferencias en frecuencias génicas entre razas, considerando las

condiciones del tamafio y tipo de muestreo (Usha y col., 1995).

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante la inferencia estadistica

que arrojaron los siguientes parametros:

e Numero y frecuencia de alelos

e Heterocigosidad (H)

¢ Probabilidad de exclusién (P.E.)

¢ Contenido de Informacién de Polimorfismo (PIC).

Estos parametros son considerados debido a que la capacidad promedio de un

sistema de marcadores para excluir y establecer la relacion esta condicionada por

los genotipos de los parientes reportados; por la frecuencia de ocurrencia de los
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marcadores alelomorfos en la raza particular y por el nimero de sistemas de

marcadores independientes probados (Sandberg, 1994).

3.3.1 Ndmero de Alelos

El nimere de alelos se determindé mediante el conteo directo de las variantes
observadas.

Los resultados obtenidos indican que el nimero de alelos por marcador
genético fue mayor en la raza Brangus en comparacién con la raza Brahman,
observandose una marcada variacién entre el nimero de alelos por marcador en
cada raza, siendo en orden ascendente de4en ETH 3 a 12 en el BM 2113 para la
raza Brahman, mientras que en la raza Brangus fue de 10 en el BM 1824 a 21 en
el ETH 225 (Figura 13).

Por ofra parte el rango en pares de bases de los alelos encontrados en los
marcadores del multiple 2 en la raza Brangus se muestran en la Tabla Xl, siendo
aproximado su rango a lo reportado en otras investigaciones de Glowatzki y col.
(1995) en Bos faurus .

Tabla XI

Cuadro Comparativo del Rango en pb del Multiple 2

REFERENCIA ETH3 ETH 10 ETH 225

Glowatzki 117-129 209-225 140-156

Gomez 91-124 173-225 108-161
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Figura 13. Grafica Comparativa de Alelos por Marcador Genético
entre las Razas Brahman y Brangus

3.3.2 Frecuencia de Alelos

La frecuencia alélica en cada marcador se obtuvo dividiendo e! nimero de
observaciones de cada alela entre el namero total de observaciones de todos
los alelos (Tablas XII y XIll), la formula utilizada fue:

Fi=ki/n
Fi = frecuencia del alelo i
ki = nimero de observaciones para el alelo i
n = Namero total de observaciones
A continuacion se agrupan las frecuencias de cada alelo presentes en

cada marcador dentro de los resultados obtenidos en cada raza.
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3.3.3 Heterocigosidad
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La heterocigosidad indicd el grado de polimorfismo existente en cada par

alelico, dado que cada uno proviene de un precursor, esta inferencia origina un

criterio de valoracién en {a proporcién de material genético existente en un

individuo por herencia de sus progenitores.

La heteracigosidad se calculé mediante la siguiente formula:

H=1-zPi?

donde:

Pi = es la frecuencia del alelo i

(Usha y col., 1995; Heyen y col., 1997).

Los marcadores genéticos analizados en las dos razas arrojaron la siguiente

heterocigosidad (Tabla XIV y XV).

Tabla XIV

Heterocigosidad de 8 Microsatélites en la Raza Brahman

BM 1824 |BM 2113 | SPS115 | ETH3 | ETH10 | ETH225 |TGLA 122 |TGLA 227 |
6294 8576 7155 5179 6879 7328 .7900 7414 |
Tabla XV
Heterocigosidad de 8 Microsatélites en la Raza Brangus
BM 1824 | BM 2113 | SPS 115 ETH3 ETH10 | ETH225 |TFGLA 122 |IGLA 227
71264 .8855 .8540 .8398 .8380 .8799 1176 1764
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Se observd mayor heterocigosidad en la raza Brangus a excepcion del
marcador TGLA 122 que fue mayor en la raza Brahman (Figura 14).
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Figura 14.Grifica Comparativa de Heterocigosidad por
Marcador Genético entre las Razas
Brahman y Brangus
El marcador ETH 3 tuvo el mas bajo grado de heterocigosidad en la raza
Brahman, comparado con los demas marcadores lo que podria indicar su poca
utilidad en pruebas de paternidad (Figura 14).
Los valores de heterocigosidad obtenidos en la raza Brahman indican que
dentro de los marcadores analizados el ETH 3 y el BM 1824 son los menos

informativos, mientras que en la raza Brangus son el el TGLA 122 y el BM

1824.
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3.3.4 Probabilidad de exclusion

La probabilidad de exclusion (P.E.) se define como la probabilidad de que un
. supuesto padre sea excluido como progenitor potencial, asumiendo que el

supuesto padre fue elegido al azar.

Se abtuvieron valores de P.E. de cada uno de los marcadores y un valor total
de los marcadores combinados en las dos razas. (Tabla XVI y XVil).

La férmula general de exclusién para n alelos (Jamieson y Taylor, 1997),
aplicada a cada marcador en particular fue:

P = 1-2% piP+Ipi®+ 25pi* - 35pi® - 2 (ZpiY)? + 3Z pi? Zpi®

La fébrmula de probabilidad de exclusion total del conjunto de marcadores
(Jamieson y Taylor, 1997) fue:

Pe=1-(1-p)(1 =p2)(1-p3).ccrcct--{1 = Pu)
donde :

Pe = probabilidad de exclusién combinada de un conjunto de marcadores

p = probabilidad de exclusién de cada marcador en particular.

Se observd una probabilidad de exclusidon mayor en la raza Brangus en
comparacion con la raza Brahman, a excepciéon del marcador TGLA 122 (Figura

15).
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Figura 15. Grafica Comparativa de Probabilidad de Exclusién
por Marcador Genético entre las Razas
Brahman y Brangus
Los marcadores con un valor de Probabilidad de Exclusién menor en la raza
Brahman son el ETH 3 y el BM 1824 mientras que en la raza Brangus son el
TGLA 122 y el BM 1824 (Figura 15).
La Probabilidad de exclusion combinada que se obtuvo de 0.996 en la raza
Brahman (Tabla XVI) y de 0.999 en la raza Brangus (Tabla XVil), indica el
grado de confiabilidad de este tipo de analisis en pruebas genealdgicas, por lo

que se alcanza el objetivo principal del presente trabajo de investigacion.
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Tabla XVI
Probabilidad de Exclusion Combinada de los 8 Marcadores en la Raza
Brahman
Parcador | PI Pi Pl Pi Pl Pi Pl Pl Pi Pi Pl ] Pl ] PE |
BM |.027 |.064 |.009 |.509 |.018 |.324 |.009 |.018 |.018 0.38
18331‘ 083 | .145 020 020 A87 020 020 A25 020 .229 041 083 0.72
g::s; 033 |.033 |.116 [.066 |83 |.016 |.500 |.066 [.033 [.033 [.016 0.54
é'fi 020 |.010 |A408 |.561 0.22
E‘?‘H 250 |.920 | 462 |.A11 |.037 045
_5119n 040 |.010 | .255 | 040 | .493 | .051 |.397 | .010 0.50
Tézli\ 100 |.020 |.330 |.020 | 260 |.030 |.120 |.010 |.080 |.030 0.60
T:Ssz 184 |.293 |.358 |.032 |.065 |.065 0.51
227
PROBABILIDAD DE EXCLUSION COMBINADA 0.996

Tabla XVl
Probabilidad de Exclusion Combinada de los 8 Marcadores en la Raza
Brangus
| Marcador  [Pi | Pi Pl |[PI |Pl |PI PI_ Pi [Pl |PiI |PI |PI |Pi Pl Pi IPl |PI |Pi PE
BM — [02 [oF [0T [o4 [of [25 [05 [10 [44 |06 52
1824 ! —
BM _ [01 [01 [03 [02 [01 [14 [02 [o1 ros [02 |02 |01 |03 [125 |20 |14 |09 |01 1 77
2113
SPS 02 |01 |01 [01 |01 |04 [o1 |04 [03 |28 [03 |09 [01 Lo3 loo [2 |06 72
115
ETH 01 |03 LO1 Lo1 |01 LO1 LO1 L16 Lo4 L30 LO1 (11 15 .04 D1 103 |.01 69
3
ETH__ |01 |01 (02 [01 [02 [01 [0z |0z [18 [o% [o7 [0z |[0@ [o1 [01 [28 |18 |05 69
10
ETH .01 |.01 .02 |01 LO1 |01 LO2 LO1 LO4 |.O1 |01 L10 |02 L18 |02 LO7 |16 |04 |01 |20 |01 176
225
TGLA 102 |01 .01 LO1 LO1 LO8 146 |02 |OT .01 LO1 LO3 |24 |.O1 51
122
TGLA 142 |11 |05 01 |02 LO1 106 LO2 LO5 LOS LO2 |01 |13 |.01 < .61
227
PROBABILIDAD DE EXCLUSION COMBINADA 0.999
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3.3.5 Contenido de Informacién de Polimorfismo (PIC)

El Contenido de informacion de Polimorfismo (PIC) nos indicé el grade de
variabilidad existente en cada uno de los marcadores genéticos analizados en

las dos razas (Tabla XVIill y XIX).

El valor de PIC se calculé6 mediante la siguiente formula:

n n-1 n
1-(2 pi2?) = S 2piz2pj?
i=1 i=1 jFiH
donde:

Pi es la frecuencia del i-&simo alelo. (Usha y col., 1995).

En las Tablas XVIIl y XIX se muestran los resultados del valor PIC obtenidos

en cada raza.
Tabla XVl
Contenido de Informacion del Polimorfismo de 8 Microsatélites en la Raza
Brahman
I BM 1824 |BM 2113 |[SPS115 | ETH3 ETH10 | ETH225 |rGLA122 |TGLA 227
| 9998 .9999 9996 9493 9686 .9996 9999 .9926
Tabla XiX
Contenido de Informacién del Polimorfismo de 8 Microsatélites en la Raza
Brangus
|BM1824 |BM 2113 | SPS115 | ETH3 ETH10 |ETH225 |[TGLA 122 |TGLA 227
| .9983 .9996 .9999 .9998 .9990 9999 .9990 .9990
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Los resultados obtenidos indican que los marcadores con un valor ligeramente
inferior del PIC son el ETH 3 para la raza Brahman y el BM 1824 para la raza
Brangus, sin embargo al comparar con los valores reportados por Glowatzki y col.
(1995) en Bos faurus, los valores de PIC en el multiple 2 son superiores (Tabla
XX).

Tabla XX

Cuadro Comparativo del PIC del Multiple 2

R SRy WMM O m
Glowatzki 62 .63 .70

Gémez .99 | .99 .99 1

3.3.6 Comparacién de Resuitados

Con el resultado de estos cuatro parametros se estimé el valor de cada locus y
de todos los loci en conjunto en la verificacion de la genealogia de las razas
estudiadas, determinando que el panel de marcadores analizados es
informativo a excepcion del ETH 3 en la raza Brahman, el TGLA 122 en la raza
Brangus y el BM 1824 en ambas (Tabla XXI).

Al comparar el rango de alelos de cada marcador se observa que conforme
aumenta el tamario en pares de bases, produce un efecto similar sobre el valor de

Heterocigosidad y P.E.(Tabla XXI).
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Tabla XXI|

Cuadro Comparativo de los Parametros Génicos
entre las dos Razas

Marcador Raza N* #de Rangode | Heterocigasidad PIC PE
. alelos tamafio j w s
BM 1824 | Brahman 108 9 177-192 52 .99 .38
Brangus 96 10 150-188 12 .99 .52
BM 2113 | Brahman 48 12 129-148 .85 .99 72
Brangus 88 18 108-149 .88 .99 g7
SPS 115 | Brahman 60 11 140-156 71 .99 54
Brangus 90 17 227-262 .85 .89 72
ETH3 [ Brahman 98 4 100-114 51 94 22
Brangus 84 17 91-124 83 | .99 69
ETH 10 | Brahman 54 5 213-225 .68 .96 45
Brangus 88 18 173-225 .83 .89 69
ETH 225 | Brahman 98 8 142-161 73 .99 50
Brangus 89 21 108-161 87 .99 .76
TGLA 122 | Brahman 100 10 136-167 .79 .99 60
Brangus 96 14 136-160 71 .99 .51 I
TGLA 227 | Brahman 92 6 76-83 .74 .99 51 |
Brangus 92 14 76-97 7 89 61 |

Si se establece la eliminacion de los marcadores ETH 3 en la raza Brahman y
TGLA 122 en la raza Brangus, asi como el BM 1824 en ambas por tener un bajo
valor de P.E. en comparacién con el resto de los marcadores; aun asi se obtiene
una P.E. combinada de 0993 y 0.999 para cada una de las razas

respectivamente; la cual cumple con el objetivo de esta investigacion.
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En la raza Brangus se encontraron valores superiores en el nimero de alelos y

PIC comparados con lo reportado por Heyen y col. (1997) en la raza Angus, aln

cuando el nimero de muestras son casi similares y los valores de

Heterocigosidad y P.E. no estan muy distantes(Tabla XXIl).

Tabla XXIl

Comparacion de Resultados del Multiple 3 en la Raza Brangus con el
Reporte de Heyen y col. (1997) en la Raza Angus

Marcador 3] Heterocigosidad. | PIC i PE. i

TOLA122 — 72 | 67 [ 4
Gbmez 50 14 136-160 A .99 .91

TGLA227 Heyen 60 7 80-96 .81 .79 63
GOomez 50 14 76-97 T7 .99 61




65

4 DISCUSION

Esta investigacion se facilité por la disponibilidad publica de los iniciadores de
PCR comrespondientes a cada microsatélite recomendados por la Sociedad
Interacional de Genética Animal. Se desarroll6 la amplificacion multiple de PCR,
lo cual requirié de una estandarizacion de las condiciones adecuadas, debido a su
diferencia comparada con la amplificacién simple de un locus.

Para la optimizacion de resultados coincidimos con lo propuesto por Henegariu
y col. (1997) en la recomendacién de mantener condiciones de control de calidad
en la manipulacion de equipo, reactivos y ADN, debido a que esto puede originar
fallas en la amplificacién que en ocasiones confunden y motivan a cambiar las
condiciones y parametros de [a reaccion que estaban comectas.

La realizacion del PCR muiltiple como lo propone Henegariu, pemmitié reducir el
costo y el tiempo de la reaccion, logrando hacer mas eficiente la técnica.

En los resultados obtenidos se confirmo lo reportado por Weber (1990), en el
sentido de que los marcadores de tipo microsatélites son mas informativos en los
parametros de heterocigosidad y probabilidad de exclusion cuando su rango de
tamafio es mas amplio, esto lo confirmamos con las variantes alélicas por tamario
de pares de bases, donde los microsatélites de mayor rango arrojaban mayor

probabilidad de exclusion y heterocigosidad (Tabla XXI).
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La probabilidad de exclusion de 0.99 que se obtuvo en los 6 marcadores méas

informativos de cada raza coincide con lo reportado por Holm y Bendixen (1996).

4.1 Tipificacion por PCR Milltiple de BM 1824, BM 2113 y SPS 115

En la amplificacion de este primer PCR muiltiple, se observé una diferencia de
temperatura de hibridacién de los iniciadores, la cual disminuyé 2°C de su
condicién individual a la reaccion mittiple; el marcador SPS 115 en algunas
reacciones no se observd, probablemente se debié a la confusiéon del colorante
fluorescente del producto amplificado con el del marcador interno utilizado en el
secuenciador.

Las condiciones y parametros desctitas en el capitulo de materialeé y métodos
son las que permitieron un mejor resuttado de amplificacion.

En este multiple los marcadores mas informativos para las dos razas fueron el
BM 2113 y el SPS 115, ya que sus valores de Heterocigosidad y Probabilidad de
Exclusion fueron los mas altos del panel analizado.

El marcador menos informativo de este muitiple, fue el BM 1824 ya que
manifesté baja Heterocigosidad y Probabilidad de Exclusion en ambas razas en

comparacion con los demas marcadores analizados.
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4.2 Tipificacion por PCR Multiple de ETH3, ETH 10 y ETH 225

La amplificacién de este segundo multiple se realizé por combinacion de un
PCR duplex y un PCR simple, esto debido a que la limitada cantidad de reactivos
no pemmitid una estandarizacién completa del PCR en forma miuiltiple total.

El marcador ETH 3 fue amplificado en PCR simple, mientras que los
marcadores ETH 10 y ETH 225 se amplificaron en condicioén muiltiple, reduciendo
su temperatura de emparejamiento 1°C de su condicion simple.

Una vez obtenidos los productos, estos fueron combinados y se verificé su
amplificacion en gel de agarosa al 2% en buffer de TBE 1x.

Las condiciones y pardmetros que arrojaron una amplificacion de mayor
intensidad se describieron en el capitulo de materiales y métodos.

En este muiltiple los tres marcadores fueron informativos para la raza Brangus
debido a que presentaron mayor frecuencia alélica, lo cual origind valores attos de-
Probabilidad de Exclusion (P.E.) y Contenido en Informacién de Polimorfismo
(PIC), mientras que el marcador menos informativo Unicamente para la raza
Brahman fue el ETH 3, debido que presenté pocas variantes alélicas arrojando un
valor bajo de PIC y P.E., por lo cual se recomienda su sustitucién por otro
marcador mas polimorfico.

En el marcador ETH 225 se encontraron 8 alelos en la raza Brahman y un
valor de PIC de 0.9996 a diferencia de lo reportado por Steffen y col.,(1993) en
Bos indicus donde se encontraron 6 alelos y un valor de PIC de 0.77.

En la raza Brangus originada por el cruzamiento de Bos indicus y Bos taurus

se encontrd una diferencia mayor en el rango de alelos y valor de PIC en
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comparacién a lo reportado en ganado Bos faurus por Glowatzki-Mullis y col.,

(1995) (Tabla X1 y XX).

4.3 Tipificacion por PCR Mltiple de TGLA 122 y TGLA 227

La amplificacion de este duplex de PCR se realizd sin contratiempos, la
temperatura de emparejamiento en el PCR multiple disminuyé 2°C de la
temperatura requerida para la amplificacion simple. Los parametros ¥
condiciones adecuadas para la amplificacion se describen en el apartado de
materiales y métodos; los resultados obtenidos muestran valores estandar en la
Heterocigosidad del TGLA 122 y bajos en el TGLA 227 para ambas razas, sin
embargo la P.E. de los dos marcadores es alta en la raza Brahman mientras.
que Unicamente el TGLA 227 muestra un valor alto para la raza Brangus.

Al comparar los resultados obtenidos en la raza Brangus con los que reporta
Heyen y col. (1997), para la raza Angus se encontraron diferencias de mayor
namero de alelos y valor de PIC para la raza Brangus, €s muy probable que
esto se deba a su origen hibrido; sin embargo, el valor de heterocigosidad es
ligeramente mayor en la raza Angus(Tabla XXIl).

Considerando que los valores de Heterocigosidad y P.E. no estan muy
alejados de los ya reportados se recomienda la utilizacion de este duplex para

fines de filiacion.
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4.4 Probabilidad de Exclusion Total

Heyen en 1997 analizé6 22 marcadores microsatélites en 6 razas de ganado
bovino europeo y reportd un rango de 0.06 a 0.77 de probabilidad de exclusion y
un promedio de 0.42, en el caso nuestro en las 2 razas analizadas encontramos
un rango de 0.22 a 0.77 y un promedio de 49.5 lo cual nos indica que el panel de
marcadores elegido es confiable para la genotipificacion a reserva de incrementas
estos valores al sustituir los marcadores sugeridos anteriormente por otros de
mayor polimorfismo.

Con los resultados obtenidos se confirma lo propuesto por las investigaciones
de Heyen y col.,1997; Mommens y col., 1998; Usha y col., 1995 y Vankan y col.,
1999; en el sentido que los microsatélites se han constituido actualmente como
herramientas litiles para el control del pedigri y estudios genéticos de poblaciones

en animales domésticos.
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5§ CONCLUSION

Los programas de seleccion en el mejoramiento genético del ganado,
requieren de una identificacion precisa, de manera que permita establecer lineas
genealdgicas que respalden la seguridad de pedigri que estimen valores de cria
individuales.

Esta prueba resulta de gran importancia en la identificacién exacta de los
animales al proporcionar seguridad en los registros genealégicos, con lo cual se
evitaria la operacion comercial fraudulenta, mas ain cuando se generaliza el
empleo de la inseminacion artificial y la transferencia de embriones en donde los
progenitores no estan fisicamente presentes en los hatos y pudieran ocurrir
errores en la asignacion de la patemidad a aquellos individuos que constituirian el
pié de cria, lo que impactaria en la composicion genética de una poblacién bovina
tal como lo propone Caldwell, 1986; Glowatzki-Mullis y col., 1995; y Williams y
col., 1997.

Al lograr aplicar esta técnica como un medio de agregar informacion Unica e
irreproducible a las cédulas de identidad individual en el registro de animales de
gran potencial genético, se obtiene un confiable certificado genealdgico, que
funcionaria como documento de identidad para fines de salvaguardar la propiedad

del animal, asi mismo se puede considerar una valiosa herramienta genética en la
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seleccion de animales para el establecimiento de poblaciones con caracteristicas
productivas deseadas.,

Con el andlisis de la variabilidad de éste panel de 8 marcadores genéticos de
tipo microsatélites en las razas bovinas Brahman y Brangus, se cumplié con los
objetivos planteados, considerando que:

1~ Se estandarizaron las condiciones y parametros requeridos para
implementar la metodologia de laboratorio requerida en la genotfipificacion por
marcadores STR's.

2.- Se determind la frecuencia génica de 8 microsatélites, recomendados
internacionalmente, en la poblacién sujeta al estudio de la regién noreste de
México.

3.- Se calcul6 el contenido de informacién de polimorfismo y la heterocigosidad
de cada uno de los 8 microsatélites, lo que pemitié conocer la respectiva
variabilidad para fines de filiacién.

4.- Se obtuvieron los valores de la probabilidad de exclusién individual y
combinada, que ayudaria a definir el margen de efror al utilizar la genaotipificaciéon
para asignacién de parentesco.

5.- Los resultados obtenidos permitieron inferir que los marcadores mas
informativos dentro del panel analizado para la raza Brahman fueron el BM 2113,
el SPS 115, el TGLA 122 y el ETH 225; mientras que para la raza Brangus fueron
los marcadores BM 2113, SPS 115, ETH 3, ETH 225, ya que sus valores de
Heterocigosidad y Probabilidad de Exclusion fueron los mas altos, por ofra parte
los marcadores ETH 10 y TGLA 227, aunque arrojaron valores menores a los

anteriores, pueden considerarse Utiles para fines de filiacion en ambas razas.
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6.- El poder de exclusion de los marcadores ETH 3 para la raza Brahman,
TGLA 122 para la raza Brangus y BM 1824 para ambas, indican que no
representan ser informativos, por lo que se recomienda su remplazo por otros
STR’s de mayor polimorfismo.

7.- La estimacion de la frecuencia alélica, la heterocigosidad y la probabilidad
de exclusion fue mas alta en la raza Brangus comparado con la raza Brahman,
probablemente es debido a la interaccion alélica mas intensa existente en los

hibridos.

En conclusion, los microsatélites analizados representan una eficiente
herramienta de identificacion de individuos que por su seguridad y aplicacion
puede sustituir al método convencional de tipificacion sanguinea; sin embargo es
necesario continuar la investigacion de otros loci de STR’s para lograr mayor

aplicacion.
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PREPARACION DE SOLUCIONES Y REACTIVOS

Recomendacionesz
Con la finalidad de optimizar los resultados se recomienda:
« Las soluciones preparadas deben someterse a esterilizacién a 121°C (15
Ib/in?) durante 15 minutos.
e Toda manipulacion de material, reactivos y muestras debe realizarse con
guantes
o Para reducir pérdidas por contaminacién, trabajar con alicuotas
pequerias de cada reactivo.
» Limpiar pipetas y campana frecuentemente.
¢ Homogenizar perfectamente cada reactivo descongelado y previo a su

utilizacion.

Preparacion de soluciones y reactivos:
A continuacién se describen las férmulas y procedimientos necesarios para la

realizacion de las soluciones y reactivos utilizados en el laboratorio.

Buffer de Jugo Azul 6x.
(azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30%)
Se disuelve en 5 ml de agua UPE 25 mg de azul de bromofenol, 25 mg de

xilencianol y 3 ml de glicerol; aforar a 10 ml.
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Buffer para aislamiento de ADN a partir de espermas.

(Tris-HCl 100 mM, NaCl 500mM, EDTA 10 mM, SDS 1%, Mercaptoetanol 2%)

En 7 ml de agua UPE agregar 2 ml de Tris-HC! 1M, 10 ml de NaCl 1M, 0.4 ml
de EDTA 0.5M, 2 ml de SDS 10% y 0.4 ml de mercaptoetanol. Homogenizar

perfectamente al agregar cada ingrediente.

Buffer para lavado de semen.

(NaCl 150 mM, EDTA 10 mM)
En 166 ml de agua UPE agregar 30 ml de NaCl 1M y 4 ml de EDTA 0.5M (pH

8.0) homogenizar perfectamente.

Buffer para lisis de eritrocitos.
(NHCI 155 mM, NaHCO3 10 mM, EDTA 0.1 mM (pH 7.4)
En 7.75 mi de NH,Cl 1 M, agregar 0.5 ml de NaHCO; 1 My 0.01 ml de EDTA

0.5M., mezclar perfectamente y aforar a 50 ml con agua UPE.

Buffer para lisis de leucocitos.
(Tris-HCI 10 mM, NaCl 400 mM, EDTA 2 mM pH 8.0)
En 20 ml de NaCl 1M, agregar 0.5 ml de Tris-HCI 1M y 0.2 mi de EDTA 0.5M.

Homogenizar perfectamente y aforar a 50 ml con agua UPE.
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Buffer TBE 10x pH 8.0
(Tris-Borato 0.9M, EDTA 0.02 M)

En 800 ml de agua bidestilada agregar 7.4448 g de EDTA, nivelando el pH a
8.0, agregar 108 g de Trizma base y 55 g de Acido borico, homogenizar

perfectamente y aforar a 1000 ml, esterilizar.

Buffer TBE 1x

En 900 ml de agua bidestilada agregar 100 ml de TBE 10x y agitar

vigorosamente.

Buffer TE 100x
(Tris-HCI 1M, EDTA 100 mM)
Mezclar 25 ml de Tris-HCI 2M pH 8.0, con 10 ml de EDTA 0.5M pH 8.0 y

aforar a 50 ml con agua UPE y esterilizar.

Buffer TE 1X

Mezclar 99 ml de agua UPE con 1 ml de buffer TE 100x y esterilizar.

Gel de agarosa al 0.8 y 2%
Agregar 0.8 g 6 2 g de agarosa segun comresponda, en 100 ml de TBE 1x y

calentar, manteniendo en ebulliciéon por 30 seg.
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SDS 10%

Disolver 10 g de SDS en 100 ml de agua UPE, calentando a 37°C en el

termoagitador hasta disolver los sélidos.

Solucién de Tincién con Bromuro de Etidio (0.1%)

Se agrega 20 pl de Bromuro de Etidio (10 mg/ml) en 200 ml de Agua
Bidestilada.
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