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RESUMEN

Diana Cosette Gallardo Blanco Fecha de Graduacion: Julio, 2002
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Titulo del Estudio: DETEBMINACION DEL NUMERO DE VARIANTES Y FRECUENCIAS
GENICAS DE & MICROSATELITES DE ADN EN LAS RAZAS DE
BOVINOS Beefmaster Y Ganado Suizo DE REGISTRO EN MEXICO.

Nimero de péginas: 85 Candidata para el grado de Maestria
en Ciencias con especialidad en
Genética Animal

Area de Estudio: Biotecnologia

Proposito y Método del Estudio: Las pruebas de patemidad con microsatéiites, se usan para realizar los
registros de una forma confiable, también para resolver disputas de patemidad o matemidad entre ranchos
vacinos 0 en la venta de bovinos con naje para pié de cria y en la comercializacion segura de semen con
valor genético para la inseminacion artificial.

El objetivo de este estudio fue determinar o nimero de varianies y fracuencias génicas de ocho
microsatéiites para establecer una prueba de patemidad que no presents restricciones en cuanto al tipo de
muestra bioldgica necesaria, ya que puede hacerse a partir de sangre, semen, pelo 0 saliva provenientes
del animal en vida 0 incluso a partir del andlisis post-mortem desds el maladero, o de la misma came
empaquetada en venta.

Se estandarizaron los métodos necesarios para la exiraccion de ADN a parlir de sangre; para la
amplificacion de los ocho microsatélites por Reaccion en Cadena de la Polimerasa y también la separacion
de alelos en gel desnaturakizante de pokiacriamida. Los resultados oblenidos con esta metodologia para las
razas de bovinos Beefmaster y Ganado Suizo se les hizo un andlisis estadistico de frecuencias alélicas y
genotipicas.

Contribuciones y Conclusiones: Los ocho microsatélites analizados en este estudio; BM1824, BM2113,
SPS115, ETH3, ETH10, ETH225, TGLA122 y TGLA227, son allemente polimdrficos lo cual apora
informacidn suficiente para la identificacién de bovinos aplicada en el andksis de patemidad.

Se analizé un total de 54 anmales de Ganado Suizo y 59 de la raza Beefmaster para los ocho
microsatéiites; el BM1824 tuvo nueve alelos cada raza; el BM2113, 15 y 22; ol SPS115, 11 y 14; ETHS,
nuevey 11; ETH10, 13y 14; ETH225, ocho cada raza; TGLA122, 12 y nueve; y el TGLA227, 14y 13.

El resuitado obtenido con el contenido de informacidn polimorfica (PIC) en seis de los ocho microsatélites
analizados fue de uno, para ambas razas que es lo més deseado en cuanto a informacién polimdrfica se
refiere, para los otros dos, &l ETH3 y ETH225, fue de 0.99 ambos microsaiéktes en las dos razas.

La heterocigocidad (h) por microsatélite encontrado para cada raza fue de entre 0.6921 y 0.8397, para el
Ganado Suizo y desde 0.5887 hasta 0.8811, para la Beefmaster.

El equilibrio de Hardy-Weinberg, fue variable pero se decidié no tomarse en cuenta para este estudio por el
tamafio y ongen de las muestras de ambas razas. En cuanto a la probabilidad de exdlusién (PE), por
microsatslite estuvo entre valores desde 0.5762 hasta 0.7966, para el Ganado Suizo, y desde 0.5570 hasta
0.9187, para Beefmaster.

Al realizar una PE combinada de los ocho microsatélites se obtuvieron valores de 0.9998 para el Ganado
Suizo y de 0.9999 para la Besimaster.

Los altos valores de h y PE comoboran la utilidad potencial de estos marcadores nucleares de ADN en la
identificacion genética de bovinos en México,

PhD. Victor Riojas Valdés
ASESOR



CAPITULO 1

INTRODUCCION

La explotacion de los bovinos como fuente abastecedora de alimento en todo el mundo, ha
impulsado la generacion de técnicas destinadas a mejorar las caracteristicas productivas como la
ganancia de peso y la produccion lictea, principalmente.

La importancia de producir razas puras, se basa en obtener animales pie de cria que
aporten las caracteristicas deseadas; ademas introduce técnicas de campo como la inseminacion
artificial por medio de la cual se explota al méximo el aporte genético de un buen ejemplar. Esto
mismo lleva & la elaboracién de registros genealégicos (pedigri), para controlar y asegurar la
explotacién comercial de un semental (Dogson et al., 1997).

La confirmacién de la patemidad de un reproductor se ha basado en varios factores, como
lo es el parecido fisico entre los supuestos padres y la cria, lo cual se puede prestar con mucha
facilidad a la comercializacién indiscriminada de animales para pié de cria o incluso para la venta de
pajilas de semen. Afortunadaments, desde principios de este siglo los avances en la ciencia,
especificamente en genética, han aportado nuevas herramientas para la identificacion permanente y
la comprobacién de la patemidad (Bemal, 1997; Usha et al., 1995).

El agrupamiento de animales por grupos sanguineos con marcadores genéticos como los
del Complejo de Histocompatibilidad Mayor (MHC, por sus siglas en inglés), los polimorfismos de
proteinas del suero sanguineo y Ultimamente el andlisis de marcadores de ADN, se han estado
utiizando para establecer la confimacion de la patemidad en bovinos (Bemal, 1997; Caldwel,
1986).



Estas técnicas basadas en la sélection genética, tienen la ventaja de proporcionar datos
precisos respaldados por métodos cientificos que en la actualidad la mayoria requiere del andlisis
de ADN. Una ventaja muy importante de la técnica de marcadores de ADN es la obtencion de
muestras, ya que la extraccion de ADN puede hacerse a partir no solo de sangre completa, sino que
también de pelo, semen o muestras de tejido enviadas incluso desde el matadero

Los acelerados avances en la ciencia obligan & establecer nuevas técnicas que
proporcionen hemamientas seguras para la bisqueda de informacion en cualquier drea de
investigacion. En verificacion de la patemidad, la bisqueda de los microsatélites que nos seran
utiles como marcadores genéticos es un paso para el establecimiento de pruebas de patemidad
seguras y de interés econémico para los criadores de ganado bovino de las razas Beefmaster y
Ganado Suizo, aplicable en el establecimiento de los esquemas de cruzamiento.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes Generales

2.1,1 Antecedentes de la raza Beefmaster (Asociacion Mexicana de Criadores de
Ganado Beefmaster, 2001)

La raza Beefmaster, originada en el sudeste de Texas en los afios treinta y reconocida
como raza pura en Estados Unidos desde 1954, se cria en México a partir de los afios sesenta. La
Asociacién Mexicana de Criadores de Ganado Beefmaster, fundada en 1982 con sede en
Montemrey, ha expedido a la fecha mas de 20 mil certificades, lo cual indica una gran difusién de
esta raza en el pals.

La base genética de ésta raza, proviene de las razas Brahaman (50%), Herford (25%) y
Shorthomn (25%); la seleccién bésica para lograr un alto grado de eficiencia en el Beefmaster se
realizd en forma intensiva sobre sus seis caracteristicas principales: disposicién (docilidad),
fertilidad, peso, conformacion, vigor hibrido (rusticidad) y capacidad lechera. En cuanto a la
disposicion, el alto grado de precisién aplicado en la seleccién de este cardcier ha dado como
resultado un ganado de gran docilidad, rasge hereditario y econémicamente muy importante.

En fertilidad, los machos Beefmaster han sido seleccionados para entrar en servicio
desde los 12 y medio a los 14 meses bajo el sistema de empadre miiltiple para ser capaces de
cargar todas las vacas bajo condiciones de libre pastoreo.
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Asi, la seleccion es continua ya que los menos capaces dejan menos material genético en
la progenie. Las hembras por su parte estan en condiciones de ser cargadas a partir de la misma
edad que los machos y han demostrado que después de un periodo de empadre de 65 dias en
monta directa o inseminacion, quedan prefiadas un alto porcentaje de ellas. En la seleccion
original, se desechan todas las hembras que no quedan cargadas luego del periodo de empadre.

La conformacién se selecciona tomando en cuenta a los animales cuya canal reditia la
mayor cantidad de kilos de came tiema y magra por kilo de peso en pie. Machos y hembras de
esta raza presentan caracteristicas ideales de conformacién y la seleccion ha sido orientada para
mejorar la zona comprendida entre los cuartos traseros y la faja del corazon, ya que se estima que
cerca de 85% de la came comercializada estd en dicha zona, ignorando un tanto del cuarto
delantero y la cabeza.

La caracteristica de vigor hibrido en el Beefmaster se basa en aguellos individuos que
requirieron menos cuidado y al mismo tiempo cumplieron con una alta produccién. El vigor de la
raza se traduce en un alto grado de adaptabilidad a los diferentes climas (desiertos, zonas
tropicales, zonas frias, etc.) y resistencia a insectos y enfermedades, asf como en una vida larga y
productiva.

21.2 Antecedentes del Ganado Suizo (Asociacion Mexicana de Criadores de
Ganado Suizo, 2001)

El Ganado Suizo, una de las razas europeas de mayor antigliedad, tuvo su origen hace
aproximadamente un milenio en los aftos valles de los Alpes suizos. Durante el (ltimo medio siglo,
més de cuarenta palses han empleado la raza Suiza para mejorar sus ganaderfas.

Su importancia para México es indiscutible, ya que entre las razas provenientes del viejo
continente, es la que més difusién ha tenido en el pais y se le encuentra practicamente en todos
los estados de la Repdblica.



Su popularidad se comprueba con el hecho de que ocupa desde hace afios el primer
lugar en ejemplares participantes en las exposiciones locales, regionales y nacionales. Esta es
una raza de doble propdsito, ya que por un lado pemite a los productores un remanente de leche
que contribuye a solventar los gastos del rancho y por otro lado, ofrece excelentes resultados en
su cruza con el ganado cebuino, cruza muy popular en vastas zonas de México.

Este ganado llegé a México desde el siglo pasado, pero es desde las liltimas dos décadas
que ha cobrado un desarrollo impresionante, al difundirse hacia todos los puntos de la geografia
nacional.

El pié de cria para la fomacién del hato mexicano de Suizo provino tanto de su pais natal
como de Canadé, asf como la variedad europea y de los Estados Unidos en la llamada variedad
americana, especializada en la produccién de leche, Desde hace muchos afios no hay
importaciones directas de Suiza, ya que cuando es necesario refrescar las sangres los criadores
mexicanos y canadienses, han surtido de manera eficiente la demanda.

Se realizaron algunos intentos de hacer una sola variedad a partir de las variedades
americana y europea, pero los resultados no fueron satistactorios, asi que los criadores decidieron
especializarse en una u ofra variedad, ya que las dos se adaptan con suficiente rusticidad al
diverso campo mexicano; de ial forma que se puede encontrar ganado Suizo de las dos
variedades, desds las regiones altas y frias del Altiplano hasta las inhéspitas del trépico himedo.

Actualmente existen en México alrededor de 70 mil ejemplares puros de las dos
variedades y la Asociacién Mexicana de Criadores de Ganado Suizo de Registro, que en 1993
cumplié 25 afios de fundada, cuenta con mas de 200 miembros activos en todo el pais.



2.2 Antecedentes Particulares

2.2.1 Importancia de la produccidn bovina

Para este estudio se han seleccionado dos razas de la especie bovina, una de
importancia lechera (Ganado Suizo) y la otra de importancia para produccion de came
(Beefmaster). En la cria de ganado se busca mejorar las caracteristicas productivas (ganancia de
peso, color, rusticidad y produccién ldctea), lo que se consigue por medio de animales para pié de
cria que se busca, deben tener un valioso aporte genético (desde el punto de vista fenotipico). El
mejoramiento de @stas caracteristicas se consigue por empadres controlados, por monta natural o
IA. Una de las formas de llevar un control de los descendientes de estos ejemplares es la
elaboracion de registros los cuales, en paises desarrollados como EUA se basan en marcadores
geneticos para la identificacion de individuos (Bemal, 1897).

En ganado bovino, las pruebas de patemidad son Ctiles para resolver todos los
inconvenientes que se han presentado a lo largo de la comercializacién de animales de razas
puras y en la comercializacién de semen para A (Mommens ot al, 1998). Las pruebas de
patemidad pueden utilizar varias herramientas como lo son la tipificacion de grupos sanguineos,
polimorfismo de proteinas en el suero sanguineo y Ultimamente la tipificacion de ADN, que ha
demostrado ser una poderosa hemamienta para resolver correctamente la patemidad. Los usos de
una prueba de patemidad en bovinos son les siguientes:

¢ Diagnéstico de Patemidad
o Diagnostico de Matemidad
o Discriminacién de Individuos

Todos estos usos son aplicados para la certeza del semen que se comercializa de un
semental muy valioso; en la confusién de animales entre ranchos vecinos; en la subasta y
exposicion ganadera de ranchos con hatos de animales con pedigri muy valioso.



2.2.2 Identificacion de individuos

Existen varias formas para identificar a los animales integrantes de un hato dentro de una
poblacién de ganado bovino; como el empleo de tatuajes, aretes, collares y chips; cualquiera de
estos se suma a una base de datos o registros, los cuales tienen que coincidir con la descripcion
del fenotipo (remolinos, manchas, marcas, color de capa, etcétera). De esta manera, el productor
lleva el control de sus animales mediante registros que incluyen todos estos datos; en estos
mismos se incluye informacion sobre sus ancestros y su descendencia, lo que contribuye al valor
que llega a tomar un animal en funcién de la carga genética deseable que se toma como
referencia de estos registros. Todo ésto en conjunto se le conoce como el pedigr de un animal
(Ron et al., 1993; Ron et al., 1994).

La genealogia de los bovinos basada en antecedentes genealdgicos no proporciona
fiabilidad debido a la posible confusién e imprecisién de datos que proporciona solo el fenotipo y la
informacién registrada sobre sus ancestros. De esta misma forma, la confirmacion de la
patemidad de un reproductor basada solo en el parecido fisico entre los supuestos padres y la
cria, se presta a la misma imprecision y confusién de datos. Estos criterios tienen un importante
margen de error, debido a que son subjetivos, ambiguos y escasamente informativos (Bemal,
1997).



2.2.3 Marcadores genéticos usados en la identificacion de bovinos

Como se menciond antes, dentro de la industria del ganado bovino se han utilizado
diferentes tipos de marcadores genéticos para realizar pruebas de patemidad; estos marcadores
siven a su vez para agrupar y diferenciar animales, & continuacion se describe su aplicacion
(Bemal, 1997; Caldwell, 1986; Committee on DNA forensic Science and Commission on DNA
forensic Science. 1996; Mommens ef al., 1998).

2.2.4 Marcadores Sanguineos

E! término grupo sanguineo o fenogrupo implica uno o mds antigenos codificados por
varios alelos que se encuentran en un mismo gen. Esto representd la primera forma en que los
animales domeésticos se agruparon y diferenciaron basdndose en un criterio objetivo (Bemal,
1997).

La identificacion de animales a partir del tipo sanguinso, se basa en una combinacion de
antigenos de superficie de los gldbulos rojos, la cual no es igual en todos los individuos. Esta
combinacién es detectada por medio de una reaccion complementaria con anticuerpos. En los
bovinas los tipos sanguineos son divididos en 10 sistemas, cada grupo sanguineo comprende una
serie de antigenos controlados por los alelos en su locus particular del cromosoma. Estos grupos
sanguineos se conocen como A, B, C, F, J, L, M, S, Z y R; lo que significa 10 diferentes pares de
cromosomas involucrados (Cakiwall, 1986).

La diversidad de formas existentes o polimorfismo de los antigenos de glébulos rojos
(grupos sanguineos) y de los antigenos de giébulos blancos codificados por los genes del
complejo de histocompatibilidad mayor, es una caracteristica importante para la identificacion de
un individuo; lo que significa que entre mas variantes distintas tenga un carécter utilizade como
marcador genético, mayor es su utilidad en la identificacion de un animal deniro de una misma
especie (Bemal, 1997; Caldwell, 1986).



2.2.5. Proteinas Séricas

Existen metodologias de identificacion genética mas objetivas; estas técnicas se basan en
el andlisis de la informacion genética contenida en el ADN o en sus productos (proteinas). Los
mélodos avanzados con que se cuenta actualmente permiten identificar caracteristicas genéticas
heredables, o que proporciona una herramienta util en la identificacion certera del parentesco por
pruebas de patemidad que se basan en las frecusncias de alelos, las cuales son caracteristicas
de cada raza (Vankan et al., 1999).

Este método a diferencia del de los grupos sanguineos, se encarga de determinar
polimorfismos (variantes) de proteinas tales como la albimina, fransferrina, postalbimina,
anhidrasa carbénica y catalasa, a fravés de técnicas de electroforesis, Todas estas pruebas, a
pesar de su utilidad, presentan ciertas limitaciones al momento de identificar un individuo, por aso
se les llama pruebas de exclusién; lo que significa que en un caso de patemidad dudosa, estas
técnicas no precisan quien es el verdadero padre de un animal, pero sf sirven para excluir a un
grupo de animales que no lo sea (Bemal, 1997).

Hasta ahora se han mencionado dos métodos que involucran marcadores genéticos que
tienen una utilidad préctica solo para excluir a un grupo de animales; esto se puede entender
porque un grupo sanguineo determinado puede estar presente en una gran cantidad de
individuos. Debido a los bajos niveles de variacién genética tanto en los grupos sanguineos como
para el polimorfismo de proteinas, estos métodos no brindan suficientes argumentos para
determinar la patemidad (Bemal, 1997; Mommens et al., 1998).
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2.2.6 Marcadores de ADN

Como consecuencia de los avances en la tecnologia, actualmente las técnicas de
identificacién basadas en los grupos sanguineos y polimorfismo de proteinas, se han suplantado
por métodos mds poderosamente informativos como lo son marcadores de ADN. Las pruebas de
paternidad analizan mediante marcadores localizados en diferentes cromosomas, la relacién
genética entre el hijo, y los supuestos padre y madre; este tipo de analisis es valido ya que el hijo
hereda una combinacion de alelos de un gen entre la madre y el padre. Los bovinos son
organismos diploides, es decir que su material genético est4 en doble dosis, una heredada del
padre y la ofra de la madre.

Por ejemplo, para un marcador con ocho alelos, cada animal se identificard de acuerdo
con el alelo que tenga el marcador, es decir por sus dos alelos, de manera que al observar un
individuo con un genotipo 23, para ese marcador, se puede inferir que forzosamente sus padres
tendrén alguno de estos alelos como se muestra en la figura 1 (Guizar-Vazquez, 2001).

Las pruebas de identificacion de individuos més recientes consisten en analizar
secuencias repetitivas altamente polimdriicas del ADN, que tienen la caracteristica de ser
altamente variables entre individuos y tienen la ventaja de ser heredables de padre a hijo, lo cual
pemmite identificar al padre con mucha mas seguridad (99.9 %). Debido a la probabilidad de
exclusion que aporta la informacién de las secuencias repetitivas, lo que también hace menos
posible que un animal que no sea el hijo presente el mismo polimorfismo del padrs; con este tipo
de andlisis, por primera vez se puede hablar de pruebas de inclusion (Bemal, 1997; Usha et al,
1995).
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P= Padre

M= Madre

H= Hijo

1,2, 3,4, 5y 6= Alelos de un mismo gen 0 marcador genético

Figura 1: Ejemplo de como se da la combinacién de alelos provenientes del padre
y la madre presentes en el hijo. Se ejemplifica un marcador 0 gen con seis posibles alelos (1 a
6, vertical). El padre presenta los alelos 1y 2 (1/2), la madre los alelos 3 y 4 (3/4) y el hijo
presenta una combinacion de los alelos 2 y 3 (2/3) que aportaron a su informacién genética, el
padre y la madre.
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2.2.7 Marcadores genéticos de ADN

El ADN o material genético se encuentra organizado en estructuras microscopicas
lamadas cromesomas; cada cromesoma contiene miles de genes. Los genes son tramos del ADN
el cual esta a su vez constituido por nucledtides. Los nucledtidos son un complejo constituido por
un azUcar, un fosfato y una base nitrogenada, de las cuales existen cuatro tipos que son: adenina
(A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). La secuencia de estos cuatro nucledtidos constituye la
clave genética para la formacion, desamollo y funcionamiento de los seres vivos, ya que codifican
la produccién de proteinas. Entre las proteinas se encuentran las enzimas, las cuales son
responsables de la sintesis y degradacién de los demas componentes celulares, como otras
proteinas, carbohidratos, grasas y los propios écidos nucleicos como el ADN (Committee on DNA
forensic Science and Commission on DNA forensic Science. 1996; Lehninger et al,, 1995).

Los genes cuentan con segmentos codificadores y no codificadores. Las secuencias
codificadoras son conocidas como exones o secuencias de tipo |. Estas aportan informacién para
la sintesis de proteinas y dcidos nucleicos y constituyen tan solo el 10 % del ADN genémico; estas
secuencias son Unicas 0 se repiten muy pocas veces, mieniras que las secuencias que no
codifican para la sintesis de alguna proteina, incluyen los intrones que separan a fos exones,
algunas secuencias reguladoras de la expresion de genes (principalmente los promotores) y otras
secuencias atamente repetitivas, como el ADN satélite. En total las regiones no codificadoras
comprenden el otro 90% del genoma y las secuencias de tipo | son las que tienen la funcién de
codificar proteinas, genes, cromosomas y dcidos nucleicos (Lehninger et al., 1995).

La porcién del ADN que no aporta productos y aln no se determina su importancia
completamente, parece participar en la espaciacion de los genes y como sitios de enire-
cruzamiento durante la meiosis, estas secuencias se denominan ADN satélite, el cual se
considera un importante marcador genético en los estudios de genética molecular. (Committee on
DNA forensic Science and Commission on DNA forensic Sciencs. 1996.)
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2.2.8 Tipos de polimorfismos en el ADN

Los polimorfismos del ADN se pueden detectar mediante fragmentos de restriccion de
longitudes polimérficas (RFLPs), repeticiones en tdndem de niimero variable (VNTRs) y en las
repeticiones cortas en tindem (STR). Cuando estos marcadores son referidos al criterio de
seleccion para los esquemas de cruzamiento en animales de produccion, entonces son llamados
marcadores para la seleccién genética asistida (MAS). El uso de los marcadores genéticos en los
animales tiene como finalidad investigar la cantidad de ellos existente, establecerlos en un mapa y
detectar la relacion entre éstos y los loci de caracteristicas cuantitativas (QTLs), para
posteriormente usar los QTLs en programas de mejoramiento genético (Committee on DNA
forensic Science and Commission on DNA forensic Science. 1996; Dietz of al., 1996; Goldstein y
Schictterer, 1999; Mewwissen y Arendonki, 1992; Ron ef al.,, 1994; Ron et al., 1995).

Las secuencias altamente repelitivas distribuidas en el ADN, son clasificadas en
minisatélites (ATCG)n o microsatélites (AT)n, cuentan con un patrén repetitivo més frecuente y por
lo tanto aportan mayor polimorfismo a los marcadores genéticos lo que se traduce en mds
confiabilidad que el de los marcadores sanguineos. Las pruebas de patemidad basadas en el
andlisis de microsatélites aportan un resultado confiable para los productores y comercializadores
de semen y crias de animales de registro (Goldstein y Schidtterer, 1999; Lehninger et al., 1995).

Las primeras secuencias de ADN satélite que se utilizaron como marcadores genéticos
aplicados a identificacion de individuos y pruebas de patemidad, fueron los minisatélites (VNTRS).
Gracias a los constantes avances en este campo de la genética molecular y sobre esta misma
linea de polimorfismos en el ADN, més adelante se descubrieron secuencias de mayor utilidad
practica, los microsatélites (Committee on DNA forensic Science and Commission on DNA
forensic Science. 1996; Goldstein y Schidtterer, 1999). El uso de estos descubrimientos sirvié para
desarmollar una metodologla que pemmite por primera vez contar con una prueba de inclusién
donde sf se puede precisar la patemidad discutida (Bemal, 1997).
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2.2.8.1 ADN satélite

El ADN satélite consiste en repeticiones desde 6 a 35 bases y hasta 5 mega-bases de
longitud que pueden llegar a constituir un gran porcentaje del genoma, lo cual los hace no
practicos para su andlisis en el laboratorio para este tipo de estudios (Goldstein y Schidtterer,
1999).

2.2.8.2 Minisatélites

Los minisatélites 0 VNTRs, descritos por Wyman y White en 1980, son segmentos de
ADN que consisten en repeticiones en tandem de un pequefio grupo de secuencias de bases
nitrogenadas que no codifican y que se encuentran distribuidos en los teldmeros y centrémeros de
los cromosomas. Las regiones VNTR no son genes, por lo que su aplicacidn es solo para
identificacion de individuos; en estos sitios la secuencia que se repite consecutivamente a lo largo
del cromosoma es de 6-35 hasta 500 pares de bases (figura 2) y el tamaio en pares de bases de
la secuencia que se repite varia de individuo a individuo, es por eso que la secusncia del locus de
un marcador contiene diferentes unidades repelitivas que son llamadas alelos (figura 4), o bien
cada alelo significa un nimero diferente de repsticiones (Chakraborty, 1999; Goldstein y
Schidtterer, 1999).

2.2.8.3 Microsatélites

Los microsatélites 0 STRs, son segmentos de ADN que consisten en repeticiones en
téndem de 1 a § nucledtidos de longitud (figura 3). Los microsatélites estan distribuidos en todo el
genoma, son heredables y se puede determinar sus alelos en cualquier edad y a cualquier sexo.
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Las secuencias de STRs se encuentran en la especie bovina, entre otros muchos sitios,
en los intrones de genes que codifican en el complejo de histocompatibilidad mayor tipo |l (PRB3),
en el gen del esteroide 21-hidroxilasa (CYP21) y en el de la sub- unidad f§ de la hormona
foliculoestimulante (FSH), y todas estas regiones han demostrado tener un alo grado de
polimorfismo en ganado bovino, que estd condicionado a la cantidad de alelos que son formados
de la misma forma que en los minisatélites como se muestra en la figura 4 (Goldstein y
Schidtterer, 1999; Hirano et al., 1996; Ma et al., 1996; Mommens et al,, 1998; Oldroyd, 1998; Usha
et al., 1995).

En los STRs el nimero de repeticiones (alelos) varia mucho entre individuos no
relacionados, pero se hereda de forma convencional como cualquier rasgo con herencia
mendeliana simple. Cada microsatélite tiene variantes, las cuales permiten su utilizacion en el
andlisis de la genealogia, ya que pemmiten diferenciar entre animales no relacionados por
patemidad. Estas vanantes representan o se relacionan con los alelos de un gen a una
caracteristica determinada. De acuerdo con el tipo de repeticiones existen microsatélites
dinucleétidos (CT CT CT CT CT CT), trinucledtidos (TCT TCT TCT TCT TCT) y tetranucledtidos
(TCCT TCCT TCCT); de estos el més utilizado es el dinuciedtido, donde el dinucledtido por
ejemplo se puede repetir 10, 12, 18, 22 y hasta 40 veces (CT)y, constituyendo la cantidad de
repeticiones de la secuencia CT los alelos (polimorfismo) que pueden existir para ese
microsatélite (Figura 3) (Goldstein y Schiotterer, 1999; Hirano et &l., 1996; Mommens ot al., 1998;
Moore ef al, 1992; Oldroyd, 1998).
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MINISATELITE

AGCTAAGCGGICTTTCTHCTTTCTHCTTTCTICTTTCT)ACG

Figura 2: Distribucion de la secuencia de un Minisatélite de 6 pb con 4 repeticiones
en tandem (CTTTCT). Aqui se ejemplifica como se distribuye un minisatélite de 6 pb de longitud
con la secuencia CTTTCT y se repite 4 veces, lo cual indica un alelo especifico de este
minisatélite.

MICROSATELITE

AGCTAAGCGG(CTHC THC THCTIXC TYCTHCTUC TXC TXCTHCT)CAACG

Figura 3: Distribucion de la secuencia de un Microsatélite de tipo dinucleétido (TC).
Aquil se ejemplifica como se distribuye un microsatélite de 2 pb de longitud con la secuencia CTy
se repite 11 veces, lo cual indica un alelo especifico de este microsatélite.
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Figura 4: Modelo de el proceso de desarrollo para un loci de un microsatelite
(Goldstein y Schidtterer, 1998). Cada cuadro en blanco del modelo del microsatéiite significa
una repeticion de dinucledtido. En el primero y segundo bloque de izquierda a derecha y de armiba
hacia abajo se aprecia como se va conformando la replicacién del dinucledtido con su respectiva
banda complementaria. En el tercer bloque sa aprecia la réplica sin cambio. En el cuarto bloque
$e ve como durante la replicacion se puede producir un desalineamiento que conduce a un bloque
conformado por una repeticién menos 1 {columna derecha) o hacia un bloque conformado por una
repeticion mas uno (columna izquierda).



2.2.9 Huella Dactilar de ADN

La biotecnologia incursioné en el campo de la criminologfa con estudios de polimorfismos
del ADN que en un principio fueron los minisatélites (Barrera, ef al, 1999) y actualmente los
microsatélites. El bidlogo molecular Alec Jeffreys en 1985 fue el primero en realizar este tipo de
estudios aplicados a la criminologia, obteniendo un patrén de bandas parecido a un cédigo de
barras que denominé huella digital del ADN o huella genética, mejor conocida con el anglicismo
fingerprinting. Los marcadores moleculares de eleccién para estas pruebas son los VNTRs o
minisatélites y los STRs o microsatélites. La huella dactilar de ADN, consiste en la representacion
de un patrén de bandas, inico y especifico de un individuo, obtenido a partir del andlisis de una
gran cantidad de polimorfismos en su ADN; dicho patrén de bandas estd integrado por las
combinaciones patemas y matemas de los alelos de cada polimorfismo dentro de su informacién
geneética. De esta forma la huella dactilar de ADN entre individuos es muy similar pero nunca sera
idéntica, por eso el perfil de ADN basado en polimorfismos, ha sido una de las técnicas de mayor
utilidad en criminologia, confirmacién de la patemidad y en medicina forense (Committee on DNA
forensic Science and Commission on DNA forensic Science. 1996; Guizar-Vazquez, 2001;
Trommelen et al. 1993; Usha et al., 1995).

2.2.10 Ventajas de los microsatélites

Para la realizacién de un perfil de ADN se han utilizado los RFLPs, el andlisis de
minisatélites y de microsatélites, pero cada uno presenta ventajas y desventajas sobre los dems,
que son las siguientes (Caldwell, 1996; Usha et al., 1995).

e Los RFLPs proporcionan baja heterocigocidad y bajo contenido de polimorfismo (PIC)

o Lahuella dactilar de ADN dada por minisatélites es dificil de interpretar y revela una
variabilidad genética muy elevada.

o Los microsatélites ofrecen muchas ventajas sobre estos dos criterios anteriores como

son las siguientes:
» Son de elevada heterocigocidad
» Se originan en loci definidos
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» Los resultados que proporciona el PIC y la heterocigocidad son mucho mds
faciles de interpretar

» Pueden ser amplificados mediante Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)
ya que su longitud total se encuentra entre 100 y 300 pares de bases

2.2.11 Otros usos de los microsatélites

El genotipo proporcionado por las variantes alélicas basado en el andlisis de cada
microsatélite puede tener otras aplicaciones, ademas del diagnéstico de patemidad que se
propone con este estudio y son las siguientes:

. Identificacién de Individuos dentro de una poblacién (Carleos st al., 1999)

® Medicina forense y criminologfa (Committee on DNA forensic Science and
Commission on DNA forensic Science 1996)

° Para determinar el tamafio de una poblacién silvestrs (van Hooft et al., 1999)

® Mapa genético (Amarante et al., 2000; Fries, 1993; Guerin et al.,, 1999; Mezzelani
et al,, 1995; Steffen et al., 1993)

o Para determinar el grado de diversidad genética en poblaciones silvestres (van
Hoolt et al., 1999; Schnabel et al, 2000)

° Para estudios filogenéticos entre subespecies 0 especies muy relacionadas
(Hanslik et al., 2000; Jimenez &t al,, 1999)

2.3 Andlisis de la Genealogia

2.3.1 Técnicas de Biotecnologia para analisis de paternidad

El andlisis de los microsatélites en el ADN mediante PCR constituye una de las
metodologias mas utilizadas actualmente en medicina veterinaria y en zootecnia, asi como en
otras disciplinas de las ciencias biolégicas (Dsacon et al., 1989; Oldroyd, 1998).
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La ventaja de los STRs para establecerios dentro de una prueba de patemidad es por que
a pesar de encontrarse en las secuencias de ADN tipo Il los microsatélites no estén sujetos a la
seleccion natural y por lo tanto presentan un alto grado de polimorfismo.

Ademas para su andlisis en el laboratorio, son facilmente detectables mediante colorantes
no radiactivos; existen protocolos de amplificacién de fragmentos de ADN (PCR), sugeridos para
cada STR y permiten el uso de amplificaciones multiples, ya que tienen numerosas variantes
alélicas diferenciables en geles de poliacrilamida o en secuenciadores autométicos y se heredan
de acuerdo a las leyes mendelianas (Ron et al,, 1993).

La PCR, es una técnica que amplifica una regién de! ADN flanqueada por un par de
oligonucledtidos (iniciadores que seleccionan regiones especificas de los dcidos nucleicos por
complementariedad de bases), que normalmente tienen una longitud de 15 a 30, las cuales se
unen a regiones complementarias del ADN; la polimerizacién se logra gracias a una mezcla de
dNTPs y la accién de la enzima ADN polimerasa-Taq. Esta mezcla de ingredientes necesarios
para llevar a cabo la PCR se procesa en un termociclador y consiste en un conjunto de ciclos de
fres pasos cada uno. En el primer paso se realiza la desnaturalizacién del ADN; el segundo
denominado como alineamiento, consiste en la unién de los iniciadores con sus regiones de ADN
complementarias y el tercer paso es la extensidn, en la cual mediante la enzima polimerasa, se
copia la regién de ADN comprendida entre los iniciadores (Committee on DNA forensic Science
and Commission on DNA forensic Sciencs. 1996; Oldroyd, 1998).

El producto de la PCR puede ser resuelto mediante electroforesis en geles de agarosa o
poliacrilamida. Esta técnica consiste en separar el producto de PCR por migracién, basandose en
su peso molecular, en sentido negativo (c4todo) a positivo (finodo) de los electrodos de una
camara de electroforesis; todo esto se realiza mediante la preparacién de un gel ya sea de
agarosa 0 poliacrilamida.
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La agarosa nos permite resolver fragmentos de ADN y también la presencia del producto
amplificado mediante la PCR; en este caso que se analizaron los microsatélites, nos pemite
apreciar la banda comespondiente al peso molecular del rango esperado en cada STR, pero no
brinda una amplia resolucion como ocurre en el gel de poliacrilamida, donde se aprecian las
combinaciones de los alelos (determinadas por su peso molecular individual) presentes en la
banda del STR analizado (Chris et al., 1996; Henegariu et al., 1997).

Los STRs se han analizado en estuches para amplificacion simultdnea mediante PCR
multiple. Esta metodologia pemnite amplificar varios microsatélites al mismo tiempo y en el mismo
tubo de reaccidn, lo cual tiene la ventaja de que ahorra reactivos y tiempo. El uso de escaleras
alélicas, permite una determinacién muy precisa del tamafio de los productos de PCR y la
comparacién de resultados entre laboratorios.

2.3.2 Andlisis estadistico

Para evaluar la utilidad de los microsatélites seleccionados en el andlisis de la genealogia
en las diversas razas y poblacién de ganado bovino, es necesario obtener informacién acerca del
nimero y frecuencia de alelos de los mismos (contenido de informacidn de polimorfismo), asi
como de la probabilidad de exclusion que se obtendria con su utilizacién (Ron et al,, 1995; Usha
et al.,, 1995; Vankan y Faddy, 1999). Botstein ef al. en 1980 utilizaron el contenido de informacién
polimérfica (PIC) y heterocigocidad (H) para un estudio realizado con marcadores RFLPs en
individuos caucésicos (humanos) y la informacion obtenida en ese estudio fue determinante para
indicar que un loci altamente informativo es aquel cuyo PIC es > que 0.5, un PIC de entre 0.25 y
0.5 medianamente informativo y todo aquel PIC < de 0.25 solo ligeramente informativos;
determinando entonces que los loci muy cercanos a 1 o igual que 1 son los mas deseables pues
contienen una gran cantidad de alelos (Botstein et al., 1980; Deviin y Risch, 1992a).
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Con los métodos tradicionales de diagnéstico de patemidad (tipificacién sanguinea y
polimorfismo de proteinas), se comprueba que es imposible excluir a determinado individuo como.
progenitor de ciertos descendientes, por lo que se puede registrar como tal en el certificado
genealogico. En otras ocasiones el progenitor supuesto puede ser excluido como tal con una alta
probabilidad del 95% {Botstein et al., 1980).

La Probabilidad de Exclusidn (PE), es la probabilidad de que un individuo sea acusado
eméneamente o sea excluido como posible padre, cuando una madre y su hijo son tipificados.

La PE de un STR se obtiene de la relacion existente entre las frecuencias de todos los
alelos enconirados para ese marcador en la raza en cuestion; éste valor estadistico incrementa su
poder al hacer un andlisis combinado de la PE de cada STR, ya que se disminuye la probabilidad
de que un genotipo dado por un panel amplio de STRs, heredado a un hijo sea igual en un
individuo que no lo sea (Cerda, 1995; Usha et al., 1995).

Por otra parte el Poder de Discriminacion (PD), es la probabilidad de encontrar dos
personas que coincidan para los marcadores genéticos incluidos en el estudio. La PD de un STR
se obtiene de la suma de todas y cada una de las posibles combinaciones de sus alelos
(frecuencias genotipicas) encontrados; éste valor estadistico incrementa su poder al hacer un
andlisis combinado de la PD de cada STR, ya que se disminuye la probabilidad de que un
genotipo dado por un panel amplio de STRS, sea igual entre individuos (Cerda, 1995).

El andlisis de frecuencias, también se puede traducir en el Indice de patemidad (IP=X/Y),
que nos dice cuéntas veces lo observado se explica por relacién biolégica, mas que por
coincidencia, donde X es la probabilidad del supuesto padre de transmitir los alelos que porta y
que también estdn en el nifio (igual a 1), mientras Y es la frecuencia de los alelos en la poblacién
en general (Guizar-Vézquez, 2001).
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Otro pardmetro que se toma en cuenta para interpretar una prusba de patemidad como
se pretende en este estudio, es el equilibrio de Hardy-Weinberg (HW). Para interpretar patemidad
basado en andlisis estadistico, es necesario acoplar éstas al tipo de segregacién genética de los
bovinos, ya que las técnicas que evallian microsatélites para su empleo en pruebas de patemidad
en humanos utilizan el equilibrio Hardy-Weinberg y los bovinos son poblaciones con casi siempre
desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg. El desequilibrio se puede dar por que estos métodos
no han sido disefiados para usarse con tamaiios de muestra pequeiios, ya que el nimero de
alelos presente en un locus por lo general es grande (Usha ef al., 1995).

El equilibrio de Hardy-Weinberg (Deviin y Risch, 1992b) indica la diferencia existente
entre las frecuencias de los alelos de un marcador genético.

Por lo tanto se entiende que si no existen diferencias estad(sticamente significativas en
una prueba de homocigocidad, prueba exacta 0 prueba de razén de la verosimilitud < 0.05
(Cerda, 1995), entonces la poblacién no se encuentra en equilibrio de HW.

Una explicacién del desequilibrio de HW, puede ser que los hatos de ganado bovino
generalmente estan formados por individuos altamente relacionados en su conformacion genética
ya que un solo semental puede dar origen a una gran cantidad de descendientes y entonces un
genotipo se puede repetir con casi la misma frecuencia que el resto de combinaciones alélicas por
marcador. Otra explicacién se debe a el tamafio y origen de la muestra, que son muy limitados
para determinar una poblacién en equilibrio HW (Chakraborty, 1999). Por lo tanto el equilibrio HW
es opuesto al equilibrio de unién o parentesco (Usha et al., 1995). Por eso cuando se sabe que
existen ancestros comunes, se debe calcular la probabilidad de que la relacidn o parentesco se
deba al azar, es decir la probabilidad de que al tomar un individuo al azar de la poblacién,
también coincida con la evidencia. Por ejemplo, en un perfil de ADN donde los genotipos
encontrados con los marcadores A, B y C fueran 58, 4/11 y 13/13, respectivamente, el primer
paso seria estimar la frecuencia de los tres genotipos encontrados. Para esto se consideran las
frecuencias de los alelos implicados y se utiliza el equilibrio de HW, para determinar la frecuencia
de cada genotipo, los cuales finalmente se multiplican para determinar la frecuencia de este perfil
de ADN (Guizar-Vazquez, 2001).
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Como se menciond antes, éste es un eriterio més para ser incluido al momento de
interpretar los resultados estadisticos, pues un PE bajo puede representar este tipo de
poblaciones o un muestreo limitado que es de suponerse resultan con desviacion del equilibrio
HW o en equilibrio de unién o parentesco (Usha et al., 1995).

En ol presente estudio se utilizé PCR para el andlisis del nimero y frecuencia génica de
las varianies alélicas de 8 microsatélites, los cuales ya han sido caracterizados a nivel secuencia
de nucledtidos y tienen protocolos de PCR establecidos. Con estos datos se determind el valor de
estos marcadores para el andlisis de la genealogfa en la poblacién de bovinos de registro local,
mediante el célculo de H, PIC, PE y PD de los microsatélites individuales y en conjunto.

En este trabajo se planteé determinar las variantes de los ocho microsatélites que se
encuentran presentes en las razas de bovinos Beefmaster y Ganado Suizo en el estado de Nuevo
Ledn, asi como estimar su frecuencia génica para establecer las prusbas de patemidad y ofvecer
un servicio seguro de tecnologia avanzada a los criadores de bovinos, asi como proporcionar
datos para establecer un mapa genético de estas razas de bovinos presentes en México



2.4 Objetivos

2.4.1 Objetivo General

Establecer una prueba confiable para la identificacién permanente y la verificacion de la
patemnidad en los bovinos del Noreste de México, con el uso de un panel de 8 microsatélites.

2.4.2 Objetivos Particulares

1. Evaluar varios mélodos de extraccion de ADN y estandarizar el método mas
confiable.

2. Estandarizar el protocolo de PCR simple

3. Estandarizar el protocolo de PCR miiltiple

4, Estandarizar la separacidn de alelos por electroforesis en gel desnaturalizante de
poliacrilamida.

5. Realizar pruebas de campo con 54 animales de Ganados Suizo y 59 de Beefmaster.

6. Determinar la frecuencia genotipica y alélica de 8 microsatélites en la poblacién de
ganado Beefmaster y Ganado Suizo de registro en el &rea de distribucién bovina en el
Noreste de México.

7. Estimar la heterocigocidad, probabilidad de exclusién y poder de discriminacion
individual y usando el panel total de los 8 microsatélites, para su interpretacion en
prusbas de patemidad.



CAPITULO 8
MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de realizacion de la Tesis

El presente estudio se realizd en la Unidad de Biotecnologia Animal (UBA) de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. En la
estandarizacion de las técnicas de extraccion de ADN, se recibid asesoria de la Facultad de
Biclogia de la UANL; para la realizacion de los PCR multiples y la técnica de separacién de alelos
en poliacrilamida, se recibié asesoria de la Facultad de Medicina de la UANL y el uso del
secuenciador automético en la determinacion del tamafio de los alelos encontrados se llevd a cabo
en el departamento de Patobiologfa de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Texas A&M,
USA. El andlisis genético- estadistico fue realizado en el Departamento de Genética de Poblaciones
del CIBIN, IMSS.

3.2 Reactivos

BIO 101 Agarosa, catdlogo 2310-302 lote 2310-302-9103

BIO-RAD: InstaGeneTM, catdlogo 732-6211.

ICN BIOMEDICALS: UREA catélogo 194857 lote R4668

JALMEK CIENTIFICA: Etanol al 100% (E 5325-15 lote 0-08-027E53); NaCl (lote 0-05-3005523);
NaHCOs; NH(CI (lote 0-07-3005A50).

LIFE TECHNOLOGIES: DNAzol catélogo 10503.

OPERON: Iniciadores de microsatéiites; BM1824, BM1824F@, BM2113, BM2113F&, SPS115,
SPS115FL, ETH3, ETH3F@, ETH10, ETH10F& ETH225, ETH225L, TGLA122,
TGLA122F@, TGLA126, TGLA126F&, TGLA227 y TGLA227FL.
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PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY: Acido bérico (05102 lote 837201) y EDTA (05802 lote
834504).

PROMEGA: Polimerasa Taq, buffer de reaccion y magnesio M1665

RESEARCH ORGANIC: Proteinasa K liofilizada P6556

SIGMA: Acrilamida base (A-3553 lote 87H00331); Acrilamida Bis (M-7279 lote 97H0591); Agarosa
A-9539 lote 19H0722; Agua ultrapura libre de ADNasas y ARNasas (W-4502 lot 39H8416);
Azul de bromofenol (B-8026 lote 37H08); Bromuro de etidio (E-8751 lote 68H3640);
Dinucledtidotrifosfato (dNTP's: dCTP, dGTP, dTTP, dATP) Kitt para PCR (R36/37/38, $26-
36); Formamida desionizada (F-9037 lote 49H0722); Genomic DNA isolation kitt GDI-38 lote
39H0645); Glicerol (G-8773 lote 57H0679); Marcador de peso molecular de 100 a 1000 pb
(D7808); Persultato de amonio (catalogo 144-55-Blote 05-3005516); SDS (L4390 lote
128H141215); TEMED (T-9821 lote 17H0219); Tris-HCl (T3253 lote 19H5402); Xilene
Cyanole (C.I. 42135 lote 39H3603).

3.3 Equipo

BIORAD: Cémaras para electroforesis horizontal MINI-SUB CELL GT B170-4408; WIDE MINI-SUB
CELL GT y la SUB-CELL GT B179-4483; Fluor-S™ Multilmager (423BR0200); Micropipeta
de 0.5 a 10ul (B166-0505EDU); Power PAC 200 (serie 284BR 04355); Power PAC 3000
(system mod 1655056 serie 288BR1395 cat. 165-3804); Sequi GenR GT serie 368BR
01301; Transiluminador UV transiluminator 2000.

BENDER&HOBEIN AG: Vortex Genie

CORNING: PHmetro 430 serie 006191

EPPENDORF: Microcentrifuga 5415C

Espectrofotémetro

EXPLORER: Balanza analftica E11140 SN D007024738

KOTTERMAN: Baiio Maria

LABNET-BIOPIPET: Micropipeta de 2 a 20 ul BP20 8cat. P3960-20); Micropipeta de 20 a 200 i
(VE-200 cat. P3945-200); Micropipeta de 100 a 1000 ul (BP1000).

MJ-RESEARCH INC: Termociclador de placa caliente PTC-100™
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MISONIX: Campana de flujo laminar PCR work-station

MAYTAG: Congelador a menos 20°C Admira 2-35583-001 REV.00

OHAUS: Balanza CT1200 serie 12661

PERKIN-ELMER: Secuenciador Automético ABI

SIGMA: Cémara vertical de electroforesis Chemical (modelo Z35 cat. 280-2) y Cémara Polaroid (cat.
F4638).

TELISAR ; Termoagitador FE-311 serie 288BR1395

WHITE-WESTINGHOUSE: Refrigerador convencional

3.4. Material

AXYGEN: Puntillas para micropipeta de 1000 w! T-1000-B 301-01-051; puntillas de 200 pJ; puntillas
de 0.5 a 10 p! cat.T-3000 301-03-051; tubos eppendorif de 1.5 ml cat. MCT-150-C lote 311-
08-51; tubos de 0.5 ml cat. 2236 430-8, 32108; tubos de 0.2 ml con tapa convexa PCR-02-
C, lote 321-02-051.

AMERICAN NATIONAL CAN: Papel Parafilm

BIOMOL: Gradillas para tubos de 1.5, 0.5 y 0.2 ml, matraces de vidrio de 50, 100 y 250 ml; probetas
de 1000, 500, 250, 50 y 10 mi.

TERUMO:; Tubos al vacio con EDTA VT-100SP lote 0008008; agujas de puncion 22 X 34, MN-
2138M lote 0001031.

UNI SEAL: Guantes de latex lote 28000427 y cubre bocas



3.5 Origen de la Muestira

Para el presente estudio se obtuvieron muestras de sangre de 180 bovinos Beefmaster y
150 de Ganado Suizo. Las muestras provienen de animales seleccionados al azar en cada uno de
los siguientes hatos:

a) De la Union Ganadera Regional de Nuevo Leén se muestrearon 80 bovinos
Beefmaster y 50 de Ganado Suizo.

b) Del Centro de Desamollo de Genética Bovina (Tamaulipas) se muestrearon 100
bovinos Beefmaster.

¢) De Huixtla, Chiapas sa muestrearon 100 bovinos de Ganado Suizo.

3.6 Obtencion de las muestras

Para este estudio se fomaron muestras de 5 ml de sangre periférica completa. Cada
musstra de sangre se obtuvo de la vena coccigea que se localiza en la porcién media de la cara
caudal en la region coccigea vertebral entre la primera y tercera vértebra de ésta regién anatémica.
Inmediatamente después de realizada la puncién, la sangre fue puesta en los tubos con EDTA como
anticoagulante, homogenizada cuidadosamente por inversion para que no se formaran codgulos o
hemolisis y cada muestra fue identificada con el nimero de arete o tatuaje del bovino. Para su
transportacién fue mantenida en hieleras con refrigerante quimico y para su aimacenaje la sangre
fue guardada en refrigeracion a 4°C.

3.7 Extraccion de ADN

Al inicio de la investigacién se comenzé utilizando el estuche de extraccion de BioRad1,
posterior a ésto se compré otro estuche de extraccin de ADN diferente al primero, (Tabla 1) y
ademés se recibié asesoria sobre la implementacién de técnicas de extraccién que utilizan
soluciones preparadas en el laboratorio. Como resultado de este proceso se analiz6 el éxito de cada
método comparando los resultados obtenidos con cada método implementado (tabla 1). Las
técnicas de extraccion de ADN que se probaron (fabla 1) y el tipo de muestras que se analizaron
para esta evaluacion fueron los siguientes:



Tabla 1: Métodos de extraccion de ADN

[METODO TIPO DE MUESTRA |
IEENOL CLOROFORMO [Sangre nueva
[FENOL CLOROFORMO  [Sangre vieja

TSNT Sangre nueva
[DESALADO Sangre nueva
DESALADO Sangre vieja

SIGMA Sangre nueva
[BIORAD 1 Sangre nueva
{BIORAD 2 Sangre nueva
[BIOMOL Sangre nueva

Las muestras para la extraccion de ADN fueron tomadas a su vez de muestras de sangre al
azhar y todas pertenecen a bovinos, de la raza Beefmaster y Ganado Suizo. Para verificar el éxito
de la extraccion de los ADNs fueron analizados en un gel de agarosa al 0.8% a 75 volts por 20

minutos, posteriormente tefiido en bromuro de efidio por cinco minutos y apreciado en el
transiluminador de luz ultravioleta.

Se realizd extraccion de ADN al total de muestras de sangre de bovinos de Ganado Suizo y
al total de muestras de sangre de bovinos Beefmaster. Después de probar diterentes métodos de
extraccidn, el que mejor se adaptd a las necesidades de nuestro estudio, fue el método desalado, el
cual utiliza dos soluciones de lisis, una para los eritrocitos y otra para glébulos blancos.

A partic de 5ml de sangre periférica se hacen de tres a cinco lavados con la solucién para
lisis de eritrocitos (NH4Ci 155mM, NaHCOs 10mM, EDTA 0.1mM, pH 7.4), hasta obtener una pastilla
blanca (para 500ul de sangre se usan 900pl de solucién). En cada lavado se realizd el mismo
procedimiento que es pipeteo y agitacion hasta deshacer la pastilla, incubacion a 4°C por 10 a 15
minutos y la posterior centrifugacién 14,000 rpm por 15 minutos para obtener la pastilla.
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La ofra solucién que lleva a cabo la lisis de leucocitos (TRIS-HCI 10mM, NaCl 400mM,
EDTA 2mM, Ph 8) se utilizé a razén de 300yl por cada 500 de sangre base. A esta mezcla se
adicioné Proteinasa K (10 mg/ml) y SDS (10%). En el caso de extracciones a partir de 500! de
sangre, se utilizaron 7l y 20pl respectivamente de estas Ulimas dos soluciones; para
posteriormente incubar toda la mezcla de 56°C a 58°C durante una a cuatro horas.

Posterior a esto se precipitan las membranas celulares con 100 ! de NaCl 6M, se recupera
el sobrenadante (previa centrifugacién por 15minutos a 14,000rpm) y Se precipita éste con dos
volimenes de etanol al 100%, se obtiene una pastilla de ADN por centrifugacién de cinco minutos a
14,000rpm y se enjuaga la pastilla con 700y de etanol al 70%, se centrifuga otros tres minutos a la
misma velocidad, se elimina el exceso de etanol y se seca la pastilla.

Por altimo, se resuspende en 100y de TE 1X (TRIS-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0) y se
calientan las muestras a 90°C, para inactivar la accion de la proteinasa K. Para estimar la cantidad
de ADN a utilizar en el PCR, las muestras fueron analizadas en un gel de agarosa al 0.8% en TAE
1X (Tris-acetato, 0.04M; EDTA, 0.001 M) y cormidas a 75 volts por 20 minutos en una cdmara de
electroforesis vertical (MINI-SUB CELL). El ADN se almacena congelado a -20° C y las porciones
para trabajo diario en PCR se mantuvieron en refrigeracion a 4°C.

3.8 Protocolo para el andlisis de los STRs

Para el andlisis de las muestras los ADNs, se prepararon las condiciones de la
concentracion de los iniciadores, para amplificacién individual y en mezcla de los STRs y el
protocolo para los geles de agarosa y poliacrilamida.



3.8.1 Preparacion de los iniciadores.

Se realizd la lectura de los iniciadores con el fin de obtener datos seguros para manejar las
concentraciones recomendadas. Henegariu et al. en 1987 recomienda iniciar expenmentos de
prueba desde concentraciones de 0.54M de cada iniciador de STR. Para iniciar el protocolo de
andlisis de STRs se necasitd tener la informacion acerca de su secuencia en el ADN, su localizacion
en los cromosomas y el rango en pb de cada STR (Tabla 2).

Tabla 2: Caracteristicas de cada STR.

STR Tamano (pb) | Chr | Secuencia de iniciadores
BM 1824 178- 190 1 |1: GAGCAAGGTGTTTTICCAATC (21pb)
2: @CATTCTCCAACTGCTTCCTTG (21pb)
BM 2113 125143 2 | 1:GCTGCCTTCTACCAAATACCC (21pb)
2: §CTTCCTGAGAGAAGCAACACC (21pb)
SPS 115 240- 262 15 | 1: AMMGTGACACAACAGCTTCTCCAG (24pb)
2: LAACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG (24pb)
[ETH3 117-129 19 | 1: GAAGCTGCCTCTCCTGCATTGG (22ph)
2: @ACTCTGCCTGTGGCCAAGTAGG (22pb)
ETH10 210- 226 5 |1: GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA (23pb)
2: 8CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC (23pb)
[ETH 225 140- 156 9 | 1: GATCACCTTGCCACTATTTCCT (22pb)
2 LACATGACAGCCAGCTGCTACT (21pb)
TGLA 122 130- 164 21 | 1: CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC (21pb)
2: @AATCACATGGCAAATAAGTACATAC (25pb)
TGLA 126 108- 127 20 [1: CTAATTTAGAATGAGAGAGGCTTCT (25pb)
2: ATTGGTCTCTATTCTCTGAATATTCC (25pb)
TGLA 227 76- 104 18 | 1: CGAATTCCAAATCTGTTAATTIGCT (24pb)
2: LACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA (25pb)

*En esta tabla se muestra el nombre de ks STRS que se analkzaron, ol tamano del segmento amphficado en
pb, el cromosoma donde se localiza (Chr) y la secuencia de los nueve pares de iniciadores para cada STR
(Chris ot &, 1996). Los caracterss @ (ROX), & (TET) y L (HEX) se refieren al marcador fluoreacents en cada
STR
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Con base a la informacidn comercial proporcionada por la compaiia OPERON, cada
iniciador de los STRs BM1824, BM2113, SPS115, TGLA122 y TGLA225; se diluyé en agua para
PCR, dependiendo de los microgramos y peso molecular que de cada uno de ellos se utilizd una
cantidad de agua en proporcion a la misma cantidad de microgramos de cada iniciador (ejemplo;
385ug en 385ul), lo que queds en una dilucion a 250, de ésta dilucidn se pusieron 10 pul en 1000 pl
de TE 1X en una celda de cuarzo para espectrofotémetro.

Cada iniciador de los STRs ETH3, ETH10 y ETH225, fueron diluidos en 1 ml de TE1X; para
la lectura en el espectofotémetro de estos ultimos tres STRs (seis iniciadores), se pusieron 10 pl de
la dilucion previa en 1000 p! en una celda de cuarzo y se les agregé 1ml de TE 1X a cada uno. Esta
dilucidn quedd 10 en 1000 pl o bien 100 veces diluido cada uno.

Una vez realizadas las diluciones fueron leidas en el espectrofotémetro a 260nm. Después
de obtener los datos de la lectura en el espectrofotémetro se realizaron soluciones de trabajo de
20pl a 50 uM de todos los iniciadores de cada STR. Para el andlisis individual de cada STR por

separado se prepararon soluciones de trabajo a SuM a partir de las de 50uM.

3.8.2 Procedimiento para visualizar geles con el Fluor-S™ Multilmager

Para capturar un STR tefiido con BE en un gel de agarosa al 0.8%, es necesario usar el
Fluor-S™ Multilmager bajo estas condiciones: estando activo el paquete computacional con el
equipo Fluor-S™ Multilmager, se selecciona la luz blanca para alinear el gel, después se activa el
foco de luz ultravioleta junto con el filtro short pass. Una vez seleccionado esto, se le da un tiempo
aproximado de 30 segundos de integracion manual, para capturar la imagen en la computadora.

Para capturar la amplificacion de un STR marcado con fiuorescencia en un gel de agarosa
al 0.8%, es necesario usar el Fluor-S™ Multiimager bajo estas condiciones: estando activo el
paquete computacional con el equipo Fluor-S™ Muttiimager, se selecciona la luz blanca para alinear
el gel, después se activa el foco de luz ultravioleta junto con el filtro long pass. Una vez
seleccionado esto, se le da un tiempo aproximado de 2 minutos de integracién manual, para
capturar la imagen en la computadora,



3.8.3 Condiciones para la PCR simple

La enzima Taq polimerasa, el buffer, el magnesio, los dNTPs y el agua para PCR, utilizados
en este estudio fueron previamente listados en la seccién 3.9.1.

Inicialmente cada marcador se analiz6 en forma individual, de manera que la primera parte

del trabajo consistié en establecer las condiciones individuales de amplificacién mediante PCR,
como se muestra a continuacion en la Tabla 3,

Tabla 3: Condiciones para la PCR simple.

[REACTIVO CANTIDAD CONC FINAL
iniciador 1 (SuM) 1.25p 0.25uM

iniciador 2 (5uM) 1250 0.25uM

DNTP’s (2000pM) 2.5ul 200uM

Buffer PCR (Mg 20mM) 254 2.0mM

Agua PCR 16254 —

Taq polimerasa 5U/ul 0.25p 1.25U/25
ADN (50- 100ng/pl) 1l 2-4ng/l
Volumen final 250l

~Estas son las cantidades e cada reactivo para la PCR individual de
cada STR bajo estas condiciones, Cada PCR se realizé en un volumen total de 25y,

Cada STR amplificé bajo diferentes programas de amplificacion en el termociclador (tabla 4)
y la amplificacién se verifico en geles de agarosa al 2% tefiidos con BE y la electroforesis se cormrid a
75 volts por 1 hora, como se indica en el punto 3.9 de éste capitulo (primer y segundo pérrafo).
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Tabla 4: Programa del termociclador para cada STR individual.

30 CICLOS
[WICIADORE | DESNATU [DESNATURALIZACION [ ALNEAMIENTO | EXTENSION | EXTENSION FINAL |
BM1824 |94°C, ¥ 94°C, T 56°C; 1’ 72°C;3  |72°C;§
BM2113  [94°C; ¢ 94°C; T 63°C; 1' 72°C,;¥ |[72°C;F
SPS115  |94°C, 4’ s4cr 64°C; V' 72C;3  [12°C§
ETH3 94°C; 4 84°C; 1 66°C; 1’ 2°C;3  [72°CF
[ETHI0  |94°C; 4 84°C; T 66°C; ' 72C,3 |12°C;5
[ETH225 |94°C, 4 %G 1 62°C; 1 72°C;3  |72°C;§
TGLA1Z [94°C;4 94°C; I’ 1°C; 72°C,3¥ |72°C,F
[TGLA126 |94°C; 4 94°C; 1" 60°C; T 72C;3 |72°C,5
TGLA2Z7 [94°C; 4 94°C; 1 58°C; 1’ 72°C,3  [72°C;5

*Aqui se muestra la temperatura, tiempo y repeticidn de cada ciclo del programa con que amplificd cada STR.
3.84 Condiciones para la PCR multiple
Para agrupar los STRs se tomé en cuenta que no interfirieran factores como la temperatura

de alineamiento, el marcador fluorescente y el tamaiio esperado de cada STR, que se observd en la
amplificacién y visualizacién de los productos de la PCR (Tabla 5).

Tabla 5: Agrupacion de los STRs.

MEZCLAT [MEZCLA2 MEZCLA3
Iniciador | MF ™ Iniciador MF ™ Iniciador | MF ™
BM1624 50°C_ |ETH3 86°C TGLATZZ 85°C
BMB24F |HEX  |61°C  |ETHF 86°C |HEX  |TGLAIZF |HEX |56°C
BM2113 63°C  |ETHIO 66°C TGLAI26 60°C
BM2113F |TET  |63°C  |ETHIOF 6°C |TET  |TGLAI26F |TET  |60°C
SPS115 63°C  |ETH225 61°C TGLA227 58°C
SPSIT6F |ROX  |85°C  |ETFEZ5F  |63°C  |ROX  |TGLAZZIF |ROX  |59°C

*Por las caracteristicas de su temperatura de emparejamiento y marcador fluorescente se agruparon para considerar los
grupos de mezcia de iniciadores.



36

Las mezclas de los iniciadores fueron preparadas en soluciones de trabajo a
concentraciones de 5uM cada uno a partir de las soluciones madre a 50uM. Para las MEZCLAS 1y
3, se tomaron Syl de cada primer a 50uM para preparar el MIX de 50 l en una concentracion final
de SuM, en la MEZCLA 2 también se tomaron 5yl de cada primer a S0uM con excepcion del
ETH225F que quedé a una concentracion de 7uM, de este se tomaron 35.7pl para preparar la
MEZCLA de 50 pl en una concentracion final de SuM (Henegariu et al, 1897).

Para analizar los STRs en una sola mezcla para PCR, se prepararon las condiciones de
cada reactivo mencionado a continuacién, en la Tabla 6.

Tabla6: Condiciones para la PCR mattiple.

[ REACTIVO CANTIDAD CONC FINAL
Mezcia de Iniciadores (SM) 125 0.25uM
DNTP's (4000uM) 2.5 400pM
Buffer PCR (Mg 25mM) 2.5ul 2.5Mm
Agua PCR 13.25. _—
Taq polimerasa 5U/ul 0.5ul 2.5U/25ul
ADN (50- 100ng/j) 5.0ul

Total 26l

*Estas son las canidades de cada reactivo para la PCR multiple de los STR bajo
estas condiciones. Cada PCR se reakzé en un volumen total de 25ul.

La mezcla total de la reaccion de cada mezcla de microsatélites se amplifico en el
termociclador bajo las siguientes condiciones, que se muestran en la Tabla 7 y la amplificacién se
verificd en geles de agarosa al 2% teiidos con BE y la electroforesis se comié a 75 volts por 1 hora,
como se indica en el punto 3.9 de éste capitulo (primer y segundo pamafo).



Tabla 7: Programa en el termociclador para cada mezcla de iniciadores.

30 CICLOS
[MEZCLA DE
INICIADORES | DESNATURALIZACION | DESNATURALIZACION | EMPAREJAMIENTO | EXTENSION | EXTENSION FINAL
1 84°C; 4 94°C; 1’ 56°C; 1' 72°C,3 | 72°C;5
2 84°C; 4 9°G; 1’ 61°C; 1’ 72°C;3 |72°C;5
3 94°C; ¢' 9°C; 1’ 56°C; 1’ 72°C;3 |72°C,§

37

*Aqui se muestra la temperatura, tiempo y repeticion de cada ciclo del programa con que amplificaron las mezclas de
los STRs.

3.9 Método de electroforesis

Para detemminar el éxito de la PCR, después de terminado el ciclo de amplificacién en el
termociclador, se hizo una mezcla de 5yl de cada uno de los productos amplificados y 2l de jugo
azul 6X (azul de bromofenol, 0.25%; xilencianol, 0.25%); esta mezcla se colocé en un gel de
agarosa al 2% sumergido en la camara de electroforesis horizontal conteniendo TBE 1X (Tris-
borato, 0.09uM; EDTA, 0.002uM), como amortiguador del corrimiento a 75 volts de 45 a 60
minutos,

Para verificar la existencia de las bandas resultado de una amplificacion exitosa, el gel fue
analizado en un sistema Fluor-S™ Multiimager con el cual se capté la fuorescencia emitida por los
STRs. El tamafio de las bandas fue determinado en relacién con el marcador de peso molecular de
100 a 1000pb. La escalera no contaba con fluorescencia por lo que se requiri¢ tefir el gel con BE
para verificar la relacién existente entre las bandas y la escalera.

3.9.1 Separacion de alelos en poliacrilamida

Para la separacién de alelos de cada uno de los microsatélites amplificados mediante PCR,
se realizd un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 5% como indica el manual del Sequi-Gen® GT
y se comi6 en un Sequi-Gen® GT a 500 volts por cuatro horas; posteriormente la tincién del gel se
hizo con BE y su anélisis se realizé en el Fluor-S™ Muttiimager.



38

Para la preparacion del gel de poliacrilamida al 5%, se requirié lo siguiente:

Urea 63gm

TBE 10X 15ml
Acrilamida-bis (19:1) al 30% 25ml

Agua destilada Aforar a 150ml

Primero se colocé la UREA con 33.07 ml de agua destilada en un vaso de precipitado y se
coloco en el termoagitador magnético para disolver la UREA; una vez disuelta se agregd el TBE 10X
(Tris-borato, 0.9uM; EDTA, 0.021.M), posteriormente la poliacrilamida al 30% y por Gltimo se aford
con el agua destilada a 150 ml en una probeta analitica.

Una vez que se tiene montado el Sequi gen como indica su manual de uso, se procedié &
agregar al gel las soluciones que consiguen al gelificacion de la mezcla total del gel de
poliacrilamida, las cuales son:

TEMED 150p!

Persulfato de amonio al 10% 150u

El gel debe vaciarse inmediatamente después de haber agregado y mezclado bien las 2
altimas soluciones. Se espera 1 hora a que polimerice el gel, se monta sobre su cimara de
electroforesis, la cual debe contener buffer de corrimiento en gradiente de concentracidn (TBE 0.5X
en la base y TBE 1X entre los vidrios verticales). Una vez montado el equipo de comimiento se pre-
corre por 30 minutos a 200V.

Después de haber pre- corrido el gel como se indicd, se procede a enjuagar bien cada caril
para eliminar la urea cristalizada y que no interfiera en el corrimiento de la carga. Los productos de
PCR tienen que ser desnaturalizarios a 94°C por cinco minutos con un jugo de comimiento que fue

preparado de la siguiente forma:
Jugo Azul /1
Formamida desionizada 1

Producto de PCR 3ul



3.9.2 Determinacion de alelos en el ABI PRISM® 377 DNA Sequencer

Este tipo de estudios sobre andlisis de genealogia en Medicina Veterinaria en México es
nuevo y pof lo tanto no contamos con la informacién sobre la frecuencia de alelos existente para
cada STR por raza analizada en este estudio.

Debido a lo anterior, se requirié la cooperacion del Departamento de Patobiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Texas A&M, para el uso de un secuenciador
automético ABI PRISM® 377 en la determinacién del tamafio exacto de los alelos presentes en los
productos de PCR obtenidos en la FMVZUANL. El equipo que se ulilizé en Texas fue un
secuenciador automdtico que analiza ¢l ADN de la PCR, teiido con miltiples colorantes
fluorescentes, las muestras de la PCR se cargan en un sistema de gel vertical para que el producto
migre separando sus bandas alélicas, debido a la electroforesis. El andlisis en la computadora por la
deteccion l4ser permite que la visualizacion de la separacién de los alelos, se vea en tiempo real.

En este equipo el tamafio de los productos de la PCR se determina mediante un marcador
intemo de peso molecular, el cual se basa en la intensidad de la fluorescencia emitida

(http://www.appliedbiosystems.com/products/).

En principio la técnica de separacion de alelos en poliacrilamida queda reportada con el
ejemplo de unas muestras, y el resto fue analizado en el secuenciador automético que se menciond
antes.

3.10 Método estadistico

Los datos se analizaron con los siguientes pardmetros, para determinar las diferencias de
las frecuencias génicas entre razas, (Usha et al,, 1995; Chakraborty, 1999).

a) Numero de alelos = conteo directo de variantes de cada alelo observado
b) Frecuencia de alelos = # de observaciones de un alelo / # total de observaciones de
todos los alelos.


http://www.aDDliedbiosvstems.com/Droducts/l
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c) Frecuencia genotipica = # de observaciones de un genctipo / # total de observaciones
de todos los genotipos.
d) Heterocigocidad:

H=1-XP;2
pi= frecuencia del alelo i

@) Contenido de Informacién de Polimorfismo (PIC)

n n-{ n

1-(Zpi3) £ X 2pi2ps?
=1 =1 j=i+

pi= frecuencia del i-ésimo alelo
f) Equilibrio Hardy-Weinberg mediante la Prusba de Homocigocidad, Prueba de Razén de
la Verosimilitud y Prueba Exacta.
g) Probabilidad de exclusién (PE), a partir de la relacién existente entre las fracuencias de
todos los alelos encontrados para ese marcador en la raza en cuestion
h) Poder de discriminacién (PD), a partir de la suma de todas y cada una de las posibles
combinaciones de sus alelos (frecuencias genotipicas) encontrados



CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 Resultados del muestreo

Se obtuvieron en total 180 muestras de sangre de bovinos Beefmaster y 150 de Ganado
Suizo, con las cuales se hizo un banco de ADN en la UBA/FMVZ/UANL. Las muestras incluidas
en este estudio pertenecen a este banco de ADN (tabla 8) del cual se incluyeron al azar, 54 de la
raza PS y 59 de la raza BM. Los ADN del 1PS al 25 PS, proceden del muestreo realizado en
Chiapas; mientras que los que tienen la identificacién 26 PS a 54 PS, pertenacen al muestreo
realizado en la Unién Ganadera Regional. Los ADN del 1 BM al 49 BM proceden de las muestras
proporcionadas por el Centro de Desarrollo de Genética Bovina en Tamaulipas y los ADN con la
identificacién 50 BM a 59BM pertenecen al muestreo realizado en la Unién Ganadera Regional.

Tabla 8: Banco de ADN.

Unién Ganadera Desarmollo de Genética Hubdla, Chispes Total
Regional Bovina
PS 26PSa54PS 1PS a 25PS 150PS
y130PSa y 55PS a 120PS
150PS
BM 50BM a 59BM 1BM a 49BM 180BM
y111BMa y 60BM a 1108M
180BM

“En ¢l congelador de la UBAFMVZ/'UANL, se encuentran identificados los ADN de la raza
Beefmaster del 1BM al 180BM y los ADN del Ganado Suizo del 1BM al 150BM.
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4.2 Evaluacion de métodos de extraccion de ADN

Tomando en cuenta, el tiempo de almacenaje de la muestra, la cantidad y calidad de ADN
que se obtuvo, se seleccion6 el método desalado.

Este método fue el mejor debido a que funciond tanto para muestras frescas como para
las que tenian de 1 a 2 afios de almacenamiento, las soluciones son féciles de preparar y la
calidad del ADN fue ideal para realizar la PCR, el Unico inconveniente comparado contra los
estuches comerciales, fue el tismpo consumido en realizar una extraccion, ya que con los
estuches fue menor que con DESALADO (tabla 9).

Tabla 9: Resultados de los diferentes métodos de extraccién.

[WETODO TWPODE MUESTRA| TOTALDE | ++ | + + | NEGATIVA
MUESTRA | % % % %
FENOL CLOROFORMO | Sangre nueva 30 8 | 10| 10 2
FENOL CLOROFORMO| Sangre vieja 30 0 5§ | 10 15
TSNT Sangre nueva 10 0 9 0 1
DESALADO Sangre nueva 100 31| 46 | 12 11
DESALADO Sangre vieja 100 5 | 48 | 35 12
SIGMA Sangre nueva 9 5 4 0 0
BIORAD 1 Sangre nueva 19 0 2 0 17
BIORAD 2 Sangre nueva 8 2 6 0 0
BIOMOL Sangre nueva 13 4 7 2 0

*El resuliado positivo de las axtracciones de ADN sa evalud con los signos + para poco ADN (de 5Sng a 20ng), ++ para
concentraciones regulares (de 20ng a 50ng) y +++ para las muestras muy concentradas (de S0ng a 150 ng). Las de
menos de 5ng o con nada fueron consideradas negativas.

Los resultados obtenidos con los diferentes métodos de extraccién de ADN, se probaron
en geles de agarosa al 0.8% tefiidos con BE y visualizadas en el FluorS Multilmager (figuras 5 A y
By 6).
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Figura 5: Muesira de extracciones de ADN realizadas con cinco de los siete
diferentes métodos utilizados. En los carmiles 1 a 5 son muestras de extracciones realizadas con
el estuche comercial de Sigma, en los carriles 6 a 9, con el estuche de Biomol, del 10 al 18 con el
estuche BioRad 2 y con el estuche BioRad 1 en los carriles 19 a 27(A). En los cariles 1 a 11 son
extracciones realizadas con el método Fenol- Cloroformo (B).



Figura 6: iones de ADN realizadas mediante el método DESALADO.
Tres geles que muestran verificaciones de ADN previas al PCR, realizadas con el método
desalado.



4.3 Resultado de lectura de los iniciadores

Los iniciadores de nueve STRs fueron leidos en el espectrofotometro, para hacer las
diluciones necesarias para obtener soluciones de trabajo a 50 pM (Tabla 10). La concentracién
micromolar se obtuvo mediante la relacién existente entre los microgramos originales de cada
iniciador, el volumen total en que se hizo la dilucién original, la dilucién preparada para la lectura
en el espectrofotdmetro y el resultado obtenido de la absorbancia. El resultado en concentracién
micromolar, pertenece a la columna final de la tabla 9 y fueron los siguientes: para el BM1824,
181; BM1824F, 141; BM2113, 162; BM2113F, 119; SPS115, 125; SPS115F, 103; ETH3, 103;
ETH3F, 127; ETH10, 77; ETH10F, 63; ETH225, 65; ETH225F, 61; TGLA122, 231; TGLA122F,
142; TGLA126, 133; TGLA126F, 178; TGLA227, 113 y TGLA227F, 108.

Tabla 10: Resultado de la lectura de los iniciadores en el espectrofotémetro.

Oligo Dilucion: | Absorbancia:| pg/ml: vol total lg totales |ConcuM
1BM1824 251 0.1608 1331.9064 368 490.14 181
[BM1824F 251 0.10935 905.74605 806 730.03 141
(BM2113 251 0.1324 1096.6692 427 468.28 162
[BM2113F 251 0.1084 897.8772 364 326.83 119
SPS115 251 0.1337 1107.4371 891 986.73 125
SPS115F 251 0.1039 860.6037 92 79.18 103
ETH3 101 0.26705 890.07765 1000 890.08 127
|ETH3F 101 0.2111 703.5963 1000 703.6 93
[ETH10 101 0.1821 606.9393 1000 606.94 77
[ETH10F 101 0.1206 401.9598 1000 401.96
|ETH225 101 0.13365 445.45545 1000 445.46 65
ETH225F 101 0.13365 445.45545 1000 445.46 61
TGLA122 251 0.1922 1591.9926 370 589.04 231
TGLA122F 251 0.16715 | 1384.50345 387 535.8 142
TGLA126 251 0.1494 |1237.4802 409 506.13 133
TGLA126F 251 0.1697 1405.6251 405 569.28 178
TGLA227 251 0.11795 976.97985 501 489.47 113
TGLA227F 251 0.128 1060.224 61 64.67 108

"Los inkiadores de fos STRs BM1824, BM2113, SPS115, TGLAI22, TGLA126 y TGLAZ27 fueron diluidos agua para

PCR en una cantidad de liquido igual a la de su peso en ug; mientras que los iniciadores de los STRs ETH3, ETH10 y
ETH225 fueron diluidos en 1mi de TE 1X.



4.4 Preparacion de los iniciadores

Una vez determinada la concentracion de cada iniciador, se procedié a efectuar los
célculos comespondientes para hacer soluciones de trabajo de 20l a 50pM, con la férmula VIC1
= V2C2. Estas condiciones se musstran en la Tabla 11, Al realizar pruebas comparativas con
concentraciones de 0.5uM y 0.25uM, la amplificacion resulté con la misma calidad y ademés se
disminuyd la intensidad de la banda de dimeros de iniciadores con la concentracion de 0.25uM.

Tabla 11: Concentraciones que resultaron al preparar las soluciones de trabajo.

INICIADOR V2Cc2/C1 Vi AFORAR/ H20 V2
BM1824 (20)(50y/181 5.5 14,50 20
BM1824F (20)(50)141 7.1l 12,90l 20
BM2113 (20){501/162 6.2l 13.8u 20yl
BM2113F (20)(50¥'119 8.4yl 1.6 20l
SPS115 (20)(50/125 8.oul 12.0u 20yl
SPS115F (20)(50)/103 9.7l 10.3u 20ul
ETH3 (20)(50y127 7.9l 12,1l 20pl
ETH3F (20)(50y93 10.8 o.2ul 20l
ETH10 (20)(5077 13.0u 7.0ul 20l
ETH10F {20)(50¥/63 15.9ul 4.1l 20pl
ETH225 (20)(501'65 15.4ul 4.6u 20l
ETH225F .

TGLA122 (20)(50)/231 4.3 15.7ul 20
TGLA122F (20)(50y142 7.04l 13.0ul 20p
TGLA126 (20){50/'133 7.5l 12,50 20l
TGLA126F (20)(50y178 5.6ul 14,40 20
TGLA227 (20)(50¥'113 8.8l 11.2ul 20ul
TGLA227F (20)(50/108 9.3ul 10.7ul 20l

*Aqui se indican las cantidades exactas a tomar de cada dilucion para preparar las soluciones de trabajo en PCR de
20u! a 50uM. "El iniciador del STR ETH225F quedé originaimente a 7uM, por lo que las soluciones madre se
almacenaron a 7uM. V1: Cantidad buscada. C1: Concentracién en la lectura espectrofolométrica, V2: Solucion de
trabajo 50, C2: Concentracién deseada 50yM,
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4.4.1 Fluorescencia emitida
Este experimento fue realizado para mostrar la eficiencia del equipe Muliiimager para
captar la fluorescencia de los microsatélites BM1824 y BM2113 visualizados sin tefiir con bromuro

de etidio (Figura 7A). También se muestra el mismo experimento pero ahora tefiido con bromuro
de etidio, en ésta figura si se puede apreciar el marcador de peso molecular (Figura 7B).

A B

BM1824 BM1824

1000pb

100pb

M12345/67891011M

M123456789101IM

BM2113 mMzL

Figura 7: PCR de los STRs BM2113 y BM1824. Gel sin tefiir que muestra la
fluorescencia de los microsatélites BM1824 y BM2113 (A). El mismo gel y experimento tefiido con
bromuro de etidio (B). M=marcador de peso molecular; carriles del 1 al 10 5 muestras altemadas
con los marcadores BM2113 y BM1824 y el carril 11 es un control negativo.



4.4.2 TGLA126F daiado

EI STR TGLA126, no amplificé bajo ninguna TM semejante a la tedrica (desde 56°C hasta
65°C), este experimento se realizd para verificar si el TGLA126 estaba en buenas condiciones y
consistié en cargar diferentes cantidades directas del iniciador en un gel desnaturalizante al 5% de
poliacrilamida y tefido con bromuro de etidio. El resultado fue el que se muestra en la Figura 8. La
carga se realizd intercalando el TGLA126R y TGLA126F primero con 1l directo de la dilucion de
los iniciadores para cada uno y los siguientes en forma ascendente hasta llegar a 6pl, las
concentraciones, correspondieron a 0.35, 0.71, 1.07, 1.42,1.78 y 2.14.

12345678 9101112

RFRPFPRVPFRPFRTFRTFEF

Figura 8: Determinacion en gel de poliacrilamida de la cantidad y calidad de los
iniciadores TGLA126R y TGLA126F. Gel de poliacrilamida al 5%, cormrido por 20 minutos para
determinar la fluorescencia defectuosa del STR TGLA126F. Cada camil fue cargado con
cantidades diferentes de la dilucién original de cada iniciador. En el caril 1 y 2 se cargd 1pl, en el

3y4,2ulenel5y6,3ulenel7y8, 4ul,enel 9y 10, 5ulyenel 11y 12, 64l



4.4.3 Amplificacion individual de 8 STRs

Los microsatélites fueron amplificados de forma individual antes de realizar la
amplificacién en mezcla, los PCRs se realizaron bajo el mismo programa y a una misma TM. En la
figura 9 A y B, se muestra este experimento donde se utilizaron los STRs BM1824, BM2113,
SPS115, ETH3, ETH10 y ETH225.

M 1 2 3 4 5 6 17

§ § 888888

§

Figura 9 A y B: Representacion de los 8 STRs amplificados por individual. En la
figura 9A en el primer carril esta el marcador de peso molecular de 100 a 1000 pb; en el nimero 1
se encuentra el BM1824, en el 2 el BM2113; en el 3 el SPS115; en el 4 el ETH3, en el 5 ol ETH10
y por dltimo en el 6 el ETH225. Los primeros 3 se amplificaron en tubos independientes pero en la
misma corrida de PCR (TM 56°C) y los 3 restantes de la misma forma (TM 61°C),. En la figura 9B,
se muestran los STRs TGLA227 y TGLA122 amplificados bajo las mismas condiciones (TM
56°C).



4.4.4 Amplificacion en mezcla de los iniciadores

Despusés de haber quedado establecidas las condiciones de amplificacién para cada STR
se hizo PCR midiitiple con los STRs BM1824, BM2113 y SPS115, en un mismo tubo de reaccion
(figura 10); del mismo modo se procedié a tratar los STRs ETH3, ETH10 y ETH225 en un PCR
muttiple (figura 11). Aqui podemos ver que la banda comespondiente al ETH3 no se puede
apreciar, por lo que decidimos amplificarlo de forma individual (Figura 11). Por (itimo los STRs
TGLA122 y TGLA227 tratados también en PCR miiltiple (Figura 12).

Figura 10: PCR en multiple de los STRs BM1824, BM2113 y SPS115. En el primer
carril se encuentra el marcador de peso molecular pst-1, en los carriles 1y 2 muestras de PCR
mittiple y en el camil 3 estd un control negativo.
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1000pb

<4— ETHIO
<4— ETH2S

100pb

Figura 11: PCR multiple de los STRs ETH3, ETH10 y ETH225, En el primer camil se
encuentra el marcador de peso molecular de 100 a 1000, en los carriles 1, 2, 3 y 4 muestras de
PCR, la banda perteneciente al STR ETH3 no se aprecia.
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TGLA122
TGLA227

Figura12: PCR multiple de los STRs TGLA 122 y 227. En el primer camil se aprecia el
marcador de peso molecular de 100 a 1000 pb, en los carriles 1 y 2 se ven las bandas
pertenacientes a los STRs TGLA122 y TGLA227.
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4.5 Gel de poliacrilamida

La metodologia de la técnica en poliacrilamida para la separacion de los alelos del
marcador BM1824, se prepand un gel desnaturalizante al 5% (Figura 13) como se indica en el
capitulo de Material y Método. En el primer carril se cargaron Sul de la escalera 1000 pb solo
como referencia, ya que el tamaiio de los alelos se sabe por los resultados obtenidos con el
secuenciador automético y los siguientes cinco camiles del gel fueron ocupados con la misma
muestra de PCR perteneciente a un solo animal (bovino BM). El tamafio de los alelos que se
aprecian son de 180 y 188 pb.

1000
A
188pb
180pb
100

Figura 13: Apreciacion de los alelos 180 y 188 del STR BM1824, M= marcador de peso
molecular de 100 a 1000 pb, camiles 1 a 5 muestra de PCR individual del STR BM1824.



4.6 Resultados con el secuenciador automético ABI

La determinacion de los alelos se realizé en un secuenciador automatico por que no
contamos con una escalera alélica, Los resultados obtenidos con el secuenciador automético se
determinaron a partir de la fluorescencia captada por el equipo ABI que consiste en determinar el

tamafio de los alelos por la intensidad de la banda de cada alelo representada en picos graficos
(figura 14).
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Figura 14 Apreciacién de los STRs fluorescentes con el ABI. En la linea superior se

muestra la seiial del STR BM1824, consecutivamente y en orden descendente siguen las sefales
pertenecientes a ios STRs BM2113, SPS115, ETH3, ETH10, ETH225 TGLA122 y TGLA227,




Tabla 12A. Alelos que conforman el genotipo de los animales del Ganado Suizo, estudiados.

PS, BM1824 BM2113 BPS11S ETH3 BTH16  ETH225 TGLA122 TGLA227 SEX
iPS_ENCH, 188 188 131 131 250 254 114 120 . . 150 152 140 142 83 87 2
2PS_CARM, 180 188 138 144 250 254 112 114 . . 148148 . . . .
3PS_SORU, 188 188 139 142 250 256 . . . . 182152 . . . .
4PS_GARD, 180 182 137 140 250 252 . . . . 146157 . . . .
SPS_HORM, 182 188 131 131 250 254 . . . . 1s2182 . . . ,
9PS_520C, 180 182 129 129 223 223 . . . . 150152 . . . .

10PS_570, 178 182 129 131 250 254 . . . . 152 152
11PS_TOR, 176 186 130 141 252 256 114 116 213 223 . .
12PS_530, 176 186 130 141 252 256 114 114 215 223 148 153 141 153 76 87
13PS_590, 176 186 130 141 252 256 114 120 214 223 148 150 141 153 82 82
14PS_02C, 182 188 129 142 223 254 114 116 213 223 150 152 . v e
1S5PE_930, 180 186 128 141 250 256 - - ) . . » . .
16PS_670, 182 188 129 142 252 256 114 114 213 223 150 152 136 136 89 89
17PS_ARG, 188 188 129 142 252 256 114 116 213 223 142 150 142 1S0 87 93
18PS_720, 180 1688 140 144 250 254 114 116 221 227 142 150 142 142 87 93
19PS 850, 176 186 130 141 252 256 114 117 221 221 142 150 142 150 87 93
20PS_CAR, 180 188 129 142 248 248 114 116 213 223 148 152 150 150 76 82
21PS_701, 180 188 129 145 240 254 114 116 215 221 148 152 150 150 76 82
22PS_820, 181 181 129 134 223 252 114 120 214 223 148 152 136 140 76 82
24PS_49C, 178 180 142 146 240 240 114 124 215 221 142 1S5S0 142 1S54 77 93
25PS 510, 179 180 142 146 250 254 114 114 215 221 142 150 141 141 77 93
26PS_600, 178 180 142 146 250 254 116 124 215 221 142 150 142 154 77 90
27PS_601, 176 180 142 146 250 254 114 124 215 221 142 150 150 154 77 92
2BPS 650, 178 180 142 146 248 254 114 124 215 221 142 150 142 142 77 93
29PS 700, 178 180 142 146 243 250 114 124 215 221 142 150 142 1S54 77 93
44P5 506, 179 182 131 146 240 240 122 124 215 225 152 152 142 142 78 80
45PS 907, 182 188 131 146 243 243 112 114 221 227 152 152 142 142 78 80
49PS_980, 179 181 138 140 250 250 90 94 221 227 152 152 . .
50PS_930, 178 180 129 146 243 250 90 94 215 225 146 148 150 150 94 94
S1PS_41C, 178 178 129 129 243 250 114 114 221 227 146 148 152 159 77 83
$2PS_970, 180 180 130 130 243 250 112 114 222 227 146 148 . .
53PS_910, 179 179 129 129 243 250 114 114 221 225 146 148 150 152 77 83
54PS_9€0, 179 179 129 128 243 250 114 114 221 225 146 148 . o« e s
55PS_52C, 183 183 129 138 243 250 112 116 215 225 152 160 . . m e
56PS_990, 182 182 129 137 243 250 112 116 215 225 152 160

82PS_H-3, 178 182 135 137 240 240 . . . . . . 142 148 77 81
83PS_J-8, 180 182 137 137 243 250 . . . . . . 150 150 89 97
B4PS J-4, 178 182 138 144 243 250 . . § . . - 148 152 87 89

BSPS_H-4, 178 182 138 142 243 250 . - . . . . 142 175 B9 93
B6PS_J-4, 179 179 135 144 242 250 116 122 223 225 152 152 150 152 81 97

87PS_J-2, 178 178 135 144 250 25¢ . . . . . . . o 8
88PS_J-2, 180 182 135 142 243 250 - 8 5 - . . i 8 8w
89PS H-5, 178 182 129 138 250 254 . . . . . . . « v
S0PS_H-3, 178 182 135 138 251 256 122 124 - . 142 152 142 152 87 89

91PS H-4, 178 182 135 137 250 256 . . . . . . 140 150 81 81
92PS_J-2, 179 181 138 144 242 250 114 116 216 221 142 152 142 150 B1 91
93PS J-2, 179 182 131 144 250 256 122 122 218 223 148 152 152 175 B9 93
94PS_H-2, 179 183 131 144 250 254 114 124 220 225 146 148 142 150 89 89
95PS J-1, 182 182 138 146 250 260 114 122 219 223 146 152 140 142 89 97
96PS_257, 179 181 138 144 250 256 . . 221 225 152 152 150 150 81 89
S7PS_J-1, 179 182 135 135 240 250 116 122 221 225 148 152 . e 4 .
98PS_J-3, 179 182 137 137 242 250 122 124 223 230 142 152 142 142 87 89
99PS_J-2, 181 181 138 138 250 250 122 122 221 225 142 152 . « s e

NOMMNLOMNNNDODMMDNNNMNNMRPOMNMNMNDNNNMNMNNMOMORMNNNOORNNDDNONNNDNNNNNNNONNNNDDNDDNDNMNDDDODRONEN

100PS J-, 181 181 137 137 243 220 122 124 223 225 142 1252 142 142 87 87 2
*En la tabla 12 A aparece en la primer columna, la numeracin en orden ascendienta que se asigné para el control de
los animales estudiados para efectos del andlisis estadistico; la siguiente columna contiens la identificacién que se le
asigné a la extraccién de ADN en el laboratorio; posteriormente aparece la identificacidn original de su arete o tatuaje
dependiendo ol caso de cada animal incluido en el andlisis; después aparece cada uno de los microsatéiites
analizados por PCR militiple (8) y su respectivo genatipo por animal.
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BM, ETH10
3BM_7038, 180 182 137 140 . . . . . . . .
4BM_7203, 188 188 137 140 . . « i ¥ @ @
SBM_7250, . . 140 14¢ . ,; . . 215 217 152 152 136
7BM_7998, 182 182 138 140 . . 112118 . . . . .
BBM_7023, 182 188 138 140 . . 114 114 206 213 . . 142
9BM_7010, 182 188 137 140 . . . . . .+ .
11BM_717, 1B0 186 127 136 250 258 118 118 209 215 152 152 141
13BM_727, 178 188 130 143 243 250 . . . . .« .
14BM 727, .. 127130 . . . e e e a4 e
1SBM_728, 178 178 139 13% , . ¢ = x w  w
18BM_711, 180 186 136 139 . . . . +« = . .
19BM_715, 180 186 137 144 . . 114 116 . . 142 142 150
20BM_711, 179 182 142 146 251 251 99 114 213 218 . . .,
21BM_727, 180 182 129 144 . . 101 118 . , 150 160 142
22BM_715, 180 189 142 147 245 250 100 118 215 218 156 156 150
23BM_715, 178 188 137 140 ., . . . . . 152 160 136
24BM 750, . . 142 146 243 248 114 118 215 217 152 152 142
25BM_728, 178 180 142 147 . . 112 122 213 217 152 152 146
26BM_726, 180 180 133 143 . . 114 114 213 217 161 161 150
27BM_700, 180 183 . . . . 100 112 215 223 150 152 .
28BM 726, 1B0 182 145 147 248 255 . . 214 217 152 161 142
29BM_715, 182 1B2 140 146 . . 1121221 , ., ., . 150
30BM_772, 180 183 134 150 244 251 114 114 215 221 150 161 142
31BM_730, 180 182 140 148 . . 112 122 213 215 146 160 136
32BM| 728, )« /. |137 148\ . . . . 217217 . . .
34BM_726, 181 182 147 147 . . . 213 217 142 161 142
3SBM_758, . . 137 137 245 251 ., . 217 217 152 152 .
36BM_714, 160 180 129 133 . . 100 114 . . . . 150
37BM_728, 182 188 129 144 . . 112 114 211 218 152 152 136
38BM_751, 188 188 142 146 251 262 . . 217 221 156 161 140
39BM_799, 183 189 135 138 240 247 . . 213 213 152 152 140
40BM_705, 183 189 131 135 243 250 . . . . . . .
41BM_715, 183 188 139 139 242 249 100 114 . . . .
42BM_737, 183 188 132 133 243 250 99 114 213 215 . . .
43BM_725, 180 182 133 146 250 262 . . . =
44BEM_758, 180 188 142 142 248 250 . . . . . 4.
45BM_751, 182 182 133 133 250 256 . . . . . . .
47BM_773, 182 182 140 142 248 262 . . . . . .+ .
48BM_704, 178 182 133 138 250 262 114 115 . . . 142
49BM_ 732, 182 182 129 144 248 258 ., . . .« . .
SOBM_331, 180 188 137 140 250 256 . . . . .« . .
S1BM 729, 182 188 133 146 250 262 . . . . . & =
S2BM_713, 182 182 133 142 250 262 . . . . . . .
S53BM_751, 182 1B2 133 135 248 250 . ; .
5SBM_762, 180 182 137 140 . . 116 116 213 213 160 160 150
61BM_140, 182 188 133 146 . ., 122 124 . . 150 152 150
BOBM 338, 180 182 . . . . 101 114 210 217 . . .
81BM 200, 182182 . . ., 112122 . . . . .
B2BM_28/, 180 182 144 144 . . 100116 . . . . .
B4BM 28/, 179 182 . . . . . . . . . e
BSBM 353, 182 188 131 14¢ . . . . . ., . . .
86BM_527, 180 188 129 146 . . . . .+« e .
87BM_17/, 1B0 182 135 142 . . . . < .+« . =
BBEBM 018, 180 182 144 146 . . . . . . & e
89BM_132, 180 182 144 146 . . . . . . . . -
91BM_112, . . . . . . . . 217 225 142 161 .
92BM 41/, . . . . . .« . . 217 221 150 152 .
93BM_127, ., . . « . 114 116 216 216 150 156 .
94BM 012, 3 223 226 161 161

'TablawBapareoelamismadescnpclondelpnédetabladeMZA
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4.7 Anilisis de resultados
4.7.1 Nimero y frecuencia de alelos

En las tablas 13 (A y B) y 14 (A y B); se indican las frecuencias de cada marcador por
raza, este resultado nos indica la relacién del marcador entre el nimero de animales analizados y
las veces que éste se repitid en cada raza. Ademds de que es un valor imprescindble para
determinar la heterocigocidad y el PIC, El locus del STR BM1624 tuvo nueve alelos desde 176
hasta 188 pb (pares de bases) para BM y también nueve para PS desde 178 hasta 189 pb; el
locus del STR BM2113 fuvo 15 alelos desde 128 hasta 146 pb para PS y 22 alelos desde 127
hasta 150 pb para BM; el locus del STR SPS115 tuvo 11 alelos desde 223 hasta 260 pb para PSy
14 alelos desde 240 hasta 262 pb para BM; el locus del STR ETH3 tuvo nueve alelos desde 90
hasta 124 pb para PSy 11 alelos desde 99 hasta 124 pb para BM; el locus del STR ETH10 tuvo
13 alelos desde 213 hasta 230 pb para PS y 14 alelos desde 206 hasta 226 pb para BM; el locus
del STR ETH225 tuvo ocho alelos desde 142 hasta 160 pb para PS y ocho alelos desde 142 hasta
161 pb para PS; el locus del STR TGLA122 tuvo siete alelos desde 136 hasta 154 pb para PS y
cinco alelos desde 136 hasta 150 pb para BM y por Uitimo el locus del MS TGLA227 tuvo 10
alelos desde 76 hasta 94 pb para PS y siete alelos desde 76 hasta 98 pb para BM.

Ei nimero y frecuencia de alelos encontrados fueron muy informativos. El STR con
menos alelos tuvo ocho y el STR con més alelos tuvo 22. Esto indica que son STRs con
polimorfismo adecuado para una poblacidn de animales de este tipo de explotacion. En las
frecuencias de cada alelo hubo muy poca variabilidad dei equilibrio de HW. El equilibric de HW se
da en poblaciones con mucha diversidad genética (Deviin y Risch, 1992), lo que no sucede con
las poblaciones de bovinos, por eso encontramos que las frecuencias de los alelos son muy
similares o bien que el genotipo dado por un STR es muy frecuents, por eso este equilibrio no
explica éste estudio.
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Tabla 13, A y B. Locus (alelo) de cada STR, R (nimero observado) y pi (frecuencia génica)

de cada alelo en la raza PS.
A
LocusM1| R | pl (LocusM2[| R | pi |LocusM3|R| pi |[LocusM4|R | pi
176 4 |10.0370 128 1 10.0083| 223 4 10.0370 90 2 |0.0256
178 17 10.1574| 129 19101759 240 8 10.0741 94 2 10.0256
179 | 15[0.1388] 130 | 6 [0.0556] 242 | 3 [0.0278] 112 | 5 [0.0641
180 [18]0.1666] 131 | 9 [0.0833] 243 |15]0.1389] 114 | 32 [0.4103
181 9 [0.0833] 134 |1 [00093] 248 | 3 [0.0278] 116 |12 [0.1539
182 |23 |0.2129] 135 | 8 |0.0741] 250 |39 [0.3611| 117 1 (0.0128
183 3 [0.0277] 137 [10[0.0926] 251 1 [0.00903] 120 [ 3 [0.0385
186 5 [0.0463] 138 [12]0.1111] 252 | 8 [0.0741] 122 |11 [0.1410
188 14 ]0.1296 139 1 ]10.0093| 254 14 10.1296 124 10 |0.1282
140 | 3 [0.0278] 256 |12 [0.1111
141 | 5 [00463] 260 | 1 [0.0093
142 [13 [0.1204
144 | 9 |0.0833
145 1 |0.0093
146 |10 [0.0926
B
LocusM5| R | pi [LocusM8| R | pi [LocusM?| R| pi |LocusM8| R | pi
213 5 [0.0676] 142 [14]0.1591] 136 [ 3 [0.0417 76] 4]0.0556
214 2 [0.0270] 148 [ 8 [0.0009] 140 | 4 [0.0556 77| 9/0.1250
215 [12]0.1622] 148 [15[0.1704] 141 5 [0.0694 78] 2/0.0278
216 1 [0.0135] 150 [14 [0.1591] 142 |24 [0.3333 80| 2[0.0278
218 1 [0.0135] 152 [33]0.3750 148 | 2 [0.0278 81| 6[0.0833
219 1 10.0135] 153 [ 1 [0.0114] 150 |18 [0.2500 82| 5]/0.0694
220 1 [0.0135] 157 | 1 (0.0114] 151 1 [0.0139 83[ 3[0.0417
221 119]0.2568] 160 | 2 [0.0227] 152 | 6 [0.0833 87| 11/0.1528
222 1 [0.0135 153 | 2 0.0278 89| 13]0.1806
223 [13(0.1757 154 | 4 [0.0556 90[ 1]/0.0139]
225 [12(0.1622 159 1 [0.0139 91 1]0.0139|
227 5 0.0676 175 | 2 |0.0278 93| 10]/0.1389
230 1 [0.0135 04! 2/0.0278
97| 3/0.0417

*En esta labla los microsatélites se abreviaron de la siguiente manera M1 (BM1824), M2 (BM2113), M3 (SPS115), M4
(ETH3), M5 (ETH10), M6 (ETH225), M7 (TGLA122) y M8 (TGLA227). También se encuentra incluido el tamario de
cada alélo en el locus del marcador (180, 182, 188, etc.)



Tabla 14, Ay B. Locus (alelo) de cada STR, R (nimero observado) ¥ pi (frecuencia génica)

de cada alelo an la raza BM.
A
Locus M1| R | pi |Locus M2| R| pi [lLocusM3|R| pi |LocusM4|R | pi
178 | 6 [0.0600| 127 | 2 10.0196] 240 |1 |0.0217| 99 |2 |0.0400
179 | 2 |0.0200] 129 | 5 [0.0490] 242 |1 (0.0217] 100 |5 |0.1000
180 |25)0.2500| 130 | 2 [0.0196] 243 | 4 [0.0870| 101 | 2 |0.0400
181 | 1 |0.0100] 131 | 2 [0.0196] 244 |1 |0.0217| 112 |7 |0.1400
182 |37 |0.3700] 132 | 1 |0.0098] 245 |2 |00435] 114 [16]0.3200
183 | 6 [0.0600] 133 | 11 |0.1078] 247 |1 [0.0217| 115 |1 [0.0200
186 | 3 |0.0300| 134 | 1 [0.0098] 248 |6 [0.1304| 116 |5 |0.1000
188 |17 |0.1700| 135 | 4 [0.0392] 249 |1 (00217 118 |6 |0.1200
189 | 3 |0.0300] 136 | 2 [0.0198| 250 |13]/0.2826| 121 | 1 |0.0200
137 [ 10 [0.0980] 251 |5 /0.1087| 122 | 4 |0.0800
138 | 4 [0.0392] 255 |1 [0.0217| 124 |1 |0.0200
139 | 5 [0.0490] 256 | 2 |0.0435
140 | 12 [0.1177| 258 | 2 | 0.0435
142 | 10 [0.0980] 262 |6 [0.1304
143 | 2 [0.0196
144 | 10 [0.0980
145 | 1 [0.0098
146 | 10 0.0980
147 | 5 |0.0490
148 | 1 [0.0098
149 | 1 [0.0098
150 | 1 [0.0098
B
LocusM5| R | pl [LocusM8| R| pi |LocusM7| R | pi |Locusm8| R | pi
206 | 1 |0.0200] 142 | 4 |0.0833] 136 | 4 |0.0909] 70 1_|0.0227
209 | 1 |0.0200] 146 | 1 |0.0208] 140 | 3 |0.0682] 76 1 [0.0227
210 | 1 |0.0200] 150 | 6 |0.1250] 141 | 1 |0.0227| 77 7 |0.1591
211 | 1 [0.0200] 152 |19]0.3958] 142 |13 |0.2954] 78 6 [0.1364
213 | 11 [0.2200] 156 | 4 |0.0833| 146 | 2 |0.0454] 80 5 (0.1136
214 | 1 J0.0200] 160 | 5 [0.1042] 149 | 1 [0.0227] @1 2 [0.0454
215 | 9 [0.1800] 161 | 9 |0.1875] 150 |18 [0.4091] 862 5 [0.1136
216 | 2 [0.0400 152 | 1 |0.0227] &8 6 |0.1364
217 | 14 |0.2800 160 | 1 |0.0227 89 1 |0.0227
218 | 2 [0.0400 80 2 |0.0454
221 | 3 |0.0600 91 2 (0.0454
223 | 2 [0.0400 98 5 |0.1136
225 | 1 [0.0200 29 1 [0.0227
226 | 1 |0.0200

*En esia tabla los Microsatéites 88 abreviaron de la siguiente manera M1 (BM1824), M2 (BM2113), M3 (SPST15), M4
(ETH3), M5 (ETH10), M6 (ETH225), M7 (TGLA122) y M8 (TGLA227). También se encuentra incluido el tamafio de
cada aleko en el locus del marcador (180, 182, 188, efc.)



4.7.2 Frecuencia genotipica

Los diferentes genotipos encontrados, fueron muy informativos y sus frecuencias muy
cercanas. Para el STR BM1824 se encontraron en el Ganado Suizo 18 genotipos diferentes con
frecuencias desde 0.0185 hasta 0.1296 y en la raza Beefmaster 17 genotipes con frecuencias
desde 0.02 hasta 0.22. El STR BM2113, tuvo 31 genotipos con frecuencias desde 0.0185 hasta
0.1111 para el Ganado Suizo y para la raza Beefmaster tuvo 36 genotipos con frecuencias desde
0.0196 hasta 0.1176. EI STR SPS115, tuvo 18 genotipos con frecuencias desde 0.0185 hasta
0.2407 para el Ganado Suizo y 16 genotipos con frecuencias desde 0.0435 hasta 0.1739, para la
Beefmaster. El ETH3, tuvo 13 genotipos con frecuencias desde 0.0256 hasta 0.1795 para el
Ganado Suizo y 18 genotipos con frecuencias desde 0.04 hasta 0.12 para la Beefmaster. El
ETH10, tuvo 15 genotipos con frecuencias desde 0.0270 hasta 0.1892, para el Ganado Suizo y 14
genotipos con frecuencias desde 0.02 hasta 0.28, para la Beefmaster. El ETH225, tuvo 12
genotipos con frecuencias desde 0.0227 hasta 0.2045, para el Ganado Suizo y 14 genotipos con
frecuencias desde 0.0417 hasta 0.2917, para la Beefmaster. El TGLA122, tuvo 19 genotipos con
frecuencias desde 0.0278 hasta 0.1667, para el Ganado Suizo y 10 genotipos con frecuencias
desde 0.0455 hasta 0.2727, para la Beefmaster. El TGLA227, tuvo 20 genotipos con frecuencias
desde 0.0278 hasta 0.1389, para el Ganado Suizo y 19 genotipos con frecuencias desde 0.0455
hasta 0.0909, para la Beefmaster (Tablas 14 Ay B).



Tabla 15A. Genotipos y frecuencia de los ocho STRs para el Ganado Suizo.

M1 e _ M3 7]
Ganolipo | P Genolipo ] Genolipo B Genowpo =]
obesrvado observado observado observado
176/196 0.0741 | 128/141 00185 | 223/2%; 00185 | 004 0.0518
178/178 0.0370 | 129129 00741 | 22828 0.0185 | 1121174 0.0796
(178/180 01111 | 12913 00185 | 223254 00185 | 11216 0.0513
179182 01296 | 129134 00185 | 240240 00556 | 114114 0.1538
(179178 00556 | 1280137 00185 | 2407250 00185 | 114/116 0.1785
1750180 0.0185 | 1207138 00370 | 240254 00185 | N4117 0.0256
179/181 00556 | 129/142 00741 | 242/250 00556 | 114120 0.0769
178/182 00741 | 1297145 00185 | 243743 00185 | 114122 0.0256
179/183 00185 | 1297146 00185 | 243250 02407 | 1141124 0.1282
180/180 0.0185 | 130130 00185 | 248048 00185 | 116122 0.0513
180/182 0.0741 | 1307141 0.0741 | 248/254 00185 | 116/124 0.0250
180/186 0.0185 | 131431 00370 | 2500250 00370 | 121122 0.0513
1307188 0.0741 | 131144 0.0370 | 250/252 0.0185 | 122/124 0.1026
1811181 0.0556 | 131146 00370 | 250254 0.2037
182/182 0.0370 | 135145 00185 | 2500256 0.0826
182/188 00761 | 135437 D370 | 2507260 0.0185
103/183 0.0185 | 135/138 0.0185 | 251725 0.0185
188/188 0.0556 | 1351142 00185 | 2521256 0.1111
135184 0.0370
137137 0.0556
137740 0.0185
138138 00185
1381140 0.0185
138142 0.0185
136/144 0.0741
138/148 0.0185
138142 0.0185
140144 0.0185
1421146 01111
142142 0.019%6
1421148 0.0588
M5 _ M6 M7 W _
Genotipo | PI Genolpo | P Genotipo [P Genolipo [ Fi
observado obearvado obsarvado observado
213223 0.1351 | 142150 02045 | 136/136 00278 | 7682 0.0833
141223 00541 | 142052 01138 | 136/140 00278 | 76/87 0.0278
215221 0.1892 | 146148 01364 | 140/142 0055 | 77/81 0.0278
2157223 0.0270 | 146/152 00227 | 140150 00278 | 77783 0.0558
215225 0.1081 | 148157 00227 | 141141 00278 | 77/0 0.0278
216221 00270 | 148/148 00227 | 1417151 0.0278 | 7783 0.1389
21622 00270 | 148150 00227 | 1411153 0.055 | 7850 0.0556
2192 0.0270__| 148152 0.1138 | 142142 0.1667 | 8181 0.0278
2200225 0.0270 | 148/153 0.0227 | 142148 0.0278 | 81/9 0.0278
2217221 0.0270 | 150/152 00009 | 142/150 01111 | 831 0.0278
21/225 0.1351 | 152/152 01819 | 142152 00278 | 8157 0.0278
217227 0.1081 | 152160 0.0455__ | 1421154 00833 | 822 0.0278
(2227 | 00210 142175 00278 | 8387 0.0278
2225 0.0541 148152 00278 | 87/67 0.0278
23240 0.0270 150150 0.1388 | 87/89 01111
1500152 0.0556 | 8783 0.0833
150154 0.0278 | 89/89 0.0556
152/150 0.0278 _| 8943 0.0556
152175 0.0278 | 8897 0.0556
- 3454 0.0278




Tabla 15B. Genotipos y frecuencia de los ocho STRs para la raza Beefmaster.

M . N 3 )
Genotipo Genotipo Genolipo A Genolipo 3]
observado observado observado obssnvano i

178178 0.02 121130 00196 | 2407247 00435 [oa1id 0.080
178/180 0.02 1271136 00196 | 242249 00435 [ 100112 0.040
170182 0.02 20133 00198 | 243748 0.0435 | 1004174 0.080
178188 0.04 201144 0.0568 | 243/250 0.1304 | 1007116 0.040
170182 0.04 1281146 00196 | 244/251 00435 | 100118 0.040
180/180 0.04 W14 00196 | 245/250 00435 | 1017114 0.040
180/182 )22 KRES 00196 | 245/251 00435 | 1017118 0.040
180/163 .04 1317144 00196 | 248/250 00870 | 1121114 0.040
180/186 0.08 13213 00186 | 248/255 0.043%5 (1127118 0.040
180/188 0.06 139133 00196 | 248/258 00435 | 1127721 0.040
180/189 0.02 133135 0.0186 | 248/262 00435 | 121122 0.120
17182 0.02 133138 0.0196 | 250/256 0.0870 | 114/174 0.120
1827162 0.16 133142 00196 | 2507258 0.0435 | 114115 D.040
182/188 0.12 133143 00196 | 2501262 0173 | 114116 0.080
183/188 0.04 133146 00588 | 2517251 0.0435 [ 114/118 0.040
183/189 0.04 1547150 00196 | 2517262 0.043%5 [ 116116 0.040
188/188 0.04 13657138 0.019 1180118 0.040
135142 001% 1221124 0.040
138130 0.0196 —
1371137 0.0196
137140 0.1176
1377144 0.019
137149 0.0196
138140 0.0392
130139 0.0392
1401142 00196
140144 00186
1407146 00198
140148 00196
142142 0.0196
142146 0.0568
142147 0.0392
144144 0.0196
144146 0,0392
145147 0.0196
1471147 0.0196 |
M5 M6 M7 ME_
Genotipo [ Pi Genotipo [ Pi Genotipo | Pi Genotipo | A
obsarvado observado obsarvado obsarvado
2067213 0040 | 142142 00417 | 1367140 00455 | 70/8 0.0455
208215 0.040 | 1421161 00833 | 136/148 00455 | 76/78 0.0455
210217 0.040 ] 1481160 0.0417 } 136/150 00908 | 7777 0.0908
211R18 0.040 | 150152 01250 | 140142 00909 | 77M1 0.0909
213213 0.080 | 150/158 00417 | 1417149 0045 7789 0.0455
219215 0.120 | 150180 00417 | 142142 01818 [ 78/78 0.0455
213217 0,120 | 1500161 00417 | 1421150 0.13%4 | 78%0 0.0455
214217 0,040 | 152/152 02017 | 146/160 00455 | 7808 0.0455
215217 0,080 21160 0.0417 | 150/150 02727 | 78%%0 0.0455
215218 0,040 | 1521161 0.0417 | 150152 00455 | 80/80 0.0455
215221 0,040 | 156/156 00417 80/88 0.0455
215223 0040 | 156/161 0.0417 80/98 0.0455
216716 0040 | 160/160 0.0417 81782 0.0455
27217 0080 | 161/16) 0.0833 818 0.0455
2171221 0.080 8282 0.0908
2171225 0.040 82/88 0.0455
220226 0.040 B88/96 0.0455
5098 0.0455
98/98 0.0455




4.3 PIC y Heterocigocidad

La informacién proporcionada por el PIC y la heterocigocidad, indica que los ocho
microsatélites estudiados son altamente polimdificos tanto para Besfmaster como para Ganado
Suizo. Estos STRs desde el 1 hasta el 8 tuvieron los siguientes valores de PIC y heterocigocidad
respectivamente: M1, 1y 0.6921 para PS y 1y 0.7470 para BM; M2, 1y 0.8245 paraPSy 1y
0.8811 para BM; M3, 1y 0.7191 para PS y 1 y 0.8582 para BM; M4, 0.998 y 0.7646 para PS y
0.999 y 0.8238 para BM; M5, 1y 0.8397 para PS y 1y 0.7892 para BM; M6, 0.998 y 0.7707 para
PS y 0.998 y 0.5887 para BM; M7, 0.999 y 0.7260 para PS y 0.997 y 0.7031 para BM y el (ltimo
marcador M8, 1 y 0.8083 para PS y 0.999 y 0.8121 para BM. El PIC calculado en los 8
marcadores estuvo entre 0,998 y 1, lo cual les da un valor muy deseable en cuanto polimorfismo y
por lo tanto los hace Uitiles para identificacion de paternidad (tabla 16).

Tabla 16. Contenido de Informacién Polimérfica (PIC), heterocigocidad (H) y cantidad de
alelos de los STRs BM1824, BM2113, SPS115 y ETH3.

Ganado Suizo Beefmaster
N | Alsios | Genotipos | PIC H N |Alelos | Genotipos | PIC H
BM1824 | 54 | 9 18 1 | 06921 |50]| 8 17 1 | 0.7470
BM2113 | 54 | 15 | 29 1| 08246 |51 22 | 22 1 | 0.8811
SPS115 | 54 | 11 | 18 1 | 07191 [23| 14 | 16 1 [ 0.8582
ETH3 39 | 9 13 0998 07646 |25 11 | 18 |0.999] 0.8238
ETH10 a7 [13] 15 1 | 08397 |25] 14 | 17 1 | 0.7802
ETH225 | 44 | 8 12 [0.998] 07707 |24 8 14 |0.998] 05867 |
TGLA122 | 36 | 12 | 19 1 | 07260 |22 9 10 1 | 0.7031
TGLA227 | 36 | 14 | 20 1 | 08083 (22| 13 | 19 1 | 0.8121

*El PIC y Ia heterocigocidad de cada STR aparecen junto con la N (pertenscients al nimero de animales analizados),
el nlimero de alelos y la raza.
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4.7 4. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Una vez hecho el anélisis de frecuencias alélicas y genotipicas, por cada uno de los ocho
STRs analizados para el Ganado Suizo y la raza Beefmaster; se realizaron: 1) ka prueba de
homocigocidad, 2) la prueba de razdn de verosimilitud y 3) la prueba exacta, con el propdsito de
determinar si cada uno de los STRs se encontraba en equilibrio de HW. En los animales de
Ganado Suizo se encontraron los siguientes resultados en lo referente a equilibrio de HW; las tres
pruebas realizadas a las frecuencias de los STRs BM1824, BM 2113, ETH10, TGLA122 y
TGLA227, tuvieron valores < 0.05, por lo que se consideran en desequilibrio; mientras que el
SPS115, ETH3 y ETH225, tuvieron valores > 0.05 en al menos una de las pruebas (prueba de
homocigocidad), por ko que se consideran en equilibrio. En los animales de la raza Besimaster se
encontraron los siguientes resultados en lo referente a equilibrio de HW, las tres pruebas
realizadas a las frecuencias de los STRs ETH225 y TGLA122, tuvieron valores < 0.05, por lo que
se consideran en desequilibrio; por otra parte el BM1824, SPS115, ETH3 y ETH10, tuvieron
valores > 0.05 en las tres pruebas; mientras que el BM2113 y el TGLA227 tuvieron valores > 0.05
en al menos una de las pruebas (prueba de homocigocidad y prueba de LRT, respectivaments),
por lo que estos Uftimos 6 STRs se consideran en equilibrio de HW (Tabla 16 A y B).

4.7.5 Poder de discriminacién y probabilidad de exclusion

El poder de discriminacién (PD) fue determinado a partir de las frecuencias genotipicas,
mediante la suma de todas las combinaciones encontrados entre todos los alelos por STR. EI PD
fue determinado a partir de las frecuencias genotipicas y se encontré que el PD de los STRs
analizados tuvo valores desde 0.8678 hasta 0.9486, para la raza de Ganado Suizo y desde
0.8471 hasta 0.9589, para Beefmaster. La probabilidad de exclusion (PE) fue determinada a partir
de las frecuencias alélicas y se encontré que la PE de los STRs analizados tuvo valores desde
0.5690 hasta 0.7966, para el Ganado Suizo y desde 0.5570 hasta 0.9187, para la Beefmaster.
También se hizo un andlisis combinado del PD y la PE, con esto se obtuvo para ambas razas un
PD combinado de 1 y una PE combinada de 0.9998 para el Ganado Suizo y de 0.9999 para
Beefmaster (Tablas 16 A y B).



Tabla 17A. Pruebas de equilibrio de HW para los loci BM1824, BM2113, SPS115 y ETH3.

Leci Ganado Suizo Beafmaster
BM1824 N=54 N=50
Homocigocidad Observada 13.72% 23.01%
Homecigocidad Esperada 27.78% 26.00%
Prueba de Homocigocidad 0.00450 0.71950
Prueba LRT 0.00000 0.08950
Prusba Exacta 0.00000 0.10200
Poder de Discusion 0.9266 0.8912
Poder de Exclusion 0.7075 0.5570
(BM2113 N= 54 N=51
igocidad Observada 9.22% 6.76%
Homocigocidad Esperada 22.22% 13.73%
Prueba de Homocigocidad 0.0150 0.05400
Prueba LRT 0.00000 0.00000
Prueba Exacta 0.00000 0.00000
Poder de Discusion 0.9486 0.9589
Poder de Exclusion 0.7966 0.9187
[SPS115 N=54 N=23
Homocigocidad Observada 18.54% 12.27%
Homocigocidad Esperada 14.81% 4.35%
Prueba de Homocigocidad 0.44900 0.30900
Prueba LRT 0.00000 0.08400
Prusba Exacta 0.00000 0.19700
Poder de Discusidn 0.8683 0.9149
Poder de Exclusion 0.6424 0.7266
ETH3 N=139 N=25
Homoclgocidad Observada 22.54% 15.02%
Esperada 2051% 20.00%
 Prueba de Homocigocidad 0.82850 0.52750
Prugba LAT 0.00700 0.52550
Prueba Exacla 0.03300 0.43000
Poder de Discusién 0.8928 0.9312
Poder de Exclusion 0.5752 0.6819

La homocigocidad esperada es un estimador insesgado; la prueba de homocigocided, la prueba LRT (prueba de
razon de verosimilitud) y la prueba exacta, son valores probabilisticos.
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Tabla 17B. Pruebas de equilibrio de HW para los loci ETH10, ETH225, TGLA122 y TGLA227.

Loci Ganado Suizo Beeimaster
ETH10 N=37 N=25
Homocigocidad Observada 14.88% 15.35%
Homocigocidad Esperada 2.70% 20.00%
Prueba de Homacigocidad 0.02900 0.57300
Prueba LRT 0.00000 0.36300
Prueba Exacta 0.00000 0.36900
Poder de Discusion 0.8926 0.9280
Poder de Exclusién 0.6835 0.6717
ETH225 N= 44 N=24
Homocigocidad Observada 22.05% 21.63%
Homocigocidad Esperada 20.45% 50.00%
Prueba de Homocigocidad 0.85000 0.00050
Prueba LRAT 0.00000 0.01400
Prusba Exacta 0.00000 0.00200
Poder de Discusién 0.8678 0.8680
Poder de Exclusin 0.5690 0.5727
TGLA122 N= 36 N=22
Homocigocidad Observada 18.47% 25.48%
Homocigocidad Esperada 36.11% 45.45%
Prueba de Homacigocidad 0.00500 0.02450
Prueba LRT 0.00950 0.00750
Prueba Exacta 0.00500 0.00550
Poder de Discusion 0.9151 0.8471
Poder de Exclusién 0.6345 0.6253
TGLA227 N=36 N=22
Homocigocidad Observada 9.84% 8.88%

| Homocigocidad Esperada 16.67% 21.2T%
Prueba de Homocigocidad 0.26050 0.00550
Prueba LAT 0.00000 0.11300
Prueba Exacta 0.00000 0.03350
Poder de Discusion 0.9305 0.9421
Poder de Exclusién 0.7753 0.7783

‘La homocigocidad esperada es un estimador insesgado; la prueba de homocigocidad, la prueba LRT (prueba de
razon de verosimilitud) y la prueba exacta, son valores probabilisticos.



CAPITULO 5

DISCUSION

El objetivo de este estudio, fue determinar las frecuencias alélicas y heterocigocidad de un
panel de ocho STRs en 58 bovinos Beefmaster y 54 bovinos de Ganado Suizo. Al principio eran
nueve STRs, pero durante la estandarizacién del andlisis de cada STR, se obtuvo como parte de
los resultados que unc de los STRs estaba danado de origen y se decidié reakizar todo el andlisis
solo con los ocho STRs en buenas condiciones.

Las extracciones de ADN que se utilizaron en el andlisis de los STRs en este trabajo,
fueron realizadas con el método de DESALADQ. El primer factor tomado en cuenta fue el tiempo
de almacenaje de la muestra, ya que el muestreo se realizd desde el inicio de la investigacion en
enero de 1999. En el transcurso de los dos aios que durd el trabajo de laboratorio, este método
resulté ser el mas eficiente para realizar extracciones a muestras de sangre con dos afios de
almacenamiento. Otro factor en la seleccion de este método fue que las soluciones de trabajo se
pueden preparar con reactivos de uso comun en el laboratorio; por ultimo, la seleccién responde
también a que es el método que cita la mayoria de articulos cientificos consultados para la
realizacién de esta tesis.

La concentracion de los STRs, para realizar PCR individual y en mezcla, amplific con la
misma concentracién de cada iniciador para ambos, PCR simple y miiltiple. Pero los
requerimientos de las concentraciones de ADN, Mg y dNTPs, en el PCR individual, tuvieron que
ser incrementados para el PCR miltiple.
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En ol secuenciador automético (departamento de patobiologia de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Texas A&M) se obtuvo ¢l tamafio exacto de cada alelo; de este
mismo departamento, algunos resultados Begaron sin informacidn, a pesar de que en la
verificacion en agarosa &l 2% hubieran resultado positivos. Uno de los factores que pudo haber
influido fue la cantidad y calidad de ADN utilizada en el PCR. Ya que las muestras procesadas con
ADN recién extraldo salieron con menos resultados negativos en comparacion con las que tenian
mas tiempo de almacenamiento.

El polimorfismo de los STRs es evidente ya que fueron encontrados un gran numero de
alelos en todos los loci delerminados en este estudio, esto no es un valor importante para explicar
una poblacién en desequilibrio de HW, pero si para su uso en probabilidades de exclusion. Ya que
los ocho STRs muestran un alto polimorfismo, esto indica un resultado muy valioso para la
verificacion de la patemidad de la raza Beefmaster y el Ganado Suizo.

En 1993 Steffen et al encontrd solo seis alelos para el ETH225 en bovinos de produccién
lechera. En 1998 Mommens et al, analizaron un panel de 33 STRs en el Bison Americano y el
Bison bison. Dentro de los 33 STRs analizados se encuentran los ocho analizados en el presente
trabajo. En esta especie de animales rumiantes el ETH3 y ETH225 tuvieron solo tres alelos
mientras que los bovinos de este estudio tuvieron 15 alelos para el ETH3 y 10 alelos para el
ETH225 en un grupo de 54 y 59 animales de Ganado Suizo y Beefmaster, respectivamente; este
dato es solo un ejemplo ya que el resto de STRs comparativamente tuvieron el mismo

comportamiento.

Otro estudio realizado por van Hooft ef &/. en 1999 incluyd tres de los STRs analizados
por nosotros para determinar su presencia en &l Bufalo Africano; el TGLA122, no estuvo presente
mientras que el TGLA227 tuvo dos alelos y el BM2113 tuvo cuatro alelos; en nuestro estudio estos
mismo STRs tuvieron en conjunio 24 alelos para el BM2113, 15 para el TGLA122 y 18 alelos para
el TGLA227.
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En lo que refiere al equilibrio de HW, en este estudio se aprecié una evidente desviacion,
lo que concuerda con Usha et al que en 1995, utilizaron 14 razas y cinco STRs, para un estudio
similar, de lo que cuatro razas se encontraron en equilibrio y el resto en desequilibrio para los
cinco marcadores analizados por ellos. Mientras que en este frabajo, en el Ganado Suizo se
encontraron cinco STRs en desequilibrio y tres en equilibrio; y para la Bestmaster dos se
encontraron en desequilibrio y los otros seis en equilibrio.

De acuerdo con los objetivos de este trabajo, no existe problema ya que no se buscd
establecer que los alelos se encuentren en equilibrio de HW, ademas de que este tipo de
equilibrio se aplica a poblaciones abiertas y no seleccionadas como en el presente estudio.

Este desequilibrio es esperado ya que se analizaron pocos animales procedentes de tres
hatos, de haber analizado el mismo nimero de animales procedentes del mismo nimero de hatos
(un animal de cada hato), entonces se esperarfa equilibrio de HW. Sin embargo, adn bajo estas
condiciones para realizar pruebas de patemidad se debe considerar el pedigri de cada animal
para saber si existen ancestros comunes, lo cual es muy probable en explotaciones bovinas
(hitpz/marc.usa.gov).

Debido a lo anterior en este trabajo, el equilibrio HW no se utiliza, principalmente por el
numero limitado de animales y procedencia; ademés de que estas razas han estado expuestas a
seleccién y migracion.


http://marc.usa.gov
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Eduardo Casas, genetista investigador del U. S. Meat Animal Research Center
(comunicacién personal, httpJ/marc.usa.gov) comenta que ain sin equilibrio de HW se pueden
utilizar STRs para establecer probabilidades de exclusién y que entre mas emparentados estén
los padres de las crias, mayor nimero de STRs se debe utilizar para establecer una alta
probabilidad de exclusién o baja segiin el punto de vista. En el U. S. Meat Animal Research
Center, utilizan 12 marcadores, los cuales dan un 99.9% de probabilidad de exclusion, en hatos
conformados por potreros de 120 vacas y seis a ocho sementales en donde algunos sementales

son medios hermanos. En estos hatos con los 12 STRs se excluye con confianza para saber
quien es el padre de la cria.


http://marc.ufia

CAPITULO 6
CONCLUSIONES

La cantidad de muestras de sangre y su respectiva exiraccién de ADN obtenidas (150
ganado Beefmaster y 180 ganado suizo) fue representativa, en este trabajo se utilizd un tamafio
de muestra para el andlisis de los STRs menor por los recursos del proyecto existentes. Este
tamario de muestra no es representativo para hacer estudios poblacionales a éstas razas que
involucren el equilibrio de Hardy-Weinberg, como lo son estudios de diversidad genética,
evolutivos y de clasificacion filogenética o variedades de una misma raza y especie. Ya que para
ese tipo de estudios se requiere de un tamafio de muestra de 250 animales provenientes de
diferentes éreas de distribucién geografica.

Se decidié utilizar el método de extraccion de ADN DESALADO, por que fue el que mejor
se adaptd a las necesidades en el laboratorio. Las soluciones de trabajo de éste método se
preparan en el laboratorio con sales comunes, la incubacion, es uno de los inconvenientes debido
al tiempo de espera que es de 2 1/2 horas aproximadamente y el reactivo para realizarda
(proteinasa k} es lo mas caro de los reactivos que utiliza el método DESALADO. Por encima de
éstos 2 inconvenientes resulté ser el mas satisfactorio por lo facil de preparar las soluciones de
trabajo y la calidad del ADN obtenida.

La ventaja que representd el utilizar marcadores fluorescentes en los STRs, se debe
principalmente al manejo de bromuro de etidio en la UBA.
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De la amplificacién en mezcla comparada con la amplificacién individual de STRs, hubo
variaciones ya que para amplificar los iniciadores en mezcla se necesitdé més cantidad de ADN
(5= 100ng) que para la amplificacion individual (1p.=20ng). La concentracién de Mg también
tuvo variaciones, ya que para amplificar la mezcla de iniciadores se requiné el Mg a una
concentracion de 2.5mM dentro del buffer de accién de la taq polimerasa y para la amplificacién
individual de los STRs se requiid Mg a una concentracion de 2.0uM. La temperatura de
alineamiento fus un factor muy importante para amplificacién sobre todo para la posterior
amplificacion en mezcla de grupos de tres STRs.

EIrestoderaactivosqueseuﬁﬁzaronpamlaPCRserequiyiemnigualtantopamla
amplificacién individual como para la amplificacion en mezcla, y esto fue siguiendo las
indicaciones de la compaiiia comercial.

Los resuttados con el secuenciador automético fueron inestables ya que algunos llegaron
sin informacidn, y éstos coincidieron con las muestras de PCR procesadas con las extracciones
de ADN que tenian mas tiempo de aimacenamiento.

Todos los STRs analizados resultaron ser altamente polimérficos, en las razas de ganado
bovino Pardo Suizo y Beefmaster en México; este es un resutado muy informativo para los STRs
que se necesitan para el andlisis de patemidad.

En cuanto a las frecuencias alélicas, resultaron con valores de entre 0.009 y 0.39 en todos
los STRs, lo que en las tablas 14A y 14B se ve reflejado en el genotipo de cada animal, pues
resulta muy repetida la misma combinacién de alelos, cuando comparamos un solo STR.

Este resultado se relaciona con el equilibrio de HW (Tablas 16 A y B) encontrado pues el
resultado fue variable; lo que se explica si tomamos en cuenta que el equilibrio de HW, se aplica a
poblaciones abiertas (sin seleccion).
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Por eso para la prusbas de patemidad en bovinos en este estudio, no es relevante el
equilibrio de HW, principalmente por e origen y tamano de la muestra y también por el fipo de
especie animal, ya que los bovinos y estas razas en particular no estan sujetas a la seleccién
natural del vigor hibrido y la migracién, como sucede en las especies silvestres o incluso la
poblacién humana (dependiendo de la cultura social y refigiosa, que rige cada etnia).

La PE de cada STR, para cada raza estudiada, tuvo valores por debajo de 0.7966, esto
no significa que la infomacién que aporta cada STR haya resultado insuficiente para el
diagnéstico de patemidad, porque la PE se eleva al incrementer el panel de STRs analizados, ya
que también se incrementan las posibles combinaciones de los alelos en la conformacién total del
genotipo dada por los ocho STRs.

La Probabilidad de Exclusion combinada de los ocho STRs, es adecuada para establecer-
un diagndstico de patemidad certero y confiable para cada raza, sin tomar en cuenta &l equilibrio
de HW.

Pero si se quiere utilizar este pardmetro para otros efectos como diversidad genética o
estudios filogenéticos, entonces se debe hacer un andlisis mas amplio fundamentado en un
muestreo de 150 animales como minimo provenientes de un nUmero similar de hatos
(Chakraborty, 1999).

Por eso para mejorar este estudio y ofrecer un diagndstico ético en un caso de disputa de
patemidad, se recomienda aumentar la cantidad de animales y STRs analizades. Este trabajo
también deja todas las condiciones necesarias para hacer una escalera alélica de cada STR para
los bovinos de Ganado Suizo y Beefmaster de México.
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