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RESUMEN

l.a mutacion del gen leptina TT esté asociado con la eficiencia alimenticia y
calidad de la carne en bavinos. El estudio se realizé en el municipio de Villaflores,
Chiapas. El objetivo de este estudio fue de determinar las frecuencias genotipicas
y alélicas del gen leptina en el exon 2 de cromosoma 4. €| polimorfismo fue
obtenido mediante un andlisis molecular con la técnica ARMS-PCR. Se estudiaron
42 toros de raza Suizo Americano. Con respecto al polimarfismo del gen leptina e!
21% de sementales presentaron el genotipo TT, 31% CC y 48% TC. La frecuencia
alélica fue de 47% para T y 53% para C. Se concluye que la baja frecuencia
genotipica TT es debido probablemente a que los productores en este sistema
seleccionan sus reproductores basados en su tipo racial, sin considerar caracteres
de produccion de leche o calidad de la carne que se asocian con la mutacion del

gen leptina.

Palabras clave: sementales, genotipo, alelo, leptina.
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I. INTRODUCCION

El consumo de alimento y su regulacion es un fendémeno bioldgico complejo
influido por multiples factares que la controlan y/o limitan, especiaimente cuando
se ingieren alimentos toscos como forrajes como es el caso de los bovinos. Esto
resulta de la integracion neural de numerosas sefales relacionadas con el
alimento, el ambiente y el estado fisiolégico del animal (Faverdin ef al., 1995;
Mertens 19897; Ingvartsen y Andersen, 2000), no siendo un Gnico factor el que la
controla. En el ganado bovino, la leptina, es sintetizada principalmente en el
adiposito y codificada por el gen LEP, la leptina es una hormona proteica
producida en el tejido adiposo, y es muy importante en la regulacién del apetito
{Kline et al., 1997, Houseknecht ef al., 1998; Henry ef al., 1999; Oprzadek ef g/,
2003; Minzberg et al., 2005), ganancia de peso vivo (Fiedman y Halaas, 1998),
actividad ovarica (Spicier 2001; Spicer y Francisco, 1998), crecimiento y desarrolio
de la glandula mamaria, reparto de nutrientes entre la madre y el feto durante ta
gestacion, incremento del metabolismo energético y el anabolismo muscular
(Levin et al, 1996, Ramsay, 1998). Se han descrito varios polimorfismos (SNP,
Single Nucleotide Polymorphism) en este gen. Un SNP en el ex6n dos, ocasiona
efectos fisiolégicos al sustituirse la citosina (C) por timina (T), que a su vez
conduce a la sustitucion de arginina por cisteina en la proteina correspondiente. El
alelo T se ha asociado con el mayor contenido de grasa en la canal (Houseknecht
ef al, 1998; Buchanan ef al., 2002; Corva et al., 2004, Motter et al., 2006; Corva ef
al., 2007). Cuando en el gen que codifica la produccién de la proteina esta

presente la base pirimidica citosina (C) se produce la leptina comtn; mientras que




cuando esta presente la timina (T) se produce la leptina modificada. Como el
animal recibe un gen del par de cada progenitor, el genctipo puede ser: CC
(ambos genes codifican la leptina comun); 7T (ambos genes cadifican la leptina
modificada) y CT (cada gen codifica un tipo de leptina). Los animales con genotipo
CC son mas lentos para engordar, comen menos durante el pico de lactancia y
producen menos leche. Los animales con genotipo TT producen mas leche de
mejor calidad y canales con mayor mamoleo (Houseknecht ef al, 1998;
Buchanan et &/, 2002; Corva et al., 2004; Madeja et al., 2004; Rincker et al.,
2006; Corva et al., 2007). Finalmente, los animales con genotipo CT pueden
producir ambos tipos de leptina y tienen un comportamiento intermedio. Los tres
genotipos para la produccidn de leptinas han sido encontrados en todas las razas
bavinas, pero en diferentes proporciones (Houseknecht ef al., 1998; Buchanan et

al., 2002; Corva et al.,, 2004, Motter et al., 2006; Corva st al., 2007).

La identificacién del gen leptina es una herramienta para hacer eficiente los
sistemas de produccion, ya que con esto, es posible predecir cdmo un toro, una
vaca o0 una vaquilla (y su progenie) utilizaran la energia y cual sera su potencial
productivo. Es decir, se trata de una técnica que permite predecir el potencial
productivo de un individuo desde su nacimiento. Conociendo el genotipo es
posible agrupar los animales y realizar un manejo nutricional estratégico acorde
con su potencial. En este contexto, el objetivo del presente estudio fue estimar
frecuencia genotipica y alélicas de! SNP del gen Leptina, de toros de raza Suizo

Americano en los sistemas de produccién bovinas del Municipio de Vilaflores,

Chiapas, México.




1.1 OBJETIVOS

Identificacion la frecuencia genotipica y aiélica del SNP (Single Nuciectide
Polymorphism) del gen de la Leptina, asociado con la calidad de la came y la
produccion de leche, de Sementales Suizo Americano en sistemas de produccion

bovinas del municipio de Villaflores, Chiapas, México.

1.2 HIPOTESIS

La seleccién de reproductores basadas en el fenotipo, ocasiona que la
frecuencia genética TT y alélicas T del gen leptina sea baja en los sementales

bovinos de la raza Suizo Americano en el area de estudio.




2 REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes del Ganado Suizo

El ganado bovino de la raza suizo conocida como Braunvieh es una palabra
alemana que significa "ganado café”, en Europa se tienen registros de que existe
como raza pura desde el afio 800 a.c o cual la ubica como una de las razas mas
antiguas del mundo, esta raza completamente establecida en Europa entre los

siglos XV| y XVII, fue desarroilada para la produccion de carne.

2.1.1. Ganado Suizo Europeo

El ganado Braunvieh se encuentra en mas de 60 paises. extendiéndose
desde el circulo artico hasta los trépicos, en altitudes que varian del nivel del mar

hasta los 3,800 msnm, el inventarioc mundial es de 7 millones de cabezas.

Los ejemplares importados a USA entre los afios 1869 y 1880 fueron la

base para la formacién de una raza de leche. En México a este ganado se le

conoce como Suizo Europeo {Garcia, 2002).

La Coloracién del ganade Braunvieh, el pelo de esta raza puede ser de
varias tonalidades de café, desde el café claro pasando por gris, hasta el café
oscuro, predominando el café ratén. El morro es de color negro intenso y el pelo
que forma el borde alrededor de este es muy claro, formando una especie de

bigote (Garcia, 2002).




Esta raza es muy décil, de cuerpo largo y musculoso, con excelentes patas
y pezufas debido a generaciones de seleccién natural en los alpes suizos, las
pesunas son de color negro y de gran dureza, estas caracteristicas le confieren
una gran habilidad para pastorear en zonas de dificil acceso (Garcia, 2002).

Gran rango de adaptacién a varios climas, su pelo es muy corto fino en
condiciones de clima calido, y puede crecer muy abundantemente en condiciones
de frio extremo. Esta caracteristica le confiere al ganado Braunvieh una gran
capacidad de adaptacion a condiciones climaticas extremas haciendo que el
ganado Braunvieh sea muy popular como raza pura 0 en cruzas con frazas
cebuinas (Garcia, 2002).

En cuanto al peso adulto de la Raza, ias Hembras presentan pesas entre
los 550 a 700 Kg. Y los Machos entre 950 Kgs. a 1,100 Kg., asimismo los Novillos
para abasto se obtienen pesos al sacrificio de 500 Kg a una edad al sacrificio de
13 meses.

En cuanto a la calidad de la canal, los novillos Braunvieh, consistentemente
producen canales de alta calidad en el sistema de clasificacion de los Estados
Unidos de America y se considera al ganado Braunvieh, como la raza que
encabecera la industria de la carne en este nuevo milenio, las hembras son
excelentes madres, musculatura y peso, excelente marmoleo y gran desemperio
productivo y reproductivo y su gran habilidad para producir leche y carne a partir
de pastos templados y tropicales, hacen del ganado Braunvieh el animal ideal

para los sistemas de “doble propésito”.




2.1.2. Ganado Suizo Americano

El ganado Suizo Americano, desarroliado en los Estados Unidos de
América, a pariir de 130 cabezas de ganado Braunvieh importadas de Suiza
entre 1868 y 1880, en este pais el ganado fue seleccionado para una mayor
produccidn de leche que sus ancestros Braunvieh. Durante los altimos 125 afos
este ha sido el principal criterio de seleccion del ganado suizo americano,
declarada raza lechera en 1890, y por consiguiente se considera diferente al
ganado Braunvieh, aunque conserva muchas ventajas de adaptacion presentes
en el ganado que le dio origen (Garcia, 2002).

El ganado Suizo Americano comparada con otras razas lecheras
especializadas, sobresale por las siguientes caracteristicas, mejores patas vy
pezufias, menor incidencia de trastornos metabdlicos, excelentes para pastorear,
viven y producen leche por mas tiempo, tienen ubres mas limpias y de mejor
textura, tienen un excelente temperamento, resisten temperaturas extremas,
mayor produccién de proteina, gran facilidad de parto, mejor comportamiento
reproductivo y otra caracteristica importante de la raza es la elevada relacion
proteina/grasa.

El listado histérico de la asociacion Mexicana de Criadores de Ganado
Suizo de Registro se utilizo para elaborar los mapas que arrojaron la informagcién
de que el ganado Suizo ha estado presente practicamente en todos los climas y
sistemas de produccién popular como raza pura o en ¢ruzas con razas cebuinas

en la region tropical (Garcia 2002).




2.2 La seleccidn asistida par marcadores moleculares

La aplicacion de la genética cuantitativa en el mejoramiento de los animales
domesticos, ha permitido obtener reproductores sobresalientes en caracteristicas
de importancia econdmica de interés al productor. Asi, en la mayoria de los
sistemas de produccion se eval(lan y seleccionan reproductores para reemplazo
utilizando la informacién derivada del comportamiento individual del animal y de
sus parientes cercanos (Diaz, 1994; Bourdon, 1998).

La calidad genética de un animal, expresada fenotipicamente, es el
resultade de diferentes combinaciones genotipicas y del ambiente en que se
desarrollan (Falconer, 1981). Esta informacion permite la estimacién del valor
genético de un animal utilizando procedimientos basados en modelos mixtos, ios
cuales incorporan actualmente informacién de parentescos o relaciones genéticas
a la matriz de datos, dando origen a diferentes modelos (Diaz ef al., 2000; Herrera
et al., 2003).

En los ultimos 10 afios, la genética molecular ha propiciado un avance
importante en la evaluacion de reproductores, incorporando técnicas de analisis
de ADN que han ayudado a identificar, de forma eficiente, diferencias a nivel de
secuencias nucleotidicas entre individuos (Davis et al., 1998; Casas, 2006). Entre
las técnicas basicas se incluyen la separacion de los acidos nucleicos de otros
componentes celulares, caracterizacion de la secuencia de ADN, estudio de la
expresion de los genes, manipulacion genética, clonaciéon de genes y otros como
el andlisis del genoma, desde la secuenciacion, mapeo y determinacién de

polimorfismos (Casas, 2006; Fuijita, 2007).




Casas (2006) y Fujita (2007) sefalan que la seleccion de animales
sobresalientes esta actualmente relacionada con tecnologias de genética
molecular apoyadas en la genética cuantitativa. Asi, en la industria comercial
bovina la Seleccion Asistida por Marcadores Genéticos (MAS) es una de las
tecnicas que se ha incorporado de manera activa en el diagnostico & identificacion
de caracteristicas de importancia econémica, como aquellas relacionadas con la
reproduccion, identidad genética, biodiversidad y genética funcional (San
Primitivo, 2001; Thaliman, 2004).

Para efectuar un cambio genético en una poblacién animal, con el fin de
mejorar la produccion y hacerla mas rentable, el productor o criador de animales
cuenta con dos herramientas: la seleccion adecuada de los progenitores,
basandose en registros individuales, asi como de sus parientes, y el disefio de
cruzamientos de lineas puras o hibridas que optimicen la obtencién del producto
destinado al consumo (Gedelman et al., 1986; Montaiio, 1997; Ramirez et al.,
1997)

La seleccion animal aprovecha la variabilidad genética de las poblaciones,
seleccionando lineas maternas y paternas que incluyen a los mejores animales en
funcion de objetivos predefinidos y adecuadamente valorados (Montaido et al.,
1988). Algunas caracteristicas motivo de seleccién no se pueden medir con
precisidn, razén por la cual, es com(n utilizar otros caracteres asociados, los
cuales deben ser econdmicamente importantes y faciles de medir, ademas de
estar correlacionados con las caracteristicas motivo de seleccion (Falconer, 1996

Thallman, 2004; Martinez ef al., 2008).




Tradicionalmente, los marcadores utilizados en estudios de genética y
mejoramiento eran aquellos controlados por genes asociados a caracteres
morfologicos, en general fenotipos de facil identificacion visual, que contribuyeron
significativamente al desarrollo tedrico del analisis de ligamiento y en Ia
construccion de las primeras versiones de mapas genéticos (Ma et al., 1996;
Kappes et al, 1997). Sin embargo, el bajo nimero de estos marcadores vy la
posibilidad de efectos epistaticos o ambientales limitaban su uso.

La revolucion en este plano se inicié con el descubrimiento y utilizaciéon de
marcadores iso-enzimaticos, ampliando el numero de marcadores genéticos
disponibies, lo cual ocasion6 que la aplicacion de estas técnicas se expandiera
practicamente a todas las especies de animales (Barendse ef al., 1997). Con el
conocimiento de técnicas modernas de Biologia Molecular, surgieron diversos
métodos de deteccion de polimorfismos genéticos directamente a nivel de ADN,
como los marcadores moleculares, que en general, permiten maximizar los
programas de mejoramiento genético (Ma ef al., 1996).

Un marcador molecular se define como una regidn del genoma,
generalmente de posiciéon conocida, que presenta polimorfismo (Kappes et al.,
1997; Alvarez et al., 2001). El posicionamiento de marcadores moleculares ticne
importantes aplicaciones en el mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTL
Quantitative Trait Loci), pruebas de paternidad y estudios de ligamiento. Estos
marcadores genéticos se han clasificado de acuerdo al método de seleccion de
polimorfismos (Kappes ef al., 1997, Casas, 2006).

Los marcadores genéticos permiten saber si determinados genes estan




presentes o no en un animal, sin tener que observar directamente su expresidn
fenotipica (la caracteristica visible que confiere el gen o los genes que se traten)
que puede ser detectado y su herencia monitoreada. Recibe el nombre de
marcador genético cuando su comportamiento se rige de acuerdo con las leyes
basicas de la herencia mendeliana (Ferreira ot al., 1998). Entre sus principales
aplicaciones en ganaderia se encuentran la identificacién y verificacién de
parentesco, ia construccion de mapas genéticos, el desarrollo de nuevos
tratamientos de enfermedades (Craighead ef al., 1995; Uffo et al., 2002).

Los marcadores constituyen una herramienta fundamental en la
construccion de mapas genéticos, mismos que son imprescindibles en la
identificacion y aislamiento de genes de interés al investigador (Rodriguez-Zas et
al., 2002); informaci6n de utilidad en programas de mejoramiento animal a través
de la Seleccion Asistida por Marcadaores (Marker Assisted Selection, MAS).

Grisat ef al., (2002) y Brunner ef al., (2003) han desarrollado metodologias
para la identificacién de QTL en bovinos. En esta dltima linea de aplicacion
utilizando marcadores ligados a genes mejoradores, se puede aumentar la
eficiencia de la seleccién en la medida en que sean introducidos en los programas
de seleccion, lo cual facilita el aislamiento de genes o grupos de genes para la
obtencion de animales transgénicos (Dietrich et al., 1992; Serikawa ef al., 1892;
Thallman, 2004).

Actualmente, con los avances existentes en la seleccion asistida por
marcadores se comienza a tener una demanda muy localizada y, al mismo

tiempo, masiva de genotipados de marcadores situados en las llamadas regiones
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QTL o loci que afectan o influyen en caracteres cuantitativos, y de genes
denominados mayores por ejercer una importante influencia en caracteres
productivos (Dekkers, 2004). Al mismo tiempo, los avances en el conocimiento del
genoma, estan proporcionando abundante informacién sobre variantes
nucleotidicas del ADN, junto con los registros sistematicos de fenotipos dentro de
grandes grupos de familias, lo cual estd permitiendo obtener un amplio
conocimiento sobre las regiones del ADN (QTLs) que ejercen influencia
significativa en gran cantidad de caracteres productivos (Knott ef al., 1992; Haley,
1985; Goddard et al., 1998; Morris et al., 2001; Misztal, 2006; Montaido et al,,
1998).

En algunas ocasiones, los avances hacia la identificacion del gen
responsable en una regién previamente identificada como QTL de interés han
tenido exito, disponiendo en la actualidad de algunos genes que ejercen una
significativa influencia en caracteres de interés econdmico, los cuales se han
denominado genes mayores (Kinghorn et al., 1994; Morris ef al., 2001; Cafion,
2006; Misztal, 2008).

Coma ejemplos de QTLs se tienen al gen de la hipertrofia muscular, la
miostatina, o el DGAT1 en bovinos, gen booroola en ovinos, o© genes
responsables de calidad de camne o rendimiento, RYR1 y PRKAG3 en porcinos.
Se conocen tres tipos de loci: a) Joci en los que se conoce la mutacion funcional
que sera genotipada; b) loci (marcadores) de distancias genéticas entre parejas
de individuos pertenecientes a varias razas bovinas en desequilibrio de ligamiento

con mutacidn funcional; ¢) foci (marcadores) que estan en equilibrio de ligamiento
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con la mutacién funcional (Haley, 1995; Ashwell ef al, 1997, Gicen ef al., 1997,

Hetzel et al., 1997; Casas sef al., 2000; Casas ef al., 2005; Cafidn, 2006).

Cuadro 1.- QTLs detectados para diferentes caracteres en bovinos.

Bovino lechero Bovina de carne
Caracter | Cromosoma Caracter | Cromosoma
Cantidad de leche 6, 14, 18 Peso nacimiento 1,6, 18
Grasa y % grasa B8, 14, 19, 26 Peso destete 12 %
Proteina y % proteina 6,7, 14, 19, 20,26 Peso afio 6,12
Persistencia 11 Grasa intramuscular 7
Células soméaticas 15 Pesa canal 6
Fertilidad 1,7 Rendimiento canal 5
Area L. dorsi 8, 14
% grasa canal 4
Veteado 17, 29
Terneza 15, 29
Tasa ovulacién 5 7,19

La incorporacion en los programas de mejora de la informacion que
proporcionan los QTLs comienza a ser una realidad en los bovinos, y se lleva a
cabo mediante herramientas de genética cuantitativa, lo que se denomina la
seleccion asistida por marcadores (MAS: Marker Assisted Selection) (Meuwissen
et al., 1992; Meuwissen &! al, 1998; Misztal, 2006). La incorporacion de la
seleccion asistida por marcadares dentro de programas de mejora tradicionales se
justificaria en los casos de baja eficiencia de los indices de seleccidn: caracteres
dificiles de medir, que manifiesten heredabilidades reducidas o que se expresen
en un solo sexo ¢ muy tarde en la vida de un animal, correlaciones genéticas

negativas entre caracteres, varianza genética no aditiva e introgresion
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(Meuwissen ef al., 1992; Haley, 1995; Janss ef al., 1995: Goddard, 1982; Candn,

2008).

Cuadro 2.- Proporcién de la varianza explicada por algunos de los QTLs
detectados en bovino lechero.

Cromosoma  Caracter % varianza explicada
1 Fertilidad 15
6 Contenido proteico 18
§ Velocidad de ordefio 13
7 Fertilidad 16
14 Cantidad de leche 13
14 Contenido en grasa 40
14 Contenido proteico 30
19 Proteina 17

26 Grasa 16
26 Proteina 10

La seleccion asistida por marcadores puede potencialmente contribuir a
una mayor ganancia geneética por unidad de tiempo, al lograr un aumento de la
precision del valor genético combinando la informacion fenatipica disponible con
la infarmacion que proporcionan los marcadores, lograr un incremento en la
intensidad de seleccion, al seleccionar individuos sin informacion fenofipica y
reducir el intervalo generacional al disponer de informacion de seleccion incluso
antes de que el animal haya nacido (Knott et al., 1992; Meuwissen ef al., 1982;
Meuwissen et al.. 1896). La explotacion de la seleccién asistida por marcadores

seguramente necesitara de esquemas alternativos de mejora en los que se pueda
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explotar masivamente las técnicas de reproduccion asistida (Janss et al., 1995;

Goddard, 1992; Kinghorn, 1998).

Cuadro 3 Genes analizados de manera comercial en programas de mejora de

bovinos.
Locus/gen Nombre Cromosoma  Caracter o caracteres
_ afectados
DGAT1 AcylCoA:diacilglice- 14 Cantidad y composicidn
rolaciltransferasa lechera

CAPNI W-calpaina 29 Temeza

CAST Calpastatina 7 Terneza

LOX Lysil oxidasa 7 Textura de la carne

LEP Leptina 4 Engrasamientc canal y
eficiencia alimenticia

TG Tiroglobulina 14 Grasa intramuscular

MSTN Miostatina 2 Desarrollo muscutar, calidad
de carne y eficiencia
alimenticia

Un ejemplo, planteado hace més de 10 afios bajo el nombre de
velogenética (combinacion de 'a MAS y la manipulacién de la linea germinal), es
la posibilidad de combinar la informacion fenotipica, la que proporcionan los
marcadores moleculares y técnicas de fertilizacion in vifro de ovocitos obtenidos
de animales antes de la pubertad, incluso de fetos. El intervalo generacional
podria llegar a ser tan reducido como 3-8 meses en el caso de bovinos lecheros
(Georges of al, 1991). La velogénesis proporciona nuevas posibilidades a la
seleccion asistida por marcadores reduciendo los intervalos entre generaciones y
permitiendo una mayor velocidad de introgresién de QTLs de interés en diferentes

fondos genéticos. Estos métodos de introgresion, al contrario de lo que ocurre con
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la transgénesis, respetan tanto la organizacion como localizacién cromosémica
evitando patrones de expresion aberrantes (Georges et al, 1991; Ruane ef al.,
1997; Wakayama et al., 1998, Cafion, 2008; Misztal, 2008; Guillaume ef ai., 2008).

Actualmente, en Francia, las tres principales razas de bovino lechero,
Holstein, Normande y Montbéliard, estan sometidas a un programa de seleccion
asistida por marcadores en el que se consideran 12 QTLs identificados cada uno
por 2 6 4 marcadores moleculares. Nueva Zelanda es otro de los paises que han
puesto en funcionamiento un esquema de este tipo y en el que se utilizan 25

marcadores situados en 8 QTLs identificados (Boichard et al., 2003; Guillaume ef

al., 2008).
2.3. Genes candidatos

Una de las mayores complicaciones para identificar los genes responsables
de la variabilidad de atributos de importancia econémica en produccion animal es
que sus fenotipos son de herencia compleja y no es simple establecer una
relacion inequivoca entre un gen y un fenotipo (Soria st al., 2004). De hecho, la
mayoria de tales atributos muestra variabilidad de tipo cuantitativa; no es posible
definir clases discretas al ordenar fenotipos y se asume que éstos estan
condicionados por la segregacién de un nimero elevado de genes. Aun asi, en
ciertos casos ha sido posible identificar genes cuyas variantes naturales que
coexisten en la poblacion permiten explicar parcialmente la variabilidad de un
fenotipo. En estos casos, se habla de un gen candidato (Rothschild et al., 1997).

Si se confirma una asociacion significativa entre el fenotipo y los alelos de un gen
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candidato, se pueden disefiar andiisis de laboratorio especificos para identificar
los animales portadores de las variantes mds favorables en la poblacion
comercial, aun sin la informacion fenotipica correspondiente (Soria et al., 2004). El
gen candidato puede haberse identificado porque se tenia un conocimiento previo
de la proteina respectiva (Soria et al., 2004).

Para reforzar la condicion de gen candidato, también puede disponerse de
informacion posicional. Un gen puede tener una funcion asociada con un fenotipo
en particular y que a su vez su posicidn en el genoma coincide con regiones
cromosomicas que cosegregan con dicho fenotipo y que se supanga tienen una
funcibn en la regulacion del mismo; ambas pistas lo hacen un candidato
pasicional. Se sugiriere no basarse simplemente en la funcidn para la
identificacion de un gen candidato, si no apoyarse también en informacion

posicional (Haley, 1999).
2.4. Gen Leptina

La leptina es una hormona producida por el adiposito y esta involucrada en
el control del balance energético, el consumo de alimento y la composicién
corporal (Houseknecht ef al, 1998; Cerdn et al, 2008). Esta hormona
geneticamente esta relacionada con la obesidad en los animales, actuando a nivel
central y periferico en el apetito y en el adiposito. Lo cual ha convertido a la leptina
en uno de los mejores marcadores fisioldgicos en el control del peso corporal, el

consumo de afimento, el gasto energético (Woods et al., 1998), la reproduccién

(Garcia et al., 2002), el engrasamiento (Buchanan et al, 2002; Nkrumah et al.,
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2005), la produccién lechera (Buchanan ef al., 2003) y de ciertas funciones del
sistema inmune (Lord ef al., 1998). La administracién de leptina en roedores,
aves, cerdos y ovejas reduce la ingesta de alimento, y esta hormona tendria un
efecto de retroalimentacion en la insulina, en los glucocorticoides y en el sistema
nervioso auténomo simpatico. Estudios /n Vifro sugieren que la leptina modula el
metabolismo energético en el tejido periférico y puede antagonizar con la actividad
de la insulina en el adiposito y en el misculo (Buchanan et al., 2002).

Se han descrito alelos de este gen que identifican individuos con diferente
capacidad de retencién de grasa y veteado (Buchanan et al., 2002). Si bien se
han identificado diferentes polimorfismos en su secuencia, el que tiene efectos
fisiologicos es la sustitucion de citosina (C) por timina (T) en el exén 2, que a su
vez conduce a la sustitucidbn de Arginina por Cisteina en la proteina
correspondiente. El alelo T corresponde a un mayor nivel de grasa en la canal y
se asocia con canales de animales gordos y el alelo C con animales flacos. (Stone
et al., 1997, Wilkins et al., 1997; Buchanan et al., 2002; Geary et al., 2003; Corva
et al., 2004; Martinez et al., 2005).

Se ha demostrado que vacas con mayor tejido graso presentan un alto
nivel de leptina en la sangre. El conocimiento respecto a este péptido indica que
cuando aumenta su concentracion, envia una sefial al cerebra para suprimir el
apetito y redireccionar las reservas grasas a energia. Sin embargo, existe un tipo
altemnativo de leptina que cuando predomina no afecta al apetito y el metabolismo
energético no cambia mayormente (Marcantonio, 2004; Cerén ef gl, 2008

Alvarez et al. 2008). La diferencia en el genotipo de leptina puede ser
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responsable de las variaciones en cuanto a la prontitud con que la vaca retorna a
un balance energeético positivo después del parto y expresa su potencial genético
para produccion de leche, alcanzando la maxima produccion al pico de lactancia.
El genotipo L-TT corresponde a vacas con mayor capacidad de consumo y que
alcanzan tempranamente el pico de praduccion de leche con mayor produccién de
proteina y grasa lactea (kg y %) ademas, retornan a balance energético positivo
mas pronto (Marcantonio, 2004; Ceron et ai., 2008; Alvarez et al., 2008). Por el
contrario, el genotipo L-CC tiende a un menor consumo de materia seca en el
posparto hasta alcanzar el pico de produccion de leche y a una menor produccién
de leche y de los componentes lacteos. Son vacas que demoran en lograr el
retorno al balance energético positive (Marcantonio, 2004; Cerén et al., 2008:
Alvarez et al, 2008). Bauck (2004), en una investigacién realizada en Canada
encontré que el genotipe L-TT produjo 2.44 Kg de leche d™' en los primeros 100
dias de lactancia y 1.5 Kg de leche d” en la lactancia completa mas que el
genotipo L-CC en estos periodos. El genotipo L-CT produjo 0.9 Kg de leche d™
mas que L-CC en la lactancia completa. Con relacién a la proteina lactea, L-TT
produjo 73 gr d”' mas en los primeros 100 dias de lactancia y 43 gramos en toda
la lactancia que L-CC en esos periodos. El genotipo L-CT produjo 50 gr d' mas
gue L-CC en los primeros 100 dias.

Al genotipo L-TT se le ha relacionado con el reinicio temprano de la
actividad ciclica ovarica, favoreciendo la secrecion de GnRH por bloqueo de ia
accion inhibitoria del “Neuropeptido Y” sobre la sintesis de este factor liberador de

gonadotropinas, influyendo también en et inicio de la pubertad (Brewer, 2004)
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2.5. Estructura y funcion del ADN

Los acidos nucleicos son polimeros de cuatro nucledtidos, y estan
constituidos por un grupo fosfato y un nucledsido; este (ltimo formado por una
molécula de azucar pentosa y una base nitrogenada (bases puricas: adenina y
guanina o pirimidicas: citosina, timina y uracilo). Los nucledtidos estan unidos por
enlaces fosfodiéster 3'- 5° entre el grupo hidroxilo 3" del aztcar con el grupo 5 del
grupo fosfato para formar una cadena. Se conocen dos tipos de acidos nucleicos:
el acido ribonucleico (ARN) de cadena sencilla y el acido desoxirribanucleico
(ADN) de cadena doble; este Ultimo contiene la informacién genética de la célula.
Las diferencias entre ADN y ARN son basicamente: 1) la presencia de un grupo
hidroxilo en el carbono 2 del azdcar en el ARN (ribosa) y su ausencia en el ADN
(desoxirribosa), 2) presencia de la base nitrogenada uracilo en lugar de timina en
el ARN. Ei ADN puede considerarse como un libro de cocina con todas las recetas
para hacer proteinas y ARNt y ARNr en la célula, mientras el ARNm copia las
recetas y con la ayuda de los ribosomas traduce la informacién del ADN a
proteinas (Nelson ef al., 2001).

Debido a que el ADN es la molécula que almacena la informacién precisa
para que un ser vivo pueda llevar a cabo todas las funciones necesarias, para
poder estudiar y manipular los acidos nucleicos in vitro, su aislamiento de células
y tejidos es el primer paso en todas las investigaciones, para lo cual existen
diferentes metodologias (Nelscn et al., 2001) de extraccién de acidos nucleicos
las que varfan de acuerdo a !a composicion celular de donde se extraen. El

metodo especifico de extraccidn depende del origen (células procariotas o
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eucariotas, 0 bien animales o vegetales), el tamafio y la estructura de los Acidos
nucleicos, asi como, el uso que se pretende dar a las moléculas purificadas

(Nelson et al., 2001).

2.8. Pracedimiento para extraccion y purificacién del ADN

2.6.1. Extraccion

Lisis celular. La ruptura de la célula se consigue mediante métodos fisicos o
quimicos. Los métodos fisicos involucran el uso de calor, maceracidn u
homogenizacién con perlas de vidrio. Ejemplos de ello son: la extraccion de ADN
plasmidico por ebullicion, el ADN cromosémico se mantiene unido a la membrana
celular, mientras que el ADN plasmidico se mantiene en suspension, y la
separacion de cada fraccibn se realiza mediante centrifugacién diferencial
(Maniatis gf al., 1982). En los métodos quimicos se tiene el uso de diferentes
sales como: NaCl y NaOH; detergentes: deodecil sulfato de sodio (SDS) y laure!
sarcosina (sarcosil); y solventes organicos: fenol-cloroformo (Ausubel ef al.; 2002;

Farell, 1998).

2.6.2. Componentes de la solucidn de lisis

1) Un detergente (generalmente SDS), cuya funcién es romper las bicapas
lipidicas de las membranas y unirse a las cargas positivas de las protelnas
cromosdmicas liberando el ADN a la solucion acuosa. La concentracion final en la
solucion de lisis es del 1%. Es posible utilizar un detergente comercial para lavar

los platos como sustituto del SDS en la misma concentracion final.
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2) Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), que se encarga de secuestrar los
cationes Mgz+ de las enzimas que degradan el ADN y lo utilizan para llevar a cabo
su actividad. La concentracion final es de 0.3%.

3} Cloruro sédico, mantiene la doble hélice del ADN y actia sobre las histonas
liverandolas del ADN. La concentracion final en Ja solucién es de 0.9%.

La lisis con sales como NaCi y NaOH, denominada lisis alcalina, se ha
empleado en [a extraccidon de ADN plasmidico, en donde el NaQOH junto con el
detergente SDS rompen las células. Con la adicién posterior de acetato de potasio
se logra mantener unido el ADN plasmidico, mientras que el ADN ¢romosomico y
las proteinas son atrapadas en un complejo formado entre el potasio y el SDS.
Este método se utiliza para pequefios plasmidos (20 kb, aproximadamente) como
E. coli (bacteria gram negativa) (Davis ef ai., 1986; Ausubel ef al., 2002).

Los solventes organicos como el fenol y el cloroformo daian la membrana
celular y la de los organelos, remueven proteinas y lipidos y simultaneamente
inactivan enzimas nucleasas tales como la ADNasa y ARNasa y otras
macromoléculas aisladas en el proceso de extraccion (Ausubel ef al., 2002; Farell,
1998).

Por otro lado, la exiraccion de ARN de celulas con un alto contenido de
ribonucleasas (ARNasas), resulta complicado por la actividad de dichas enzimas,
por lo que es necesaria una rapida recuperacion de ARN de los organelos y
vacuclas. La mayoria de las metodologias hacen uso de potentes agentes

caetropicos, tales como. sales de guanidina (isotiocinato y clorhidrato de
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guanidina), ademas de los detergentes y solventes organicos ya sefalados
(Maniatis et al., 1982, Slater, 1984; Beger, 1987; Farrell, 1998).

La integridad de los acidos nucleicos se conserva manteniendo el sustrato
(células o tejidos} sobre hielo o congelandolo antes de comenzar el proceso de

extraccion.

2.6.3. Remocion de contaminantes

Una vez que se han lisado las células para ia extraccion del ADN o ARN, y
se ha hecho disponible, es necesario separarlo del resto de la célula, ya que la
calidad y cantidad de la molécula puede ser madificada por la actividad enzimatica
de nucleasas como la ADNasa o ARNasa y de otras macromoléculas que son

aisladas simultdneamente durante el proceso de purificacion.

El problema de las nucleasas es la remocién de cationes como el
magnesio, que es necesario para la actividad de lag mismas. Agentes como EDTA
(acido etilendiaminotetracético) y fenantrolina quelan cationes divalentes como
Caz+ y Mg2+, previniendo de esta forma la actividad de la ADNasa y ARNasa
(Farell, 1998).

Es comun remover la mayoria de las proteinas por digestién con enzimas
protecliticas como la proteinasa K, antes de la utilizacion de solventes organicos
como el fenol y cloroformo, los cuales son frecuentemente utilizados, también
para la desproteinizacion; si seusan en forma simultanea son mdés eficientes,

ademas al final de la remocién de contaminantes se emplea solo cloroformo para
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eliminar residuos de fenol en los Aacidos nucleicos (Maniatis ef al, 1982,
McGookin. 1987 Farrell, 1998).

La mayoria de proteinas son mas solubles en fenol durante |a fase organica
(es la fase inferior, puede ser mas densa o menos densa que la fase acuosa) que
en la fase acuosa (es la fase superior o el sobrenadante); mientras que los acidos
nucleicos son mas solubles en la fase acucsa, tales fases son separadas por
centrifugacion. La fase organica se queda en la parte inferior y contiene a las
proteinas; a fase acuosa se queda en la parte superior y tiene al ADN o ARN. En
la extraccion de ADN es importante considerar el pH, ya que valores menores o
iguales a 5 0 6. el ADN puede ser retenido en la fase organica y en la interfase,
dejando el ARN en la fase acuosa, asi que para la extraccion de ADN se
requieren un pH de 7.5 a 8, con el cual tanto ADN como ARN son retenidos en la
fase acuosa, por lo que se debe cuidar el pH antes de llegar a la utilizacion de
fenol {(Maniatis ef al., 1982, Farell, 1998).

Un reactivo utilizado en varios procedimientos para la extraccion de ADN es
el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), el cual se pega fuertemente al
ADN, desplaza a las proteinas y previene la degradacién. E} CTAB se remueve
mediante extracciones con cloroformo y el ADN permanece en la fase acuosa

{Valadez y Glinter, 2000).

2.6.4. Precipitacion o concentracién
Se logra precipitar los acidos nucleicos con el uso de diferentes alcoholes o
la combinacién de sales de cationes monovalentes en concentraciones

moderadas y alcohol a bajas temperaturas (-20°C) y recuperarlos por
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centrifugacion. El método mas ampliamente utilizado en la extraccién de ADN es
precipitado con etanol en presencia de concentraciones moderadas de cationes
monovalentes. El isopropanol en una relacién de un volumen al 100% puede ser
usado en lugar del etanol al 70% (dos valiumenes) para precipitar el ADN, con la
ventaja de manejar un volumen menor, pero el isopropano! es mas volatil que el
etanol y es mas dificil de remover.

Sin embargo, con solutos como sucrosa o cloruro de sodio se coprecipitan
con el ADN mas faciimente cuando se utilizan isopropanacl, especialmente a -70°C
{(Maniatis et al., 1982).

El método mas utilizado en la extraccion de ARN es precipitar con etanol en
presencia de concentraciones moderadas de acetato de sodio. La precipitacién
del ARN es mucho mas refinada que la del ADN, y requiere periodos mas largos a

-2Q0°C (Farrell, 1998).

2.6.5. Lavado
Para remover cualquier soluto que se haya quedado en el precipitado, la
pastilla con los acidos nucleicos puede ser lavada con etanol a diferentes

concentraciones, regularmente se emplea etanol al 70%, se agita con un agitador

vortex y se centrifuga.

2.6.6. Resuspension

Los &cidos nucleicos se resuspenden en algun amortiguador de baja
astringencia ibnica como es el TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM), agua destilada

estéril o agua libre de RNAsas.
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2.6.7. Electroforesis

Una vez que se ha hecho ia extraccion de los acidos nucleicos, la forma
mas comdn de verificar su estado fisico, es mediante electroforesis en gel de
agarosa. La electraforesis es la migracion de solutos idnicos bajo la influencia de
un campo eléctrico, las moléculas de ADN se depositan dentro de los pozos que
forman los peines en el gel de agarosa y migran a través de &l. Este proceso
separa las moléculas de los acidos nucleicos por tamafio, las cuales se hacen

visibles mediante tincidbn con bromuro de etidio.

2.6.8. Cuantificacion del ADN

Una vez extraido y purificado el ADN de una muestra biolégica, la mayoria
de las tecnicas que se emplean para su posterior caracterizacién, clonaje o
secuenciacion, requieren conocer la concentracidn de la solucion de partida. Por
eso se han desarrollado diversos métodos de medida siendo el mas utilizado la
obtencidn de la absorbancia en un espectrofotémetro con luz ultravioleta. Dado
que s& conoce que una unidad de absorbancia corresponde a una concentracion

de 50 mg/ml de ADN, se puede calcular la concentracién del ADN de una muestra

problema midiendo la absorbancia a 260 nm.

2.6.9. Determinacién espectrofotométrica
Los acidos nucleicos tienen la habilidad de absorber la luz ultravioleta, con
un maximo, a una longitud de onda de 260 nm. Su absorcién se debe a las bases

pdricas y pirimidicas. La lectura en esta longitud de onda permite el calculo de la

concentracion de acidos nucleicos en la muestra. Una unidad de Aazso
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corresponde, aproximadamente, a 50 ug/mL de ADN de doble cadena, 40 pg/mL
de ADN de cadena sencilla y de ARN y 20 ug/mL de oligonucleétidos de cadena
sencilla. La cuantificacion basada en la absorbancia a 260 nm provee poca
informacion acerca de la calidad y pureza de los acidos nucleicos. en relacién a la
contaminacion con proteinas, fenol o sales, La relacion de Azso a A2so (Azeo / Azeo)
aporta una estimacién de la pureza de los Acidos nucleicos. Una muestra pura de
ADN tiene una relacion Azeo/ Azeo de 1.8 £ 0.15, y una muestra pura de ARN tiene

una relacion Azeo/ Az2s0de 2.0 £ 0.15 (Farell, 1998; Valadez ef af., 2000).

2.7. Reaccion en cadena de |a polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica de la biologia molecular altamente especifica,
rapida, sensible y versatil para detectar cantidades minimas de un cierto de ADN
especifico, posibiltando su facil identificacién, de esta forma la reaccién en
cadena de la polimerasa es un método in vitro de sintesis de ADN con el que un
segmento particular de ADN este es especificamente amplificado en forma
exponencial, con la finalidad de detectar una secuencia o gen de interés en el
genoma de un individuo, utilizando una polimerasa termoestable (Taq
Polimerasa), (Edel, 1998; Giovambattista, 2000, Rojas, 2004).

La reaccidén consta, por lo regular, de una treintena de ciclos repetitivos
conformado cada uno de tres pasos: el primero consiste en la ruptura de los
puentes de hidrogeno del ADN para desnaturalizarlo, para lo que se incuba a una
temperatura de alrededor de 95 °C, por un minuto. Este paso expone las bases

nitrogenadas del ADN blanco. En el segundo ocurre la hibridacién de las cadenas
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desnaturalizadas del ADN blanco con los denominados cebadores o iniciadores
(ADN sintético de hebra sencilla), a una temperatura que facilita el apareamiento
de las bases nitrogenadas complementarias de ambas clases de ADNs. Esta
temperatura depende de la temperatura de fusion (Tm) de los iniciadores, la cual
puede calcularse mediante una formula, pero generalmente, oscila entre 50 y 60
°C. El tercer paso se efectiia a 72 °C, temperatura a la que la polimerasa extiende
la longitud de los cebadores, afadiendo los diferentes nucleétidos libres en el
orden que le va dictando la secuencia de nucledtidos de la cadena actual como
molde (Giovambattista, 2001; Rojas, 2004).

Para realizar la PCR se necesita mezclar en un tubo el ADN que contiene
ta secuencia a amplificar, ambos cebadores que se alinearan a las cadenas
simples del ADN, la mezcla de los cuatro dNTPs en cantidades suficientes, el
tampdn de reaccion para la polimerasa, agua destilada para complementar el
volumen final de reaccioén (que normalmente oscila entre 20 y 100 pl) y finalmente,
la enzima ADN polimerasa termoestable (White et al., 1998; Jiménez et al., 2000;
Giovambattista, 2001; Rojas, 2004).

Magnesio.

Tanto el i6n magnesio como el manganeso tienen una funcion critica en la
reaccion, requiriéndose a una concentracion gue oscila entre 0.5 y 2.5 mM. La
concentracion de MgClz debe optimizarse para cada ensayo en particular, ya que
puede tener efecto tanto en especificad como en el rendimiento de la reaccion. En
general, concentraciones insuficientes de Mg+«2 dan lugar a bajo rendimiento,

mientras que en exceso sé obtienen amplificaciones inespecificas.

27




Desoxirribonucledsidos Trifosfatados (dNTPs).

Los cuatro dNTPs (dATP, dTTP, dCTP y dGTP; distinguibles por sus bases
nitrogenadas) son los ladrillos con los que se construyen las nuevas cadenas de
ADN. La variacién en su concentracion afecta la especificidad y fidelidad de la
reaccion. Concentraciones altas de los mismos hacen disminuir la fidelidad con la
que la polimerasa efectua su trabajo, e incluso pueden llegar a inhibir su actividad.

También afecta la fidelidad de la reaccién, el uso de concentraciones
desbalanceadas de estos cuatro ingredientes, siendo las concentraciones usuales
entre 0.2a 1 mM,

Los DNTPs pueden captar iones de magnesio por lo que las
concentraciones de ambos componentes deben guardar siempre la misma
relacion, aconsejandose que la concentracion de Mg+2 sea 0.5 a 1 mM superior a
la concentracion de los dNTPs (Valadez st al., 2000).

Cebadores o iniciadores.

Son el componente mas sensible que determina el éxito de un ensayo de
PCR. Su longitud suele estar entre 18 y 30 nucleétidos, y su contenido en G + C
de 40-75%. La concentracion a la que suelen emplearse en una PCR esta en el
intervalo de 0.1 ~ 0.5 WM. Los iniciadores normalmente se disefian para ser
exactamente complementarios al molde de ADN. Los cebadores ideales deben
carecer, lo mas posible, de estructuras secundarias, asi como de
complementariedad entre si. El extremo 3’ induce a que ambos iniciadores se
traslapen en dicho extremo y sirvan de templados y a su vez de iniciadores entre

si, para que la polimerasa los extienda y genere asi, pequefics amplicones
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referidos como dimeros de cebadores. Estos dimeros son productos cortos que se
amplifican eficientemente, reduciendo la cantidad de cebadores disponibles en la
reaccion, provocando un menor rendimiento de la amplificacion de interés (Olive,

1999; Vaughan, 2000; Abd-Elsalam, 2003).

ADN polimerasa.

Proveniente de la bacteria termofilica Thermus aquaticus, su temperatura
Optima de catalisis oscila alrededor de los 72 °C, temperatura a la cual incorpora
aproximadamente 100 nucleétidos por segundo, siendo estables a altas
temperaturas, inciuso por encima de 92 °C. Esta enzima es una proteina que
consta de una sola cadena polipeptidica con un peso molecular de
aproximadamente 95 kDa, cuenta con una actividad de exonucleasa 5' — 3. Su
fidelidad de replicacion depende de la concentracién del ién Mg* y de los dNTPs,
asi como de que exista o no balance en la concentracion de estos Ultimos
(Maniatis, 1982; Valadez et al., 2000).

Agua.

Se usa como solvente de! resto de los ingredientes y de preferencia debe

ser destilada (Rojas, 2004).
ADN.

Puede ser de un ng en el caso de material genético clonado o de un minimo
de 20 ng, cuando se utiliza ADN gendmico proveniente de células eucariotas. En

general, no es necesario purificar el molde, porgue la reaccion puede tolerar la
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presencia de impurezas, siempre y cuando se elimine en lo mas posible la
presencia de inhibidores de la polimerasa.

El hecho de que existan contaminantes en la reaccién de amplificacion,

tales como esporas o ADN proveniente de otros organismos en los tubos o puntas
que se utilizaran para preparar [a reaccion, tiene importantes implicaciones tanto
para su aplicacidn en investigacién como para el diagnéstico.
Debido a que el ADN original puede permitir la sintesis de millones de copias
mediante PCR; la contaminacion en la muestra de reaccién con productos de una
reaccién previa, o con material proveniente de una fuente exégena, es un
problema de contaminacién potencial. En general, el procedimiento cuidadoso de
laboratorio en este sentido, consiste principalmente en separar fisicamente a los
reactantes y utilizar material nuevo y estéril (hacer alicuotas), éstas son algunas
de las precauciones gque evitaran una posible contaminacién (Valadez ef ai., 2000:
Vaughan, 2000; Fraga, 2004).

Adyuvantes de la PCR. Son elementos que mejoran el rendimiento y la
especificidad de la PCR. El adyuvante mas extendido y utilizado es el BSA, a
concentraciones mayores de 0.8 ug/ul; el BSA incrementa la eficiencia de la PCR
y actla como una proteina captadora de iones que pueden ser inhibidores de la
Taq polimerasa (Cartwright, 1994; Vaughan, 2000; Alvarez et al., 2001; Ding et al.,
2004; Rojas, 2004).

Debido al complejo de interacciones entre los componentes de la PCR y la

amplia variedad de aplicaciones en las que esta técnica se ha usado, no hay un
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listado unico de condiciones que puedan ser las 6ptimas para todas las posibles

reacciones.
2.8, Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)

Su principio es basada en la utilizacién de enzimas de restriccion
{(endonucleasas) para fragmentar la molécula de ADN, detectando polimorfismos
a través de!l niimero y tamafio de los fragmentos. El ADN digerido se verifica en
geles de agarosa o poliacrilamida, visualizados mediante tincidén con bromuro de
etidio teniendo como resultado una separacion continua de diferentes fragmentos
de ADN de acuerdo con su tamaiio, los cuales dan origen a polimorfismos
(Drinkwater ef al., 1991, Sambrook et al., 1994; Jiménez gt al., 2000; Valadez st
al., 2000).

Posteriormente, se realiza la transferencia de ADN del gel a una membrana
{Southern blotting), normaimente de nylon o nitrocelulosa, donde el siguiente paso
es la hibridacion con una sonda, es decir, un fragmento de secuencia conocida,
marcado mediante radiactividad, luminografia o quimioluminiscencia
(dependiendo del tipo de marcaje). hara visible un fragmento de ADN especifico,
que puede ser comparado con el fragmento resultante de otros genomas tratados
de la misma forma; la sonda se une a los fragmentos de ADN fijados en la
membrana que posea una secuencia complementaria, y estos se revelan a través
de una autorradiografia (Sambrook, et al., 1994, Mondragén, ef al., 2000; Valadez
et al., 2000; Rojas, 2004).
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Al separar los fragmentos mediante electroforesis en geles de agarosa,
puede deducirse que el "“mapa” de los sitios de restriccion, es especifico de cada
molecula de ADN. Las sondas de ADN para esta técnica suelen corresponder a
genes previamente conocidos, aunque la RFLP evalia sdlo un tipo de
polimorfismo en cada ensayo, el resultado es muy preciso. Los primeros mapas
gendmicos basados en la distribucién fisica de los genes en vez de la frecuencia
de entrecruzamiento se hicieron utilizando esta técnica.

Generalmente los RFLP sirven como marcadores moleculares,
proporcionando marcadores codominantes que se han utilizado para construir
mapas geneticos (de ligamiento) con seleccion asistida por marcadores, para la
clonacion de genes basados en mapas para la identificacion de genotipos,
identificacion de cultivares en el caso de plantas, para ayudar a resolver
problemas de Indole taxondémico o filogenético, estudios de segregacion,
recombinacion, paternidad, entre otros. La técnica molecular RFLP, es altamente
confiable y de facil estandarizacién en laboratorios universitarios o comerciales
con baja inversion, por lo que se facilita su uso en el diagnastico de mutaciones
identificadas (Mondragon et al., 2000; Baldeviano et af., 2003).

Sin embargo, para otros laboratorios se trata de una técnica costosa y muy
laboriosa, que precisa de una gran cantidad de ADN y una informacién previa
sobre la secuencia, por lo que estd siendo desplazada por otros marcadores
basados en la reaccién en cadena de la polimerasa.

Los marcadores RFLP cubren todo el genoma de un organismo, su uso

aporta |a probabilidad de encontrar asociaciones significativas entre marcadores y
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genes. Los marcadores RFLP. poseen una expresién co-dominante. que torna
positiva al identificar en cada locus estudiado genotipos heterocigotos vy
homacigotos, generando mas informacion a nivel genético, permitiendo, con ello,
un analisis detallado de la interaccion génica e interaccién entre alelos en estudios
de mapeo y caracteristicas cualitativas (Rojas, 2004).

Los marcadores RFLP han mostrado variacion génica en la secuencia de
nuclectidos en regiones que codifican productos génicos. El numero de
marcadores RFLP es practicamente ilimitado, ya que marcadores basados en
ADN tienen una alta estabilidad, pudiendo ser extraido, conservado y reutilizado

por largos periodos de tiempo (Rojas, 2004).

2.8.1. Uso de la técnica PCR-RFLP

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa-Polimorfismo del Tamaro de
Fragmentos de Restriccion (PCR-RFLP) es una técnica que combina la
amplificacion mediante PCR y la digestion posterior con enzimas de restriccién, en
lugar de sondas radiactivas para visualizar los polimorfismos. El material de
partida es el ADN que se ampiifica mediante el empleo de primers especificos
antes de proceder a la digestion de los mismos mediante distintas enzimas de
restriccion (Mondragdn et al., 2000).

Para la técnica PCR-RFLP primero se utiliza la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), que sirve para amplificar fragmentas pequefios de ADN (<2kb
empleando métodos estandares) (Mondragdn et af., 2000; Giovambattista et al.,

2001).
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La Reaccién en Cadena de la Polimerasa-Polimorfismo de la Longitud de
los Fragmentos de Restriccion (PCR-RFLP) es uno de los métodos mas

especificos y rapidos, pero también, el mas caro.

2.9. Sistema de Amplificacion Refractario de Mutaciones (ARMS)

Un método de genotipificacién simple y econdémico de SNP que implica una
sola reaccién de PCR seguida de la comprobacién por electroforesis del gel de
agarosa, es la técnica nombrada tetra-primer ARMS-PCR, esta adopta ciertos
principios del método de la tetra-primer PCR (Newton gt al., 1989} y del sistema
refractario de la mutacién de la amplificacion (ARMS) (Ye ef al, 1992). Esta
técnica no requiere digestién con enzimas de restriccibn y solo utiliza

oligonucleétido especificos para alelos normal y mutado (Figura 1).

Primer externc Primer especifico
Forward Forward
JRES— b. — i +_ C

Primer especifica imer extarno
Reverse Reverse

c T T

mn mm mm |- Fragmento del gen
- e A Alelo especifico T
wn wm - — — Alelo especifico €

Figura 1. Diagrama representativo de identificacion de un SNP del gen leptina
mediante la técnica ARMS-PCR.
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La PCR estandar utiliza dos “primer” para amplificar las dos cadenas de
ADN y se basa en el hecho de que cada “primer’ amplificara de forma fiable la
cadena diana. Sin embargo, la PCR puede realizarse con “primer’
aleloespecificos que amplificaran solamente un alelo de un gen diana. Esto
significa que si un “primer” contiene una secuencia que reconoce una mutacion,
solo hibridard con el ADN mutante. Por lo tanto, sélo el ADN que contiene Ia
mutacion se amplificara con este “primer”. El “primer” aleloespecifico tiene los
nucledtidos del extremo 3' como los que detectan fa mutacién, ya que el ADN
polimerasa requiere la hibridacién completa del "primer” y del molde del extremo
3" del “primer”. Este método se aplica para detectar mutaciones especificas de un
nico gen. A este tipo de PCR se le denomina sistema de amplificacion refractario
de mutaciones (ARMS amplification refractory mutation system) ya que, en
ausencia del alelo mutante, la amplificacién por PCR sera refractaria, es decir no
se producira (Newton et al., 1989; Ye et al., 1992; Hudson, 1997; Litlle, 1997: Lui
ef al., 1997, Bathelier ef al., 1998).

El principio de la técnica se basa en la incapacidad de la enzima Tag ADN
polimerasa para extender un “primer” con un mal apareamiento en el extremo 3'
del mismo. Si un individuo es homacigético para metionina no amplifica con el
codén de la treonina y lo opuesto sucede si es homocigotico para treonina. Sélo si
es heterocigotico, en ambas reacciones ocurrird la amplificacién. Esta técnica es
capaz de detectar mutaciones puntuales en el 4cido desoxirribonucleico (ADN). La
seleccion de los oligonucledtidos adecuados hace posible que se puedan

amplificar o detectar determinadas secuencias mutantes o normales de ADN
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(Newton et al., 1989; Ye et al., 1992; Hudson, 1997; Little, 1897; Lui et al., 1997;

Bathelier ef af., 1998).

36




Il MATERIALES Y METODOS
3.1. Descripcion del area de estudio

El estudio comprendi6 el municipio de Villaflores, Chiapas, localizado en los
limites de la Depresién Central y de la Sierra Madre del Sur. Geograficamente se
sitGa entre los paralelos 15° 35' y 16° 33' de latitud norte y entre los meridianos
92° 12"y 93° 45' de longitud oeste. Limita al norte con los municipios de Suchiapa,
Jiquipilas y Ocozocoautla, al este con Chiapa de Corzo y Vilia Corzo, al sur con
Villa Corzo y Tonald, al oeste con Jiquipilas y Arriaga. Su extension territorial es
de 1,232.1 km? y su altitud es de 540 msnm. El clima varia de calido subhumedo a
semicalidc himedo con abundantes lluvias en verano. La precipitacion vy
temperatura media anual promedio es de 1,200 mm y 24.9 °C, respectivamente.

(Figura 2).

México

VLA FLORES

Figura 2. Localizacion del municipio de Villaflores, Chiapas.
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3.2.- Metodologia

Se evaluaron 42 sementales de la raza suizo americano, para la identificacion del
polimarfismo del gen leptina, se evaluaron las frecuencias genotipicas CC, CT y
TT y alélicas C y T del (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) en el exén dos
(Buchanan ef al.. 2002; Corva et al., 2004; Motter et al., 2006; Corva ef al., 2007,
Ruiz, 2008).

3.2.1. Técnicas de campo

A cada semental se extrajeron 7 m! de sangre de la arteria coccigea media
y se colocaron en tubos de ensayo con anticoagulante (EDTA), a razén de 5 mg
de EDTA por cada 2.5 ml de sangre, se giro el tubo 180° mediante un movimiento
suave para que hacer la mezcla sin deteriorar los glébulos rojos; posteriomente

los tubos fueron almacenados a 4 °C hasta su procesamiento

3.2.2. Técnicas de laboratorio

La extraccion de ADN se efectio mediante la metodologia descrita por
Miller ef al. (1988) con las siguientes modificaciones Ruiz, (2008): se colocaron
300 pl de sangre con anticoagulante EDTA en tubos Eppendorf de 1.5 ml; a cada
tubo se le anadié 1000 pl de agua destilada fria, se mezcld en vortex (Modelo
MS1 Minishaker, Marca IKA®) durante 5 minutos, se centrifugo a 12000 rpm par 5

minutos.

Se decantd quedando Unicamente el sedimento, al que se le agreg6 1000 pl

de agua destilada fria (4 °C), se mezclo con vortex hasta deshacer la pastilla, se
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centrifugdé (Modelo Spectrafuge 16M, Marca Labnet®) a 12000 rpm por 5 min,
nuevamente se decantd, dejando unicamente la parte sélida (este paso se repitio
en un maximo de 3 veces, hasta quedar limpia). Se agregaron 1000 pl de solucidén
Lisis (Tris HCI pH 8, NaCl 5 M, EDTA .5 M pH 8, SDS, H20), posteriormente se
agito con un vortex hasta obtener una completa disolucién de la pastilla. A los
tubos se les adiciond 3 pl de proteinasa K (50 mg/ml) y se incubaron a 65 °C
durante una hora, posteriormente se agitdé con un vaortex hasta deshacer la
pastilla, se adiciond un volumen final de NaCl 2M, se mezclo en vortex durante 15
segundos y se centrifugando a 12000 rpm por 10 min. €l sobrenadante se
recuperd en un tubo nueve de 1.5 ml, se precipitd con isopropanol frio (-20 °C) y
se dejo reposar durante una hora a —20 °C. Transcurrido el tiempo se centrifugd a
14000 rpm durante 10 min y se decantd el sobrenadante. Con el propdsito de
obtener la pastilla mas limpia, ésta se lav6 resuspendiéndola en 300 pl de etanol
al 70 % frio (-20 °C), se agité hasta disolveria, se centrifugd a 14000 rpm por 10
min, el sobrenadante se decantd y ia pastilla se dejo secar en la incubadora
(Boekel Scientific; BOEKEL®) a 37 °C por 12 h. Finalmente, se resuspendié en 30

ul de agua libre de RNasas y se guardaron a — 20 °C para su uso posterior.

Para la cuantificaciéon del ADN se utilizd el método de absorcion de luz
ultravioleta, se efectud a partir de diluciones 1/200 a 1/500 en agua destilada, para
determinar la absorcion de luz UV a las longitudes de onda 230, 260 y 280 nm en
un espectrofotdmetro (Mod. Lamda Bio10 Perkin-Eimer ®.) Se calculd el
contenido de ADN asumiendo que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale

a 50 pg/ml de ADN doble cadena. Las frecuencias genotipicas y alélicas se
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obtuvieron mediante un andlisis molecular utilizando la técnica de ARMS-PCR
{Amplification Refractory Mutation System-Polymerase Chain Reaction) descrita
por Ye ef al, (2001). Esta técnica es una meodificacién de la técnica de
amplificacion alelo especifica ARMS-PCR, en la cual se usaron dos pares de
cebadores para amplificar dos alelos distintos en la misma reaccion de
amplificacién, los cuales se pueden discriminar por la diferencia de tamario de los
productos ampilificados.

Se utilizaron dos cebadores externos que ampiifican los dos alelos y dos
cebadores internos, cada uno especifico de uno de los alelos, que amplifica junto
con uno de los cebadores externos, para obtener un producto determinado alelo
especifico (Corva et al., 2004; Motter et al., 2006, Corva et al., 2007).

Los cebadores utilizados fueron los siguientes; Cebador interno forward
para el alelo T: 5'- TGT CTT ACG TGG AGG CTG TGC CCA GCT -3° cebador
interno reverse para el alelo C: 5°- AGG GTT TTG GTG TCATCC TGG ACC TTT
CG -3’ cebador extemno forward: 5°- GAC GAT GTG CCA CGT GTG GTT TCT
TCT GT -3" cebador externo reverse: 5- CGG TTC TAC CTC GTC TCC CAG
TCC CTC C -3’ (Corva ot al., 2004, Motter st al, 2006; Corva et al., 2007).

Para la amplificacion genotipica y alélica se utilizaron 25 ul de reaccién
preparado con MgCl, (30 mM): 1.25 i, Buffer (Biogenica 10 X. “100 mM Tris-HCI
pH 8.4; 500 mM KCI; 100 pg/ml gelatina, 1.5 mg/mi BSA; 1% Tritén X100%): 2.5 pl,
dNTPs (Biogenica): 1 pl (200 mM de cada uno), Cebador interno Forward para e!
alelo T: 5 ul (10 pmol/pl), Cebador interno Reverse para el alelo C: 5 pl (10

pmol/pl), Cebador externo Forward: 1 pl (10 pmol/ul), Cebador externo Reverse: 1
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Hl (10 pmol/ul), Tag ADN polimerasa (Biogenica 5 unidades/ul) 0.2 pl, ADN 4 ! y

agua 4.05 pl.

Las condiciones del ciclo térmico fueron las siguientes; desnaturalizacién a
94 °C por 3 min, seguido de 6 ciclos de 94 °C por 15 seg, 76 °C por 45 seg y 72
°C por 1 min {en el paso dos de este ciclo se baja un grado centigrado en cada
ciclo hasta llegar a los 70 °C) seguido por 27 ciclos de 94 °C por 15 seg, 76 °C por
45 seg y 72 °C por 1 min y terminando ¢on una extensién de 72 °C por 5 min
(Corva et al., 2004, Motter et al., 2006; Corva gt al., 2007).

Los productos de digestién de la PCR fueron CC 239 y 164 pb, CT 239,
164 y 131 pb y TT 239 y 131 pb (Corva et al., 2004, Motter et al., 2006; Corva et
al., 2007, Ruiz, 2008). Por ofro lado, se procedit a verificar el producto de la PCR
de las muestras, en gel de agarosa al 2 % (0.60 g de agarosa y 30 ml de buffer
TBE 1X (Tris Borato-EDTA), por medio de una eleciroforesis, utilizando una
camara modelo horizon 58 (Life Technologies®). En cada pozo se depositd un
volumen final de 10 pi (3 pl de colorante Naranja G y 7 l de producto de PRC),
usando como buffer de corrida TBE 1 X. Las condiciones de la electroforesis
fueron de 60 minutos a 86 valtios. Transcurrido dicho tiempo los geles se tiferon
con bromuro de etidic a una concentracién final de (1 pg/ml) durante 30 minutos.
Los resultados fueron evaluados en el fotodocumentador (Modelo Gel Doc 2000,
Marca Bio Rad) de luz ultravioleta (UV) y se capturaron las imagenes por

computadora en el programa Quantityone, para la evaluacién de frecuencias

genotipicas y alélicas.
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3.3. Analisis de datos

Para la caracterizacién genotipica y alélicas del gen leptina, se determinaron
las frecuencias alélicas CC, CT y TT y genotipicas C y T. Cada muestra fue
verificada visualmente con el fin de eliminar falsos positivos. Después de asignar
el genotipo de cada uno de los animales, se estimo el equilibrio de Hardy-

Weinberg para las frecuencias genotipicas y las frecuencias alélicas se

compararon mediante la prueba de Chi Cuadrada.
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IV RESULTADOS

La edad promedio de los toros evaluados fue 36.7 meses. Para el genotipo
CC se encontrd una edad promedio de 48 meses, 32.6 y 36.7 para los genotipos
CTy TT respectivamente (Cuadro 4).

Cuadro 4. Edad de los toros por genotipo

‘Genotipo Estimador Meses
ce bE- 209
o he
N
-

Las frecuencias genotipicas generales registraron un 21% de sementales
con el genotipo TT, 31% genotipo CC y un 48% de individuos heterocigotos TC

(Figura 3). El genctipe CT presento el mayor porcentaje (Cuadro 5).

Cuadro 5. Frecuencias genotipicas del gen leptina de sementales activos en el
municipio de Villaflores, Chiapas.

Frecuencia Genotipica

Raza )
CC CT TT
10 17 8
Suizo Americano
D0.31 0.48 0.21

* Equilibrio Hardy-Weinberg. ( X, P< 0.05)

Las frecuencias del alelo T (Cuadro 3), fueron similares. Para la frecuencia
genotipica y alélicas esperada y observada no se encontré diferencia significativa

a un nivel de confianza de 0.05 para X°.
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Cuadro 6. Frecuencias alelicas del gen leptina de sementales activos en el
municipio de Villaflores, Chiapas.

Frecuencia Alélicas (%)
C T
Suizo Americanc 053 047

Raza o Cruzas

Equilibrio Hardy-Weinberg. (.Y’ P< 0.05)

Marador
1mepy  CC cC

Figura 3. Gel de agarosa al 2 % mostrando el resultado de la ARMS-PCR para
gen leptina. CC Leptina comun (238 y 164 pb}, CT Leptina heterocigoto
(239, 164 y 131 pb) y TT Leptina modificada o mutada (239 y 131 bp),
Marcador de 100 pb.
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V DISCUSION

La raza de origen europeo Suizo Americano es una de las de mayor
antigliedad, se explota en México desde fines del siglo XIX y su mayor frecuencia
en el area de estudio se debe a que es la raza mas utilizada en los sistemas doble
propésito del pais (Ruiz, 2008). En el sureste mexicano son muy populares sus
cruzas con el ganado Cebl en distintas proporciones genotipicas, Los ganaderos
la prefieren debido a su resistencia y adaptabilidad al sistema de produccién,
aunado a su calidad de carne y rendimiento lechero (Ruiz, 2008). Por su parte
Garcia (2002) y Cerdn (2005) menciona que la raza Suizo Americano es de las
mas puras del mundo, considerada de doble propésito, con amplia adaptabilidad a
diferentes condiciones climaticas, con buena produccién de leche y carne y
resistente a las enfermedades. Por su habilidad materna y fertilidad, es de las mas
eficientes entre todas las razas, asi como por su rusticidad y capacidad de
empadre de los sementales (Cerutti, 2008)

Los toros del genotipo CC presentaron mayor edad, esto debido a la falta de
seleccion por parte de los productores, ya que generalmente los productores
seleccionan a sus reproduciores por fenotipo. Esto coincide con fo mencionado
por Ruiz, (2008). Por otro lado, se observa que para el genotipo TT los toros son
de menor edad, esto como respuesta a los programas de mejoramiento genético
que se ha implementado por parte del gabierno.

La baja frecuencia del alelo T encontrada en el presente estudio podria ser
el resultado del criterio de los ganaderos al adquirir a sus reproductores con base

al fenotipo del animal, sin considerar informacién de los registros genealégicos y
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productivos. Considerando que la leptina es una hormona sintetizada
principalmente en el adiposito y codificada por el gen LEP, y que esta involucrada
en el control del apetito, balance energético y composicion corporal, y tomando en
cuenta que uno de los polimorfismos (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) en
este gen en el exén 2 (alelos C y T) provoca la sustitucion de arginina por cistelna
en la proteina, asociando al aleloc T con mayor contenido de grasa corporal, se
considera que los sementales que poseen el genotipo TT son los deseables para
mejorar los sistemas de produccién (Ruiz, 2008). En las razas europeas de
produccion de came se ha realizado mayor seleccion para eficiencia alimenticia y
ganancia de peso, por esta razon la frecuencia del alelo T es mayor al encontrado
en este estudio. Al respecto, Buchanan ef al. (2002) encontraron una frecuencia
de! alelo T de 0.58 y 0.55 para la raza Angus y Hereford, respectivamente; por su
parte Corva ef a/., (2004) reportan frecuencias para el alelo T de 0.61 y 0.66 en
las razas Angus y Hereford, respectivamente y Schenkel et al. (2005) encontraron
resultados similares con 51.2, 51.7, 54.6 y 65.4 para las razas Angus, Limousin,
Charolais y Simmental. Sin embargo, los resuitados encontrados para Ia
frecuencia del alelo T en el area de estudio, coincide con lo registrado por
Buchanan et al, (2003), quienes reportan frecuencias alélicas T de 0.46, 0.45,
0.11, 0.06 y 0.53 para las razas Holstein, Suizo americano, canadiense,
Guernesey y Jersey, respectivamente.

La alta frecuencia del genotipo CT y CC en sementales del area de estudio,
produce la diseminacién de genes no deseables en los sistemas de produccion,

ocasionando que sean menos eficientes. El genotipo TT presenta superioridad
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con respecto a los genctipos CC y CT, en el apetito, composicion de Ja carne en
canal, espesor de grasa de cobertura, marmoleo y porcentaje de grasa en costilla
(Hale ef al., 1998; Hossner, 1998; Delavaud el al., 2000; Wegner et al., 2001,
Blevins ef al,, 2002; Buchanan et al., 2002; Margetic ¢t al., 2002; Geary et af.,
2003; Blum et al., 2005; Chilliard et al., 2005, Ruiz, 2008}, por lo tanto, la baja
frecuencia de este genctipo en sementales en el area de estudio afecta al
mejoramiento genético de las unidades de produccién. Las frecuencias
genotipicas TT encontradas en este estudio, son inferiores a los reportados por
Corva gt al., (2004) con frecuencias para el genotipo TT de 0.37 y 0.41 para la
raza Angus y Hereford, respectivamente y son iguales o superiores a lo reportado

por Ruiz, (2008) con 0.22 y 0.17 para toros suizos y cruzas raciales

respectivamente.
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VI CONCLUSIONES

La baja frecuencia del alelo T se debe al criterio del productor para la
seleccion de los sementales, ya que se basan en el tipo racial del animal sin
considerar la informacién de los registros genealdgicos y productivas relacionados
con la produccion de leche y calidad de carne. La alta frecuencia del genotipo CT
y CC de los sementales, ocasiona que las unidades de produccién sean menos
eficientes. Es necesario la identificacién del los reproductores con genatipo TT,
para incrementar la frecuencia alélica y genctipica y lograr con esto mejorar la

eficiencia productiva de los sistemas de produccion
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