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RESUMEN

La industria del ganado bovino de registro se basa en la comercializacion de pie de
cria con registro genealdgico (pedigri), lo que indica de cierta manera, su valor
genético, requisito indispensable para la estimacion de parametros y valores
genéticos que permitan el disefio de estrategias objetivas de mejoramiento
genético. Un programa exitoso de mejoramiento genético, depende de la correcta
identificacion de los individuos que conforman la poblacion a ser evaluada, asi
como del conocimiento preciso de las relaciones de parentesco entre ellos. Los
marcadores moleculares, entre ellos los llamados microsatélites, son una
herramienta precisa para determinar el parentesco entre individuos. Cada
marcador microsatélite posee una probabilidad de exclusién cuando son empleados
en pruebas de asignacion o verificacion de paternidad que se incrementa en
relacién al nimero y nivel de informacién de los /oc/ microsatélites utilizados,
pudiendo llegar a valores de hasta 99.99% de confianza en el analisis. Con base a
ello, el objetivo general del presente trabajo de investigacion, fue estructurar la
genealogia de una poblacion de ganado Braford manejada bajo empadre multiple y
evaluar las implicaciones de la correcta o incorrecta estructuracion en su
mejoramiento genético. De 19 /oci evaluados se encontrd que sélo 9 de ellos eran
informativos en la raza bajo estudio. El /ocus BM6444 mostrd el menor contenido
de informacion polimérfica “PIC” (0.6109), y por consiguiente la menor
probabilidad de exclusiéon de paternidad por /ocus “PE2" (0.2463). Por el contrario,
el /ocus INRA0O40 mostrd mayor PIC, heterocigocidad observada y esperada “Ho,
He"” con valores de 0.9310, 0.8556 y 0.9401, respectivamente; de los 23 alelos que
se encontraron para este /ocus, el alelo 170 fue identificado en 17 individuos con
una frecuencia de 0.0992, convirtiéndolo en el /ocus con mayor nivel de PE2
(0.7665). Se calculd la probabilidad combinada de exclusion (PEC2) para los 9 /oci
seleccionados la cual fue de 0.9989, con dicho panel de /oci se realizd la
verificacion de maternidad y asignacion de paternidad. Para la asignacion de
paternidad se logrd la asignacion en el 100% de las crias (n=33), pero sélo el
9.09% de las maternidades estaban asignadas correctamente (3 de 33 madres), lo
que permitid la estructuracion de tres familias (madre, cria y padre). Se realizd el
calculo de las diferencias esperadas de la progenie (DEPs), simulando la
paternidad de las crias, la cual fue comparada posteriormente con la paternidad
real de las mismas, evidenciando que en la paternidad simulada se muestran
valores de DEPs negativos y positivos para diferentes sementales, las cuales
comparadas con las DEPs obtenidas de las paternidades reales sugieren que se
estaria sobreestimando el valor genético, trayendo consigo un retroceso en la
mejora genética del hato al que se fuese a introducir los sementales evaluados, ya
que estarian aportando DEPs negativas.
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INTRODUCCION

La ganaderia bovina, en especifico la destinada a la produccion de carne, es la
actividad productiva mas diseminada en el medio rural en México, se realiza sin
excepcion en todas las regiones fisiograficas del pais y aun en condiciones
adversas de clima, que no permiten la practica de otras actividades productivas
(Lastra y Peralta, 2000).

Se estima que la actividad ganadera en México ocupa 110 millones de hectareas,
representando aproximadamente el 60% del territorio nacional y contribuye con el
40% del producto interno bruto (PIB) de la industria pecuaria (Ruiz, 2004).
Algunas cifras reportadas en el 2005 por la FAS/USDA, indicaron que en México se
produjeron 2.13 millones de toneladas métricas (Tm) de carne de bovino; sin
embargo, se consumieron 2.42 millones de Tm, por lo que el déficit condujo a la
importacién de 320 mil Tm. Mientras que en el 2006 se produjeron 2.175 millones
de Tm y se consumieron 2.505 millones de Tm y se importaron 330 mil Tm de
carne de bovino (USDA, 2006).

Histéricamente la ganaderia bovina para carne, es concebida como un negocio
familiar, administrado por decisiones transmitidas en el legado de generaciones,
donde en la mayoria de los casos no son las adecuadas para el mejoramiento de la
misma. Esta industria basicamente se rige por procedimientos que ofrecen a sus
manipuladores los “mejores” resultados empiricos, mas que por métodos
adecuados de manejo y seleccion, aptos para el entorno genético y ambiental de

sus explotaciones (Parra, 2006).
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Tosh y Wilton (1994), han destacado la importancia que tiene la estructura de los
datos en las evaluaciones genéticas cuando existe una cantidad importante de
paternidades inciertas, lo que es muy comun cuando se realizan “empadres
multiples”, ya que se disminuye la cantidad de conexiones directas entre individuos
y se incrementa la varianza de prediccion del error, reduciendo por lo tanto, la

precision de los valores genéticos (Tosh y Wilton, 1994).

Se sabe que la paternidad incierta y la incorrecta asignacion de paternidad, son un
problema que estd presente aun en paises con sistemas de identificacion mas
completos y complejos que los que se han venido desarrollando en México, debido
a que sus sistemas productivos de carne estan basados principalmente en la cria

extensiva de ganado bovino (Cunningham y Meghen, 2001; Sifuentes et a/,, 2006).

Este problema se ve ademas influenciado por practicas reproductivas comunes en
los sistemas extensivos de produccion de ganado bovino, como el “empadre
multiple” (Holroyd et al, 2002; Laeflet et al, 2003), ya que los animales
generados con este sistema de apareamiento, para ser incluidos dentro de las
evaluaciones genéticas, deben someterse a pruebas de identificacion para obtener
mejores predicciones sobre su valor genético y su efecto sobre el mejoramiento
genético del hato (Cunningham y Meghen, 2001; Holroyd et a/., 2002; Laeflet et
al.,, 2003). Una de las desventajas que enfrenta el uso de “empadre multiple” es
que aunque el productor seleccione aquellos sementales que considera como los
de mayor valor genético, existe la posibilidad de que sélo alguno de ellos sea el
que verdaderamente represente la calidad genética que se desea, aunque no
tenga el mayor éxito reproductivo en el hato durante el empadre (Sifuentes et al.,
2006).
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Las pruebas de paternidad son necesarias en los programas de mejoramiento
genético; particularmente, para la verificacion de la informacion proporcionada
por el productor de pie de cria y sementales, asi como para identificar la
paternidad de los animales producto de empadre multiple (Vankan y Fadd, 1999;
Cunningham y Meghen, 2001; Visscher et al., 2002; Salazar et al., 2004).

Para poder estimar parametros genéticos y disenar un esquema de seleccion, es
fundamental contar con suficiente informacidon productiva-reproductiva de los
animales evaluados, asi como de las relaciones de parentesco entre ellos; esta
informacién debe ser lo mas exacta posible ya que de lo contrario se puede caer

en la ineficiencia del programa de seleccion.

La medicidon objetiva de la produccion de los animales es también necesaria para
hacer evaluaciones de los mismos con la finalidad de realizar una seleccion precisa,
evaluar las razas y los sistemas de cruzamientos, estimar los parametros genéticos
requeridos para los programas de mejora genética, medir aspectos econémicos y
optimizar el proceso de cria del animal. El registro genealdgico de los animales es
una condicion indispensable para llevar a cabo estos programas de mejora. Puesto
que, por un lado, se caeria en un error de estar seleccionando animales que no
son hijos de los sementales identificados como presuntos padres, y por otro, se
estarian estimando parametros genéticos sobre una base incierta (Montaldo y
Barria, 1998).

Con lo anterior se concluye, que el conocimiento de la genealogia es fundamental
para la evaluacion genética de los reproductores bovinos seleccionados y deberia
considerarse como un requisito para su registro en los libros genealdgicos. Si la

paternidad de los animales no es confiable o verificada dentro de estos sistemas
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de evaluacion, los errores tanto de datos de produccién como de pedigri pueden

afectar negativamente las tasas de avance genético.

En el caso de ganado bovino y a nivel mundial, se considera que la identificacién
bioldgica basada en el uso de marcadores moleculares del tipo de los
microsatélites, es una técnica precisa para la identificacion y establecimiento de las
relaciones genealdgicas entre individuos, por lo tanto su implementacion como
prueba de rutina es fundamental para iniciar un programa de mejoramiento
genético (Weber y May, 1989; Cheng y Crittenden, 1994; Velmala et a/, 1999;
Georges et al.,, 1995; Aranguren et al., 2005).
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1. REVISION DE LITERATURA

1.1 Importancia de la Genealogia en el Mejoramiento Genético del

Ganado de Carne.

La variabilidad fisiografica del territorio mexicano no permite que la ganaderia sea
homogénea; asi mismo, la tecnologia aplicada es variable, existiendo desde las
explotaciones tradicionales hasta las que utilizan tecnologias de punta. En términos
generales, las condiciones bajo las que se desarrolla la ganaderia son extensivas,
aunque existe la finalizacion en corral de engorda, ésta se realiza de manera
limitada por los altos costos de alimentacion, y se estima que aproximadamente el
35% de la produccion nacional de carne de bovino, procede de corrales de
engorda (Lastra y Peralta, 2000; Ruiz, 2004). El 65% del ganado producido en
México se finaliza en pastoreo (USDA, 2003; Ruiz, 2004).

Las explotaciones de ganado vacuno de carne en sistemas extensivos enfrentan
dificultades basicas, provenientes de su precariedad técnica, reflejada al momento
de implementar cualquier tipo de manejo dentro del hato; por ejemplo, el escaso
uso de la inseminacién artificial (IA) contrastando con la practica comdn de la
monta natural mediante empadre multiple (Diaz et a/, 1995; Ramirez y Rios,
1997).

En los Ultimos afos, la presion que ha ejercido la constante y creciente
competencia internacional sobre el mercado nacional, ha empezado a despertar la
inquietud de los ganaderos para fomentar su productividad a través del

mejoramiento genético (Parra, 2006).
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El mejoramiento animal comprende el uso de principios bioldgicos, econdmicos y
matematicos para encontrar estrategias de aprovechamiento de la varianza
genética en alguna especie en particular. Basicamente, un programa de
mejoramiento genético debe considerar aspectos como el objetivo del sistema de
produccion, procesos de evaluacion genética, criterios de seleccidn, y difusion del

material genético seleccionado (Montaldo y Barria, 1998).

Los caracteres productivos estan determinados por un gran nimero de genes y el
mejoramiento genético seria consecuencia de la suma de los efectos totales de
dichos genes, que se manifiestan como efectos de dominancia, epistaticos o de
aditividad, estos Ultimos son verdaderamente importantes cuando confieren al
individuo caracteristicas productivas deseables, que lo sitlan como grupo
privilegiado de la poblacion, susceptible de ser seleccionado para transmitir esas
caracteristicas a la siguiente generacién, sustentando asi los principios del avance

genético (Carmona et al., 2000).

Un progenitor no puede contribuir con los efectos de dominancia sobre su
progenie, tales efectos dependen de pares particulares de genes en un /ocus, y un
progenitor sbélo aporta un gen del par particular. Por otro lado, los efectos
epistaticos dependen de combinaciones de genes en diferentes /ocj, los cuales por
lo comin no permanecen de una generacion a otra como resultado de la

segregacion independiente (Carmona et al/., 2000).

En general, puede considerarse que el establecimiento de un programa de
mejoramiento genético es un proceso compuesto por varias etapas que abarcan la
definicion de los objetivos del programa, el establecimiento de un control de

rendimientos, el control de la genealogia, la evaluacion genética para la obtencion
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de criterios de seleccion y la difusion del material genético seleccionado (Diaz y
Quintanilla, 2002).

Para la prediccién de los valores genéticos, se requiere necesariamente de la
estimacion de componentes de varianza y de parametros genéticos que indiquen la
contribucion de la variacion genética y ambiental en la expresion de los caracteres
de la poblacién, que sirvan para definir los reproductores potenciales a utilizar
como progenitores de la siguiente generacion (Cadena-Maneses y Morales—Castillo,
2002).

En este sentido, la industria de ganado bovino de registro se basa
fundamentalmente en la comercializacién de sementales y pie de cria con registro
genealdgico (pedigri). Pero para garantizar su valor genético, es necesaria la
correcta identificacion de los individuos que conforman cada poblacién (Dentine,
1999; Ron et al., 1996; Caballero y Toro, 2000; Cardoso y Tempelman, 2004) e

incluso, la aplicaciéon de pruebas de paternidad.

En paises de alto desarrollo ganadero, la identificaciéon genética y el obligado
establecimiento de pruebas de paternidad, queda lejos de cualquier duda como
argumento para la fiabilidad y credibilidad de los libros genealdgicos en las
distintas razas. El control de parentesco se ha realizado de forma rutinaria
mediante la identificacidn de marcadores inmunoldgicos como son los grupos

sanguineos y algunos polimorfismos bioquimicos (Ferreira y Grattapaglia, 1995).

La magnitud del efecto del error de registro de pedigri sobre el progreso genético,
se ha reportado ampliamente (Kinghorn et a/., 1993). Por ejemplo, en un estudio
de simulacién en ganado lechero, se estimd que con un error del 10% de los

registros genealdgicos se produce una reduccidon de 4.3% en la ganancia genética
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sobre caracteristicas de produccién lechera; ademas de que los valores genéticos

son estimados con sesgos (Israel y Weller, 2002.

Geldermann et al (1986), sugirieron que con una frecuencia de identificacion
erronea del 15% se presenta una disminucidn anual de entre 8.7% y 16.9% en el
cambio genético del ganado, evidenciando la importancia del registro adecuado de

la progenie de cada individuo dentro del hato.

En general, puede afirmarse que en los sistemas de produccién pecuaria, en
especial los dedicados a la crianza de ganado de registro, la paternidad incierta y
la incorrecta asignacion de paternidad, son un problema que limita la realizacién
de una evaluacion genética y la aplicacion de programas de mejoramiento genético

precisos.

1.2 Organizacion del Genoma en los Mamiferos.

Las caracteristicas fisicas (morfoldgicas, anatdmicas) y bioquimicas (fisioldgicas y
metabdlicas), asi como el comportamiento productivo y reproductivo de los
animales se deben a un efecto combinado, con diverso grado de contribucidn,

entre su composicion genética y el medio ambiente en el cual se desarrollan.

Desde el punto de vista molecular, un gen es una secuencia lineal de nucledtidos
en la molécula del acido desoxirribonucleico (ADN), que contiene la informacion
necesaria para la sintesis de una macromolécula con funcién celular especifica. Por
ejemplo: proteinas, acido ribonucleico mensajero ARNm, ARNr ribosomico (ARNr),
ARNt de transferencia (ARNt), ARNi de interferencia (ARNi). Esta funcidon esta
vinculada al desarrollo o funcionamiento de una actividad fisioldgica normal. Los

genes se disponen a lo largo de cada uno de los cromosomas donde cada gen
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ocupa una posicion determinada llamada /ocus, siendo un alelo una de las formas
variantes de un gen en un organismo diploide (Nicholas, 1996; Snustad y
Simmons, 2006).

El genoma es, por tanto, todo el material genético contenido en las células de un
organismo en particular. Por lo general, al hablar de genoma en los seres
eucarioticos se hace referencia solo al ADN contenido en el nucleo, organizado en

cromosomas (Snustad y Simmons, 2006).

La descripcion de la organizacion del genoma en una especie se determina
mediante la construccion de los llamados mapas gendmicos. El primer mapa del
bovino fue el cariotipo (Basrur y Moon, 1967; Casas, 2006), en el que se establecid
que el genoma bovino esta organizado en 29 cromosomas autosémicos mas un

par de cromosomas sexuales (2n = 60).

A pesar de la evidente importancia de los genes, no todo el genoma de los
individuos esta formado de ellos. Dentro de las células de los mamiferos el ADN
esta organizado en diferentes tipos de secuencias y sblo una pequefia parte (del
1% al 10%), son genes (Nicholas, 1996).

El tipo mas comun de secuencias de ADN es el formado por secuencias de copia
Unica, que supone aproximadamente el 57% del ADN total en el ganado vacuno.
Estas secuencias de copia Unica estan dispersas por todo el genoma,
encontrandose en forma de secuencias de tamano variable. Una pequefa
proporcion de este ADN de copia Unica contiene la mayoria de los genes (Nicholas,
1996).
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El ADN repetitivo-disperso consta de un pequefio nimero de secuencias de un
tamafno medio de alrededor de 300 pb, cada una de las cuales se encuentra
repetida hasta 10* 6 10° veces en el genoma. Las secuencias que se repiten se
denominan unidades de repeticidon (repeat units), estas unidades de repeticion se
encuentran dispersas por todo el genoma. El ADN repetitivo-disperso supone
aproximadamente el 20% del ADN bovino (Nicholas, 1996).

Las secuencias restantes de ADN (23%) se denominan ADN satélite, debido a que
su densidad es lo suficientemente diferente de la del resto del ADN como para dar
lugar a un pico separado o satélite. EI ADN satélite es altamente repetitivo, lo que
quiere decir que consta de una o unas cuantas unidades de repeticion cortas, cada
una de las cuales esta repetida muchas veces (10° o mas). A diferencia del ADN
repetitivo-disperso, el ADN satélite esta repetido en tandem, esto es, en un lugar
dado se encuentran muchas copias de la misma unidad de repeticién una al lado
de otra (Nicholas, 1996).

El ADN satélite esta disperso por todo el genoma y se encuentra en regiones de
heterocromatina, que es el hombre que reciben las regiones condensadas que se
tinen intensamente. Estos lugares incluyen regiones inmediatamente adyacentes a
casi todos los centromeros, regiones en los extremos (telédmeros) de algunos
cromosomas, y algunas otras regiones aisladas (Nicholas, 1996; Laguna y Pina,
2002).

1.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

A partir de su descripcion en 1985 (Mullis et al., 1986), una de las herramientas

basicas para el analisis del ADN es la PCR. La PCR es una técnica que permite
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replicar entre cientos de miles y millones de veces, en el transcurrir de pocas horas
e in vitro, pequefas cantidades de ADN (Mullis, 1990; Satz y Kornblihtt, 1993).

Esta técnica permite multiplicar 6 amplificar pequefias cantidades de ADN. El
segmento de ADN destinado a reproducirse puede tener desde cincuenta hasta
100 mil nucledtidos de longitud. Una ventaja de la PCR es que el ADN que sirve de
molde no requiere estar necesariamente en estado puro, sino que puede ser parte
de mezclas complejas, ADN nuclear total, ADN mitocondrial, etc. (Satz y Kornblihtt,
1993).

El método se basa, en su forma mas simple en la realizacion de tres reacciones
sucesivas llevadas a cabo a distintas temperaturas. Estas reacciones se repiten
ciclicamente entre veinte y cuarenta veces. La muestra se calienta (94-95°C), en el
primer paso, hasta lograr la separacion de las dos cadenas del ADN, hecho que se
conoce como "desnaturalizacion" (Einstein, 1990; Mullis, 1990; Satz y Kornblihtt,
1993).

En el segundo paso, la temperatura se reduce (45-65°C) para permitir el
"apareamiento"” de cada una de dos cadenas cortas de nucledtidos
(oligonucledtidos) con cada una de las hebras separadas del ADN molde. Se trata
de segmentos de ADN de cadena simple, sintetizados en el laboratorio y disefiados
de manera tal que permiten definir los limites del segmento de ADN que se desea
replicar. Obviamente, para que se pueda producir el apareamiento, cada uno de
estos oligonucledtidos, a los que se denomina "primers" o iniciadores, debe ser
complementario al segmento de ADN a amplificar (Einstein, 1990; Mullis, 1990;
Satz y Kornblihtt, 1993).
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En tercer lugar, una enzima ADN polimerasa “extiende” los primers en el espacio
comprendido entre ambos, sintetizando las secuencias complementarias de las
hebras del ADN molde (paso conocido como extensién). Para ello, la ADN
polimerasa usa desoxidonucledsidos trifosfato (¢NTPs) agregados a la mezcla de
reaccion. La temperatura a la que se realiza el tercer paso esta condicionada por
aquélla a la cual "trabaja" la enzima ADN polimerasa (72°C para la Taq
polimerasa). Al cabo del primer ciclo de tres reacciones (desnaturalizacion,
alineamiento y extension) el tramo de ADN elegido se ha duplicado y el doble de
su cantidad original se encuentra disponible para ser huevamente replicado en un
segundo ciclo. El resultado de la aplicacion de numerosos ciclos "en cadena" da
lugar a la amplificacién exponencial del segmento de ADN delimitado por los
primers (Einstein, 1990; Mullis, 1990; Satz y Kornblihtt, 1993).

1.4 Marcadores Moleculares para la Determinacion de la Variabilidad

Genética

Las técnicas de analisis molecular que permiten la deteccién de la variabilidad
genética directamente a nivel de la molécula de ADN, se basan en diferentes tipos
de marcadores moleculares. Entre sus principales aplicaciones en ganaderia se
encuentran la identificaciéon y verificacion del parentesco. Los marcadores
moleculares constituyen una herramienta para la seleccién (Cornide y Coto, 2002).
Entre sus aplicaciones mas inmediatas se encuentran la identificacion de
parentesco o de identidad y la caracterizacion de la diversidad genética (Kappes et
al, 1997; Peelman et al., 1998; Vankany Faddy, 1999; Blancou 2001; Cunningham
y Meghen, 2001; Kovak, 2001; Salazar et al., 2004).

Los marcadores moleculares se definen como todo fenotipo proveniente de un gen

expresado, como en el caso de las isoenzimas o las proteinas (marcadores
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bioquimicos), o de un segmento especifico de ADN correspondiente a regiones de
expresion o no del genoma. El desarrollo de los marcadores moleculares ocurrido
en los ultimos afios ha motivado el interés en utilizarlos para determinar el

parentesco entre animales (Ferreira y Grattapaglia, 1995).

Los primeros marcadores desarrollados a finales de los 70°s se basaron en la
identificacion de proteinas e isoenzimas por electroforesis en gel de almidén o
poliacrilamida. Con ellos se abri6 el conocimiento de la estructura y
heterogeneidad genética entre diferentes especies, variedades y poblaciones de
distinto origen geografico. Pero esta técnica tiene una limitacién importante: no es
capaz de detectar suficiente polimorfismo entre variedades o especies préximas
debido a que las proteinas son el resultado de la expresion génica, que puede ser

distinta de unos tejidos a otros (Diaz, 2006).

En los estudios de genética poblacional, los marcadores moleculares permiten la
identificacion de cada alelo por /ocus, obtener datos poblacionales, calcular las
frecuencias alélicas, y a partir de estas estimar las distancias genéticas entre las

poblaciones o individuos (Bowcock et a/,, 1994; Ponsuksili et a/,, 1999).

En la determinacion de la variabilidad genética, los marcadores "ideales" cumplen
una serie de caracteristicas, entre las que se encuentran: elevada capacidad para
detectar altos niveles de polimorfismo, herencia mendeliana, amplia dispersion en
el genoma, independencia del estado fisico y de desarrollo del individuo, facilidad
de obtencidn, independencia de las condiciones ambientales y la posibilidad de
determinacion en cualquier tipo de células que contengan nucleo (Ferreira y
Grattapaglia, 1995).
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1.4.1 Marcadores basados en /oc/ hipervariables de minisatélites
(VNTR)

Se conoce que una gran proporcion variable del genoma eucariota esta compuesto
por secuencias repetitivas de ADN, las cuales difieren en el nimero y la
composicion de nucleétidos. Los primeros marcadores de este tipo en ser utilizados
fueron los minisatélites o VNTR ("Variable Number of Tandem Repeats"); (Jeffreys
et al., 1987), que estan ubicados en regiones centroméricas y teloméricas de los
cromosomas, teniendo repetido de 4 a 40 veces el motivo (Moyzis et al., 1988).
Estan constituidos por un nimero variable de secuencias idénticas repetidas. Estas
poseen de 15 a 100 pb y en cada /ocus hipervariable estan repetidas hasta 50

veces (Moyzis et al., 1988).

El nombre de minisatélites se debe al hecho de que las secuencias repetitivas
forman un pico satélite diferente al pico principal de ADN gendmico después de la
separacion en gradientes de cloruro de cesio, por contener una proporcion de pb
G+C diferente a la media del resto del genoma. De esta observacidon surgid el
concepto de huella dactilar genética (genetic fingerprint) y este tipo de marcador
constituyé durante un tiempo la base genética de la identificacion de individuos
(Lewin, 1997).

1.4.2 Marcadores basados en la amplificacion de microsatélites o

“sequence tandem repeat” (STR)

En el afo 1989 se identificaron los microsatélites al descubrirse que existian zonas
del ADN no codificante que contenian pares de bases (pb) repetidas de mono, di,
tri, tetra, penta y hexanucledtidos en un nimero variable. Estas regiones repetidas

tienen la caracteristica de presentarse en tandem y de forma aleatoria en el
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genoma de los seres vivos (Litt y Luty, 1989; Cheng y Crittenden, 1994).
Inicialmente, a los microsatélites se les denomind VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats) por que la unidad repetida estaba presente un nimero variable
de veces (Goldstein y Schlotterer, 2000).

Existen varias familias de microsatélites, entre ellas: (A/T)n, (CA/TG)n, (TC/AG)n,
(AT/CC)n, (CAC/GTG)n, cuyo numero de repeticiones (n), esta entre 10 y 50
veces, pero como promedio se tiene una n= 25 (Weber y May, 1989). Estos
segmentos tienden a estar distribuidos aleatoriamente a lo largo del genoma. Es
necesario aclarar que no son sinénimo de minisatélites ya que éstos poseen hasta
20 pb (Morera et al,, 1999).

Una de las ventajas de los microsatélites versus otros marcadores como
minisatélites, RFLP, RAPD, etc., radica en que constituyen una herramienta para
los estudios de genética de poblaciones (Cheng y Crittenden, 1994) ya que son
muy polimérficos, presentan herencia mendeliana simple, son codominantes
(pudiéndose diferenciar los individuos homocigotos de los heterocigotos), son
faciles de medir y analizar, y son cien por ciento confiables, repetitivos y

automatizables (Peelman et a/., 1998).

Una de las principales aplicaciones de este tipo de marcador, es la posibilidad de
estimar los niveles de variabilidad genética dentro de las poblaciones y analizar las
relaciones genéticas existentes entre las mismas. Este tipo de estudio, es de
utilidad para realizar estimaciones de la diversidad genética y de la consanguinidad

existente en poblaciones animales (Weber y May, 1989; Aranguren et al., 2005).

Los microsatélites han demostrado ser los marcadores mas informativos para

estudios poblacionales a nivel de subespecie. La mayoria de los estudios realizados
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hasta el momento con este tipo de marcadores se basa en el analisis de
frecuencias alélicas, con la finalidad en un principio de la creacion de mapas
genéticos y posteriormente para la determinacion de Locus de Caracteristicas
Cuantitativas (QTL) (Georges et al., 1995; Velmala et al., 1999).

Los microsatélites poseen atributos que incluyen (Weber y May, 1989; Bello,
2001; Yafiez, 2002):

e Ser altamente informativos: presentan herencia codominante y muchos
alelos son encontrados entre individuos estrechamente relacionados.

e Son técnicamente faciles de reproducir: la tecnologia del PCR puede facil y
rapidamente ser utilizada para la automatizaciéon en el uso de estos
marcadores, asi como el uso de equipo semiautomatico para la lectura de
los geles.

e Es una técnica sensible: sbélo pequeias cantidades de ADN son requeridas.

e Son analiticamente simples: los datos son producidos de forma confiable y
altamente reproducibles.

e Son abundantes: los microsatélites estan dispersos a través del genoma de
los individuos.

e Son ampliamente aplicables: los /oci son frecuentemente conservados
entre especies relacionadas y algunas veces entre géneros, y

e Son de facil intercambio de datos entre laboratorios: la informacién puede
ser comunicada por la simple secuencia de los primers, sin la necesidad de

la transferencia fisica de los mismos.

Aun cuando poseen muchas ventajas, los microsatélites también tienen
limitaciones con menos frecuencia o modificaciones, estas se darian en el caso que

errores, ocurridos en el sitio de apareamiento de los iniciadores, tendrian como
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resultado alelos nulos. Otra limitante es la presencia de bandas “fantasmas”, las
cuales son productos de la amplificacion por PCR que difieren de una unidad de
repeticion con respecto a la longitud del alelo original y se encuentran
frecuentemente asociadas con la amplificacién de ADN repetitivo como es el caso
de los microsatélites. La ocurrencia de estos artefactos dificulta la lectura del gel, e
inclusive, repetidamente son confundidos como alelos, complicando el analisis

genotipico (Chambers y MacAvoy, 2000).

Los microsatélites requieren de tiempo y costo involucrado en el proceso del
disefio de cada primer; sin embargo, existe la posibilidad de usar los mismos
primers en mas de una especie. Esto es debido a que existe un grado de
conservacion de los microsatélites entre genomas de especies de mamiferos
(Becerra y Paredes, 2000).

1.4.3. Importancia del uso de los marcadores microsatélites en la

ganaderia de pie de cria

A partir de los marcadores genéticos microsatélites Unicos se puede obtener un
registro similar a huellas digitales (llamado huella genética) para utilizarse en las
asociaciones de criadores de raza pura y para garantizar la identificacion en

general y autentificar la progenie (Cavalli, 1998).

En gran parte del pais las explotaciones de bovinos se realizan de manera
extensiva, con empadre multiple, en la mayoria de los casos; con estos
marcadores genéticos se puede identificar invariablemente la
paternidad/maternidad de los individuos (Weller et al, 2004, Sifuentes et al,
2006).
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Cabe resaltar, que el andlisis con un panel de microsatélites altamente polimdrficos

proporciona los siguientes valores:

Identificacion: La probabilidad de hallar dos genotipos iguales entre animales no
emparentados es de 1 en 4,000 millones. Esta probabilidad entre animales

estrechamente emparentados (hermanos) es de 1 en 6,250 (Datagene, 2002).

La eleccion de 11 /oci microsatélites, con un levado grado de polimorfismo ha
demostrado una capacidad de exclusion de paternidad “a priori” al 99.9% (Osta,
1993). En el caso de que el presunto padre y el padre real fueran hermanos, la

probabilidad media de exclusién es del 93.8% (Datagene, 2002).

Durante los ultimos afos se han realizado estudios en los cuales se utilizan los /oc/
microsatélites para la asignacién de paternidad en ganado Bovino (Buchanan et
al, 1994; Marklund et al., 1994; Ron et al., 1996; Moazami-Gourdarzi et al., 1997;
Williams et al,, 1997; Vankan y Faddy, 1999; Curi y Lopes, 2002; Salazar et al.,
2004; Weller et al., 2004; Riojas et al., 2006; Sifuentes et al., 2006). En México,
aun no son comunes dichos estudios, pudiendo mencionar la realizacion de
Unicamente solo tres trabajos publicados en revistas indexadas, uno de ellos
realizado en el noreste de México para las razas Beefmaster y Charolais, utilizando
los siguientes /oc/ microsatélites: SPS115, BM1824, BM2113, ETH10, ETH225,
TGLAS53, TGLA126, INRA037 e INRAO23 (Salazar et al., 2004).

Un segundo trabajo realizado por Riojas et al, (2006) en ganado Brhaman y
Brangus en México, en el que se utilizo un panel de 9 /oc/ microsatélites (BM1824,
BM2113, SPS113, ETH3, ETH10, ETH225, TGLA122, TGLA227), y el tercero de
Sifuentes et al, (2006) con ganado Charolais, utilizando 9 /oci microsatélites
(INRA37, INRA23, TGLA126, TGLAS53, TGLA44, TGLA431, ETH10, D1S34 y D2S26).
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Los marcadores moleculares del tipo de los microsatélites han sido probados en
diferentes razas de bovinos en el mundo, teniendo como objetivo la identificacion
de relaciones de parentesco, asi como la genotipificacion en animales de alto valor
genético. El presente trabajo se realizd tomando en cuenta la disponibilidad de un
hato de raza Braford bajo empadre mdltiple y por el hecho de que en esta raza no
se ha realizado ningln tipo de investigacion con los marcadores moleculares

mencionados.

Cabe hacer mencion que el ganado Braford se origind en los Estados Unidos de
América a partir de cruzamientos entre ganado Brahman y Hereford,
estableciéndose la raza con diferentes proporciones de cada raza, aunque lo mas
comun es 5/16 Brahman 11/16 Hereford. Este ganado se ha distinguido por tener
una habilidad materna superior a las demas razas, asi como por su mayor
fertilidad, ausencia de problemas de parto y una productividad longeva (Asociacion
Mexicana de Criadores de Ganado Braford, A.C., 1997.)

El panel de /oci microsatélites que se probd en el presente estudio (cuadro 1) ha
sido evaluado en diferentes razas de bovinos con resultados diversos (Heyen et al.,
1997; Curi y Lopes, 2002; Salazar, 2002; De la Rosa, 2003; Sherman et al., 2004;
Martinez et a/., 2005 y Riojas et al., 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

e Estructurar la genealogia de una poblacion de ganado Braford
manejada bajo empadre multiple y evaluar las implicaciones de la

correcta o incorrecta estructuracion en su mejoramiento genético.

2.2 Objetivos especificos

o Determinar un panel de marcadores microsatélites altamente
informativo, estimando parametros genéticos poblacionales
(frecuencias alélicas, heterocigosidad esperada y observada asi como

el contenido de informacién polimorfica) y sus probabilidades de

exclusion.

. Genotipificar la poblacién para establecer la estructura familiar del
hato.

. Evaluar el efecto de la estructura familiar establecida sobre los

parametros y valores genéticos del hato.
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3. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se desarrollé durante los meses de Noviembre de 2006 a Junio

de 2007, y se dividio en dos fases, una de campo y otra de laboratorio.

En la fase de campo, se tomaron muestras de sangre a un hato disponible de
bovinos de raza Braford (22 posibles padres, 33 crias “hembras, machos” y 33
madres), pertenecientes a un rancho productor de pie de cria ubicado en el
Municipio de San Juan de Sabinas Coahuila, a 28° 08" 41” Latitud Norte, 101° 31’
28" Longitud Oeste, y a una altitud de 472.44 msnm.

Se recolectaron 3 ml de sangre de la vena 6 arteria coccigea de cada animal con la
ayuda de un adaptador y aguja Vaccutainer™ (0.8x38mm) y tubos MONOJECT con
EDTA K3 (al 15%) como agente anticoagulante, al terminar la toma de muestras se
almacenaron en frio para su traslado al Centro de Biotecnologia Gendmica del
Instituto Politécnico Nacional (CBG-IPN), para el procesamiento de cada muestra y
obtencién del ADN.

La segunda fase, de laboratorio, se llevd a cabo en el CBG-IPN, ubicado en Cd.
Reynosa, Tamaulipas, y consistid en el aislamiento y analisis de ADN de las

muestras de campo.
3.1 Aislamiento de ADN
El aislamiento de ADN se realizd utilizando el kit comercial de la compafia

Promega Wizard® (DNA Purification System) y la metodologia descrita en él, la

cual consta de los siguientes pasos:
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1.- Se colocarén 500ul de sangre completa en un microtubo de 1.5 ml y se
agregarén 9 ml de solucion de lisis I (solucidon preparada con: 155 mM NH4Cl, 10

mM NaHCO3, 0.1 mM EDTA, pH 7.4).

2.- Se incubardn las muestras en hielo (Sangre+Solucion Lisis I) durante 10 min,

mezclando bien por inversion de manera suave.

3.- Se centrifugd durante 5 min a 5000 revoluciones por minuto (rpm)

(microcentrifuga HERMLEz160m).

4.- Se descarto el sobrenadante y se resuspendid la pastilla de células obtenida en
1ml de solucidn Lisis I, se incubd durante 5 min en hielo y se centrifugd como en
el paso anterior. Se repitid la operacidon hasta obtener una pastilla limpia (blanca).

El dltimo lavado se realizd con la solucion de lisis.

5.- Lisis de nucleo. Se agregarén 500ul de solucién de lisis de nlcleo, se mezclo
por inversion o hasta disolver la pastilla y se prosiguié con un vértex por 20 s (Mini

Vortex ywr3434)-

6.- Precipitacion de proteinas. Se afiadid 165ul de solucion de precipitacion de
proteinas, y se procedid con un vortex por 20 s. Se centrifugdé a 13,000 rpm por

30s. (Paso 4 y 5 se realizan en el mismo tubo).

7.- Precipitacion de ADN. Se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo
conteniendo 500ul de isopropanol, se mezcl6 y se centrifugd a 13,000 rpm por 3

min.

Williams Arellano Vera 22



Asignacion de ®aternidad en Sistemas de Produccién de Bovinos de Carne Mediante el uso de Marcadores Microsatélites

8.- Se descarto el sobrenadante y se adiciond 500ul de etanol al 70%, se mezcld y
se centrifugd a 13,000 rpm por 20s. Se aspird el etanol y se seco la pastilla por
aire seco (de 10 a 15 min). Se disolvid la pastilla de ADN con el volumen apropiado
de la solucién de resuspencién de ADN (10Mm Tris, 1mM EDTA).

3.2 Cuantificacion del ADN

La revisidn de integridad y cuantificacion de los acidos nucleicos se llevd a cabo
utilizando el programa computacional Gel-Imagen de Kodak 1 Digital Science
(Kodak Company, 1995-1999), que consisti6 en lo siguiente: se realizd
electroforesis en un gel de agarosa (al 1.5%), utilizando como buffer de corrida
TBE 1X [TBE 1X (90 mM Tris base, 88 mM de acido bodrico y 2.0 mM EDTA pH
8.0)], en una camara de electroforesis horizontal, a 70 volts por 2 hrs, se depositd
una mezcla de 1 pl de ADN de la muestra a cuantificar + 1 pl de buffer de carga
(que contiene Sybergold 1), en el primer y ultimo carril del gel se depositd 1 pl de
marcador de tamafio molecular (550 ng/pl Lambda ADN, GIBCO BRL®). Una vez
obtenidos los patrones electroforéticos se calculd la concentracion de ADN de cada
una de las muestras mediante el programa y se formaron alicuotas de trabajo a

una concentracion de 50 ng/ul en un volumen final de 50 pl.

3.3 Seleccion de los /oci Microsatélites Utilizados

Para el andlisis genético de todas las muestras (22 posibles padres, 33 crias
“hembras, machos” y 33 madres), se probd un panel de 19 /oc/ microsatélites
disponibles en el laboratorio del CBG-IPN y recomendados por la FAO/ISAG para
llevar a cabo pruebas de paternidad en bovinos (FAO, 1998) (Cuadro 1). De ellos
solamente se seleccionaron aquellos que fueron mas informativos, tomando como

criterio los rangos alélicos, el contenido de informacion polimérfica (PIC), asi como
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el grado de dificultad técnica que presentaron para su amplificacion en las
muestras utilizadas en este estudio. En cada par de iniciadores seleccionados el
correspondiente al 5, se marcd con fluorescencia (IRD800) lo que permitid su
posterior analisis en el equipo semiautomatico marca LI-COR (Modelo 42001G)
(Kappes, 1997; Genetic Analysis Manual, 1999; Kovak, 2001).

Cuadro 1. Secuencia de primers para amplificar los 19 /oc/ microsatélites a ser

probados en la raza Braford.

Locus Cromosoma Secuencia (5°-3") Referencia

Microsatélite

BMS1987 2 TGATGCAGAGAACGTTTTAATTT Stone et al., 1995; Ihara et al., 2004
CTTGGGGTAGGCAGAGATTT

D1S24 1 GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC Bishop et al., 1994; Ihara et al., 2004
CATTCTCCAACTGCTTCCTTG

D2S26 2 GCTGCCTTCTACCAAATACCC Sunden et al., 1993; lhara et al., 2004
CTTCCTGAGAGAAGCAACACC

HELS 21 GCAGGATCACTTGTTAGGGA Kaukinen et al.,1993; Ihara et al., 2004
AGACGTTAGTGTACATTAAC

ILSTS005 10 GGAAGCAATGAAATCTATAGCC Brezinsky et al., 1993; Ihara et al,
TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC 2004

INRA23 3 GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC Vaiman et al., 1994
TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC

INRAO37 10 GATCCTGCTTATATTTAACCAC Vaiman et al., 1994; Ihara et al., 2004
AAAATTCCATGGAGAGAGAAAC

TGLA44 2 AACTGTATATTGAGAGCCTACCATG Georges and  Massey, 1992
CACAACTTAGCGACTAAACCACCA Sonstegard et al., 1997

OarfCB11 2 GCAAGCAGGTTCTTTACCACTAGCACC Buchanan and Crawford, 1993
GGCCTGAACTCACAAGTTGATATATCTATCAC

TGLAS3 16 GCTTTCAGAAATAGTTTGCATTCA Georges and Massey, 1992; lhara et
ATCTTCACATGATATTACAGCAGA al., 2004

D15 15 AAAGTGACACAACAGCTTCTCCAG Moore and Byme, 1993
AACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG

BMS1866 2 CAGGGACTGAAAAATAATGCC Stone et al., 1995; Ihara et al., 2004
TTCCATGTTGATTGTTTCTTCC

ETH225 9 GATCACCTTGCCACTATTTCCT Steffen et al., 1993, Ihara et al., 2004
ACATGACAGCCAGCTGCTACT

TGLA126 20 CTAATTTAGAATGAGAGAGGCTTCT Georges and Massey 1992; lhara et
TTGGTCTCTATTCTCTGAATATTCC al., 2004

INRA040 2 TGAAAGGGGGTGTGTGGG Vaiman et al., 1994; Ihara et al., 2004
CTGCCCTGGGGATGATT

TGLA431 2 GGTCATATCCTTCAAAATTTACTTA Georges and Massey 1992; lhara et
CCCATTTATTCCTAATTTCAACTTC al., 1004

BM6444 2 CTCTGGGTACAACACTGAGTCC Bishop et al., 1994; Ihara et al., 2004
TAGAGAGTTTCCCTGTCCATCC

MAF36 26 CATATACCTGGGAGGAATGCATTACG Swarbrick et al., 1991; lhara et al.,
TTGCAAAAGTTGGACACAATTGAGC 2004

MAF70 4 CACGGAGTCACAAAGAGTCAGACC Buchannan and Crawford, 1992; Ihara
GCAGGACTCTACGGGGCCTTTGC etal., 2004
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Los microsatélites se amplificaron mediante PCR en un termociclador (Perkin Elmer
modelo PT 9700). Las reacciones se llevaron a cabo evaluando un /ocus por
reaccion bajo las condiciones descritas en el cuadro 2. Todas las reacciones se

hicieron en un volumen final de 10 pl.

Cuadro 2. Mezclas para la amplificacion de cada /ocus microsatélite seleccionado.

BM6444 INRA040 INRA23 INRA37 D15 D2526  TGLA126 TGLA53 HELS

ADN 50ng/pl 50ng/pl 50ng/pl 50ng/pl 50ng/pl 50ng/ul 50ng/pl 50ng/pl 50ng/pl
Buffer 1X 1X 1X 1X 1X 1x 1x 1x 1X
MgCl, 25mM 2mM 2.5mM 3mM 3mM 2.5mM 3mM 2mM 2mM 1mM
dNTPs10mM 0.4mM 0.4mM 0.4mM 0.4mM 0.4mM 0.4mM 0.4mM 0.4mM 0.4mM
Iniciador 5°  0.02 uM 0.02 pM 0.02 pM 0.015 uM 0.015pyM  0.01 pM 0.072 uM 0.025 uM  0.015 pM
Iniciador 3° 0.1uM 0.1 pM 0.1 M 0.075uM 0.075 pM  0.05 pM 0.36 M 0.125uM  0.075pM
Go Taq 0.125U 0.125U 0.125U 0.125U 0.125U 0.125U 0.125U 0.125U 0.125U
Programa* TD60 TD60 TDTG TDTG D55 D55 TDTG TDTG TDTG

ng/pl: nanogramos por microlitro, mM: mili molar, pM: micro molar, U: unidades, Programa*: programa de amplificacion

dentro del método Touchdown (Ver cuadro 2).

El método Touchdown (Hecker y Roux, 1996; McPherson y Mgller, 2000) consiste
en ir disminuyendo la temperatura de alineamiento 2°C en cada uno de los
primeros cinco ciclos. Para la amplificacion de los microsatélites analizados en este
trabajo se utilizaron cuatro programas Touchdown que difieren en la temperatura

inicial y final de alineacién (Cuadro 3)
3.4 Analisis de Productos de PCR

Para analizar los tamafos alélicos, los productos de PCR se separaron en geles de
poliacrilamida-bisacrilamida desnaturalizante al 6.5 %, de 25 cm de longitud y 0.4
cm de grosor, empleando TBE 1X (90 mM Tris base, 88 mM de acido bdrico y 2.0
mM EDTA pH 8.0) como amortiguador de corrimiento en camaras de electroforesis
vertical, a 1500 volts durante 1:30 h a 50 °C. En cada carril del gel se deposit6 0.5
Wl del producto de PCR (para cada /ocus) y un marcador de tamafio molecular

(Marcador 50-350 pb, LI-COR), cada 10 carriles del gel, para la determinacién del
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tamano de la banda amplificada. Los productos de amplificacion fueron analizados
en el secuenciador semiautomatizado LICOR (Modelo 42001G; Kovak, 2001). Con

el programa computacional SAGA GT se obtuvo el tamafio y nimero de alelos.

Cuadro 3. Programas de amplificacion por PCR incluidos en el programa
Touchdown del termociclador Perkin Elmer (PT 9700).

TDTG TD55 TD60 TD65

Tiempo Temp. °C No. Ciclos Temp. °C No. Ciclos Temp. °C No. Ciclos Temp. °C No. Ciclos

5 min 95 1 95 1 95 1 95 1

45s 95 95 95 95

455 58 — 2 cada 62 — 2 cada 65 — 2 cada 68 — 2 cada

ciclo ciclo ciclo ciclo

45 s 72 5 72 5 72 5 72 5

45s 95 95 95 95

45s 50 55 60 65

45s 72 30 72 30 72 25 72 25
10 min. 72 1 72 1 72 1 72 1

3.5 Analisis de la Diversidad Genética

Para el estadistico de la diversidad genética se evaluaron:

a) El nimero de alelos por /ocus en los 9 /oci seleccionados y su valor

medio

b) Los valores de Heterocigosidad esperada (He); la cual se definié como la
proporcion esperada de /oci heterocigotos por individuo; y Heterocigosidad
observada (Ho) en cada /oci la cual corresponde a la proporcion observada de loci
heterocigotos por individuo (Marshall, 1998).

c) El valor de contenido de informacion polimdrfica (PIC) en cada /ocusy su

valor medio.
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d) La probabilidad de exclusiéon de paternidad con la ausencia del genotipo

de uno de los padres (PE1).

e) La probabilidad de exclusion de paternidad (PE2) para cada /ocus.

Todos estos parametros se calcularon para cada /ocus microsatélite utilizando el
programa CERWUS, version 3.0 (Marshall, 1998; Kalinowski et a/, 2007), el cual
evalla la facilidad de asignar la paternidad al padre mas probable mediante un
modulo de simulacién en el que se establecen los criterios Delta; dependiendo de
los valores de Delta obtenidos en la simulacién, y definiendo la proporcion de
falsos positivos en las asignaciones (nivel de confianza del 80% como “estricto” y

del 95% como de “alta astringencia”).

f) La probabilidad combinada de exclusion para los 9 /oci (PEC2), utilizando

la ecuacion propuesta por Jaimenson y Taylor (1997):
P= 1'(1'P1)(1-P2)(1-P3)(I-PK)
Donde:
P= probabilidad combinada de exclusién de paternidad del panel de /oc/

utilizados

K= numero total de /oc/ dentro del panel utilizado
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3.6 Asignacion y Simulacion de Paternidad/Maternidad

Para la asignacidon de paternidad y maternidad se corrid un analisis de simulacion
asumiendo un 96% de /oc/ tipificados y un error del 1% en la genotipificacién con

los criterios de restriccidn estrictos (80 y 95% de confianza).

Para la asignacién de paternidad se formaron 2 grupos de individuos de acuerdo a

la clasificacion dada por el ganadero:

Grupo 1: se formd de 16 crias (con proporcion 11/16 de raza Hereford/Brahman),

y 7 posibles padres de raza Hereford.

Grupo 2: se formo de 17 crias (con proporcion 5/8 de raza Brahman/Hereford), y 5

posibles padres de raza Brahman.

3.7 Analisis del Efecto de la Asignacion de Paternidad sobre los

Parametros y Valores Genéticos

Se disend una prueba para analizar el efecto de la paternidad incierta sobre los
parametros genéticos: varianza genética directa (0?), varianza ambiental (0%),
indice de herencia directa (h%), proporcion de la varianza ambiental con respecto
a la fenotipica (e?), asi como sobre los valores genéticos [Diferencias Esperadas de
la Progenie (DEPs)] y sus exactitudes, en los sementales probados para asignacion

de paternidad.

Se ajustd un modelo animal univariado para la variable disponible, peso al

nacimiento (PN).
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Se generaron dos bases de datos: en la primera (PS) se simuld la paternidad de las
crias, mientras que en la otra se incluyeron los datos de paternidad obtenidos del
analisis de asignacion (PR). La simulacion de sementales se realizd de manera
aleatoria entre los diferentes padres candidatos utilizados durante el empadre
multiple. Para la estimacion de las DEPs se utilizo toda la informacion disponible de

las familias analizadas (fecha y peso al nacimiento).

El modelo animal univariado ajustado, incluyd el efecto fijo del sexo de la cria, el

efecto aleatorio del padre y el residual. La forma matricial del modelo fue:

y=Xb+2Zu +¢

Donde:

y=variable de interés PN,

X y Z= matrices conocidas de incidencia que relacionan las observaciones

con su respectivo efecto fijo y aleatorio,

b= efecto fijo de sexo de la cria,

u= efecto aleatorio del padre, y

e= efecto residual.
Los componentes de varianza fueron estimados mediante el procedimiento de
maxima verosimilitud restringida usando el programa MTDFREML (Boldman et al.,

1993), el indice de herencia fue estimado por el mismo programa, mediante las

salidas de los componentes de varianza (h%=0¢/0%, Donde: h’; = indice de
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herencia directa, 0%= varianza genética directa, 0%= varianza fenotipica), las DEPs
y exactitudes fueron obtenidas de una de las subrutinas del subprograma
MTDFREML, incluida en el mismo programa. El criterio de convergencia del modelo
fue considerado en 1 x 10, y se realizaron tres reinicios en el analisis, hasta que
el cambio en el logaritmo de la funcién de verosimilitud fuera menor a 1 x 10,

para asegurar el minimo global.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis de la Diversidad Genética

En el presente trabajo, se analizaron 19 /ocus microsatélites sugeridos por
FAO/ISAG para la asignaciéon de paternidad en ganado de carne. Para establecer el
panel de trabajo en la raza Braford, fueron eliminados aquellos /oci que no
amplificaron con las muestras de ADN obtenidas, quedando un total de nueve /oci.
Se considerd que los 10 /oc/ restantes no amplificaron porque este tipo de ganado
no presenta dichos /oci, aunque cabe la posibilidad de que no se hayan encontrado
las condiciones adecuadas de amplificacion e incluso es factible que haya habido

un incorrecto almacenamiento de los primers.

Con ellos, se analizd la poblacion total para obtener los datos de nimero de alelos
y sus frecuencias, valores con los cuales se determinaron los parametros de

diversidad genética que se muestran en el cuadro 4.

Cuadro 4. Nivel informativo de los microsatélites utilizados en la
asignacion de paternidad.
Locus No de Rango Ho He PIC PE2
Microsatélite alelos alélico (pb)
BM6444 8 145-159 0.5604 0.6661 0.6109 0.2463
INRAO40 22 120-204 0.8556 0.9401 0.9310 0.7665
INRA23 10 195-213 0.8000 0.8534 0.8323 0.5373
D15 11 235-257 0.8022 0.8855 0.8690 0.6104
D2S26 14 114-149 0.6098 0.8245 0.7999 0.4838
TGLA126 11 114-139 0.8315 0.8324 0.8074 0.4931
TGLAS3 13 149-175 0.4205 0.8399 0.8159 0.5102
INRA37 12 120-146 0.6932 0.8186 0.7939 0.4733
HEL5 11 155-179 0.6087 0.8485 0.8252 0.5252

pb: pares de bases, Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada, PIC: contenido
de informacion polimorfica, PE2: probabilidad de exclusion de paternidad para cada /ocus
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Debido a la falta de trabajos publicados en medios indexados referentes a /oc/
microsatélites en la raza Braford se optd por la realizacion de una comparacion
subjetiva con trabajos realizados en diferentes razas de bovinos bajo condiciones

similares.

Dentro del panel de microsatélites estudiado, el /ocus BM6444 mostrd el menor
PIC (0.6109) y por consiguiente la menor PE2 (0.2463), siendo el /ocus menos
polimdrfico, ya que en la poblacion analizada sélo se encontraron ocho alelos, de
los cuales el alelo 149 se encontrd en 41/88 individuos con una frecuencia de
0.4615, compartiendo el fenotipo heterocigoto con el alelo 151 el cual se encontrd

en 31/88 individuos con una frecuencia de 0.2424.

Contrariamente, el /ocus INRA040 fue el que mostré un mayor PIC (0.9310), y
mayores valores de Ho y He (0.8556 y 0.9401 respectivamente). Se encontraron
22 alelos de los cuales el alelo 170 se presentd en 17/88 individuos con una
frecuencia de 0.0992, el alelo 172 en 16/88 individuos con la misma frecuencia y el
178 en 16/88 individuos con una frecuencia de 0.0931, convirtiéndolo en el /ocus
con mayor nivel de PE2 (0.7665). En un estudio previo, con ganado de raza
Beefmaster, de la Rosa (2003) observo un PIC de 0.8150, Ho y He de 0.6000 y

0.8341, respectivamente, para este /ocus.

El /ocus INRA23 mostré una Ho y He de 0.8000 y 0.8534, respectivamente, un PIC
de 0.8323 con una PE2 de 0.5300, similar a los valores de PIC observados por
Salazar (2002) de 0.8320 en ganado Beefmaster, mostrando diferencias en la Ho
0.6670 y 0.6530, He 0.855, siendo superiores a las publicadas por Sherman et al.,
(2004) en ganado Angus Rojo (Ho de 0.7470 y PIC de 0.3550).
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El /ocus D15 mostré un PIC de 0.8690, menor a 0.9996 observados por Riojas et
al., (2006), en ganado Brahman; el PE2 encontrado para este /ocus fue de 0.6104,
mayor al reportado en ganado Brahman. En ganado Angus Rojo se observd una
PE2 de 0.1920 (Sherman et al, 2004), para dicho /ocus Martinez et al., (2005),
observé un PIC de 0.28 y una PE2 de 0.15 en la raza mostrenca, mientras que
Salazar (2002), encuentra un PIC de 0.8380 y una PE2 de 0.7090, en ganado

Beefmaster.

En el presente estudio, se encontré un PIC de 0.7999 y una PE2 de 0.4838 para el
locus D2S26, siendo inferiores a las reportadas por Salazar (2002), las cuales son
PIC 0.8250 y PE2 de 0.6870, mientras que Sherman et al., (2004), observd una
PE2 de 0.5150 en Angus Rojo; en ganado Mostrenco se reporta un PIC de 0.6000
y una PE2 de 0.4200 (Martinez et al., 2005). En ganado Brahman se ha observado
un PIC de 0.9999 y una PE2 de 0.72 (Riojas et al., 2006).

Para el caso del /ocus TGLA126 se obtuvo en este estudio un PIC de 0.8081 y una
PE2 de 0.4941, diferentes a los observados en una poblacion Gyr (PIC de 0.4471 y
PE2 de 0.3035) (Curi y Lopes, 2002). Mientras que en 1997, Heyen et al,
encontraron en ganado de raza Holstein un PIC de 0.5400 y una PE2 de 0.3100,
de raza Angus Rojo, un PIC de 0.5100 y una PE2 de 0.29, de raza Simmental, un
PIC de 0.5100 y una PE de 0.2900. Sherman et al., (2004) en ganado Angus Rojo,
observd una heterocigosidad de 0.7120 y una PE2 de 0.2950. En ganado
Beefmaster se reporto un PIC de 0.7690 y una PE2 de 0.593 (Salazar, 2002).

El /ocus TGLA53 mostro en este estudio, un PIC de 0.8159 y una PE2 de 0.5102,
siendo inferior al PIC (0.8420) y superior a la PE2 (0.5930), reportada en ganado
Beefmaster (Salazar, 2002). Heyen et al., (1997), reportaron en ganado Holstein
un PIC de 0.7500, PE2 de 0.5600, Angus Rojo 0.5600 y 0.3500, Simmental 0.7200
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y 0.5200 para PIC y PE2 respectivamente. Sherman et al, (2004), observd en
Angus Rojo una PE2 de 0.5680. En ganado Mostrenco espaiiol se reporté un PIC
de 0.7200 y una PE2 0.5500 (Martinez et a/., 2005).

En el caso de INRA37 se encontré un PIC de 0.7939 y una PE2 de 4733, Salazar
(2002), reporta en ganado Beefmaster un PIC de 0.7760 y una PE2 de 0.626 y
Martinez et a/., (2005), reporta un PIC de 0.4200 y una PE2 de 0.2500.

Finalmente para el /ocus HELS se obtuvo un PIC de 0.8225 y una PE2 de 0.5252,
con 11 alelos detectados entre los rangos 155-179 pb y una Ho de 0.6087. Como
se mostro anteriormente, se puede resumir que, del total de /oc/ microsatélites
utilizados para dicho estudio el /ocus BM6444 fue el menos informativo, a
diferencia de los /oci INRAO40 y D15, mostrando los mejores niveles de PIC
(0.9310 y 0.8690 respectivamente).

Los resultados encontrados en el analisis de diversidad genética del presente
estudio muestran alta variabilidad genética, comparada con resultados observados
en diferentes razas de bovinos (Heyen et al,, 1997; Curi y Lopes, 2002; Salazar,
2002; de la Rosa, 2003; Sherman et al., 2004; Martinez et al., 2005; Riojas et al.,
2006), los cuales son atribuibles a la variabilidad intrinseca de las razas evaluadas,
debido a que las razas progenitoras del Braford (Brahman-Hereford) son distantes
entre si, dando lugar a mayor recombinacion y aumento de la variabilidad genética
al momento de unirse, y por tanto aumento de los parametros observados. Este
hecho muestra claramente la necesidad de la caracterizacion de paneles de /oci
especificos para cada raza en la cual se deseé realizar pruebas de paternidad, el
nimero de alelos y de frecuencias alélicas puede ser diferente en diferentes

poblaciones de igual raza.
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Al término del estudio de diversidad genética se procedid a calcular la probabilidad
combinada de exclusién para los 9 /oci (PEC2). El cuadro 5 muestra la

probabilidad combinada de exclusion para el panel de microsatélites.

Cuadro 5. Probabilidad de Exclusién Combinada del panel de /ocus utilizado

para la asignacion de paternidad.

Locus 1* 2% 3* 4% 5% 6* 7* 8* 9*
Microsatélite

BM6444 0.2463 0.2463 0.2463 0.2463 0.2463 0.2463 0.2463 0.2463 0.2463

INRAOA40 0.7665 0.7665 0.7665 0.7665 0.7665 0.7665 0.7665 0.7665
INRA23 0.5373 0.5373 0.5373 0.5373 0.5373 0.5373 0.5373
D15 0.6104 0.6104 0.6104 0.6104 0.6104 0.6104
D2S26 0.4838 0.4838 0.4838 0.4838 0.4838
TGLA126 0.4931 0.4931 0.4931 0.4931
TGLAS53 0.5102 0.5102 0.5102
INRA37 0.4733 0.4733
HELS 0.5252
PEC2** 0.2463 0.8240 0.9185 0.9682 0.9836 0.9916 0.9959 0.9978 0.9989

*: NUmero de /ocj, PEC2 **: Probabilidad de Exclusién Combinada.

Los resultados obtenidos para PIC, He, Ho y PE2, muestran que el /ocus con mayor
variabilidad genética dentro del estudio fue el INRA040, seguido por el D15. Por su
parte, el /ocus BM6444 fue el menos informativo de los 9 seleccionados, por lo
tanto si se excluye a dicho /ocus del panel se obtendria una probabilidad de
exclusion combinada de 0.9986, valor que se considera aceptable para la
asignacioén/verificacion de relaciones de parentesco (Ron et al., 1996; Heyen et al.,
1997; Curi y Lopes, 2002; Salazar et al., 2004; Riojas et al, 2006), por lo que el

panel de /oc/ pudiera reducirse a ocho /oc/ microsatélites.
4.2 Verificacion de Maternidad
Para realizar la verificacion de maternidad se tomo como verdadera la informacion

proporcionada por el ganadero en cuanto a la relacion de las madres con las crias

y se realizd la verificacion de las madres tomando en cuenta que no se conocia el
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genotipo de uno de los padres (madre). La verificacion mostré que sélo el 9.09%
(3 de 33 madres) de las madres estaban asignadas correctamente, teniendo un
error de asignacion de maternidad del 90.91%, evidenciando que la madre
asignada por el ganadero a la cria no correspondia a la verdadera madre. Esta cifra
es superior al 8 % de error en la asignacion de maternidad en ganado bovino
Irlandés observado por Ron et al,, (1996). Dodds et a/., (2005) observan, de un
experimento de simulacion en ovinos, que el efecto de la ausencia del 5 al 10% del
pedigri de las madres no afecta significativamente el resultado final en un

programa de mejoramiento genético.

Este error puede ser causado por el tipo de manejo del hato, al momento de
identificar a las madres de las crias, el cual consiste en agrupar dentro de un corral
de manejo la totalidad de vientres y crias que se encuentran en determinada
pradera, dentro de esta se capturan las crias para marcarlas bajo el arete en
turno, al momento de la captura de la cria se le asigna la madre, la cual es
apoyada en la proximidad de la cria y cualquier vientre. De esta manera se cae en
errores graves al momento del registro de la maternidad dentro del hato, poniendo
en duda la veracidad de los datos otorgados por el productor, repercutiendo de

manera directa en el verdadero valor genético de la cria.

4.3 Asignacion de Paternidad

Para el caso de asignacién de paternidad, se logré asignar la paternidad en el
100% de las crias, utilizando los criterios de asignacion estricto (95% de
confianza), asumiendo un 96% de /oc/ tipificados y un error del 1% en la
genotipificacion. Estos resultados demostraron la eficiencia del panel de /oc/

microsatélites utilizado.
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La asignacion de paternidad para las crias de ambos grupos se muestra en el
cuadro 6.

Cuadro 6. Asignacion de paternidad a las crias del grupo 1y 2.

Grupo de Crias No. de Padre asignado Numero de Cria

431 188, 150, 147, 195, 190, 186, 157, 156H
953 143, 158

Grupo 1 447 177, 156M, 161, 197,
453 159M, 176
917 155

188279 171, 175, 169

Grupo 2 01/8 154, 179, 183, 178, 164,
064 184, 174, 165, 163, 185, 173, 168
168 159H

H: hembra, M: macho

Como se aprecia en el cuadro 6 el semental del grupo 1 que muestra dominancia
reproductiva frente a los demas es el niumero 431, al cual se le asigné la
paternidad de 8 crias, en segundo lugar se encuentra el semental 447 con 4 crias
asignadas, y a los sementales 453 y 917 se les asignd la paternidad de dos y una
cria respectivamente. Para el caso de machos del grupo 2, el semental 064 fue el
que mostré dominancia reproductiva con la asignacién de 7 crias, mientras que al

semental 168 sdlo le fue asignada una cria.

Mediante la verificacion de maternidad y asignacion de paternidad del hato de raza
Braford utilizado para la realizacion de este estudio, se logrd la estructuracion de
sblo tres familias completas (ver cuadro 7), es decir 9.09% del 100% de las

posibles familias.
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Cuadro 7. Estructuracion de las familias completas dentro del hato de raza Braford

bajo estudio.

No. de Madre No. de Cria No. de Padre
338/1 143 953
436/3 154 01/8
638/4 195 431

4.4 Estimacion de las Diferencias Esperadas en la Progenie (DEPs)

Para la estimacién de las DEPs se utilizd toda la informacion disponible de las

familias analizadas (fecha y peso al nacimiento). Se generaron dos bases de datos:

Paternidad simulada de las crias (PS), se realizd de manera aleatoria entre los
diferentes padres candidatos utilizados durante el empadre multiple, y para la cual

se obtuvo la siguiente informacién:

- Probabilidad del logaritmo de verosimilitud -2 log L = 155.6394
- Varianza genética directa 0% = 1.5609

- Varianza ambiental o%= 20.6779

- Varianza fenotipica 0% = 22.2388

- Indice de herencia directa h’s = 0.07

Paternidad real de las crias (PR), en la que se incluyeron los datos de paternidad

obtenidos del analisis de asignacion. En su analisis se obtuvieron los estimadores:

- Probabilidad del logaritmo de verosimilitud -2 log L = 127.3615
- Varianza genética directa 0% = 2.7740

- Varianza ambiental o%= 17.3512

- Varianza fenotipica 0% = 20.1252

- Indice de herencia directa h’s = 0.14
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Donde la varianza genética directa o aditiva (0%) es la proporcién de la varianza
genética que es debida a efectos individuales de los genes, la varianza ambiental
(o) corresponde a toda la variacién explicada por el grupo contemporaneo (afio,
época de nacimiento, sexo, etc.), pero para dicho analisis sélo se incluyd el efecto
del sexo; y por Ultimo, la varianza fenotipica (o%), la cual es la varianza del
indicador productivo incluidas en ella la varianza genética y ambiental. En
consecuencia, el indice de herencia directa o heredabilidad directa (h%) es la
proporcion de la varianza fenotipica que es explicada por el efecto de los genes

que son transmitidos a la cria por su padre (Falconer y Mackay, 1996).

Se pueden observar diferencias en las varianzas estimadas y consecuentemente en
los parametros genéticos estimados a partir de las dos bases de datos (PR y PS);
en general, se puede apreciar que al simular una paternidad al azar se crea una
subestimacion del indice de herencia (0.07%) y de la varianza genética directa
(1.2131%), asi como un incremento en las varianzas fenotipica y ambiental. Estos
resultados son consecuencia de varios efectos bajo los cuales se realizo el estudio,
entre los que podemos mencionar el reducido nimero de observaciones por
semental y la poca informacién acerca de los datos productivos de los sementales,
madres y crias. Van Vleck et al., (1987), reporta que la exactitud de los predictores
genéticos depende del indice de herencia, del nimero de registros del animal y de

sus parientes.

Es claro que una mayor cantidad de observaciones por semental daria mejores
estimaciones de estos valores, sin embargo, el propdsito de esta parte del estudio
es evidenciar las diferencias en los analisis de las DEPs cuando se tiene un pedigri
erroneo. El disefio de estudios con mayor nimero de observaciones podra reforzar

los hallazgos del presente estudio, aunque en condiciones de campo, es
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complicado encontrar y disefar estudios de este tipo por las inherentes

complicaciones econdmicas que esto implica.

Sin duda, el resultado que muestra mayor relevancia es la diferencia que se
observa en los valores genéticos medidos en las evaluaciones genéticas de los
grupos de PS y PR, reflejados en las DEPs, y por consecuencia en la jerarquizacion
de los sementales. En el cuadro 8, se muestran las diferencias en la prediccion de
los valores genéticos y las exactitudes dadas la paternidad simulada (PS) y real
(PR), cabe mencionar que, de los nueve padres reales de los dos grupos de crias

sblo se contaba con los pesos al nacimiento de 5 de ellos.

Cuadro 8. Diferencias en la prediccion de los valores genéticos (DEPs) y sus

exactitudes dada la paternidad simulada (PS) y real (PR) para peso al nacimiento.

Paternidad Simulada Paternidad Real
Sen'\qlgﬁtal *DEPs/PN  Exactitud Senl\qlghtal DEPs/PN Exactitud
447 -0.2601 0.17 447 0.5791 0.30
227 0.2400 0.28 431 -0.1363 0.34
431 0.6664 0.27 917 -0.2410 0.18
917 -0.0551 0.30 453 0.1335 0.23
409 -0.6304 0.31 953 -0.3353 0.17
453 0.0554 0.31
953 0.0968 0.32
168 0.3686 0.25
01/8 -0.4741 0.22
53 -0.1927 0.13
64 0.3356 0.20
188279 -0.0373 0.20

*DEPs/PN: Diferencias Esperadas en la Progenie para peso al nacimiento

Como se aprecia en el cuadro 8, el semental 447 en la PS muestra un valor de
DEPs de -0.2601, y para el caso de la PR es el que muestra un valor de DEPs
mayor (0.5791), caso contrario al semental 431 el que muestra una DEPs para la

PS de 0.6664 al cual se le estaria sobreestimando su valor genético, trayendo
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consigo un retroceso en la mejora genética del hato al que se fuese a introducir,

ya que estaria aportando una DEP de -0.1363, con una exactitud de 0.34.

Las DEPs son un valor de suma importancia ya que durante los procesos de
comercializacion de los sementales son un excelente indicador de su mérito
genético, por lo que, si en las evaluaciones genéticas un animal resulta
subestimado o sobreestimado, su valor econdmico disminuirad y la oportunidad de

incrementar el valor genético del hato en el que se ingrese no sera el esperado.

En México no se han estimado las pérdidas econdmica causada por los errores en
la asignacion de paternidad en ganado bovino, los cuales traen en muchos casos
retroceso o un incremento lento en la mejora genética del hato; por ejemplo, en
ganado bovino para leche el porcentaje de error en la asignacion de paternidad de
los individuos puede alcanzar el 20% en los animales de registro (Meuwissen y Van
Arendonk, 1992). Geldermann et al., (1986), reportd que en ganado lechero un
error en la asignacion de paternidad del 15% se provoca una disminucion del 8.7 y
16.9% en el mejoramiento genético; en afios posteriores Israel y Weller (2002),
mencionan que con un error del 10% se produce una reduccién del 4.3% en la

mejora genética en el ganado lechero.

En Israel en el afio de 1995 se realizd un estudio el cual mostré que se generd un
progreso genético anual del 5% en el ganado lechero, atribuido a la correcta
asignaciéon del registro en el pedigri, reflejando una produccion de 100 kg de
leche/vaca/ano, representando un incremento sobre la ganancia econémica de US
$0.10/kg de leche. Ejemplificando dicho progreso genético, en dado caso de que
no se realizara la correcta asignacion del registro en el pedigri y considerando una
poblacién de 100, 000 vacas, traeria una pérdida de 500, 000 kg de leche al afo,
equivalente a unos US $50, 000 (Ron et al., 1996).
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5. CONCLUSIONES

Se establecidé un panel de nueve /oc/ microsatélites recomendados por FAO/ISAG
que presentan un alto grado de informatividad para la asignacién/verificacion de
relaciones filiales (maternidad y paternidad) en ganado Braford. En este estudio se
demuestra la necesidad de establecer paneles apropiados para cada raza que se
desee estudiar, ya que algunos /oc/ pueden ser apropiados en ciertas razas y no en
otras.

Mediante la genotipificacion de la poblacién bajo estudio, se logré la asignacion del
100% de los padres a las crias, pero solamente la verificacion del 9.09% de las
madres. Por consiguiente sélo se pudo estructurar de manera completa y acertada

tres familias.

Los cambios observados en las DEPs después de simular y asignar la paternidad de
las crias, pueden conducir a problemas en la determinacién de valores genéticos
confiables, lo que representaria falsas atribuciones del mérito genético en
sementales evaluados, con el consecuente impacto en el valor productivo y

economico del hato ganadero.

Bajo este sistema de produccidn es poco probable que se puedan establecer
programas de mejoramiento genético puesto que los registros de produccién y las
relaciones de parentesco no serian acordes al pedigri real como se puso en

evidencia durante el presente estudio.
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