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I.- INTRODUCCION

El reto extraordinario v atractivo para el hombre -
de establecer y representar las estructuras y funciones de --
las moléculas bioldgicas ha motivado la investigacidn en el -

campo de la Bioquimica.

El conocimiento de las moléculas ha dado paso a la
manipulacién de ellas; explicando sus estados de agregacién y
la importancia de las asociaciones con otras moléculas, tal -

es el caso de las proteinas.

De ellas nos interesa las diferentes manifestacio--
nes que se pueden observar electroforéticamente, asi como de

actividad sobre un sustrato dado.

El establecimiento de caracteristicas moleculares -
asi como el estudio polimérficoven la especie caprina esta di
rigido a un conocimiento mayor, no solo desde el punto de vis
ta productivo, sino también desde el molecular, cuestidn que
permite filosofar un poco en cuanto a por que la especie po--

see un fenotipo dado.
1.- POLIMORFISMO.

Todas aquellas estructuras que se presentan en dife

rentes formas sin cambiar de naturaleza son polimérficas. (56)



E1l polimorfismo proteico equivale a las manifesta--
ciones morfoldgicas diferentes de una proteina; las cuales po
seen las mismas funciones. El polimorfismo proteico esta da-
do por loci-génicos, sobre 1los cuales han actuado diversas cau
sas como son los cambios evolutivos (56). Estos cambios han
sido basicamente mutaciones, que ocurren continuamente en una
poblacidn biol6gica con un rango de efectos desde leves hasta
letales. Existen mutaciones que no manifiestan cambios feno-

tipicos detectables asi también aquellas que ocasionan un cam

bio fenotipico detectable.

El resultado de mutaciones tolerables en la pobla--
cifén da como consecuencia el polimorfismo molecular, basica--
mente proteico (24, 56). Se han detectado polimorfismos de -
proteinas electroforéticamente, por ejemplo: AlbGmina (3, 10,
42, 48,49), Globulinas (42), Hemoglobinas (62), Transferrina
(10,61), PrealbGmina (10, 11, 12, 36, 60), Esterasas (10), --
fosfatasa alcalina (46), Galactosa-1-fosfato-Uridil-transfera

sa (16), etc.

Evidentemente las variantes proteicas sugieren que
poseen cambios en Su estructura molecular que las hace dife--
rentes entre si; ese cambio puede ser la incersidén de un ami-
nodcido por otro ocasionando diferentes cargas netas de la --
proteina, diferente conformacién, enrrollamiento, etc. (10, -

11, 12, 13, 35, 63).

Es considerable establecer que asi como una muta---



cibén puede inducir un cambio detectable en una proteina, no -
debe descartarse la posibilidad de que esta no conduzca a cam

bio alguno y que por tanto no sea posible identificarla por -

los métodos bisicos.

Mediante la técnica electroforética, es posible com
probar y diferenciar si existen cambios moleculares en una --

misma proteina bien sea de carga o conformacién (37, 42).

2.- ANTECEDENTES.

El polimorfismo molecular forma parte de una nueva

fase de 1la biologia moderna.

En 12 década de 1960-1970, se publican los primeros

estudios de polimorfismo en proteinas, siendo realizados en -

humano.

En las poblaciones que habitamos la Tierra, de las
diferentes especies; 1la cantidad de variacién genética relati
vamente grande se mantiene como una consecuencia de 1la selec-
cién natural y esto ha sido potencialmente importante para la
promocién del polimorfismo genético. Un alelo se encuentra -
favorecido en un microhabitat y el alelo alternativo en otro;
sin embargo los efectos dridsticos de la seleccifn son los que

permiten que se mantengan los alelos en las poblaciones (32).

Existen evidencias de que en el transcurso de la --

evolucifn de las proteinas algunos aminoidcidos se han susti--



tuido, llevando esto nuevamente a establecer la presencia de

mutaciones con efectos 'neutros', los que son apreciados va--
rias generaciones después debido a diferentes grados de detec
cidén o de manifestacién y a influencias de seleccifén natural.
Aunque hay también sustituciones radicales que ocasionan cam-
bios quimicos de suma importancia alterando la funcidén biold-

gica (17).

En ratones caseros, se hizo un estudio polimérfico,
en electroforesis sobre papel; b&sicamente se estudiaron alb
mina, transferrina, prealbfimina y una serie enzimftica. To--
das excepto élbﬁmina,y prealbﬁmina poseian polimorfismo, re--
sultando ser monomérficas, ya que no presentaron movilidad --
electroforética. Esto condujo a la conclusién de que solo ha

bia un alelo en el locus para ellas (52).

Se ha detectado en ratas, la ausencia de albGmina -
en plasma; la ausencia de esta proteina es debida a la presen
cia de genes autosfémicos recesivos en el locus de ella, encon
trdndose fenotipicamente 2 variantes: 1a normal (AA, Aa) y a
la analbuminemia (aa), no aclarindose si existe alguna dife--
rencia entre los homocigotos y heterocigotos al gen dominan-

te (41).

En el género humano, la hemoglobina es una de las -
proteinas que manifiesta polimorfismo: 18 hemoglobinas dife-
rentes se han descrito ya en la especie (A,S,C,F,D,E,G,H,I,J,

K,AZ,M,L1B,L2B,L, Dunham, Galvestone)(62). Existiendo varian-
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tes por ejemplo alin en la hemoglobina M y que han sido locali
zadas en diferentes habitat. La presencia de algunas de es--
tas variantes se han relacionado con transtornos patolégicos,

hereditarios; e incluso poseen diferentes frecuencias en las

razas (42,56).

Las globulinas beta, también poseen polimorfismo en
humanos considerando a las variantes como anormales y presen-

tes en casos patoldgicos como son las macroglobulinemias (437).

En cuanto a las diferentes formas moleculares de en
zimas o isoenzimas; las que se caracterizan por la afinidad é
un mismo sustrato y por catalizar la misma reaccidn, también
se han identificado variantes electroforéticas por ejemplo:-

LDH (Lactico deshidrogenasa)(42), Galactosa-1-fosfato-uridil-

transferasa (16).

En peces (Fundulus heteroclitus), mediante electro-
foresis horizontal en geles de almidén, se detectd polimorfis
mo proteico; manifestidndose que los individuos heterocigotos
para un locus eran todos aquellos que poseian mayor viabili--
dad. Dicha heterogenicidad de loci estudiados indica que es
debida a adaptaciones naturales o bien dada por pequeflas mi--
graciones del ambiente original. En estos se concluy6 que el
polimorfismo proteico se manifiesta como una respuesta adapta

tiva de las especies; dichas causas han sido sobre todo de ti

po termal (38).




En la mayoria de los trabajos, se estudia la albGmi
na, se sabe que la evolucidén de la albfimina de plasma o suero
es un reflejo de la actividad metab6lica del animal y de la -
eficacia de la cantidad de agua en el medio (59). Esto esta
relacionado con estudios realizados en serpientes (59), en --
las que la evolucidén de albGmina es nula, debido a que estos
animales consumen una cantidad de agua relativamente baja. -
Esta aseveracidén hace pensar que entre mayor funcidén osmética

posea la albGmina, mayor serd su evolucidn.

La significancia a nivel adaptativo que poseen las
poblaciones naturales debe ser dado a todo-nivel y en todas -

las especies que poblamos la tierra, ya que todas sufrimos se

leccidn natural (32,58).

Los caballos &4rabes han sido bastante estudiados, -
Stormont & Suzuki, analizan los diferentes fenotipos de albG-
mina, existiendo 3 fenotipos diferentes de ella, los que son

controlados por un par de alelos codominantes autosdmicos.

Braend & Stormont (13), observan 16 fenotipos de --
Hemoglobina y transferrina al correr electroforesis en geles
de almidén. Seis alelos autosomales codominantes son 1los cau
santes de esa variabilidad. Ashton (3), encuentra tres tipos
de prealbfiminas en caballos. Braend (11,12), en la zona de -
la prealbGmina, observa variantes electroforéticas, pero no -

propone clasificacion.



Bo Gahne (10), estudia las transferrinas, albGmina,
prealblmina y esterasas plasmiticas. De 4 sementales, 36 ye-
guas y potros hijos de ambos. En transferrtrina se tienen 6 --
alelos, que concuerdan con lo propuesto por Braend y Stormont,
existiendo un fenotipo exclusivo en la raza Salermiton y hay
a su vez 2 variantes de otro de los fenotipos. Para la albG-
mina se encuentran 3 fenotipos dados por 2 alelos. Hay 8 fe-
notipos para la prealbimina determinados por 4 alelos codomi-
nantes autosdmicos. Para esterasas 7 fenotipos y 4 alelos (3

condominantes y un recesivo).

La secuencia de trabajos que existen en bGsqueda de
marcadores moleculares y de polimorfismo molecular, ha permi-
tido establecer perfiles electroforéticos estandares en huma-
no, los que se utilizan para identificar las diferentes pro--
teinas (42). En caballos que ha sido una especie bastante es
tudiada, se tienen ya perfiles electroforéticos de sero pro--
teinas que se utilizan para identificar en ellos las protei--
nas, asi como la manifestacién de algln nuevo alelo (3,10,11,

12,13,60).

Ann Trommershausen-Smith y colaboradores (60); rea-
lizaron un experimento con caballos, encontrando aparte de --
los alelos ya establecidos, un nuevo alelo para la prealbfimi-
na, al cual lo designaron como Pr°. Quizd la manifestacidn -
de este nuevo alelo sea una consecuencia del proceso evoluti-

vo en el cual intervienen como moderadores los efectos ambien



tales, nutricionales, mutacionales y migratorios.

La postulacién de polimorfismo proteico en varias -
especies ha permitido establecer los alelos responsables de -
su herencia y con ellos es posible actualmente predecir utili
zando lo que concierne a Herencia Mendeliana los genotipos y
fenotipos posibles de la descendencia. Una vez postulados --
los aielos responsables de la herencia o de la transmicidén de
un fenotipo dado en una protefna, se ha:'facilitado también el
cdlculo de frecuencias génicas y genotipicas en las poblacio-
nes ya sea de humanos o de cualquier otra especie animal. El
conocimiénto de polimoffismo.molecular,permite ir establecien
do parémétros caraétéristicos'de las diversaé,especies, que -
hacen y permiten fijar aspectos_bioquimicos de ellas. Posi--
blemente en el futuro se podréd conocer gran nGmero de estas -
moléculas involucradas en 1los aspectos fisioldgicos y metabé-
licos de los organismos y ello permita establecer las caracte

risticas que nos diferencian entre las especies.

La especie mis estudiada a la fecha es la humana, -
en segundo término los caballos, siendo recientemente las es-
pecies de laboratorio de las m#s estudiadas, aunque se ha lo-
grado controlar muchos factores (nutricionales, ambientales,
de cruzas) no se ha obtenido resultados ridpidos, existiendo -
trabajos que aln no se han concluido; en aves es relativamen-
te poco lo que se ha realizado; con gansos, utilizando suerco

y la yema del huevo de estos, Valenta & Stail (61), encuen---




tran polimorfismo en transferrina y en conalbdmina al reali--
zar electroforesis horizontal en geles de almidén. Se fija -
una herencia dada por un locus con 2 alelos codominantes - --
(T? Yy Tg) para la transferrina. Los autores hacen un cilcu
lo de frecuencias fenotipicas y genotipicas utilizando el ---
equilibrio de Hardy-Weinberg, observando que la distribucién

de la poblacién cumple con el equilibrio.

En México, se tienen antecedentes en trabajos de te
sis realizados con bovinos de diferentes razas: CebG (51); -

ganado de lidia (46).

En los cuales se efectudé electroforesis en geles de
almidén y no se establecidé variante alguna en cuanto a las --
proteinas en estudio (hemoglobina, albdimina, transferrina, --

fosfatasa alcalina, prealblmina, etc.)

La especie de interés particular para este trabajo
la constituyen las cabras, de ellas en el pais no se tienen -
antecedentes de algln trabajo en cuanto a marcadores bioquimi
cos, especificamente proteinas. En Francia se han estudiado
cabras, de diferentes razas; en las que ha sido posible esta-
blecer sistema de grupos sanguineos, asi como variantes elec-
troforéticas, no existiendo claridad en los reportes, ni una

asociacién con los alelos responsables del polimorfismo (43).
3.- ESPECIE CAPRINA.
La especie caprina en el pais, no ha sido explotada
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adecuadamente, la poblacién de ellas en comparacién con los -

bovinos es reducida.

Conclusiones tales como: ''Causan grandes dafios en
los espacios vegetales de rédpido desarrollo y forestales'" (49);
"Animal merodeador que parece desear particularmente las ye--
mas vegetales frescas, la corteza del drbol recien plantado,
los botones florales del jardin o los sarmientos de la parra
que alcanza levantindose sobre sus patas posteriores'" (8). --
"Algunos la acusan de ser uno de los factores esenciales de -
la desertizacién de las regiones donde causa estragos el noma
dismo y ven en ella, esencialmente la causa de la extensibn -
de desiertos en Africa del norte" (49). Contienen las razo--
nes por las cuales, esta especie se encuentra un tanto olvida

da como animales productivos en gran proporcién.

La cabra (capra hircus), es un animal con instinto
natural muy inquieto; siendo esta la razbn por la cual, cuan-
do no se tiene cuidado con la vegetacién de los lugares donde
pastan se obtienen los resultados mencionados. E1l hombre es
el responsable de estos sucesos, ya que &l es quien debe te--
ner cuidado en las zonas de pastoreo para que no terminen ---
siendo desiertos, confinarlas en espacios en los que sean ---

atendidas y con ello reducir notablemente esos problemas (8).

Asi como existen detractores de esta especie hay de

fensores; le han dado el nombre de la "vaca del pobre'" (8,49).
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Se le considera como ''la madre adoptiva del género

humano' (8).

En base a que a nivel mundial méds personas consumen
leche de cabra que de vaca (8), ademds de que cuando las le--
cherias comerciales se vuelven antiecondédmicas, la cabra viene
a ser la solucidn ya que en cuanto a manutencidén no es nada -
exigente y a pesar de conformarse con hierbas que sabe encon-

trar en terrenos iridos y abruptos, es un animal productivo.

Resulta mads econbmico criar una cabra que una vaca,
es mds fdcil de alojar y cuidar, es una "miquina de leche" --
que trabaja con una fuente de energia relativamente barata, -
de su leche se obtienen buenos quesos, su carne es buena, sus
pieles son GGtiles en la industria talabartera, asi como su es

tiércol es estimable y utilizado como abono (8,49)

De los productos que se obtienen de la cabra, la le

che viene a ser el punto de nuestro interés. Esta leche po--

see la siguiente composicién quimica: (47)
S61lidos totales - 13.18%
Grasas - 4.24%
Proteina cruda - 3.70%
Casefina - 2.80%
Lactosa - 4.51-5.0%
Cenizas - 0.78%

De estos componentes, uno de ellos recibe un enfo--
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que especial en este trabajo; la lactosa, ademds de una pro--
teina plasmitica, que por la funcién de actuar como una molé-
cula acarreadora de lipidos ha sido estudiada en este traba-

jo; la alblimina
3.a.- LACTOSA.

Disacarido, que existe en los mamiferos, encontréin-

dose en mayor abundancia en la leche 5% (7,33,34,47).

Se conoce como el carbohidrato caracteristico de --

ella (7,47).

Su estructura es 4-0-beta-D-galactopiranosil-D-glu-

copiranosa.

CH.OH H.OH
HO 2 204

Beta lactosa

H H
OH OH

Por hidrolisis da una mezcla equimolecular de gluco

sa y galactosa.

"Puesto que en los tejidos de los mamiferos o en --
otros fluidos del cuerpo no se encuentra galactosa libre en -

cantidad apreciable, es evidente que esta se forma en las ---

13



gliandulas mamarias a partir de la glucosa de la sangre" (63).

La lactosa en gldndulas mamarias se produce median-

te la reaccibn general: (27)

UDP-Galactosa + Glucosa — Lactosa UDP

Alfa-lactalbumina
Uno de los 2 componentes de la

sintetasa de lactosa (27)

La importancia que posee para nosotros la lactosa -
radica en el interés particular de conocer un marcador molecu

lar que intervenga en el proceso de biosintesis de este disa-

carido,

Se produce mediante una secuencia de reacciones ca-
talizadas por enzimas diferentes. La ausencia de una enzima
ocasiona el bloqueo metabdlico en esa via; asi como la poca -
actividad ocasionaria una sintesis lenta y probablemente, una

super actividad, un proceso acelerado.

Es menester participar que 1a enzima o marcador en
estudio es Galactosa-1-fosfato-uridil-transferasa (transfera-
sa de la uridil fosfogalactosa); la cual interviene en la via

metabdlica especificamentehen el paso de:
1-P-galactosa+UDP-glucosa —»UDP-galactosa+1-P-glucosa

En el hombre la deficiencia de esta enzima provoca

14



galactosemia, que es un trastorno hereditario debido a la in-

capacidad de metabolizar galactosa (9,16,20,54,56).

Nos interesa estudiar bidsicamente las variantes de
actividad de esta enzima en las cabras, con objeto de asociar
la y de conocer una de las etapas bioquimicas que intervienen
en la sintesis del carbohidrato de la leche, asi como estable

cer a nivel genético un control de variantes.

En este trabajo, se marcari una pauta para esclare-
cer las variantes de actividad de la enzima en esta especie y
que mediante posteriores estudios se analicen los otros pasos
de la via. Por ahora solo una es la que se estudia, debido -

al fdcil montaje de laboratorio de la técnica.
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3.b.- ALBUMINA.

La sero albGmina es la proteina mis abundante de --
suero o plasma; y es también la mi&s pequefia, ya que posee un

peso molecular entre 65 000 - 70 000 Daltons (7,30,34).

Es una proteina perteneciente al grupo de las globu
lares; se caracteriza por ser soluble en agua, adquiriendo --
una asimetria elipsoidal con un diémetrq de 38 Angstrom y una
longitud de 150 Angstrom (45). Ademis de su gran solubilidad
en agua, también es soluble en medios acuosos .que contienen -

sales, acidos, bases o etanol (33,34,45,48,63).

Cuando se somete al calor, se coagula fdcilmente, -

siendo esto caracteristico para ella (34,45,48,50).

Es una proteina que posee grupos bidsicos y .dcidos -
titulables variando en cantidades dependiendo de la especie -

de la cual se extraiga (63).

Cuando se disuelve en soluciones amortiguadoras a -
pH 4.7 posee una carga neta de cero y este pH equivale al pun

to isoeléctrico PI de ella (30,34,42,45,48).

Esta proteina es sintetizada en el higado; organo -
considerado como el centro principal de sintesis de proteinas
plasmiticas; la velocidad de sintesis registrada en ratas es
de 10 a 20 mg/hora, siendo renovado diariamente un 25% de 1la

proteina plasmitica total en circulacibén (63) y posee una vi-

17



da media de 4 semanas (63).

La albfimina tiene a su cargo algunas funciones, co-
mo:

1.- Regulacién osmotica.- Se trata de una proteina
de transporte debido a su tamafio se le considera la proteina
mis activa osmoticamente, ya que interviene en la regulacidn

osmotica y define el comportamiento intravascular (6,19,45,50,

57,63).

Sustancias tales como: bilirrubina, cortisol, tiro-
Xina, dcidos grasos, se unen a la albGmina y esto ocasiona su

solubilidad y ademis su distribucién en el organismo (34,63).

El estudio de esta proteina nos interesa desde el -
punto de vista polimSrfico. Considerando que en esta especie,
se carece del conocimiento de variantes electroforéticas, se
pretende efectuar cierta metodologia que conduzca a estable--
cer las caracteristicas de esta'proteina de suero, polimdrfi-
camente, siendo precisamente ella la clegida por la funcién -
que posee en transporte de Acidos grasos necesarios para la -

sintesis de leche.
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OBJETIVO

Estudio de albumina (extraccidén, cuantificacién, --
analisis electroforético) de 100 individuos de sexo variable
y edad, con la finalidad de establecer las caracteristicas de
esta proteina en la especie caprina; asi como la determina---
cidén de actividad de la enzima Galactosa-1-fosfato-uridil----
transferasa, que interviene en un paso de la via de biosinte-

sis de lactosa.
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CAPITULO II

METODOS
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1.- COLECCION DE MUESTRAS

La toma de muestras se realizd en el Municipio de -
Texcoco, Edo. de México; enumerando y registrando cada animal

con objeto de rotular y clasificar las muestras.

El nGmero total de cabras muestreadas fueron 100, -

de diferentes edades y sexo.
a.- OBTENCION DE SUERO

Extraccidn de sangre sin anticoagulante mediante --
puncidn en yugular, localizidndola y desinfectando el &rea pre

viamente con etanocl al 70%.

Las muestras de sangre se vertieron lentamente y to
cando las paredes en tuhos de ensaye, que se rotularon, tapa-
ron y fueron transladadas en una gradilla a la FES-C inmedia-

tamente.

En el laboratorio se introdujeron los tubos de ensa
ye a bafio de agua a 37°C durante 15 minutos, se centrifugaron
10 minutos a 2000 revoluciones por minuto y con pipeta Pas---
teur se extrajo la capa superior que corresponde al suero. Es
te se depositd en frascos de ampolleta de 5 ml. limpios y es-

tériles, congelindose hasta su determinacidn.
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b.- OBTENCION BE ERITROCITOS.

En trozos de papel filtrc Watman No. 1, se dejd caer
gotas de sangre de cada cabra, con objeto de impregnarlos.
Trasladandose dentro de una caja evitando el contacto entre -

ellos. Trabaiandose el mismo dia.
2.- EXTRACCION DE SERO ALBUMINA

De l1as 100 muestras de suero, 5e extrajo Albimina, -
siguiendo una modificacién del proceso descrito por Reinhold-
Kingsley (50) (NA2 504, Na, S

2 S, 0z, 1 ml. H,50, en agua destila

da a pH 7.5)}.

El cudl consiste en afiadir a 0.5 ml. de suero descon
gelado 0.75 ml. del reactivo para precipitar globulinas, mez--
clando por inversidn y separando la fase acuosa de las globuli
nas con 1 ml. de &ter etilico, invirtiendo y centrifugando; --
con una pipeta Pasteur se extrae la capa acuosa, en la que se

encontraba la albtmina.
METCDOS.
3.- ELECTROFORESIS
a.- GENERALIDADES

Técnica analitica poderosa, de la que se dispone ac-
tualmente en la investigacidn Bioquimica (42); en la que se ha

ce uso de la propiedad de las particulas o moléculas de poseer
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carga eléctrica parcial con objeto de hacerlas migrar en un --

campo eléctrico.

Las proteinas pueden migrar en un campo eléctrico de
bido a que son macromoléculas compuestas de aminodcidos y por
tanto poseen grupos carboxilo » grupos amino. Si las protei--
nas poseen mis grupos amino (bisicos) tendrdn una carga positi
va. Aquellas que posean mayor nimero de grupos carboxilo ten-

dran carga negativa.

Si el nimero de grupocs amino y carboxilo som equiva-
lentes o iguales, la carga neta de la proteina serd cero y por

tanto neutras.

La carga neta de una proteina depende de sus propie-
dades &dcido-base y del pH del medio acuoso en el que esten di-
sueltas. Al pH en el cual una proteina no posee carga eléctri
ca se le llama punto isoceléctrico PI y para esta técnica resul
ta muy 0til ya que nos permite pfedecir o establecer hacia qué

polo va a migrar la proteina que coloquemos a un pH conocido.

Cuando la solucién amortiguadora posee un pH més aci
do que el PIL de la proteina, los grupos carboxilo (negativos)
se van nautralizando progresivamente por el &cido empleado, --
los grupos -NH3 predominan dando una carga neta positiva a la

proteina, migrando hacia el catédo (polo negativo).

Ahora bien, si el pH de la solucidn amortiguadora es

mids basico que el PI, ocurre lo inverso y finalmente posee una
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carga negativa, por lo que migra hacia el anodo (polo positi-
vo). Si el pH de la solucidn amortiguadora es igual al PI, -
la proteina no migra, quedidndose en la posicién en la que fue
aplicada. En la practica se usan soluciones amortiguadoras -

de ionicidad entre 0.025 y 0.75 (42) para el veronal.
Para realizar electroforesis se requiere de:
Celda electroforé&tica y fuente de poder.

La funcién de la celdz electroforética es poseer la
tina en la que se va a depositar el tampon; poseer los 2 elec
trodos (2 alambres de platino); un puente en el que va a es--

tar el medio de soporte y una tapa que evite la vaporizacidn.

La fuente alimentadora se usa para tener un flujo -

de corriente continua, es decir, voltaje e intensidad constan

tes.
Los medios de soporte que se utilizan son:

1.- Papel filtro.
2.- Acetato de celulosa

3.- Geles de agar, agarosa, almidén y poliacrilami-

da.

El papel filtro como medio de soporte ha sido usado
desde 1937 en un proceso que lleva aproximadamente 16 horas -
de corrimiento para proteinas, que requiere de una tincidén de

licada y sobre todo no posee una buena resolucidn.
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En 1957, J. Kohn introduce el acetato de celulosa -
como medio de soporte electroforético (42), teniendo un poder

de resolucidn mayor.

Un fdcil manejo y sobre todo que el tiempo que se -
invierte en el proceso es minimo (2 horas) debido a la reduc-

cidn del tiempo, este soporte reemplazd al papel.

Los geles mids usados en electroforesis son el agar,
almiddn y acrilamida. La velocidad de migracidn de una pro--
teina en estos depende de la carga, de las dimensiones molecu

lares y del grosor de la malla del gel.

El poder de resolucidn de los geles esta dado por
el tamafio de los poros formados por las partichlas del gel co
rrespondiente al crear un efecto tamizante. Con geles de al-
midén y de acrilamida se obtienen alrededor de 20 bandas al -
correr una muestra de suero, cuestidn que le da un gran poder

de Tesolucidn.

Mediante el uso del acetato de celulosa, se obtie--
nen alrededor de 5 zonas: Albfimina, globulina alfa 1, globuli

na alfa 2, Beta globulina y Gama Globulinas.

Las protefnas después de migrar electroforéticamen-
te se tifien con colorantes para proteinas como: Rojo de Pon--
ceau, Azul de bromofenol, Azocarmin, Negro de amido, etc. To-
das estas sustancias son colorantes aniomicos que reaccionan

con los grupos aminados basicos de las proteinas en solucidn
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dcida. Estos colorantes son cuantitativos, es decir, hay cier
ta afinidad de las fracciones proteicas en el proceso de tefii-
do. Se ha observado que la Alblmina es la fraccidn proteica -

de suero mas abundante y la que mas liga colorante.

En este trabajo, se usan membranas de acetato de ce-
lulosa y es debido a que la proteina que se desea estudiar y -
separar es la alblmina. En geles de almiddn y de acrilamida -

la albimina no se separa de una fraccidén' de globulina alfa ---

(42).
b.- TECNICA ELECTROFORETICA.

Se realizd electroforesis con las 100 muestras de --
suero, los 100 extractos de albumina y con albumina bovina ---

fraccidn V comercial (como marcador).

Se usd como soporte acetato de celulosa (membranas)
(figura No. 2), en una celda Microzone-Beckman para 8 mues----

tras {figura No. 3) y un bufer de veronal a pH 8.8.
Las condiciones de operacifén son:

100 Volts
1.25 miliampers
150 minutos

anodo-catodo

Las proteilnas se revelaron con Ponceau-S, 10 minu--

tos y eliminando el exceso de colorante con &dcido acético al
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5% (41, 42).

Las membranas con objeto de preservarlas se trataron
con metanol al 25,50,75 y absoluto durante 10 minutos con cada
uno y con una mezcla de acido acético al 20% en metanol. Lle-
vandolas sobre un vidrio a 100 grados centigrados; despegindo-
las y guardindolas en bolsas de celofan (41). Mediante el pro
ceso se hicieron transparentes, facilitdndose asi la observa--

cion de las bandas de proteina. (Figura'No. 4 y 5 ).
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FIGURA 2.

MEMBRANA DE ACETATO DE CELULOSA BECKMAN.

a.- Dimensiones: 14.3 cm. de largo, 5.5 cm. de an-
cho.
6.6 cm. de longitud en la zona de
las muestras.
0.6 cm. de distancia para aplicar
una muestra.

0.4 x 0.1 cm. area en que se apli
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ca la muestra.

b.- Orificio de referencia que indica hacia qué la-
do se encuentra el electrodo negativo (catddo).

c.- NGmero de muestras aplicadas en una membrana.

Posiciones.
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CELULA ELECTROFORETICA
BECKMAN MICROZONE MODELO R-10!

FIGURA 3
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FIGURA 4

MEMBRANA REVELADA CON Ponceau-S, en la que se coloca

ron 6 muestras diferentes de suero caprino.

Condiciones de operacidn:
100 volts
1.25 miliampers
150 minutos
pH: 8.8

Zona de aplicaciodn: ¢
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FIGURA 5§

MEMBRANA, con 8 muestras diferentes de sero albimi-

na caprina.
Condiciones de operacifn:
100 volts.
1.25 miliampers
150 minutos
pH: 8.8

Zona de aplicacién: c
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4.- CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

Para cuantificar proteinas totales de suero caprino
v de los extractos de albGmina, se utilizd un mé&todo colorimé&

trico conocido como Microlowry (21.30).
a.- Reactivos.

Solucibn A: N32C03

Solucidn B: CuSO4 al 1%

Solucidén C: Tartrato doble de sodio y potasio al --

al 2% en NaOH o.l1 Normal.

2%.

Solucibén D: Mezcla de 50 ml de A
0.5 ml de C
0.5 ml de B

Solucién E: Reactivo de Folin Ciocalteu 1 Normal.
b.- Curva Estandar de Albumina bovina fraccidn V.
FIGURA 6

c.- Cuantificacidn
Dilucidén de sueros de cabra descongelados 1:100 v/v

Dilucidn de extractos de albuminas 1:100 v/v

A 20Q microlitros de las diluciones por duplicado se
les adiciond 1 ml. del reactivo D, agitando y dejando reposar
10 minutos, posteriormnete se afiadieron 0.1 ml. del reactivo -
de Folin-Ciocalteu, agitando y dejandose en reposo por 30 minu

tos.

33



Dependiendo de la intensidad del tono se realizaron
lecturas al espectrofotometro a 500 nm y 750 nm (tono bajo de

color y tono alto de color, respectivamente).
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S5.- IDENTIFICACION DE ALBUMINA
a.- Inmunoprecipitacidn.

Tubos capilares, se llenaron hasta la mitad de albi
mina bovina fraccidn V y de muestras de extracto de albumina
caprina; se adiciond antialbumina, selliandose y dejindolos en
posicidén vertical 15 minutos, observando la banda de precipi-

tacidén.
b.- Inmunodifusién (59).

En agar noble sobre portaobjeto se hicieron orifi--

cios, de acuerdo al siguiente esquema:

o2

o o

0

3
O o
5

colocandose:
AlbGmina bovina fraccidn V (posicidn 1)
AlbGmina extraida (posicidn 2)
Bufer de boratos pH 8.6 (posicidn 3)
Suero de cabra (posicidn 4)
Antialbtmina (posicidn §)

Antialbtmina (orificio central)

Se dejd en ambiente himedo 48 horas, en refrige

racién.
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Observindose una banda de precipitacidn entre:

AlbGmina extraida y antialbGmina
AlbGmina y suero de cabra
Antialbtmina y albtimina bovina fraccidn V.

Seglin esquema:

O o o ¥
9'0, s O10
o © o o

.~ Inmuncelectroforesis (28.42).

Se realiza sobre un agar noble (L 1.5%), en bufer -
de boratos a pH 8.6; en un voltaje de 150 volts; 11 miliam---
pers y durante 90 minutos, la inmunoelectroforesis albtmina -

extraida (en unos casos) y antialblimina en otros casos.

En la ranura se adiciond antialbiimina para las lami
nillas en las que se corridé albumina extraida. Albumina ex--

traida en aquellas en las que se hizo migrar el antisuero.

Se dejaron 48 horas en ambiente hitimedo y refrigera-
cidén observando despu&s de éste, una sola banda de precipita-
cidén en todos los casos. La inmunoelectroforesis se efectud
con 10 muestras tomadas al azar de los extractos de albimina,

repitiéndose 5 veces para czada uno.

Figura Ne. 6.- Inmunoelectroforesis.
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6.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GALACTOSA-I -
FOSFATO-URIDIL TRANSFERASA. (54)

VOL. PARA 6 ml. DE
REACTIVO DE ‘

SEUTLER SOL. STOCK  MEDIO REACCIONANTE
UDP G 9.5x10 > 0.2 ml
Gal-1-P 2.7x1073 0.4 ml
NADP 6.6x10" > 0.6 ml

Tris-acetato.

Bufer pH 8 0.75 M 2.0 ml
Saponina 1% 0.8 ml
EDTA 4.05x10" *M 2.0 ml

6.0 ml

b.- Medicidn de actividad.

Se recortan 2 discos de 0.5 mm de diimetro de cada

una de las muestras de sangre impregnadas en papel filtro.

Se colocan en un tubo de ensaye pequefio con 0.1 ml.

de reactivo de Beutler con sustrato (galactcsa-1-P).

En otro tubo, se colocan otros 2 discos, ahora con

reactivo de Beutler sin sustrato.

De ambos tubos se toma una gota con capilar y se de
posita en un disco de papel filtro Watman No. 1 impregnado --

con solucidn de sulfato de amonio sobresaturado (un disco por
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tuboj. Rotuldndose cada papel filtro: No.de la cabra, C/S, --

S/S, tiempo.

A tiempo cero, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos -
se saca una gota y se deposita sobre el papel. Los tubos se
mantienen a partir del tiempo cero en incubacién en bafio de -

agua a 37°C.

Una vez transcurrida la incubaci6n, se observa bajo
luz ultravioleta cada par de discos de papel filtro de cada -
cabra, el S/S (sin sustrato) se usa como referencia para no--

tar cambios de fluorescencia en el C/S (con sustrato).

Se marcd con un 1lapiz las zonas de fluorescencia.

Figura No. 7.
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FIGURA 7

DISCOS DE PAPEL FILTRO IMPREGNADOS DE SULFATO -
DE AMONIO CON GOTAS DE MUESTRA INCUBADA EN REAC
TIVC DE BEUTLER.

a.- Sin sustrato b.- Con sustrato
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO




REGISTRO CAPRINO Y  RESULTADOS

COLOR  CUER- (PROT) {ALBUMINA) Gﬁg§;¥éR?pr - DISTANCIA
No. SEXO EDAR PELO. NOS ARETES 0JOS  BARBA ALTURA  TORAX  PESO  EDOC.PROD. RAZA  PROCEDENC SUERO SUERO ~ URIDIL TRANSFE- ALBUMINA
RASA, (ELECT) .

1 FRMENING 1 ASU  CAFE St NO CAFE NO 60 cm 70 em 25 K LACTANTE CRIOLLA EDO.MEX. 81 mg/ml  48.5 mg/ml. ) 2.7 mm
2 " 15 MESES CAFE " " MIEL " 70 cm__ 74 cm__ 28 K LACTANTE " N 75 8.5 ) 7,
3 " 2 AROS PINTA " " CAFE " 70 cm 70 cm 41 K LACTANTE " " 73 6.0 (+ 2.7 oo
4 " 2 ASOS  PINTA " " " " 69 cm 69 cm 40 K LACTANTE " " 76.2 46,2 (+) 2.7 ma
5 " 18 MESES CAFE " " MIEL " 60 cm 68 cm 32 K LACTANTE " " 76.5 42.0 (+) 2.7 on
6 " 4 ASOS VENADA _ NO NO AZUL NO 70 cm__ 70 cm 42 K LACTANTE i, N 81 1.5 ) 2.7 onm
" 3_ASOS__CAFE " " " " 65 cm 68 cm__ 30 k__ LACTANTE " " 79.5 47.75 ) 2.7 ma

" 35 AROS PINTA " " MIEL S1 80 cm 82 em 50 K LACTANTE " " 80 47.0 -) 2.7 mn

" 1.5 ANO  BEIGE " CAFE NO 65 cm 66 cm 40 K LACTANTE " " 81 43.0 ) 2 7 mm

- 1 AR0O  NEGRA " " CAFE " 65 cm 64 cm 38 K LACTANTE " " 81 44.0 (+) 2.7 mm

" 2 ASOS PINTA " " " " 70 cm 78 cm 52 K PRENADA " v 75 45.0 -) 2.7 mm

" 3 ASUS CAFE, " ST AZUL " 68 cm 80 cm 48 K PRERADA " " 81 46,0 (+) 2.7 mm

1 ARO  PINTA v ' 68 cm 80 cm 55 K LACTANTE " " 79.2 47.75. (+ 2.7 mm

3 AROS BEIGE CAFE 70 em 97 cm  S7 K PRENADA " 80 45.0 -) 2.7 mm

(+) 2.7 mm

" - 70 em. 95 em 56 K PRENADA " " 77 47.0 (+) 2.7 mm

AZUL ‘ 60 cm 72 em 27 K ENTERO " " 75 47.75 -) 2.7 mn

8 MESES " " " CAFE e 60 ecm 70 cm 28 K ENTERO " " 81 48.5 +) 2.7 mm

4 ANOS CANELA  NO " MIEL ” 77 cm 96 c¢m LACTANTE " " 70 41.5 (+) 2.7 nm

4 AROS CAFE " " CAFE v 76 _cm 95 cm LACTANTE " " 75 43,5 {+) 2.7 mm

8 M PINTA St 51 " 60 cm 60 cm - " 86.2 42.0 (-) 2.7 mm

3 AROS NEGRO S1 N0 MIEL » 78 cm 89 cm LACTANTE " " 83.0 41.5 (-} 2.7 mm

" " 80.0 44.7 (-) 2.7 mm

" " 80.0 47.0 (+) 2.7 mm

2 AROS " " " " 71 cm 75 cm LACTANTE " " 75.0 43.0 (+) 2.7 mm

8 MESES " g " " 50 cm 48 cm - " " 83.5 45.0 (+) 2.7 mm

8 MESES PINTO " ST AZUL SI 65 cm 60 cm 25 K ENTERO " 81.0 43.5 (+) 2.7 mm

" " 82.0 42.0 (+) 2.7 mm

8 MESES NEGRO NO NO CAFE NO 55 cm 53 em 23 K ENTERO " " 75.0 40.25 (+) 2.7 mm

8 MESES N/C " & u " 57 cm S4 cm 25 K ENTERO " " 82.0 41.5 (+) 2.7 mm

2 AROS BEIGE ST o MIEL " 80 cm 80 cm 56 K CASTRADO " " 79.0 50.0 (+] 2.7 mm

2 AROS PINTO " " " " 75 cm 79 cm 56 K CASTRADO " " 80.0 46.5 (+) 2,7 mm

3 MESES PINTA " CAFE " 50 cm 45 cm 25 K - " " 75.0 45.5 3 2.7 mm

4 MESES " NO " ' " " 52 cm 43 cn i5K 64.5 42.0 (+) 2.7 mm



REGISTRO CAPRINO

Y RESULTADOS

COLOR | CUER- . (PROT) | (ALBUMINA) |GAiacroma i p .| DISTANCIA
No.} SEXO EDAD PELO | NOS ARETES| 0J0S | BARBA |aLtuRa | TORAX | Prso EDO.PROD. RAZA  PROCEDENCIA SUERO SUERC  |uripiL TRANSEE- | ALBUMINA
PPy (ELECT) .
35 | HEMBRA | 2 AROS | CAFE §1 NO CAFE NO 70 cm | 68 cm | 42 X | LACTANTE CRIOLLA  EDO.MEX.| 70.0 mg/mlj 43.0 mg/ml -) 2.7 om
36 v 2 AROS " NO " MIEL " 68 cm | 69 cm | 43 K | LACTANTE " " 83.0 41.5 (+) 2.7 mam
37 " 2 ANOS | NEGRA s1 » CAFE " 50 cm | 60 cm | 39 ¥ | LACTANTE " " 71.0 14.7 (+) 2.7 mx
38 " 3 AR0OS | cArE NO " MIEL " 74 cm | 80 cm | 54 Kk ] SECA: " " 70,5 47.75 (+) 2.7 mm
39 " 1.5 AROS| » S1 " AZUL " 58 cm | 60 cm | 37 £ | LACTANTE " " 70.0 48.5 (-) 2.7 mm
40 " 2 AROS " " v " " 68 cm | 70 ecm | 42 K | LACTANTE " " 70.0 40.5 (+) 2.7 mm
41 " 1.5 AROS | PINTA " " CAFE " 66 cm | 80 cm | 36 ¥ | LACTANTE " " 75.0 41.5 (+) 2.7 nm
42 " 2 AROS | ROSILLY NO NO MIEL " 67 cm | 88 em | 40 k | LACTANTE " " 74.5 42.0 ) 2.7 mm
43 " 2 AROS | PINTA s1 " " sI 77 cm | 69 cm | 30 K | SECA " " "74.0 45.0 +) 2.7 mm
44 " 3 AROS | BLANCA| NO " . " 80 cm [ 85 cm| 55 K | LACTANTE " " 81.0 43.5 +) 2.7 mn
45 " 6 MESES | CAFE " " " NO 62cm| 62 cm| 20 K - " " 75.0 44.0 (+) 2.7 mm
16 " 10 MESES | PINTA " " " 75 em| 85 cm| 40 K | LACTANTE " ” 77.0 44.7 (€3] 2.7 om
47 " 10 MESES | CAFE " ' ' " 74 cm 82 cm 38 K PREN;DA Al " 81.0 45.0 ) 2.7 mm
a8 " 13 MESES| PINTA " " CAFE " 64 cm| 86 cm| 36 K paﬁﬂgbA " 74.0 47.0 ) 2.7 onm
a9 " 15 MESES| v " " " " 7t em| 80 em| 35K PREN&DA " " 70.0 46.2 ) 2.7 om
50 " 2 AROS | BLANCA} " " " s1 76 cm | 86 cm| -45 X LACTANTE " " 79.0 44.75 -) 2.7 ma
51 " 2 AROS | v " " " " 74 cm| 85 cm| 44 X LACTANTE " " 81.0 49.5 - 2.7 nm
52 " 1.5 AROS] NEGRA S1 " MIEL " 71 cm{ 85 cm| 38 K LACTANTE " " 81.0 48.5 ) 2.7 om
53 " 1 ARO PINTA " " " " 73 cm| 78 cm| '40 X | PRERADA " " 64,5 49.0 ) 2.7 mm
54 " 1 ARO " " v " " 74 cm| 77 em{ 38 x | PRERNADA " " 81.0 47,75 (=) 2.7 ma
55 " 8 MESES} N/C w SI " NO 61 cm| 71 em} 40 K | PRERADA " " 74.0 ;3,75 +) 2.7 mm
56 " ‘2 AROS | N/B " NO i S1 73 cm| 76 cm] 42K PRESADA " " 81.0 43 ) 2.7 ==
57 " 1 ARO " NO it " NO 76 cm| 82 cmf 43 X | PRERADA " " 81.0 46 (+) 2.7 mm
58 " 1 ARG " " " " 77 cm| 83 cm] 48 K PRENApA " " 92.0 43 +) 2.7 wn
59 " 1 ARO c/8 " " " SI 7t ecm]| 76 em} 38 K PRENADA " " 81.0 49 +) 2.7 mm
60 " 1.5 ASOS) CAFE " " " " 71 cm| 81 cm| 42 K | LACTANTE " " 91.0 50.5 +) 2.7 ma
61 | MACHO 3 AROS | BLANCO| SI " " B 86 cm | 100 ecm| 70 k | SEMENTAL " " 77.0 47.5 ) 2.7 on
62 " 3 AROS " " " " " 86 cm| 100 cm{ 60 K | ENTERO ”" " 72.0 46.2 +) 2.7 =m
63 " 2 AROS " " " " " 78 cm| 93 cm| 60 K hgnrsho " " 73.0 47.75 +) 2.7 om
64 " 2 AROS " " " " " 77 cm| 94 em| 63 x | ENTERO " " 75.0 47.0 ") 2.7 mm
65 | HEMBRA| 2 AS0S | ¢/B " " " . Aigrégicm §5 cmi ;5 xwribACTANTE " " 90.0 47.75 89] 2.7 o=
66 " 2 ANOS | CAFE NO " " 7 NO 72 cm| 78 cm} 41 K LACTANTE " " 97.0 50.0 (+) 2.7 em
67 " 2 ASOS | NEGRA Si " " 81 71 em| 77 cm| 39 X | LACTANTE " " 75.0 49.0 (+) 2.7 mm
68 | MACHO 1 ASo BLANCO  NO SI " " 80 cm] 90 cm] 60 ¥ | CASTRADO " " £6.0 47.0 (+) 2.7 m




REGISTRO CAPRINO

Y RESULTADOS

COLOR | CUER- ‘ (PROT) (ALBUMINA) | chfaceea Prp | DisTANCia
§ skxo EDAD PELO NOS ARETES | 0JOS | BARBA | ALTURA | TORAX PESO | EDO.PROD. RAZA  [PRICEDENCIA SUERO SUERO | imipiL TRANSEE- | AVEUMINA
RASA. (ELECT) .
65 } MACHO 1 ARO BLANCO NO NO MIEL S 79 cm | 89 cm 61 ¥ | CASTRADO CRIOLLA | EDO.MEX.}85.0 mg/ml 39.0 mg/ml +) 2.7 mz
70 {HEMBRA | 1.5 AROS J C/N " " " e 70 cm 86 cm 43 K | LACTANTE " " 64.5 348.5 -) 2.7 mm
71 " 1.5 AROS | CAFE ' " " " 70 cm | 83 cn 44 X | LACTANTE " ” 81.0 43.5 ) 2.7 mn
72 " 2 AROS | PINTA S sI " " 70 cm | 82 em 43 X | LACTANTE " » 75.0 47.0 (+) 2.7 nn
73 " 8 MESES | CANELA " NO CAFE " 67 cm | 57 cm 15 K " " 97.0 39.6 (+) 2.7 nm
74 " 2 AROS | CAFE " " " NO 70 em | 80 oM 40 x | PRERADA " " 75.0 40.5 {+) 2.7 om
75 | v 2 ANOS {C/N " " " w 72 cm | 80 cnm 38 K | LACTANTE " - 76.0 41.5 (+) 2.7 mm
76 |MACHO |10 MESES | CABE " " " " 57 en | 64 cm 13 K | ENTERO " " 93.0 45.5 {+) 2.7 mm
77 |HEMBRA |1 5 AROS |C/B " " " SI 68 cm | 75 em 32 K | LACTANTE " " ‘79.0 49.0 (+} 2.7 nm
78 " 1.5 AROS | NEGRA " N(; " NO 70 cm | 81 cm 30K | 'LACTANTE " - 80.5 43.0 -} 2.7 mm
79 N 1,5 ARo0S " " " " " 69 cm 63 cn 29 X | LACTANTE " " 81.0 47.75 (+) 2.7 mm
80 " 2 AROS | CAFE " " " ” 79 em | 78 cm 32 K | LACTANTE o " 77.0 43.5 (+) 2.7 nn
81 " 3 AROS " " " S1 86 cm | 79 cm 38 K | LACTANTE [ " " 77.5 42.0 ) 2.7 mm
82 ' 2 AROS |PINTA " v " b 88 cm | 76 cm 41 K 'LACTANTE " " 81.0 39.8 +) 2.7 oo
83 " 3°AROS | CAFE " " " NO 64 cm | 78 em 33 K | L ACTANTE " " 62.0 41.0 ) 2.7 ‘mm
84 " 2 ASOS | PINTA " " " SI 63 cm | 74 em 38 K | [ACTANTE " - 81.0 49.0 +) 2.7 mm
85 " 3 ARGS™ |'BLANCA NO " " » 76 cm | 90 cm 42 X | LACTANTE " o 62.0 43.5 (+) 2.7 mm
86 v 2 ANOS | CAFE " * " NO 68 cm | 74 cm 40 K | LACTANTE " v 70.0 45.5 +) 2.7 mm
87 " 2.5 ANOS |PINTA " " " " 67 cm | 71 cm " n 78.0 43.0 (+) 2.7 =m
88 " 2 AROS | BLANCA " " " " 66 cm | 63 cm " - 70.0 42.0 -) 2.7 mm
89 " 2 AROS |B/C " " " s1 64 cm | 72 cnm " " §1.0 42.0 (+) 2.7 mn
90 |MACHO 3 AS0S {NEGRO " " " " 73 cm | 89 cm " " 81.0 40.25 ) 2.7 ma
9 |HEMBRA |2.5 AROS JCAFE S " " 65 cm | 90 cm ” " 62.0 46.0 (+) 2.7 mm
92 " 4 AROS " " " " " 62 cm | 75 cm " .o 82.0 47.5 ) 2.7
93 |MACHG {1.5 AROS }BLANCO NO n " " 65 cm | 76 cm o 78.0 47.75 ) 2.7 en
94 |HEMBRA 3 AROS CAFE " " " NO 68 cn 82 cm 42 X LACTANTE " 81.0 46 .0 (+) 2.7 mm
95 |MACHO 8 MESES |BLANCO S1 " " " 45 cm | 67 o 18 X | ‘ENTERO " 76.0 47.75 +) 2.7 mm
96 o 10 MESES |PINTO X0 " " " 59 cm | 69 cm 23 K | ENTERO " 70.0 47.5 +) 2.7 mm
97 " 8 MESES |CAFE " " " " 54 ¢n 73 ¢m 20 K ENTERO " 86 .0 42.0 (+) 2.7 oan
98 [HEMBRA | 2 AROS " " " " " 63 cm | 72 cm 35 K | LACTANTE " 75.0 42.0 (+) 2.7 ma
i T Z ASOS | " " " " " 65 em | 71 em | 36 K| yACTANTE “ " 81.0 47.7s (-) 2.7 mn
tapf v 2 AS0s | NEcra " " " " 61 cm | 73 cm 33 K | LACTANTE " " 79.0 47.0 (-) 2.7 on




ANALISIS ESTADISTICO.

FORMULAS UTILIZADAS.

.- Media muestral.

i n
izl
2.- Varianza.
n
2_ 1
S = n-1 2: ¢ X3
i-1

4.~ Coeficiente de variacion.

Cv=

5¢)n

De donde:

n - 100 (No. de muestras)

x.- Punto medio (marca de clase) de la clase i

f.- No. de observaciones de la clase 1

k - No. de clases.
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Proteinas totales y Alb{imina
HISTOGRAMAS DE FRECUENCIA.

- Nimero de intervalos: N = 7

S

2

- Marca de clase para cada intervalo: x=

L1 - Limite inferior

L2 - Limite superior

- Rango: R= Maximo - Minimo.

- Amplitud del intervalo : A _ %
.- PROTEINAS TOTALES
N =7
R =97.0-62= 35.0
A=3 -
Intervalos Frecuencia
62 - 67 6
67 - 72 10
72 - 77 25 X = 77.64
77 - 82 42 S = 6.41
82 - 87 10 s%=41.18
87 - 92 3 C.V = 0.082
92 - 97 2
97 - 102 2

100
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En la tesis se determindé la concentracidn total de -
proteinas se tiene la media igual a : 77.646, con una desvia-

cidén estandar de 6.41., Esta variable se distribuye normal---

mente.

Mediante un intervalo de confianza de 95%. ;Cudl es-
el valor de la concentracién promedic de proteinas: partiendo

de las 100 cabras con las que se realizd el experimento?.

n = 100
g.1. =100 - 1 = 99
X = 77.64
= 6.41

(1-o08= 0.95

(1 -&%)%=0.95D tap=2
o = 0.05
4 - o0.025
0.Q25
tl: 2.27
n-1=99
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1

f‘.
J

77.64
77.64

INTERVALO

2.- ALBUMINA

N =17

R = 50.

A = 10
Intervalos
38.6 - 41.
41.2 - 42.
42.8 - 44.
44.4 - 46.
46.0 - 47.
47.6 - 49,
49.2 - 50.

+

_:_{

o N OO O a» Co

(2.27) (0.64)
1.46

(76.18 mg/ml , 79.10 mg/ml )

- 39.6 10.9

= 1.557 - 1.6

Frecuencia

17
15

# "
By
o)} +=
+= ™~
< (92}

X

12 S
21 S
\4

24 C.

100

“
r
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L% " INTERYALOS
HISTOGRAMA
[ALBUMINA]
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ALBUMINA.

Con una media de 44.23 y con desviacidén estandar - -
igual a 6.40. Se desea establecer mediante un intervalo de --

confianza de 95%, cuidl es el valor de 1la concentracidn de al-

bGmina promedio.

n= 100
g.1. = 100-1=9Y
X = 44.23
S = 6.40
(1-06) = 95%
. oy,
(1-e6)% = 0.95=btay, = 2
o = 0,05
%, = 0.025
0.025
t]=2.276
n-1=99
X+ (ta, » n-1) (Sg)
S
Sy=—X_—— = 0.64
" n
‘)L - 44.23 + (2.27) (0.64)
j& = 44.23 + 1.45
INTERVALO. (42.77 mg/ml , 45.68 mg/ml)
)L de suero de suero

51




ACTIVIDAD DE GALACTOSA - 1 - FOSFATO-URIDIL-TRANSFE

RASA.

Utilizando la prueba de Xz, se pretende comparar el-
conjunto de una distribucibn de frecuencias experimentales --

con una distribucién tebrica, consecuencia de una ley conoci-

-da previamente.

. - 2
XZ - z:(frecuenc1a observada - frecuencia esperada)
frecuencia esperada

Hipotesis;

La actividad de la enzima galactosa-1-fosfato-uridil-
transferasa esta dada por la expresién de un gen dominante --

presente en el locus de esa enzima.

La ausencia de actividad, es consecuencia de la ex--

presion de su alelo recesivo.

Los genotipos para actividad serdn el homoccigoto do-
minante y el heterocigoto. Asf como la ausencia tendrd por --

geno tipo al homocigoto para el alelo recesivo.

La razén en proporciones que se espera es 3:T ( 3 --

dominantes, 1 recesivo); aplicando herencia Mendeliana.

Comprobar que la herencia del gen, estid determinada-

por un par de alelos (dominante y recesivo).
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Ho : 3:1 se cumple

Hi : 3:1 no se cumple

Nfimero de muestras que reSultaron activas en un in

tervalo de tiempo comprendido entre 0 - 180 minu--

tos : 78

- Nfimero de muestras que en el intervalo de tiempo -

0 - 180 minutos no fueron activas: 22
N = 100

Frecuencia observada Frecuencia esperada

78 75 ACTIVIDAD .
22 25 NO ACTIVIDAD
100 100
2 . 2 - eyl
x“ = (18 -75)° (22 - 25)° _ .43
75 25
Valor de Xz de tablas:
n-1-=1
Grados de libertad
2 -1 =1 x% - 3.84
of = 5% ; 0.05
oue Y =3.84
X eartaoawa T
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Ho se acepta:

Se trata de un par de alelos -
(dominante y recesivo) los - -

responsables de esta herencia.
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CAPITULO

DISCUSTION

55

IV.



Esta seccibn del trabajo, va a estar dividida en tres
partes. La primera en la que se discutirid sobre AlbGmina, la -
segunda tratard de Galactosa-1-Fosfato-uridil-transferasa y 1la

tercera en la que se agruparid todo.
I.- ALBUMINA.

Mediante la electroforesis horizontal en acetato de -
celulosa, se logrd identificar un solo tipo de proteina en la-

zona equivalente a las albfiminas.

Al comparar las cintas o membranas, en las cuales se-
hizo migrar suero, con las que se corridé electrocforéticamente-
la albOmina extraida por el método de Reinhold-Kingsley (50),-
se observa que la superficie de las zonas en que se ubican las
albtiminas es diferente. En esto intervino el solvente que se-
utiliza en el método con la finalidad de extraer las globuli--
nas que se precipitan con la solucidén salina. Este solvente -
el éter etilico, no se evapor6é suficientemente de la muestra -
ocasionando difusidn de ella en cuanto se aplica sobre el me--

dio de soporte.

AGn esto, las diferentes muestras de albGmina extrai-

da mediante el proceso poseen un desplazamiento idéntico.

La utilizacién de alb@inina bovina fraccién V como un-
estandar es una de las consideraciones que permitid ubicar y -

reconocer la zona en la cudl se encuentra después del proceso-

electroforético, las albiminas.
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Todas las determinaciones, se compararon inicialmen--
te con la albtmina bovina fraccidén V y con Gama Globulina huma
na comercial, de tal manera que de las muestras de suero pudié
semos identificar primeramente la albUmina y las Gama Globuli-

nas; y asi reconocer que la fraccifén proteica extraida era al-

bGmina.

De la bibliograffa citada (42, 63) en la introduccidn
sabemos que mediante el proceso electroforético y en las con--

diciones de operacidén se logran separar 5 fracciones proteicas

equivalentes a:

AlbGmina.

Alfa, Globulina.
Alfaz‘Globulina.
Beta Globulina.

Gama Globulina.

De las muestras de suero, se identificaron estas, ha-
ciendo incapie en la zona de albtimina, por ser la proteina que

se estudid bidsicamente en el trabajo.

La identificacidén de esta zona se hizo y corrobord -
ademds mediante inmunodifusién, inmunoprecipitacidén e inmuno--
electroforesis; con los sueros asi como con las albfiminas de -

ellos.

Dichas metodologias dieron la pauta para tener la --

certeza de que la proteina extraida por el método Reinhold- -
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Kingsley era albGmina y ademis por la electroforesis en aceta
to de celulosa se pudo considerar que el extracto es bastante-

pure; ya que solo se aprecia una banda definida.

Siguiendo el método de micro Lowry se cuantificaron-
proteinas totales en las 100 muestras de suero y también se -
cuantificé albimina extraida por el método ya citado de cada-
una de las 100 muestras. Del anilisis estadistico, se tiene -
una concentracidén de proteinas totales en suero de origen ca-

prino comprendida en el rango:

(76.18 , 79.10)

mg/ml de suero.

Dato correspondiente a la poblacidén de cabras mues--

treadas.

Por otra parte la cuantificacién de albtmina de es--

tas muestras did un promedio comprendido en el rango:

(42.77 , 45.68)

mg/ml de suero

De la bibliografia sabemos que la albfimina es-la pro
teina mas abundante de suero. En esta especie y mediante los-
datos encontrados experimentalmente, el porcentaje de ella --

€en suero es:

X
X

77.64 mg / ml, de proteinas totales en suero.

44.23 mg / ml, de albGmina en suero.
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77.64 mg / ml 100 3
44.23 mg / ml z

Z= 56.96 %

Con este porcentaje, se corrobord que la albGmina en
esta especie es la proteina mads abundante en suero, este por-
centaje se realizd considerando que la poblacidén muestreada -
es homogénea; es decir, tiene la misma alimentacidn, el mismo
medio ambiente, el mismo estadoc nutricional, asi como en con-

diciones de salud.

De la comparacidn de las membranas de acetato de ce-
lulosa con las 100 muestras de suero se observa que 1la distan
cia de despla;amiento de la albimina en relacidn con la zona-
de aplicacidn de la muestra es de 2.7 cm y que esa banda po--

see un grosor de 3 mm.

Las membranas con las albfiminas extraidas de las 100
muestras de suero; poseen una distancia de desplazamiento de-
2.7 milimetros y,élfgrosor de ellas es de 0.55 mm (debidos al

éter).

De esta forma la seroalbGmina caprina es una protei-
na monomdrfica; es decir que solo presenta una forma de acuer

do a nuestro método trabajado.

En vista de que es monombrfica, se propone que exis-
te solamente un alelo o gen responsable de esta herencia y --

que como los resultados no varian relacionados con el sexo,
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es autosomico.

Simbolizaremos este alelo como A1bS. E1 genotipo de
las cabras serd AlbS Albc; cuya expresidn fenotipica serd la-

albimina cuyo desplazamiento electroforético-es 2.7 mm.
IT.- Galactosa-1-fosfato-uridil-transferasa.

Para 1la determinacidn de actividad de esta enzima, -
se consideran factores tales como: cantidad de sangre impreg-
nada en los discos de papel filtro, temperatura, volGmen y --
concentracién de sustrato, tipo de luz bajo la cudl se reali-
zaron las lecturas, en condiciones homdgéneas, es decir, se -
tiene la certeza de que para todas las muestras las condicio-

nes fueron las mismas.

Del trabajo experimental, se tuvo como resultados --
animales que no mostraron actividad enzimdtica. Dentro de la-
poblacién que manifiesto actividad en el periddo de tiempo --

comprendido. entre 0 y 180 minutos de incubacién a 37 °C.

El anilisis estadistico ha sido realizado consideran
do el nfimero de muestras activas y el nlimero de muestras no -

activas.

:Con estos datos y mediante la prueba de Xz, es posi-
ble proponer que la herencia o bien la expresién de esos feno
tipos (considerando factores ambientales, nutricionales, etc.
constantes), es debida a un par de alelos autosomicos, simbo-
lizados por:
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OGAL y o8al

y que expresando los genotipos, tenemos:

OGAL OGAL

oGAL 4gal

Ogal Ogal

De los cuales los dos primeros (el homocigoto al ale

GAL

lo O y el heterocigoto) se expresarin fenotipicamente con-

actividad enzimitica.

gal
?

.E1 tercer genotipo, el homocigoto al alelo O es-

el que al expresarse, no manifiesta actividad.

2

De la prueba de X“, es posible establecer la existen

cia de estos alelos, ya que la hip8tesis de 3: 1 es aceptada.
III1.- GENERALIDADES.

Considerando que las dos proteinas estudiadas han da
do margen a proponer los alelos responsables de su herencia y
utilizando las teorias evolutivas que establecen la existen--
cia de un tronco comfin del cudl parte la diversificacién de -
especies.que poblamos la Tierra, resulta interesante concluir

esta discusidén indicando que:

La especie caprina, especificamente la poblacién - -

muestreada para este trabajo, es hibrida ( es decir surgid -
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mediante el cruzamiento de diversas razas) cuestién que permi

te intercambiar genes asf como expresarlos en variantes feno-

tipicas.

La albfmina solo mostré por el método descrito un so
lo tipo por lo que es de suponer que solamente existe un ale-
lo y que entre la especie caprina, los efectos de seleccién -
natural (ya que otro tipo de seleccifén no se practica especi-
ficamente con este hato) se han dado en la misma proporcién,-
ya sea que han evolucionado en la misma forma o bien que to--
das las mutaciones que deben haber surgido han sido constan--
tes para toda la poblacibn. Solamente se podria decir si efec
tivamente es un tipo de sero alblimina la que posee la especie,
si se trabajara con diferentes hatos de diversas regiones geo
grdficas, de diversas razas y con animales en los que aspec--
tos nutricionales y fisiolbgicos fuesen variables. Tomando --
en consideracién por supuesto que todos estos factores son --
determinantes para la diversificacién tanto de especies como-

de géneros.

En cuanto a la galactosa-1-fosfato-uridil transfera-
sa, encontramos dos variantes (activas y no activas) y ya pro
puestos los alelos responsables de esta herencia, asociando -
la presencia de ellos; diremos que la seleccién natural ha de
sempefiado un papel muy importante, dando origen a estos ale--
los que expresan los 2 fenotipos propuestos. La diversifica--

cidén de actividad de esta enzima estd dada indudablemente por
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aspectos evolutivos, siendo el medio en el cudl se desarrollan

determinante para su aparicidn y manutencién en el habitat.

Trabajos recientes sugieren que durante la evolucidn-
de proteinas (moléculas de nuestro interé&s) algunos amino&dci--
dos se han sustituido; por lo cudl han tenido que ocurrir muta

ciones como consecuencia de la seleccién natural (17).

Finalmente la presencia de polimorfismo proteico es -
una consecuencia de la evolucidn, que estid dada sobre todos --

los organismos que poblamos 1la tierra.
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CAPITULDPO V.

CONCLUSTION
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Se estudid Albumina, estableciéndose solo una forma -
electroforética de ella (mediante el método descrito)}, fijan--
do la presencia en el genoma de solo un alelo responsable de -
esta herencia. En el estudio de esta proteina se comprobd ---
que en cabras es la mds abundante del suero (56.96%); asi como
que las concentraciones promedio de ella oscilan entre 42.7 y-

45.6 mg / ml de suero.

La enzima Galactosa-1-fosfato-uridil-transferasa, que
interviene en el ciclo metabdlico de sintesis de lactosa, en -
esta especie, posee 2 variantes de actividad; determinadas por

un par de alelos (dominante y Tecesivo).



MARCADORES MOLECULARES EN CABRAS DEL

ALTIPLANO DE LA CIUDAD DE MEXICO.
R E S U M E N

Revuelta Miranda Maria Esther.

ASESORES:

D.C. Ricardo Santiago Diaz.

QFI. Gilda Flores Rosales.

Este trabajo ha sido realizado en cabras; existien-

do interé&s por conocer y establecer 2 marcadores moleculares

en ellas.
Se han estudiado:

Albfimina, que es la proteina mds abundante en plas-
ma, encontridndose en una concentracidén de 44.23 mg/ml como --
promedio en suero, determinidndcla por el método de Micro Lowry
en comparacidn con la concentracién total de proteinas en sue

ro Tesultando ser: 77.64 mg/ml.

Esta proteina se hizo desplazar electroforéticamen-
te sobre acetato de celulosa, identificando solo un tipo de -
polimorfismo, por lo que se establece un solo alelo responsa-

ble de esta herencia.
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El otro marcador molecular estudiado es 1la énzima -
Galactosa-1-fosfato-uridil transferasa, detectando las varian
tes de actividad que presenta sobre su sustrato, resultando -
ser 2; por lo que se establece una herencia autosdmica dada -

por un par de alelos Dominante y Recesivo, que son segregados

en las proporciones esperadas seglin la teoria Mendeliana.
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