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REBUMEN.

ACOSTA ARELLANO, MARIA ISABEL. Control da calidad genética en
ratones singénicos vy congénicas por un método morfométrico
(bajo la direccién de: Ciro Lomeli y Flares y Raniel Zarabezo

Enriquez de Riveral.

En la investigacidn cientifica es de suma importancia 1la
utilizacidn de animales genéticamente definidos, para que
los rasultados sean reproducibles, deben realizarsae controles
de calidad genética en forma rutinaria. Por esta razén para
certificar la autenticidad de las cepas de ratones an 4l
Inetitiuto de Investigaciones Biomédicas-UNAM, se realizd un
estudio tomando como patréon el método desarrollado por
Fasting, basado an la utilizacién de las caracteristicas
morfométricas de la mandibula derecha de los ratones MNus

nusculus, Se aestudiaron dos grupos de animales; el primera

de ellos constituido por tres cepas singénicas y el segundo
por descendientes de 1la cepa BALB/c, siendo astos dos
sublineas sing#nicas (BALB/cd vy 'BALB/cAnN} y das lineas
congénicas (BALB/cH-2® y BALB/cH-2%), Para el andlisis de
los datos se utilizé el programa de computatidén "“Statical
Packags for tha Social Sciences" (SPSSY, en una maquina
Burroughs, empleando Analisig Discriminante y las Funcionas

Discriminantes Canédnicas. Con el andlisic discriminante sa



tener un caracter multivariable, para ésto se establecié un
vector de 13 medidas. 6S% empled @l andlisis de las variables
canénicas para reducir dimensionalmente @l problema, con el
objeto de poder graficar vy chservar el grado de parentesce
entre cepas vy sublineas. En los animales no relacionados
ancastralmente (cepas singénicas con haplotipo independiente)
se obtuvo un 100% de clasificacion correcta vy en los animales
relaclapados ancestralmente {gublineas singénicas y lineas
tongénicas) un &8.04% , entra los grupot estudiados. Los
rasul tados obtenidos demuastran que la téenica aparta datos
de qran exactitud en las cepas singénicas de origen
difarante. La sensibilidad para diferenciar diesminuye an las
sublineas de lac cepas singdnicas y lineas congénicas
descendientes de ancestros comunes. La eoxactitud de la
técnica depende de lo estrecho de 1la interrelacion de
parentesco entre caepas, lin@as y sublineas. For lo tanto el
mitodo osteométrico empleado, es util en la verificacien
ganédtica de capas singénicas no interrelacionadas
ancestralmente, pero eu utilidad para @1 andlisis de las
sublineas vy lineas congénicas de una estirpe se@ reduce, por
lo cual ee sugiere el emplec de otros grupos de marcadores

para estos casos.
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INTRODUCCION

Los animales de eleccién paFa realizar gran parte do la
inva:tiqn:ion clentifica biomédica son las cepas endogamicas
de ratén, as decir, el producto de mas de 20 gaeneracionas de
‘eruzas antre hermanos carnales. La uniformidad genética asi
obtenida, permite el usoc de numeros manores da animales con
una mayor precigsién en la medicién de los eafectos del

tratamiento (9).

A principios de este siQlo se redescubrierdn las layes
mandalianas vy ias teorias de Darwin, basdndose en éstas,
Castle en 1901 realizé estudios acerca de la ‘“evolucién
experimental” trabajando con la haerencla del color en
ratonas, Little en 1909, siguiende los exparimentos de
Castle, desarrolié por consanquinidad la primera capa de
rataonas Momocigotos siendo ésta la DBA, designada asi por
ser portadora de las alelos de color del pelaje dilute (4),
brown (b), non-aguti (a), los que fenotipicamente son grises

(17,

Jansan en 1903 fue capaz de trasplantar un carcinoma
alvaolar espontdne@o en una estirpe de ratones que describe

camo "blancos", édstos probablemente eran consanguineos.
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Little en 1904 obsarvé que la herencia juega un papel
importante en la incidencia de tumores, de msta forma realizé
la crianza de los primerocs ratones homocigéticos de los que

%8 tiene conocimiento (17).

En 1908 Losb fue capaz de trasplantar un tumar
espontdneo en ratones Waltzing que se habi{an mantenido an
forma consanguinea en el lejano oriente por razones de indole
religiosa. Cuando trasplantaba los tumores & otras colonias
éastos no se rechazaban lo que sugiri¢ que se trataba de

animales altaments consanguineos.

Ocho  afes después Strong en Cold Spring Harbor,
contribuyé a la aparicién de las cepas CBA, A, C, y C3H antre
otras., Simultdneamente, Little obtuvo & los progenitoras de
las actuales cepas CS7BL/6, CS7BL/10, C57/BR atez.. Mc Dowell
an Cold Spring Harbor desarrollé las CS58 y BALB/c en 1922, En
la década de los 40 Snell contribuyé econ las sublineas
BALB/cH-2® y BALB/cH-2% empleando ®©1 método de NX o de

retrocruzas, Figura 1, (17).

En la actualidad a@s ampliamente reconocido que rla
descripcidén correcta del ratén o de la rata usados en un
axperimanto es aesencial si se pretende gque ¢ste sea
repraducible. Muchos trabajom se interpretan a la tuz de la
informacidn previa caonocida de las caracteristicas de las

capas utilizadas (?).
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Aun cuando cada cepa tienm un conjunto dnico de
caracteristicas como iongevidad premadio, incldencia de
tumoras, conducta, eficiencia reproductiva, grupos
sanguineos, etc., morfolégicamente las diferentes cepas
pusdan sar indiatinguibles. Varias de las cepas endogimicas
albinas ampliamente usadas no purdan diferenciarse facilmante

de las cepas exogamicas albinas mas comunes (1,4).

Existe un numerc de publicaciones que sugieran gue las
cepas de ratén y rata han sido contaminadas genéticamente. En
la mayoria de los casos ¢sto rasulté en pérdida de datos de
investigacidén cientifica y en resultados irreproducibies

1130,

Hoffman, citado por Faesting (13), demostrd que 2i de 77
muestras de ratones endogamicos provenientes de institutos de
investigacién vy unhivarsidades de Japén presentaban alguna
evidencia de contaminaecién genética, ya fuera que hublese
ocurrido en el pasado o recientamentes, los ratones aran
hommcigotos para los alelos contaminantes y heterocigotos en
algunos loci. Esto representa un indice de contaminacién de
mig del 20% de las colonias de ratones que se mantienen en
muchas institucionaes. Varias da astas contaminaciones
surgieron como resultado de la transferancia de una estirpe

contaminada de una i1natitucidn a otra.



Broen (12), encontréd una sola contaminacidn génetica en

53 colonias de ratones endﬁgémi:ns mantenidas en Holanda,

En un estudio longitudinal de 3B cepas de ratones
mantenidas por criadores comerciales en Inglaterra por un
lapso de mas de@ cinco afoe., e 1dentificaron clnNcOo  Ccasns
confirmados de contaminaci ong ésto representd una

cantaminaci on genetica par 26 afos colonia (10).

Debido a gque actualmente wme usan en ipvestigacidn
cientifica mée de mil cepas y estirpes designadas (9), dehe
citarse @l nombre de la cepa o estirpe en los articulos que
8@ publican. Cada vez se hace mids notoric que aproximadamente
del 4 al 20% de todas &%tas pueden estar contaminadas
gendticamante, incurriéndose &n pérdidas financieras
considerables, dando como resultado investigacionas no
confiables vy pérdida de tiempo vy aesfuerzo de las

investigadoras.

82 ®l nombre de la cepa as reportado cerrectamenta,
también debe darse evidencia de que 1la autenticidad de la

mieéma ha sido comprobada (9),

Exigten variod métodos de veriticacistn genética como
cruzae de prueba o marcadores morfoldégicos, pruebas para
homocigosis de todos los loci de hietocompatibilidad, por

medio de transplante de tejidos, examen osteométrico de




caracteristicas esqueléticas, métodas bioquimicos y métodas

serologicos (3,9,12,14,15).

Los métodos morfométricos examinan algunas
caracteristicas cuantitativas de cada una de las cepas) estas
caracterigticas deben de sar de alta heredabilidad vy
suficientamente variables entre cepas para dar ura buena
opartunidad de que dos cepas gue son genéticamente diferentes
también difieran an el caracter medido, varias

caracteristicas esqueldticas satisfacen estos requerimientos.

Festing - (5), desarrollé uwna técnica basada en las
caracteristicas morfométricas de la mandibula derecha. Este
es un método de ldentificaclién de cepas que funciona bien con
capas endogdmicas, hibridos F1 y astirpes exogamicas Yy

determina la probabilidad de 4gue una muestra dada de

mandibulas sea igual o diferente a otra muestra. La técnica

as rapida, de bajo costo, muy sensible, facil de efectuar, no
requiere mucha experiencia para realizarla y ademids se
emplean los ratonas de dasecho destinades al sacrificio,
porque han concluido su vida raproductiva (4). Esta técnica
ha sido reproducida en numerosas ocasionas (10 ), =0 aemplea
rutinariamente como control de calidad genédtica en algunos
labaratorios Vr.g. Laboratorio Charles River en E.U. y aen al

Laboratory Animal Center en Inglaterra (6,7,15,19,21).

i
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Todes los métodos de verificacién gendtica saon
complementarics mids que alterpativos. En el Instituto de
investigacionas Biomédicas-UNAM, e han realizado en al
pasado métodos para comprobar la autenticidad genética como
citotoxicidad, cultivo mixto de linfocitos y transplante de
tejidos (3). Como un método complementario a estas pruabal s8
optd por la utilizacién de la técnica morfométrica de Festing

(4,5,

Hipdtasis

Law cepas singénicas del primer grupo son diferentes
genéticamante por 1o tanto tienen un elevado porcentaje de
clasificacién acertada.

.4

l.as cepas 8ingénicas sublineas Yy lineas congénicas del
sagundo grupo descienden de ancestros caoamunes por lo tanto
tienen un porcentaje de clasificacidén acertada més bajo gue

las cepas del primear grupa,

Tanto las cepas del primer grupo como las cepas del

segundo grupo no se encuentran contaminadas gendticamenta.

Objetivos.

Damostrar por wl método morfométrico de Festing la

diferencia o la identidad genotipica existerite entre lag



cepas singénicas, sublineas y lineas congénicas, BALB/eJ,
BALB/cAnN, BALB/eH-2®, BALB/cH-2%, CS7BL/&3, DBA/2J y CBAN,
que se mantienan ean al Instituto de Invastigaciones

Bliomadicas~UNAM.



i1

MATERIAL Y METODOS.

Material.

Para la verificacidn genética par @l métado
morfométrico, en este trabajo se utilizaron 149 ratones Mus
musculus, pertenecientes a dos sublineas de una cepa
singénica y dos lineas congénicas, descendientes de una
estirpe comun y tres cepas singénicas provenientes de
ancestros difarentes, obtenidos de Instituto de

Investigaciones Biomédicas-UNAM, Tabla !.

TABLA 1
CEPAS SINGENICAS, SUBLINEAS Y LINEAS CONGENICAS EXISTENTES EN
EL_II1BM-UNAM.

_Cepa Bingénica Sublinea _ Linea Congénica _ .

BALE/c 1> J

BALB/c 1) AnN

BALB/c <1 H-28

BALB/c*3» H~2%

CS7BL/7& =2 &

DBAs2¢ b

CBA = N

(LlEmtlrPms o aAfncCewtros comuwe.

(M) RmtirpPes con anceustros diferaentes




Para sl estudic se reunieron las cepas por el caracter
fenotipico color de capa en dos grandes gruposp 91.1 al que
pertenacen los ratones de capa de color vy ancestros
diferantes y 81l 2 que se formé con los individuos de color
blanco y con ancestros BALB/c. Esta division tambien se
realizd tomando en cuenta que los animales del grupo 1 se
encuantran en una araea del bioterio y los dal grupo 2 en
otra par lo qua no hay posibilidad de contaminacidn entre

Qrupos.

El seguimiento de éstos fue realizado por Lomali vy
Acosta durante 7 generaciones, a partir de 1983 en el proplo

Instituto de Investigacicnes Biomadicas-UNAM.

Con el +in de eliminar las variaciones debidas al
desarrollo y al dimorfismo aexuai. %6l ge utilizaron machos
de 217 dias de edad retirados de las colonias fundadoras,
(algunos astudios muestran que después de los SO dias a
partir dal nacimiento, s8 eaxcluye el arror debido al

desarrolle, ya que se ha completado el crecimiento dsan) (&).

Los animales permanecieron en pares monogamicos durante
toda su  vida repreductiva de 21 semanas, alnjados en jaulas

de policarbonate, tipo caja de zapatos, que ofrete un drea de

3
!



prao da 395.25 &m? protegidos con +i1ltros de poliéster rigido

tipo Kraft, con agua y alimentoX ad libitum.

LOS cuartos en que s@ mantuvieron son convencional es,
ventilados mediante extraccion farzada de aire con 12 cambios
del volumen total por hora, la temperatura ambiente se
mantuvo entre 18 y 26°C, proporciondndolaes doce horas de luz

y doce horas de obscuridad.Xt

Log animales saeleccionadoe fueron sacrificados como lo
describe McDonald (154), =e laes r;tira la piel de la cabeza y
®@ decapitaron. La cabeza se colocoe previa identificacién an
un microambiente adecuado para ser descarnada por accidén de
escarabajos necrafagos del arden Coleoptera, familia

Dermestidae, Dermester ater (2).

L]
Métado morfométrico.

La técnica da Fasting (4), consiste en colocar la rama
derecha de cada mandibula descarnada y limpla sobre una
reduccidén fotografica a un cuarto de su tamafo, linealmente,
de papel milimétrico de it mm, 2 la cual e le@ pegan dos
portacbjetos para formar la " abacisa y ordenada de una

grafica. La mandibula se coloca bajo un omicroscopio de

- Maums Murine Cheow Diet BOI1S Ralmeon Surina.

% lLomeli, C., Comunicacisn pearsocnal



- diseccién con al objetivo de bajo poder. para tomar una

seri1e de 13 mediciones como 52 i1ndica en la Figura 2.

Las mediciones del { al 7 son dorsoventrales y las del B
al 13 son anteropostariores, en é4stas se @limind el largo del

incisive, Figqura 2, (4),

Las medidas utilizadas fusron dadas en unidadas
arbitrarias com un acercamiento de 0,125 mm, todas ellas con
el mismo microscopio y hechas por la miama persona con el

fin de eliminar errores de apreciacidn visual (4).
Andliwis estadistica.

Festing (&) establecid un vector de 13 medidas: Dado el
elevado numerc de variables existentes se utilizd el paquete
de pragramacion “Statistical Package for the Social Sclences”

(8PSB), para el analisis estadistico.

Gracias al 4analisis discriminante es posible definir la

forma de la mandibula, el tamafo y la proporcidn de la misma

b)),

Lag variables canénicas reducen dimensionalmente el
problama, gracias a ellas se pusde graficar y observar el

grado de parentesco, haciendo la comparacion entre pares de



FIGURA 2 1%

MEDIDAS UTILIZADAS POR FESTING
PARA EL DESARROLLO DE SU . TECNICA.
VISTA MEDIAL DE LA RAMA DERECHA DE LA MANDIBULA
DE RATON Mus_musculus,

®orta objetos.

* Festing M, (1982),



capas no relacionadas y entre cepas y sublineas relacionadas

(6), como se muestra en la Tabla 2.

El anadlisis discriminante compara un  conjunto de
variables en dos o mads grupos de casos para diferenciar

entre elleos ({8).

El objetivo matemdtico es conocer la importancia y la
combindcidn lineal de las variables discriminantes, forzanda
a los grupes a ser distintos estadi{sticamente, discriminando

entre elles hasta donde sea posible (18).

El modelo matematico utilizade an 8l analisis

discriminante fue el sigulante:

Dl=d1221+d1222+.|.+dlﬂz”

donde

Di= es &) valar de la i-esima furcidén discriminante.
d= gon los coeficientws ponderadores de los valores
etstandarizados,

Z= gon los valores estandarizados de las p variablesa

discriminantes usadas en el andlisis, p=1,2,...13.

La féermula general de la ecuacidn da como resultado 1asi

nuevas variables candnicas (18).
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El nuamerc de funciones discriminantas derivadas sn este
caso es igual al numero de grupos menas uno (siempre vy
cuando ®l numero de variables sea mayor al nunero de grupos)

(18) .

Lags funciones discriminantes son consideradas como los
#jem de un espacio gaométrico para wl estudio de la relacién
espacial entre grupos, sirven para idantificar lam variables

que contribuyen en 'la diferenciacién antre grupos, (17).

El andlisis discriminante utiliza el grupo de variables
que proveen una discriminacidn satisfactoria, eliminando las

innaecesarias (18).

Ea selecciond una sagunda variable discriminante para
que en combinacién con la primera mejorara el valor del

critaric de seleccisn (18).

Al graficar existe otra evidencia para la diferenciacién
antre grupos, el centroide, representado por un asterisco, el
cual traza la localizacién de cada grupo an forma resumida en

un espacio dimensional (iB).

Entre mas cercania mxista antre un individuo li
centroide de una caepa en la gréfica, aumenta la probabllidad

de que éste pertenazca a dicha cepa.
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La interpretacién puede realizarse por un examen visual.
El lugar dael centroide muestra la relacion entre miembros de

grupo vy el traslape entre esllos.

Una sala variable candnica muestra un traslapamiento
entre las cepas. La segunda variable candénica puede mostrar
un comportamiento diterente de los puntos.

Al combinar Jas dows variables canénicas, las diferentes
poblacionew se s@eparan mds ®n un plano bidimensional. Las
primeras dos o tres variables canénicas muestran en elavada

proporcidn la variacidn entre cepa.

Un sujete de estudio en forma individual puede sar
localizado en un ulpa;la hidimensional por un punto, Un

conjunto de puntos representa una sola cepa.

La distancia axistente entre dos centroides an la
grafica de cepas diferentes, da una idea da la proporciosn de

la divergencia eristente entre ellas.

El propdsito de construir 1las variables candpicas es
raducir dimensionalmente el problama. De esta manara se puede
racurrir & la rapresantacién grafica de los datos (los

valores da las variables canénicaa).
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Las cepas mas relacionadas genéticamente entre i,
tienden a ocupar el mismo espacia y las cefas manes
ralacionadas, o no relacicnadas, aparecan mds separadas unas

de otras.

TABLA 2
PARES DE CEPAS ESTUDIADAS

Capas dal grupo 1

CS7BL/&J DBA/2J
C57BL/&Jd CBA/N
DBA/2J CBA/N

Cepas del grupo 2

BALB/cANN BALB/cd

BALB/cAnN BALB/cH-2b
BALB/cAnN BALB/cH-2k
BALB/eJd BALB/tH~2b
BALB/CJ BALB/eH-2k

BALB/cH~2k BALB/cH~2b

Cupan deli Qrupo I Nno esstan relacienadan geneticamente.
Cupas dewl @rupo 2 setén releacionades eneLicemente.



RESULTADOS

Resultados.

Analisia estadistico del grupo 1.

Lag medias y desviaciones estidndar del grupo 1 soni

TABLA 3

MEDIAE vV DEGVIACIONES ESTANDAR DEL GRUPQ §

CEFAS VARIABLES .
vi v2 v3 V4 Vs
1 7.13+1 17.8+1.2 24,264,469 33.51 37.13%1.6
2 6..5311 16.01.8 22.64%1.4 30.38%1 39.4811.1
3 7.459%1 14.16t.6 22,9+1.0 31.6t,8  39.45%.9

Ve v7 ve ve vie
1 44,26%1,4 49.86:1.6 33.4:1.3 70.24%1.4 - 74.Di1.6
2 43.8781,7 40.8:1.6  33.8%1.3 69.67%1.2  74.0£2.4

44,346%1.2 4B8.18%.6 23.012.8 4646.18:2.2 6B. 7213

Vit vi2 V13

TR T E3.7322 94,2622 100.832.6
2 B81.4511.9 90.83%1.7 95,1614.5

3 80.72+2 93.2743.4 94.914.1 .
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€n el gqrupo § las variables‘ con mayor valer para
discriminar entre grupos y en orden decreciente fueron
v4,vio, V12, V5, V3, V9, v8, V2, VI3, V& y V7, como se

aprecia en la Tabla 4,

El andlisis discriminante va incluyendo las variables
hasta encontrar la mejor combinacién de #stas, se detiene en

forma automitica como se observa en la Tabla S.

En este anilisis se observa que hay diferencias
astadisticas entre los pares de cepas del grupo genético
{P<0,01), 1o que es indicativo de que _eniste diferencia

gengtica entre todos los pares de cepas del grupo i.

En el grupo | se ubicaron 72 casos de los cuales el 100% .

fueron clasificados correctamente, Tabla i1,

Se obtuvieron dos variables canénicas (g-1! can‘la‘qud:

se graficé el mapa territoriai. Figura 3.

Claves utilizadas en el map{ tarkitnﬁgél_grupo,j‘

Clave lnterprata:ioﬁ'
CEPA 1 CS7BL/ &S

CEPA 2 bBA/2d

CEPA 3  CBAN

| 3 Centroide de grupo




Las Arsas partenscientes a cada :epé se@ ancuentran
perfactamente definidas y la distancia entre los centroides

es amplia.

El métoda discrimina con un 100% de confiabilidad entre
los pafas de cepas 1,2 1,3 y 2,3 como se puasde cbservar
en la Tabla 11,

TABLA 4

VARIABLES DEL PRIMER GRUPD CON MAYOR VALOR DISCRIMINANTE

VARIABLES F SIBNIFICANCIA,
v4 54,90 0.0000%k
V1o 31.08 0.0000Kk
V12 19,03 0.0000K¢
vs 0.5465% 0.5707ns
V3 17,58 0.0000%X
ve 26.87 0.0000%X
ve' 5,092 0.00B7k&
vz 26.45 0.0000%%

BT _ 20,07 0.0000%k
e T 00, 44 0.5276n6
V7 21.33128 ©.00008% .

nw no eignificacive.
*k | mlcamesnte wianificative.
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TABLA S

VALORES DE F Y SIBNIFICANCIA.
PARES DE_CEPAS DEL GRUPO 1.

ANALISIS VARIABLES PARES DE_CEPAS FORMADOS .
1.2 1,3 2,3 .
1 4 109.19 20,956 09.i68

00,006 _ 00,000 00,000 s

2 4,10 53,0847 36.627 27.200
00.000 00,000 10,000 __ _,

3 3,10,12 45,579 24,960 38.205
00,000 00,000 00,000 .

3 4,5,10,12 50.578 25.341 28,436
00.000 00,000 00,000 .

5 3,4,5,10 S&.759 20.440 27.737
12 00.000_ 00,000 00,000 _ _ .

5 3,4,5,9 347.%96 168.478 26,965
10,12 00.000 00,000 00.0Q00 -

7 3,4,5,8 43.368  10.227 22.847
9,10,12 00.000 _00.000 _00.000 _ .

8 2,3,4,5 42.891 14,762 20,099

8,9,10, 00.000 00,000 0C.000
12 .

) 2,3,8,5 37.417 15,752 19.593

8,9,10 00.000 00,000 00,000
12,13 B

10 2,3,4,5 33.494 14.794 19.221

i 6,8,9,10 00.000 06,000 00,000
12,13 .

11 2,3,4,5 29.942 15.002 19,033

6,7,8,9, 00,000 00.000 00,000
10,11,12 .
B ta EOIUMPa PArew e Cepads fOrmadcim, Lo <idrm
supericr se refisrs a1 waler dw la F sstadincica v 1a

c1ére tnémrior ma ml valnr de le signiticancia,



TABLA &

COEFICIENTES NO _ESTANDARIZADOS DE LAS FUNCIONES CANONICAS

DISCRIMINANTES GRUPO 1

VARIABLES FUNCION 1§ FUNCION 2 .
v2 ~0, 3877553 -0.1%541557
V3 -0,4201320 0.13739814
va -0.35415756 -0, 2851034 i
Vs 0,5749819 0.2700503 ;
vé ~0, 1857376 0.34637343 ;
v7 L 49393E-01 -0.3409044 ;
ve 0.2542522 0.2084277 '
ve 0.1148305 -0.5142199
vio 0.1615909 -0, 433913
vi2 -0.4201342 . 0.1430353
Vi3 -0, 403E~01 0. 14768838

(CONSTANTE) 331.89019 31.51843 .
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Andlisis estadistico del grupo 2

Las medias y desviaciones aestandar del grupa 2 son.

MEDIAS Y

TABLA 7

DESVIACIONES ESTANDAR DEL GRUPO 2

V1

V2

V3

va

VS

Y

N ;s N >u

N - @ b

5.56%.84
4,09+, 42
S5.71%.71

5.83£.81

vé
45.83%1.4
44, 1B%1.5
45,35%£1.3

45.54£1.5

vii
B86.52%1.4
84.8212.4
87.28%1.2
B85.5048,5

16.34%.77
17.16%.83
16.43%,83
17.146%1.0

v7
48.687%1.6
50.00%1.2
49.64%1.2

49.331.96

vi2
96.34%1.8
94.34648. 4
94, 9321.2
94.83+2.0

24.,39%.89
24.39%1.2
24,.00%,.61

24.75%1.1

ve
35.04+1.3
34.09+1.2
35,.35%1.1

35.3311.3

Vi3

31.302.97
31.4311.8
31.78%.62
32.3341.1

ve
72.17%1.6
69.82122.0
72,92+1.3

73.33%1.4

102.86%1.8

101.184£2.2
102.36%7.8
103.17%1.6

3I9.2131.1
39.27+.98
39.50%.88
39.83£.5¢6

V1o
76.17£1.9
74.1822.8
77.50x1.4

77.00%1.4




Al efectuar ®l segundo anAlisis se obtuvo que en el
grupo 2 las variables de maysr valor para discriminar en
orden decraeciente fuaron V9, V2, V3, V7, VS, Vs, V4, VIl y
V13. Al aumentar ei valor de la significanciadisminuye el

poder discriminante entre los pares de cepas, Tabla 8.

Al analizar law diferentes combinacicnes de variablas,
%@ aprecia que dentro de los pares 4,6 4,7y 6,7 no se
ancuentran diferencias significativas (p>.0f) an la mayoria
de los andiisis. Dentro de los pares restantes se obsaervaron
diferancias significativas (p<.01) en todos los analisis.
Esto indica que entre mis se acerque el valor de P a .05 la
relacidn entre los pares de cepas aumenta vy a la inversa,
®ntrae mds se aleje al valor de p a .05 las grupos e separan
entre si indicendo una disminucidn en la semejanza entre

cepas, comm se aprecia en la Tabla 9.

El porcentaje promedio da miambros de qrupo
correctamente clasificados es de 100% en el grupo 1, (cepas
1, 2, 3 y de 48.04% para los miembros dal grupo 2 (capas
4, 5, &4, 7,

Con la utilizacidn da las 2 primeras variables candnicas
%2 obtuvo @l mapa territorial para 8l grupo 2, Figura 4.

Claves utilizadas en el mapa territorial del grupo 2.



tlave Interpretacton
CEPA 4 BALB/cANN

CEPA S BALB/cd

CEPA & BALB/cH-2=
CEPA 7 BALB/cH-2%

¥ Centroide de grupo
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TABLA 8.

VARIABLES UTILXIZADAS EN Et SEGUNDG ANALISIS EN FORMA

DECRECIENTE SEGUN SU_ IMPORTANCIA

VARIABLES F SIGNIFICANCIA .
ve 22.77 0.0000xx
vz 6.010 0,0007%k
»VJ 2.767 0.0462%
vz 3.291 - 0, 0240%
Vs 2.174 0.09563ns
Vé 1.43¢ 0.238%ns
v4 4.478 0. 00534
Vit 1.453 0.2325ns
Vi3 3. 560 0.0172 % .

MM No mtonificativos (B».00)
*  significativon. (p<. GO
"% altemente mignificativos (BC.01)
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TABLA 7

VALORES DE F Y SIBNIFICANCIA,
PARES DE CEPAS DEL GRUFD 2

ANA-  VARIA-

LISIS _ BLES __PAREQ DE_CEPAS_FURMADOS .
— - 4.8 4,6 2,7 5.6 5,7 6,7
1 9 25,0390 02,8857 04,3351 47.8270 56,9110 00,8495

00.0000 00,0927 _00.0135_00.0000 00.0000 00.3951

2,9  195.6260 01,4302 04,9072 31.2940 28.7870 04.353B8

00.0000 00,2445 00,0014 00.0000_00.0000 00.015&

9 18.0020 00.9832 04,5946 27.1510 23.2890 03.0408

00.0000_00.404% 00,0048 -0.0000 =0.0000 0Q, 0329

9 1%,7400 Of,&624 03.4704 20.5790 19.0020 02.7672

00.0000 00,1457 00,0110 -0.0000_=0.Q000 00,0321

§ 13.0240 01,3453 03.5090 16,7510 17.B950 03.3821

00.0000_00.0252 _00.00&1_00.0000_00.0000 00.0074

S 10.9170 02,2691 03.5928 14.3310 14.9980 02.8314

.9__00.0000 00.0440_ 00,0031 -0.0000 00.0000 00,0144
4
7
4
7

B

~Njpoool o B WoN

09.4072 02,0377 03.9646% 12,2280 12.8290 02.8411
00.0000 00,0392 00.0008 =-0.0000 00.0000 00.0102

08.3223 01,7827 03.8165 10.6450 11,3430 03,0894
00.0000 00,0915 00.0007 ~0.0000 ©0.00¢0 00.0041

oUMN| BNENNN NN

4 07.3469 01,9201 03,4818 07.95644 10.2600 02.7&30
7 00,0000 00,0897 00.0011 00,0000 G0.0000 00,0069
4

-
(=]
o N o
e = = (AN

00,0000 00,0284 00,0021 00,0000 00.0000 00,0043
3 .

i
’
’
L U
4 06,6284 02,1577 03.1000 08.9792 09.1897 02.8420
]
1

5

XM la smlumna Paree de cCepss farmagas, la cifra euperior
mm refimrs sl velor de la F setadimtice, la cidra int@arior se
w1l velor dm la migntficancia.
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TABLA 10

COEFICIENTES NO ESTANDARIZADOS DE L AS FUNCIONES CANONICAS
DIBCRIMINANTES GRUPO 2

VARIABLES FUNCION 1 FUNCION 2 FUNCION X
v2 0.5545%02 -0,8345799 -0, 1213209
v ~0. 5755895 0.4014934 G, 1874461
v4 « 205B8BE~01 ~0.49356883 =0, 2324898
Vs =0.472514% —0. 43422469 Q, 345E-01
Vb +«B703E~01 0,1113475 0.3131198
v7 0.3438023 0.3298291 -0. 46416985
ve =-0. 4022058 ~0.16368817 0. 1944583
vio «31P14LE-02 0,14856854 -0.4213587
vit » 17493E-02 « 75505E-04 =«4061E-01
Vi3 0.112830 ~. 1944E-014 0,252419% .

(CONSTANTE) 33.09998 17.82413 16.60156




~ FUNCION CANONICA . DISCRIMINANTE 2"

FIGURA 4

" MAPA.''TERRITORIAL GRUPO

'FUNCION CANONICA' DISCRIMI

;!

NANTE 1

Tt



TABLA 11

NUMERD DE CASDS Y PORCENTAJE DE ABSIBNACION CORRECT

Cepas 1 2 3 4 S é 7 # total % clasi-
ficacieé
correcta

1
CS7BL/&J 30 Q o] 30 100.0
100% 0% 0%
2
DBA/2J Q 31 s} 31 100.0
0% 100% 0%
3
CBA/N Q [ B¢} 11 100.0
oY% 0% 100% *
Promedio . . .
arupo 1¥ 100.0
4 =
BALB/cARN 17- 2 R [«] 23 - 73 9
73.9% 8.7% - 17.4% 0% -
- e : :
BALB/cd 2 .48 -5-0 . R v22 - - B8L.8
9.1'/.*51.‘9‘/._10'/. S PS b S
o h - , .
BALB/&H-2b b2 - lb IR ) 28 . 2 87.1
21].4‘% 7 017. 57 12.14.3%:
BAL.B/cH=2k - 15 24 62.5
il V-7 i .
Promadio i
grupo 2%

* Promedto del percentage
wrupo.
Lan mepas 1.2y 3 pmrce - -
Lan cRpam 4,06 ¥ 7 n-r:-n- -n “ekc arunu 2.7




Comprobaci én.

Para reproducir al trabajo y situar un ratén x en la
cepa @ la que pertenece y corroborar su identidad, se debe
cbtener la mandibuila derecha y realizar las madiciones de las
mejores variables. Como ejemplo se tomé el primer grupo, en
este case <o emplearen las 11 variablaes da mas utilidad
seffaladas en la Tabla 53 cada valor crudo da la variable se
multiplica par al coeficiante no estandarizado
correspondiente a la primera funcidén candnica discriminante
del! grupo 1, (Tabla &), & cada variable se le@ aplica a! mismo
tratamientec y se suman como se muaestra en la siguiente

f6rmulas

Para datos crudos

VCg=d.:V;+d|=V=+.--*dlnvn+kl

VCamdaaVi4tdanVot, . . +dzeVptka

donde

V€, = primera variable canénica
VCz = segunda variable canénica .
d = coeficiente no estandarizado de 1a ¥un:1éﬁ

canénica discriminante :

V = valor morfométrico de la variable en crude:



ky = constante del coeficiente no estandarizado de la

primara funcién canénica discriminante

kz = constante del coeficiente no estandarizado de la

sequnda funcién candnica discriminante

Sustituyendo an VC,

para el sujeto 115

VC,=(0,37477(20})+ (0, 456320(24) )+ (0. &3670(34) (+

+(0.77679(40) )1+

+(0.4107(34) )+

{0, 24581 (44))+(0.074614(52) )+
{0,1B498(70) ) +(0. 356027 (746) ) +

+{=0.92467(94) ) +(-0.22749(100))

VC,=-2,2123

De igual farma, pero sustituyendo por 1a segunda funcion

canénica, se obtiena la

ayuda da aestos valares

segunda discriminante candnica, con

cada cepa se localiza en Areas

detarminadas. Se tomaron al azar dos individuos de cada cepa

y se graflicaron en &l

¢utoss

mapa territorial Figura 3, siendo

CEPA 8UJETO FUNCION 1 FUNCION 2°

1

W oW NN

118 ~2,2123 ~2.9270

107 ~3.3194 =2.9900

139 3.8414 =0.45B84
131 2.0450 -0.2318
161 -1.2011 4.9671

167 -1.1452 4.5885
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Al ohsarvar los valores de las variables canénicas
obtenidas se aprecia que en la cepa 1 las funcicnes candnicas
1y 2 se localizan en coordenadas nagativas) para la caepa 2,
en la primera funcidén se obtienen puntajes positivos y en la
sagunda, puntajes negativos) para la cepa 3 en la primera

funcidn valores negativos y en la segunda positivos.

i



.

DISCUSION

Festing (&) en su andlisis de clasificacidn, obtuve
porcentajes entre 37.9 y 54,5% de asignacién correcta,
miantras qua enh este trabajo el andlisise de las cepas
descandientes de Balb/c (grupoe 2) 82 reporta un &B% de
clasificacidén acertada. El aumento en 8l porcentaje de
clasificacién correcta ne debe a que el tamado de la muestra
en la Que se realizd el estudio es mayor a la muestra de
Festing. También hay gque tomar en cuenta que se trata de
material bioldgico por 1o que los cambios genotipicos son
impraedecibles pues ocurren en forma natural. La diferencia
entre las madias de las varisbles en las sublineas son
minimas, resultado de la manifestacidén de la haterocigosis
residual, alguna mutacion, ceontaminacion @ a factores

anblental es.

COMPARACION DE LOS VALORES DE LAS MEDIAS DE LAS

V2 V3 va Vs V& V7 Ve vio Viz Vi3
CS57BLX 16.8 23.1 31.4 37.6 42,1 48,3 44,0 71,0 91,4 95,4
C57x 17.2 24,3 30.8 38.0 44.0 49.4 &6.5 72.3 94.1 94.5

C578L/6d 17.8 24.2 33.5°39.13 44,2 49.8 70.2 74.8 94.2 100.0
44 .

¥ Cmpas gel Aresente trebelo.
faCmpen Utilinudew par Festings.

Cuando se aplicd el andlisis.de discriminantes cansnicas, .

4 las cepas singénicas dgl gfuppl L8e abtav
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clasificacidn correcta, mientras que en las cepas singénicas,
sublineas v liness congénicas Jue de &8%. La diferencia en
los porcentajes de clasificacién :;rracta astsd intimamente
relacionada con el origen genético de los ‘animales de

estudio.

Los animales del primer grupo pertenscen a las cepas
C57/6, DBA y CBA que son lineas consanguineas o singénicas
por ser cada una de éstas el producto de la cruza de hearmancs
carpales por mas de 20 generaclonaes y @l resultadeo abtenido
ag una homocigosis. Sue lineas de ascendencia nunca se
£ruzan, carecen de ancestros comunes y por esta razén en la
digcriminacion entre las cepas sw& obtiene un 100Z de
diferenciacion vy clasificacién acertada de las mismas. En el
mapa territorial se obsarva que cada cepa ocupa una araa
difarente vy bien definida dentro de la grdfica, no existe
traslapamtentnrentra ellas vy en la visualizacidén de 1los
centroides se aprecia que éatos estdn separados unos de
otros, come consta en la Figura 3, lo gque corrobora: qu&
diechos animales carecen de relacién gendtica entre individuos

da cepas diferantea.

Los resultados abtenidos en el grupo 2 fueron: de 97 cas0S6,
al  &8.4% e clasificaron correctamente y el 31.6% se
designaron en forma incorrecta & otras caepas. El alta
porcentaje de individuos mal <clasificades se debe a la

similitud en todas las cepas originarias de BALB/c. En este



] fSUz TESS O OEBE
= GAUR DE LA BIDLIBTECA

Qrupo las cepas BALB/cANN y BALB/cd muestran un porcentaje
de clasificacion correcta mas alto por ser sublineas
separadas desde hace un siglo aproximadamente, su genema ha

sido modificado por mutacién y heterocigosis residual dande

diferencias en la constitucion Qenética. Las cepas BALB/cH-2v
| y BALB/cH-2% tienen un elevado porcentaje de asignacién
incorraecta entre ellas, debido a que son lineas congénicas

resistentes o linea CR, que comparten el migmo genotipo a

exepcian del cromosoma 17 que tiene un fragmente diferente en
@1 complejo principal de histocompatibilidad H=-2, Para
lograr una linea congénica se realiza una primera cruza aentre
dos cepas diferentes, una llamada primera parental o cepa
endogdmica asociada que aporta el fondo genético, la segunda
es la cepa donadora gque puede O no ser endogamica (aporta el
loci diferencial). Posteriormente se ®elecciona a los hijos
portadores del 1loci diferencial vy se retrocruzan con la cepa
primera parental, durante doce generaciones. Después se
realiza una truza entre hetarociqotos, de [3-39-1) se
alele:cionan lot homotiqotos para H-2 o o1 loei diferencial y

€2 intercruzan durante 20 genaraciones consecutivas (1&).

CEPA ASOCIAD L INEA_CONGENICA .

—--CEEA DONADORA
BALB/C CS7BL/6 BALB/CH-28
__BALB/c C3H___ BALB/cH-2k

En 21 mapa territorial obtenido con dos discriminantes
cantnicas @ oabserva una separacidn considerable entre los

centroides de las cepas BALB/cAnN, BALB/cJd y BALB/cH-2v, Esta
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distancia disminuye entre 1los centroidas de BALB/cANN,
BALB/cH~2% y PBALB/cH~2%, El1 comportamiento de los centroides
es el resultado de la relacion de parentesco entre las cepas,
la digtancia aexistente entre los centroides de cada grupo va
directamente proporcional al grado de parentesco entre cepas,
lineas y sublineas.

El método morfométrico de Festing funciona con las cepas
singénicas donde e obtuvo un 100% de clasificacidn correcta.
En las capas singénicas, sublineas y lineas congénicas de
ancaestros comunes, el porcentaje de clasificacion acertada
disminuyd hasta un 48%. Se puede afirmar que este método para
dichas cepas no funciona por 8i solo como un control de

calidad gaendético confiable.

Para un centrol de calidad genédtica la técnica de
Feasting, por @i sela es deficiente por lo que es necasaria
la combinacién de varios métodos como loe immunolégicos que
diferencian el H-2, entre estos =& cuentan: trasplante de
téJidua -] de tumores, cultivo minto de linfociteos vy
citotonicidad mediada por células, para las cepas congénicas
{(3); para las sublineas, marcadores bioquimicos como el
métode de gel de polianilamida. Con la utilizacidn de varios
métodos @ puede obtenar un paerfil genético mds acertado de

los individums en estudio.



CONCLUSIONES

Las cepas C57BL/&3, DBA/2J y CBA/N son diferentes entre
gi. El1 porcentaje de asignacién correcta entre los miembros
de las cepas en el grupo 1 es de 100%Z, par lo que Eexcnncluye
*que los animales de cada cepa son homocigotos. Cuando se
campara entre cepas se observa que no comparten @l genctipe

por lo que se descarta una contaminacidén genética.

Las cepas singénicas, cangénicas Yy sublineas
dascendiengas de PBALB/c son swsimilares genéticamante entra
wllas por io que disminuye &1 porcentaje de clasificacién
acertada a &8% . Los porcentajes elevados de mala
clagificacion en las capas BALB/cH-2b Y BALB/cH=-2k son
debidas a la similitud qgenética entre cepas y no a una

contaminacidn.

La técnica utilizada es lo suficientemente sensiblae para

distinguir entre cepas singénicas.

la utilizacgién del métado morfométrico de Festing debe
anplearse acompafado de otros métodos dw varificacién
genética, cuando se trate da cepas relacionadas

qnnéticamnnté, ya que una téenica aislada por s{ sola no
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praporciona la infarmacion suficlante para la
*
identificacién de up grupo de animales con caracteristicas

ganéticas {guales.
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