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RESUMEN 

Identificación de variantes genéticas del locus Nramp1 en bovinos de 

distintos linajes. Felicitas Vázquez Flores. Asesores: M en C. Ciro Estrada 

Chávez y Dr. Rogelio Alejandro Alonso Morales. Facultad de Estudios 

Superiores Cuautitlán. 

El objetivo principal del presente trabajo, fue identificar variantes alélicas para 
el gen Nramp1 en una población compuesta por 95 bovinos de distintos linajes 
(europeos, asiáticos, criollos y productos de cruzas) donde se incluyeron 
hembras y machos, mediante la amplificación y análisis de 2 microsatélites 
localizados en éste gen, y que fueron denominados Aro28 y 311-322. Para 
llevar a cabo el experimento se utilizó ADN obtenido a partir de muestras de 
semen o sangre periférica de los animales de estudio. La amplificación de los 
dos microsatélites se realizó mediante la técnica de reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) y los productos amplificados fueron sometidos a análisis en 
un secuenciador automático para obtener el tamaño de los alelos. Previamente 
hablan sido reportados 8 alelos con tamaños desde 256 hasta 270pb para el 
locus Aro28 y uno de 223pb para el 311-322. En el presente trabajo fueron 
encontrados 17 alelos para ambos /oci: 12 para el primero y 5 par<i el segundo 
(4 alelos nuevos para cada locus). De manera, que los resultados del presente 
trabajo, aportan otras variantes alélicas que permitirán ser utilizadas en futuros 
estudios de asociación del /ocus Nramp1 con la resistencia natural a 
enfermedades causadas por patógenos intracelulares en bovinos. 

Palabras clave: locus Nramp1, mlcrosatélltes, PCR (reacción en cadena 
de la polimerasa), Bovinos. 
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INTRODUCCION 

Los microsatélites son un tipo de marcadores genéticos que consisten en 

secuencias de bases repetidas y permiten ser amplificados de una manera 

específica, una vez que han sido localizados en el gen de estudio; asimismo, 

los microsatélites permiten establecer su relación con un rasgo importante, 

como es el caso de la resistencia natural a enfermedades. En países en vías 

de desarrollo, las pérdidas atribuibles a enfermedades infecciosas en el 

ganado, siguen constituyendo todavía un gran problema para la industria 

agropecuaria aun a pesar de las medidas de control sanitario. 

El incremento a la resistencia a enfermedades mediante selección asistida 

por marcadores moleculares, en combinación con medidas de control sanitario, 

sería de gran ayuda para la solución a este problema. Un gen candidato para la 

resistencia a infecciones causadas por patógenos intracelulares es el Nramp1, 

que codifica para la proteína de macrófagos asociada a resistencia natural; y 

toma su nombre debido a que se expresa preferentemente en esas células de 

defensa. En un futuro, la genética comparada y la evaluación de genes 

candidatos apoyada en el uso de marcadores genéticos, permitirán conocer 

progresivamente los mecanismos genéticos de la resistencia a enfermedades 

para un mejor desarrollo y mantenimiento de una ganadería competitiva, 

adecuándola de esta manera, a las condiciones propias del País. De manera 

que el presente estudio tuvo como propósito identificar variantes genéticas del 

/ocus Nramp1 en diferentes linajes de bovinos mediante el análisis de 

microsatélites usados como marcadores moleculares, con. el . objetivo de 

proporcionar una herramienta útil en futuros estudios de asociación a 

resistencia natural a enfermedades causadas por patógenos intracelulares en 

el ganado bovino. 



l. REVISION DE LITERATURA 

En los últimos 50 años, los conceptos y aplicaciones de la genética 

molecular han ido evolucionando aceleradamente. Se ha desarrollado un gran 

número de métodos y técnicas que permiten el análisis detallado del genoma y 

de los g.enes útiles en la evaluación de los caracteres hereditarios y en la 

identificación animal. En el ganado, la identificación de nuevos marcadores de 

ADN asociados con características productivas, contribuirá a mejorar la 

eficiencia y la intensidad de la selección para el rendimiento y calidad de la 

leche o carne (Ramel, 1997; Uffo et al. 2000). 

La importancia en la investigación de genomas en el campo veterinario 

radica en su contribución al desarrollo y mantenimiento de una ganadería 

competitiva mediante la preservación, estudio y explotación de recursos 

genéticos, identificación, clonación y estudio de genes de importancia médica y 

comercial y la transferencia de tecnología a la industria animal local, 

adecuando de esta forma la ganadería a las condiciones propias del País 

(Alonso y Ulloa, 1997; Uffo et al. 2000). 

En países no desarrollados, las pérdidas atribuibles a enfermedades 

infecciosas siguen constituyendo un problema para la industria agropecuaria, 

aun a pesar de las medidas tradicionales de control sanitario. Una solución a 

dichas pérdidas podría encontrarse en el aumento de los niveles de resistencia 

genética a enfermedades, ligada a mecanismos tanto inmunológicos como no 

inmunológicos. Se ha podido observar que esa resistencia genética es 

hereditaria y pudiera ser una posible alternativa para mejorar la sanidad de Jos 

sistemas zoosanitarios mediante la aplicación de programas de selección que 

permitan aumentar el nivel general de resistencia a diversas enfermedades. 

Aunque en Ja regulación de la resistencia genética a las infecciones 

bacterianas suelen intervenir numerosos genes que controlan distintos 
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procesos de la interacción huésped-patógeno, la identificación y caracterización 

de genes candidatos, el uso de marcadores genéticos y la genética comparada 

permitirían conocer progresivamente los mecanismos genéticos de dicha 

resistencia (Adams y Templeton, 1998; Soller y Andersson, 1998). 

1.1. Perspectiva histórica 

La genética de Mendel es monofactorial, ya que estudia las características 

determinadas por un solo gen, sobre las cuales el ambiente ejerce poca 

influencia. Debido a lo anterior según Mendel, el fenotipo permite generalmente 

definir el genotipo sin margen a dudas o errores, lo que facilita la manipulación 

de éstas características de acuerdo a los objetivos deseados. Por el contrario, 

la mayoría de las características biológicas importantes desde el punto de vista 

productivo y económico, como los ritmos de ganancia de peso, eficiencia de 

conversión alimenticia, adaptabilidad, rusticidad y parámetros reproductivos o 

resistencia a enfermedades, son características multifactoriales; es decir, están 

determinadas por varios genes, y a su vez altamente influenciadas por factores 

ambientales y de manejo. Al estudiar las características multifactoriales, 

muchas veces el fenotipo poco dice del genotipo, sobre el cual se tiene que 

actuar para efectuar la selección (Uffo et al. 2000). 

Las características biológicas con base genética multifactorial o poligénica 

(cuantitativa) fueron estudiadas por primera vez, desde el punto de vista 

genético, por Galton (Rocha y Barata, 1997). Los análisis estadísticos utilizados 

fueron correlaciones y covarianzas, pues con el estudio de las características 

cuantitativas no es posible detectar la segregación de genes individuales y 

observar las proporciones mendelianas clásicas. Este hechq originó un 

conflicto que marcó la fase inicial de la Genética, ya que por un lado los 

discípulos de Gallen, se revelaban incapaces de ver mucho significado en las 

observaciones de Mendel y por el otro, los genetistas mendelianos, se 
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rehusaban a ver cualquier valor en los métodos estadísticos de Galton, lo que 

provocó un conflicto por la incapacidad de comprender cómo la base genética 

de las características cuantitativas podían encuadrarse en el modelo 

mendeliano (Rocha y Barata, 1997; Uffo et al. 2000). 

Varios trabajos realizados por ambos grupos, establecieron que la variación 

genética de naturaleza cuantitativa, resulta de la acción combinada de varias 

entidades discretas (GENES), estos trabajos resolvieron el conflicto mostrando 

que el modelo mendeliano era general para todas las características con base 

hereditaria, pero que para las características cuantitativas, los métodos 

estadísticos de Gallen, eran. los únicos elementos analíticos disponibles, pues 

la detección de genes individuales no era posible, por lo menos de forma 

inmediata (Rocha y Barata, 1997). 

1.2. Marcadores moleculares 

Las técnicas moleculares que permiten la detección de la variabilidad 

genética, relacionadas directamente con la molécula de ADN, se basan en 

diferentes tipos de marcadores moleculares. Dichos marcadores se utilizan en 

la construcción de mapas genómicos de las diferentes especies animales; esto 

se hace con el propósito de detectar y manipular los efectos de rasgos de 

naturaleza cuantitativa (loci de rasgos cuantitativos o QTLs) en programas de 

mejoramiento animal. Los mapas genómicos de los animales domésticos tienen 

como propósito incrementar su eficiencia y rentabilidad mediante el desarrollo 

del conocimiento necesario para la manipulación genómica. Estos mapas 

consisten en la generación de cientos de marcadores genéticos polimórficos, 

principalmente moleculares y la localización de sus posiciones a lo largo de los 

diferentes cromosomas. Lo deseable en estos mapas, es que posean la 

suficiente resolución para poder localizar, definir y utilizar /oci que afectan las 

características comercialmente importantes y que tengan una aplicación 
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inmediata para mejorar la salud animal y su productividad, así como también 

para el desarrollo de nuevos productos pecuarios (Alonso y Ulloa, 1997). 

El desarrollo de numerosas técnicas de análisis molecular en el ámbito de la 

ingeniería genética, entre ellas la PCR (reacción en cadena de la polimerasa), 

han conducido a la introducción de nuevos marcadores genéticos, tales como 

los microsatélites, los STS (sitios marcados de secuencia) y los SNP 

(polimorfismos de nucleótidos simples); los que han permitido detectar diversos 

polimorfismos dentro de la molécula de ADN (NHGRI, 2001 ). Lo deseable en la 

introducción de esta nueva herramienta, es la construcción de mapas 

saturados de marcadores, regularmente ubicados a lo largo de todos los 

cromosomas y cubriendo todo el genoma, de forma que los efectos génicos 

individuales que afectan las características cuantitativas puedan ser 

detectados, marcados y posteriormente manipulados de forma más simple, 

objetiva y eficiente. Entre estos nuevos marcadores, los microsatélites son 

extremadamente numerosos y permiten abarcar todo el genoma de cualquier 

especie animal (Ramel, 1997; Alonso y Ulloa, 1997). 

1.3. Microsatélites 

Los microsatélites son secuencias repetidas de ADN distribuidas de manera 

uniforme en el genoma, particularmente se presentan en organismos 

multicelulares y se localizan principalmente en regiones intergénicas que no 

codifican (intrones). Estas secuencias repetidas se componen de 2 a 6 

nucleótidos y son altamente polimórficas debido a su alta tasa de mutación que 

varía alrededor de 10"3 a 10-4 eventos por /ocus por generación. Una de las 

ventajas de estos marcadores genéticos es la posibilida~ de amplificarlos 

mediante PCR de forma especifica, y al ser localizados, permiten establecer su 

relación con un rasgo importante, particularmente en caso de características 

cuantitativas (Ramel, 1997). Dc-::iido a sus características, actualmente los 
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marcadores genéticos del tipo microsatélite son considerados los más 

importantes para conformar mapas genéticos altamente saturados de cada uno 

de los cromosomas en muchas especies. 

Con el uso de los microsatélites muchos QTLs han sido mapeados en 

regiones definidas del genoma, y en un futuro, distintos genes podrian ser 

identificados usando clonación posicional o mediante la comparación de 

secuencias de mapas genéticos de distintas especies como el ratón y el 

humano. Una de las características más importantes en el campo de la 

veterinaria es la resistencia a las enfermedades, ya que su conocimiento 

permitiría llevar a cabo una selección de aquéllos animales que presentan altos 

niveles de resistencia a enfermedades de dificil control (Ramal, 1997). 

1.4. Polimorfismo genético 

El polimorfismo genético o variación de origen genético, ha sido muy 

estudiado en poblaciones naturales, debido a que permite el análisis de 

fenómenos como variabilidad genética y frecuencia de mutaciones en 

caracteres relativamente fáciles de medir con base genética conocida y que 

presentan poca influencia del ambiente en su expresión fenotípica. Un 

polimorfismo se presenta al ocurrir variaciones discontinuas en la incorporación 

de bases al gen con lo que se producen secuencias diferentes en el genoma 

del individuo. 

La variación de la naturaleza cualitativa de origen genético, dentro de las 

poblaciones se presenta en dos formas básicas: mutantes raros y polimorfismo 

genético. Atendiendo al factor de frecuencias, si la variante más escasa tiene 

menos de 1 % se denomina mutante raro y si posee una frecuencia mayor de 

1% estamos en presencia de un polimorfismo genético (lewin, 2000; Mitchison, 

2000). 
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1.5. El gen Nramp1 

En 1980, con la idea de establecer las bases del control genético en la 

tuberculosis, se hicieron análisis de segregación mendeliana en distintas cepas 

de ratones con antecedentes de responder en forma distinta al reto con M. 

bovislBCG después de ser inmunizados. De estos estudios, se sugirió la 

existencia de un gen autosómico dominante en ratones, cuyos efectos 

conferían a ciertas cepas la capacidad de controlar la infección por dicha 

micobacteria. Esta capacidad se hacía evidente en el periodo preinmune (Gros 

et al. 1981 ). Poco después se localizó un locus en el cromosoma 1 del ratón, al 

cual se denominó como Bcg. Desde ese entonces se sugirió que este gen tenía 

efectos pleiotrópicos que podían incrementar por diversas vías, la resistencia a 

tres distintos patógenos intracelulares: Leshmania donovani, Salmonella 

typhimurium y Mycobacterium bovislBCG. Además, se encontró evidencia de 

dos formas alélicas de dicho gen: resistente Bcg' y susceptible Bcg• (Skamene 

et al. 1982; Blackwell et al. 1994). 

En estudios posteriores se logró aislar un candidato al gen Bcg, denominado 

desde ese momento como gen que codifica para la proteína de macrófagos 

asociada a resistencia natural (Nramp1, por sus siglas en inglés), debido a que 

se expresa preferentemente en esas células. Al secuenciar al gen candidato, 

se estableció homología con genes que codifican para proteínas con una 

función transportadora de nitritos y nitratos (Vidal et al. 1993). En otros 

estudios, también se encontró homología de este gen con otro en levaduras 

que regula la entrada de magnesio a la célula y se ha propuesto que la proteína 

NRAMP1 (Fig. 1 ), puede funcionar como un regulador intrafagosomal de 

magnesio (Supek et al.1996), hierro (Gruenheid et al.1995), manganeso 

(Jabado et al. 2000) u otros cationes divalentes que son esenciales para el 

crecimiento y desarrollo del patógeno en el interior de la célula (Agranoff y 

Krishna, 1998; Mathieu, 2001 ). 
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Figura 1.- Estructura y función propuestas para la protelna NRAMP1 
Regulador lntrafagosomal de cationes dlvalentes. 

Inicialmente se describió que la estructura del gen Nramp1 constaba de 1452 

nucleótidos, los cuales contenian un marco de lectura abierto que codificaba 

para 484 aminoácidos y formaban una proteina con peso molecular de 53 KDa 

aproximadamente. Sin embargo, estudios posteriores permitieron identificar en 

la secuencia del extremo 5', un marco de lectura que codifica para 64 

aminoácidos (Barton et a/.1994). en el extremo amino terminal de la protelna 

(Fig. 2). 

Al comparar las secuencias de los genes aislados de cepas de ratones 

resistentes Bcg' y susceptibles Bcif, en estos últimos se encontró una 

mutación puntual que provocaba un cambio de una glicina por un aspartato. 

Con los estudios de mapeo de los haplotipos en cepas Bcg' y Bcif se 

estableció que: a) la glicina 169 es la forma silvestre de la NRAMP1; b) la 
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sustitución de este residuo por un aspartato determina el fenotipo Bcg' y c) los 

alelos de las cepas Bcif tienen la misma mutación y son segregados con 

patrón mendeliano (Malo et al. 1994). 

Nramp1 
311-322 3'UTR Aro28 5' 

~~-----' 1 ;,_.. +! 
HEX@AR028F R 

l 
1745nt 

FAM@311F :'.! _J 
-. 223 229 b .1 

+: 
1955nt 

322R 

_;· 2ss Tsat, - · - ¡: 
• 1 

Bartton et al. 1994 
--- - - - 1 

Figura 2.- Localización de los mlcrosatélltes evaluados en el gen Nran•:>1 

1.6. Nramp1 bovino 

Por otra parte se clonó el gen homólogo en el ser humano y se encontró una 

homologia del 89% con la secuencia del Nramp1 del ratón (Vidal et al. 1993). 

En bovinos se aisló un gen con una homologia de más del 85% al Nramp1 de 

humano y del ratón. Estos genes se localizan en el Bos taurus autosoma 2 

(BTA2), en el Horno sapiens autosoma 2q35 (HSA2q35) y en el Mus musculus 

autosoma 1 (MMU1). Debido a que conserva su localización cromosómica, 

homologia en cuanto a secuencia aminoacidica, estructúra protéica y la 

expresión predominante en macrófagos de bazo y pulmón se denominó a éste 

gen en bovinos como Nramp1 bovino (Doisk et al. 1994; Feng et al. 1996; 

Gruenheid et al. 1995). En base a la secuencia nucleotidica obtenida y al 
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Gruenheid et al. 1995). En base a la secuencia nucleotldica obtenida y al 

marco de lectura abierto, se estableció que se codifica un polipéptido de 60 

kDa (Fig. 1 ), con 12 posibles pases transmembrana, un motivo conservado en 

protelnas de transporte, un sitio para N-glicosilación y múltiples sitios de 

fosforilación (Feng et al. 1997). 

En el bovino, se han identificado solamente dos alelos del gen Nramp1 en 

comparación con por lo menos seis en humanos (Horin et al. 1999; Searle y 

Blackwell, 1999; Graham et al. 2000). Utilizando una clasificación arbitraria de 

las lesiones macroscópicas se realizaron estudios de asociación de estas 

variantes en ganado tuberculoso; el estudio no encontró ninguna relación con 

la susceptibilidad a la tuberculosis, la estrategia resultó insuficiente para 

establecer un estudio serio de la asociación con la resistencia a la enfermedad 

(Barthel et al. 2000) y hasta el momento no se ha documentado alguna 

asociación entre este locus y la tuberculosis bovina. Lo anterior puede deberse 

a que el número y la extensión de las lesiones, es un parámetro aleatorio para 

ser empleado por sf solo en este tipo de estudios (Neill et al. 1988); ya que se 

sabe que tanto la virulencia de la bacteria, como la dosis implicada durante la 

infección natural, son determinantes en el desarrollo de lesiones e influyen 

directamente en su extensión, número y distribución en el animal infectado 

(Neill et al. 1994 ). 
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11. JUSTIFICACION 

La selección animal es una práctica común para el mejoramiento genético en 

la industria ganadera. En los países latinoamericanos en desarrollo, las 

enfermedades causadas por patógenos intracelulares tienen un importante 

impacto económico negativo para la ganadería y en algunos casos (corno 

ejemplo, la tuberculosis bovina) no existen vacunas ni medicamentos efectivos 

para contrarrestar dicho impacto. 

Debido a la importancia que implican estas enfermedades y a las pérdidas 

económicas que ellas representan, es necesario buscar nuevas y efectivas 

formas para el control de dichas enfermedades. La selección de animales 

resistentes a enfermedades es compatible con el uso de programas de 

vacunación y ésta, puede potenciar sus efectos. Corno consecuencia, se 

esperaría reducir la incidencia de las enfermedades y a su vez, las pérdidas 

económicas ocasionadas por baja de la productividad, mortalidad o sacrificios 

asociados directamente con procesos patológicos infecciosos. Los niveles de 

resistencia, en las poblaciones de animales domésticos pueden ser 

manipulados con la implementación de programas de selección asistida por 

marcadores genéticos ligados a genes candidatos y con la introgresión de 

alelos previamente evaluados a las poblaciones animales. 

La importancia de definir variantes alélicas en el presente trabajo, radica en 

que permite el análisis de fenómenos como la variabilidad genética y frecuencia 

de mutaciones en caracteres de interés. Así mismo, aporta la identificación de 

diferentes /oci en el gen Nramp1 para llevar a cabo nuevos estudios de 

asociación de éstos /oci identificados, con la resistencia o .susceptibilidad a 

enfermedades. 
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111. OBJETIVOS E HIPOTESIS 

3.1. Objetivo general 

Identificar variantes alélicas del gen Nramp1 en bovinos de distintos linajes 

mediante análisis de microsatélites. 

3.1.1. Objetivos particulares 

1. Elaborar un banco de ADN a partir de muestras de sangre o semen 

congelado provenientes de bovinos de diferentes linajes: Sos taurus, 

Sos indicus, criollos y cruzas entre ellos. 

2. Optimizar los ensayos de PCR para la amplificación de los microsatélites 

Aro2B y 311-322 y su posterior evaluación en un secuenciador 

automatizado. 

3. Determinar las frecuencias alélicas identificadas del gen Nramp1 para 

cada uno de los microsatélites en las subpoblaciones estudiadas. 

4. Evaluar las frecuencias alélicas en las subpoblaciones de estudio 

corroborando si se encuentran en equilibrio genético de Hardy

Weinberg. 

3.2. Hipótesis 

El gen Nramp1 presenta polimorfismos que pueden ser identificados en una 

población de bovinos de distintos linajes. Estas variantes genéticas serán útiles 

para definir su participación en la resistencia a patógenos intracelulares. 
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IV. MATERIAL Y METODOS 

El trabajo experimental fue realizado en el laboratorio de Biotecnología del 

Centro Nacional de Investigación Disciplinaria en Microbiología {CENID-M) que 

pertenece al Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y 

Pecuarias {INIFAP), dependencia a su vez de la Secretaría de Agricultura 

Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación (SAGARPA) Carr. México

Toluca Km 15.5, col. Palo Afto; Cuajimalpa, D. F.; y en el laboratorio de 

Genética Molecular del Departamento de Genética y Bioestadfstica de fa 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia {FMVZ), UNAM. 

4.1. Animales 

La población de estudio estuvo formada por 95 bovinos hembras y machos, 

clasificados de acuerdo a su linaje y raza conformada por: 34 animales 

europeos de 10 razas distintas (16 Holstein, 5 Simmental, 3 Suizo Americano, 2 

Suizo Europeo, 2 Jersey, 2 Charolais, 1 Angus variedad rojo, 1 Limousin, 1 

Belgian Blue y 1 Blond d' Aquitaine); 18 asiáticos de 4 razas distintas (6 

Brahman, 5 Gyr, 5 Guzerat, y 2 Nelore); 20 Criollos lechero de Nayarit y 23 

animales productos de cruza en las siguientes proporciones: 15 :Y. Holstein x Y. 

Cebú y 8 Yz Guzerat x Yz Criollo lechero de Nayarit {Cuadro 1 ). 

4.2. Purificación de ADN genómico 

La purificación de ADN se llevó a cabo a partir muestras de semen con el 

método de Williams, previamente reportado (Williams et al. 1997) y modificado 
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en el laboratorio de biotecnología (Apéndice 1 ). Para el caso de muestras de 

sangre provenientes de hembras y machos, se utilizó el método empleado en el 

laboratorio de Genética Molecular del Departamento de Genética y 

bioestadfstica, FMVZ-UNAM (Apéndice 2). 

Cuadro 1.- Población de estudio 

Linea Función 
Raza Zootécnica 

1. B. taurus Leche Holsteln 
2. B. taurus Leche Slrnrnental 
3. B. taurus Leche Suizo Americano 
4. B. taurus Leche Suizo Europeo 
s. B. taurus Leche Jersey 
6. B. taurus Carne Charolais 
7. B. taurus Carne Angus (rojo) 
8. B. taurus Carne Llrnousin 
9. B. taurus Carne Belgian Blue 

10. B. taurus Carne Blond D' Aquitaine 
11. B. /ndicus Carne Braharnan 
12. B. lndicus Carne Gyr 
13. B. lndicus Carne Guzerat 
14. B. lndicus Carne Nelore 
15. Criollo Leche C. Lechero Nayarit 
16. Cruza Carne/leche Y.Holsteln/'hCebú 

17. Cruza Carne/leche Yz Guzerall'h Criollo 
Lechero 

TOTAL 

4.2.1. Cuantificación 

No.de 
animales 

16 
5 
3 
2 
2 
2 

6 
5 
5 
2 

20 
15 

B 

95 

Posteriormente a la purificación, el ADN se cuantificó en un fluorómetro 

DQ200-115v (Hoefer Scientific lnstruments) empleando el reactivo de Hoechest 

33258 como marcador fluorescente. Las lecturas se hicieron tres veces, se 

promediaron y finalmente el producto de extracción se ajustó a una 

concentración de 50 ng/µI. 
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4.2.2. Electroforesis 

La calidad del ADN genómico fue evaluada por electroforesis en minigeles 

de agarosa al 1 %, preparados con buffer TBE 1X (90 mM Tris-Ac. Bórico/2 mM 

EDTA pH 8.0). Se cargaron 200 ng de ADN y fueron sometidos a una corriente 

eléctrica de 90 volts durante 90 minutos. Para el corrimiento se utilizó una 

cámara de electroforesis horizontal y buffer TBE; empleando ADN Lambda 

digerido con la enzima BstEll como marcador de peso molecular. Al término del 

corrimiento electroforético, los geles fueron teñidos con bromuro de etidio (0.5 

mg/ml). La valoración de la purificación del ADN se realizó observando la 

fluorescencia de las bandas en un transiluminador con luz ultravioleta. De esta 

manera, fue creado un banco de muestras de ADN para llevar a cabo los 

ensayos de PCR. 

4.3. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Las condiciones de PCR se ajustaron a la máxima sensibilidad para evitar 

amplificaciones de fragmentos inespecificos. Esto se logró realizando varios 

ensayos probando distintas temperaturas de alineación y concentraciones de 

Mg++. Como templado se emplearon 100 ng de ADN de cada uno de los 

animales de la población y cada reacción se realizó por separado con cada par 

de oligonucleótidos, debido a la gran diferencia existente, para cada uno de 

ellos, entre la temperatura de alineación (56ºC para Aro28 y 62ºC para 311-

322) y cantidad necesaria de Mg++ (2mM y 1.25mM respectivamente). Los 

ensayos se hicieron por duplicado para cada animal en un volumen final de 

20µ1 bajo las siguientes condiciones: 
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Condiciones de reacción: 

Reactivo (concentración) 
Concentración final 

AR028 311-322 
Buffer de reacción (1 OX) 1X 1X 

MgOl2 (30mM) 2.00mM 1.25 mM 

dNTPs (10mM) 0.2mMc/u 0.2 mMc/u 

Ollgonucleólldos F y R (1 OµM) 0.4 µMe/u 0.4 µMe/u 

Tritón (1%) 0.1% 0.1% 

BSA (3mg/ml) 0.15mg/ml 0.15 mg/ml 

DNA genómlco (50 ng/µI) 100 ng/reacclón 100 ng/reacclón 

Taq pollmerasa 5U/µI) 1.25U/reacción 1 .25U/reacción 

H20 cbp20 µI cbp20 µI 

Condiciones de amplificación para el termociclador: 

Aro28: 

1 ciclo (94°0, 3min); 30 ciclos (94°0, 30seg; 56'0,30seg; 72º0, 30seg); 1 ciclo (72°0,3min) 

311-322: 

1 ciclo (94º0, 3min); 30 ciclos (94°0, 30seg; 62°0,30seg; 72°0, 30seg); 1 ciclo (72'0,3min) 

4.3.1. Diseño de oligonucleótidos 

Se diseñaron dos pares de oligonucleótidos (F y R), con el propósito de ser 

utilizados para la amplificación por PCR de las regiones donde se localizan los 

microsatélites Aro28 y 311-322; tomando en cuenta que Aro28 se encuentra 

ubicado a aproximadamente 0.8 cM hacia el extremo 5' del gen Nramp1 (región 

flanqueadora) y 311-322 en el extremo 3' (región no traducida: UTR) entre los 

nucleótidos 1745 y 1955 del gen Nramp1 del bovino. Ambos microsatélites 

presentan predominantemente una secuencia del tipo dinucleótido GT y se 
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consideró su posible utilidad como marcadores genéticos del /ocus mencionado 

(Fig. 2). Los iniciadores delanteros (Forward: F) Aro28F y 311F fueron 

conjugados con marcadores fluorescentes que consisten en fluorocromos 

denominados HEX@Aro28F y FAM@311F; esto con el objeto de ser 

detectados por el secuenciador durante el analisis de microsatélites. Los 

iniciadores de reversa (Reverse: R) Aro28R y 322R, no fueron marcados. En el 

Cuadro 2 se muestran las secuencias de los oligonucleótidos específicos que 

se diseñaron; estos fueron utilizados como iniciadores durante la amplificación 

por PCR. 

Nombre 

311-322 
311F 
322R 

Aro28 
Aro28F 
Aro2BR 

Cuadro 2.- Ollgonucleótldos 

Secuencia del aligo 

5' GAT TTC TCT AGT GAG TAA CA 3' 
5' TCT TGC CCA GAT GTT CTT AG 3' 

5' GGA ATG AGT GGG CAC AGT GGC 3' 
5' CCT TTC AGA ACT CCC TCT CCG 3' 

4.3.2. Electroforesis de productos de PCR 

Tamaño 
esperado 

223pb 

256/270pb 

Una vez amplificados los fragmentos de interés, también fueron evaluados 

mediante electroforesis horizontal en minigeles de agarosa. A diferencia del 

ADN genómico, esta vez se utilizó agarosa a una concentración de 2.5% en 

TBE 1X por tratarse de fragmentos mucho más pequeños; utilizando como 

marcador de peso molecular ADN pBR322 digerido con la ·~nzima Msp/. Se 

emplearon el mismo buffer, tiempo y voltaje para su corrimiento. Después del 

corrimiento electroforético, cada gel fue teñido con bromuro de etidio 

(0.5mg/ml) y visualizados mediante luz ultravioleta para su valoración. 
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4.4. Preparación de productos amplificados para su análisis 

Después de los ensayos de PCR se procedió a mezclar 1 µI de cada 

producto de amplificación (Aro28 y 311-322) de cada animal. Además, a cada 

mezcla se añadieron 0.5 µI del fluorocromo TAMRA, utilizado como marcador 

de peso molecular en el secuenciador automático y donde se observó de 

tonalidad roja; finalmente cada mezcla se llevó hasta los 30µ1 con formamida 

desionizada (SIGMA) en minitubos de ensayo (eppendorf) de 0.5 mi. Los 

microsatélites amplificados y mezclados se utilizaron para su corrimiento en un 

secuenciador automático. 

4.4.1 Identificación y tamaño de alelos 

El tamaño de los microsatélites se determinó mediante electroforesis capilar 

en un secuenciador automático ABl-prism 310 (Applied Biosystems, Perkin

Elmer, Branchburg, NJ) y fue analizado con la ayuda del programa de software 

Gene Sean 672 V2.0.2 (Applied Biosystems), con lo que se obtuvo el tamaño 

de los alelos mediante la observación de los electroferogramas (Fig. 7). Así 

mismo, con la intención de verificar los resultados se realizaron 3 distintas 

lecturas de las mezclas, después de su procesamiento en el secuenciador. 

Para estimar el tamaño de los alelos se tomaron en cuenta los siguientes 

puntos: 1) tamaños reportados para los alelos; 2) la curva patrón con el 

marcador TAMRA; y 3) la inclusión de dos controles clonados y secuenciados 

de los alelos, por cada 38 lecturas. 

De esa manera, con la amplificación de los marcadores en ambos flancos 

del /ocus, se procedió a la genotipificación de una población de bovinos que se 

consideró, podría ser suficientemente diversa para lograr encontrar variantes 

en estos dos /oci. 
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La frecuencia alélica y la heterocigocidad en cada /ocus y población, fueron 

obtenidas utilizando el paquete de análisis computacional "Genes in 

populations" versión 2 (8 May y CC Krueger, Cornell Laboratory for Ecological 

and Evolutionary Genetics, Cornell University, Jthaca, NY): La heterocigocidad 

observada (Ho); la heterocigocidad esperada (Hs) y el índice de fijación (Fis), 

necesários para calcular x.2 y el equilibrio de Hardy-Weinberg, fueron 

calculados usando el paquete DJSPAN (T. Ola, Jnstitute of Molecular 

Evolutionary Genetics, The Pennsylvania State Univ., University Park). 
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V. RESULTADOS 

En la Fig. 3 se observan los productos de extracción de ADN genómico 

homogenizados a 50 ng/µI en base a los resultados de la cuantificación en un 

gel de agarosa al 1 %. 

M 516 517 518 519 520 521 522 523 

8454 pb 

Figura 3.- Electroforesis de ADN genómico diluido y homogenlzado a SO 

ng/µI. M Indica el carril para el marcador de peso molecular (ADN 

Lambda/BstEll), la numeración superior corresponde a la Identificación del 

animal y el número de la Izquierda corresponde al peso molecular del mayor 

de los fragmentos del marcador. 

La estandarización de las condiciones de PCR, indicaron que para Aro28 del 

extremo 5', la cantidad óptima de MgCl2 fue de 2mM en concentración final de 

cada reacción (Fig. 4) y para 311-322 correspondiente al extremo 3' del /ocus 

Nramp1, fue de 1.25mM en concentración final (Fig. 5). 
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622 

201 

[Mg" (mM)] 

~ 

[Mg"(mM)] 

~ 

M 1.5 1.75 2.00 2.25 M 1.75 2.00 2.25 2.50 

256-276pb 

Figura 4.- Electroforesis del microsatélite Aro28 amplificado por PCR, con 
distintas concentraciones de Mg++ (numeración superior) y 2 diferentes 
temperaturas (inferior). M indica el carril para el marcador de peso molecular 
(ADN pBR322/Msp/), la numeración de la izquierda, corresponde al peso 
molecular de algunos fragmentos del marcador de peso. El tamaño esperado 
de los fragmentos amplificados (derecha) era desde 256 hasta 270pb. 

M 1.25 

[Mg" (mM)] 

1.50 1.75 2.00 

Figura 5 .- Electroforesis del microsatélite 311-322 amplificado por PCR. 
Se emplearon distintas concentraciones de Mg++ (numeración superior) y 
se consideraron 62ºC como temperatura de alineación (inferior). M indica el 
carril para el marcador de peso molecular (ADN pBR322/Msp/), la 
numeración de la izquierda, corresponde al peso molecular de algunos 
fragmentos del marcador de peso y el tamaño esperado de los fragmentos 
amplificados (derecha) era 223pb. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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6. 1 Frecuencia alóHca y de heterocigotos en la población de estudio 

l)~i;put16 1fol an;';lii;ii; de microsatélites con el programa Gene Sean, los 

lam1111ns do Ir¡:> al<1lr¡:¡ !l<l leyeron en ventanas diferentes: Aro28 (HEX) en la 

IJ(J{jí<i, ;u 1-;1n (FAMJ cm la azul y el marcador de peso TAMRA en la roja (Fig. 

"/). 1':11 ui;lu c;¡¡r;o la rruJU:itm corrosponde a un animal heterocigoto para ambos 

/nr;i, yfl q1111 r;u nlmurvan dos diferentes tamaños de alelo para ambos 

111lr;r11¡¡ufólllofl. Cwmclo un pico baja para volver a subir en uno de mayor 

fu11111no, oi; lfuno111lnndo fnntasrna o "sluttor" y no es considerado como un 
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alelo verdadero, tal es el caso de el /ocus 311-322 donde se observa un tercer 

pico antes del alelo de 223pb. 

o 5 Disploy-38 0§1 

+~~ 'ºº 120 140 160 1BO 200 220 240 260 290 300 320 ·-- 223 
311-322 J stutter ___.. - 229 

600~ 

º~~=======================:__~=========-~~~..==I 
108 :S.mple10/33/ -

A-2~~ 
1 

Aro28 ':~j~c~=========·===================:::::::~===========l 
Dlil 10Y :S.mplelO /33/ 

1:~1~39150160 200 250 300 ~ 
: TAMRA ¡¡¡ 

o.: ~ 

liilil 1 OR : S.mple I O / 33 / '; 

X'. V'. 1 11111 1 ~ I • 
Figura 7.- Análisis de mlcrosatélites con el programa Gene Sean, donde se observan 
los alelos encontrados para el /ocus 311-322 en la ventana superar (108); el primer pico 
corresponde a un alelo de 223 pb y el segundo a uno de 229pb. La segunda ventana 
(10Y) contiene Los alelos encontrados para el /ocus Aro28, donde se encuentran 
definidos dos picos, los cuales corresponden a un alelo de 262pb y uno de 264pb. La 
ventana inferior (10R), muestra los picos que corresponden al marcador de peso 
molecular TAMRA y en la parte superior de cada uno de ellos su peso correspondiente. 

Se obtuvieron en total 17 alelos (12 para Aro28 y 5 para 311-322), de los 

cuales, solo habían sido reportados 9 (8 para Aro28 y 1 para 311-322) Las 

frecuencias alélicas para la población de estudio se presentan en el Cuadro 3, 

donde por motivos de análisis y debido a la diversidad de los individuos que las 

conforman, los grupos de Europeos y Cruzas se separaron en subgrupos, ya 

que en el primer caso, casi la mitad de la población es de la raza Holstein y en 

el segundo caso tienen un origen muy diferente (Y. Guzerat x Y. Criollo lechero 

y % Europeo x Y. Asiático). Asf mismo se muestra el número de alelos 

heterocigotos por /ocus y por población. Ambos /oci fueron polimórficos y el 

23 



número total de alelos detectados varió ampliamente. Considerando ambos /oci 

se encontraron en total 17 alelos, donde se observaron frecuencias que van 

desde 1 para los alelos 1, 3 y A del /ocus Aro28 hasta 109 para el alelo 2 del 

311-322. 

Cuadro 3. Frecuencias alélicas y número de heteroclgotos por /ocus y por población 

Europeos Holsteln Asl.itlcos Criollos Guzxcrl Cruus 
Total No. 

IOCU• Alelo Tamano , .... , 
h•l 

, 
het 

, 
hel hot het al•IOS .... 

{Pbl alelos alelos alelos alelos alelos alelos 

Ara28 246 o o 1 o o o 
Aro2B 254 o 11 25 21 

Ato28 256 1 1 

At028 256 15 13 

Aro28 260 17 19 13 13 •• 33 

Ato28 262 19 5 .. 23 
At028 264 2 23 15 
Am28 266 o • 
Am28 268 o: '3 
AtD28 A 270 o' o 1 

" 
Aro28 e 280 :o o "2 -2';. 1' o •,o ,3 

Am28 e 288 o " o • «.\".o,.<. o,;.:. ; o ~-; 'O 'º ': 2 o 
311-22 221 4 ' 1" . o . o : . '2 o .·13 7 
311-22 223 22 21 '16 10 '2< \ ·12 ~- G, 4' ~:20 : 8 · .. 109 39 
311-22 225 5 4 .:/ª :;::_;" 1· 1 1' 

" 
·1 ;,,_29 15 

311·22 227 14 10 '7, 7' « '4 
" 

32, ' 24 

311·22 229 1« ·--·--,O· º.:_;:_. - :3 :"'.. ,3 -.: 7 ,3 
" 

N 18 16 18 '20 G' ,15 95 
Total dealdos 72 84 72 80 32 ··_60 380' 

Promedio «2 3,8 «> «7 "" 3,5 22.4 
T aal de heteroci2:!os 22 18 56 62 26 24 208 

N: Animales estudiados. 
1 Total de alelos encontrados en cada población. 
1 Promedio de alelos encontrados por población. 
1 Total de heterocigotos por población. 
~ Nümero de alelos encontrados por locus en todas las poblaciones. 

5.2. Heterocigocidad de la población 

Los valores de heterocigocidad (Ha y Hs) y el valor Fis (índice de fijación) 

representados por la población se muestran en el Cuadro 4; aqul también se 

muestran los resultados por locus y población de la prueba de r..2 con 1 grado 

de libertad y 95% de confianza. Los valores de x2 más altos se encontraron en 

la población de animales Europeos para el locus 311-322, con valores por 
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5.3. Frecuencia y porcentaje de heterocigocidad de los alelos 

identificados para el /ocus Aro28 

Los alelos que se presentaron con mayor frecuencia fueron el 5 y 6 con el 

36.3 y 21.6% respectivamente, seguidos del 2 y 7, con 13.6 y 12.11% 

respectivamente. El 66% de los animales en la población de estudio fueron 

heterocigotos para el /ocus Aro28. Los alelos 1, 3, 9, A y B se presentaron 

siempre en forma heterocigota y los demás por encima del 60% de las 

ocasiones, exceptuando al alelo 5 con el 48% y C, que solo se presentó en 1 

animal homocigoto en esta población de estudio (Fig. 8). 

Figura 8.- Distribución de alelos Aro28 en la población 

o : 
~ ~ ~ ~ ~ = ~ = ~ ~ = ~ ~ 

pb 

Para este locus se identificaron 12 alelos distintos en el total de la población, 

(246, 254 a 270, 280 y 288pb), los que fueron asignados con los números del 1 

al 9 y las letras A, B y C. Los alelos 1 de 246 pb, B de 280 y C de 288 no 

hablan sido previamente descritos. 

En fa población de bovinos europeos (Fig.9) se presentaron los· alelos del 4 

al A, de 258 hasta 270pb y el C de 288pb. El alelo A solo se presentó en un 

animal de esta población en todo el estudio. Los alelos 5, 6 y 7 fueron los más 
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representados en esta población, los dos primeros con una frecuencia de más 

del 30% cada uno y el tercero con el 19.1%. Estos tres alelos también 

estuvieron más representados en la población heterocigota, con 

aproximadamente el 10% cada uno. Solamente el 35.3% de los individuos 

Europeos, fueron heterocigotos para este /ocus. Los alelos 4, 8, 9 y A se 

presentaron en todos los casos en animales heterocigotos. 

Figura 9.- Distribución de alelos Aro28 en Europeos 
40 

~ 30 ! 

i f 

:¡¡ 20 . 

" ~ 
10. 

O· 
= ~ ~ ~ ~ = ~ = ~ ~ m ~ ~ 

pb 

En la población de bovinos asiáticos (Fig. 1 O) se encontraron los alelos 1 al 

7, incluyendo el 1, 3 y 7 de 246, 256 y 264pb, respectivamente. De estos, el 1 y 

3 solo se presentaron, cada uno, en un animal diferente de esta población en 

todo el estudio. Los alelos 2, 5 y 6 fueron los más representados con tamaños 

desde 254pb, 260pb y 262pb, con frecuencias alrededor del 25%. El alelo 2 fue 

el más frecuente con el 30.6% seguido, en orden descendente, del 5, 6 y 4, los 

dos primeros con más del 20% y el 4 con cerca del 14%. Estas frecuencias 

fueron muy similares a las encontradas en la población heterocigota. Los alelos 

1, 3, 4, 6 y 7 se presentaron en todos los casos en animales heterocigotos. Más 

de tres cuartas partes de la población de bovinos asiáticos fueron heterocigotos 

para este /ocus, especificamente el 88.9%. 
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Figura 10.- Distribución de alelos Aro28 en Asiáticos 
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pb 

En los animales criollos (Fig. 11) se encontraron los alelos del 4 al 9, asl 

como, el 2 y el B. Los más frecuentes en orden fueron el alelo 5 con el 47.5%, 

el alelo 2 con el 20% y el 6 con el 12.5%. Asl mismo, las frecuencias en la 

población heterocigota fueron muy similares. Todos los alelos a excepción del 

alelo 5 se presentaron, en todos los casos, en animales heterocigotos. El 85% 

de los animales criollos fueron heterocigotos para este /ocus. 

50.0 

40.0 

~30.0 
-fl 
e g: 20.0 
u 

.t 
10.0 . 

o.o . 

Figura 11.- Distribución de alelos Aro28 en Criollos 

= ~ = - ~ ~ ~ = - ~ = ~ ~ 
pb 
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En la población conformada por animales producto de cruzas se presentaron 

los alelos 4 al 8, asf como el 2 y el B. Los más frecuentes fueron el alelo 5 con 

el 39.1% y el 4 y 7 con el 15.2%, seguidos del 2 con el 13% y el 6 con el 

10.9%. La distribución de todos los alelos encontrados en la población 

heterocigota fue homogénea con aproximadamente el 10% para cada alelo, 

exceptuando al alelo 8, que se presentó solo en dos animales homocigotos y al 

B que se encontró en uno heterocigoto. El alelo 6 sólo se encontró en animales 

heterocigotos. En general, el 60.9% de la población de cruzas fueron 

heterocigotos para este /ocus. 

40.0 

~ 30.0; 

~ ¡ 
e ! 
! 20.0 ¡ 
u ' 

!l. 
10.0 : 

o.o' 

Figura 12.- Distribución de alelos Aro28 en cruzas 

= ~ ~ ~ ~ = ~ ~ ~ - = ~ ~ 
pb 

5.4 Frecuencia y heterocigocidad de los alelos identificados para el 

locus 311-322 

Se identificaron 5 alelos distintos en el total de la población, que van desde 

221pb hasta 229pb. El alelo No. 2 de 223pb tuvo una frecuencia de 57.4% en 

la población total y mayor al 20% en el total los heterocigotos. Los alelos 3 y 4 

tuvieron una frecuencia cercana al 16% cada uno, mientras que para Jos alelos 

1 y 5 fue menor: 6.8% y 3.7% respectivamente (Fig.13). Para este locus el 

45.8% de los animales en la población de estudio fueron heterocigotos. 
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Figura 13.- Distribución de alelos 311-22 en la población 
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En la población de bovinos europeos (Fig. 14), se presentaron los alelos del 

1 al 4, de 221 hasta 227pb. El alelo 2 de 223pb fue el más representado, con el 

63.2%, seguido del 3 con 20.6% y del 1 con 14.7%. El alelo 2 fue también el 

más representado en los animales heterocigotos de esta población con el 

10.3%. Para los alelos 1 y 3, la frecuencia fue cercana al 6% y 3%, 

respectivamente, mientras que, dentro de este locus no se presentaron casos 

de heterocigotos para el alelo 4. Los alelos 2 y 3 presentaron alrededor de un 

15% de heterocigocidad, mientras que el 1 presentó el 40%. Solamente el 

19.1 o/o de los individuos Europeos fueron heterocigotos para este /ocus. 
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- 60.0 
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Figura 14.- Distribución de alelos 311-322 en Europeos 
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En la población de bovinos asiáticos (Fig. 15) se presentaron todos los alelos 

identificados en este Jocus. El alelo 5 de 229pb, no estuvo presente en 

europeos ni en criollos. En esta población, los alelos 2 y 4 fueron los más 

representados, con aproximadamente el 40% cada uno, en cerca del 28% de la 

población heterocigota y ambos con una heterocigocidad mayor al 60%. Los 

alelos 1 y 5 se presentaron en una sola ocasión cada uno y esto, en animales 

heterocigotos. Dos tercios de esta población fue de heterocigotos para este 

locus, específicamente el 66.7%. 

Figura 15.- Distribución de alelos 311-322 en Asiáticos 
so.o 
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En los animales criollos (Fig.16), solamente se presentaron los alelos del 2 al 

4, es decir, desde 223pb hasta 227pb. El 2 fue el más frecuente con el 60%, 

seguido de los alelos 3 y 4 con una frecuencia de 22.5% y 17.5%, 

respectivamente. El 70% de los animales criollos fueron heterocigotos para 

este /ocus. El alelo 2 se presentó en el 30% de los heterocigotos y tuvo una 

heterocigocidad del 50%. Los alelos 3 y 4 se presentaron solamente en 

individuos heterocigotos. 
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Figura 16.- Distribución de alelos 311-322 en criollos 
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En la población conformada por animales producto de cruzas (Fig.17), se 

presentaron los cinco alelos identificados, siendo el más frecuente el 2 de 

223pb (56.5%) seguido del 4 de 227pb (17.4%), el 5 de 229pb (13%), el 3 y el 

1, que se presentaron con menos del 10% y 5% de frecuencia 

respectivamente. El alelo 1 de 221pb sólo se presentó en dos individuos 

heterocigotos, mientras que el alelo 4 fue 75% heterocigoto seguido del 3 

(50%), el 2 y el 5, ambos alrededor del 35%. El 47.8% de individuos en esta 

población fueron heterocigotos para este /ocus. 
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Figura 17.- Distribución de alelos 311-322 en cruzas 
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Los alelos más representativos del /ocus 311-322 fueron el 2, 3 y 4 mismos 

que, en conjunto se presentaron en más de 2 tercios de la población. En la 

población de bovinos criollos no se presentaron los alelos 1 ni 5, este último 

tampoco estuvo presente en los europeos. 

En resumen, los alelos más representativos del /ocus 311-322 en toda la 

población fueron el 2, 3 y 4 pero el 4 estuvo prácticamente ausente en los 

europeos. Estos alelos abarcaron más del 75% de la población. Asl mismo, 

para el caso del /ocus Aro28, los alelos más representativos, fueron el 5 y 6 

que en conjunto tuvieron más del 55% de la población, asl como el 2 y el 7 con 

más del 25%; el alelo 2 casi no se encontró en los europeos, mientras que, en 

los asiáticos y en los criollos el 7 estuvo menos representado. Los alelos 

menos representados del locus 311-322 fueron el 1 y el 5, y para el Aro28 los 

alelos 1, 3, 4, y del 8 al C. Todos los alelos descritos para el locus 311-322 

tuvieron frecuencias mayores al 3%, mientras que para el locus Aro28, los 

alelos 1, 3 y A, las frecuencias fueron del 1 %. 

5.5. Frecuencia y heterocigocidad de los genotipos identificados 

La genotipificación de la población de bovinos del estudio, se obtuvo 

amplificando los marcadores en ambos flancos del gen Nramp1. Los genotipos 

obtenidos se expresaron presentando primero el locus Aro28 del extremo 5' y 

después el 311-322 del extremo 3' y se presentan en el Cuadro 5. 

En los 95 animales de estudio se identificaron 55 genotipos distintos; de los 

cuales se identificaron en Europeos 32.7%, en Asiáticos 27.30%; en Criollos 

29.1 % y en Cruzas 40%. De los genotipos en toda la població.n se encontraron 

las siguientes frecuencias: heterocigotos para ambos loci, 23 he/he; 

heterocigotos para Aro28 y homocigotos para el 311-322, 15 he/ha; 

homocigotos para ambos loci, 9 ho/ho; y homocigotos para Aro28 y 

33 



heterocigotos para 311-322, 8 ho/he; es decir, 23:15:9:8. En los europeos se 

encontraron 19 diferentes genotipos en la siguiente proporción: 2 he/he, 8 

he/ho, 5 ho/ho y 4 ho/he (en porcentaje: 10.5: 42.1: 26.3: 21.1); en los asiáticos 

fueron 15 y la proporción fue de 9:4:1:1 (60.0: 26.7: 6.7: 6.7); en los criollos 

fueron 16 con la proporción de 9:4:1:2 (56.3: 25.0: 6.3: 12.5); y para los 

productos de cruzas un total de 22 y en una proporción de 6:6:6:4 (27.3: 27.3: 

27.3: 18.2). 

Cuadro 5.- Frecuencias Genotlplcas 

he/he f he/ho f ho/ho 

213-214 1/5-2 2-2 

214-214 2 215-2 4 2-4 

215-112 1 216-3 1 5-2 

215-213 4/5-2 2 5-5 

215-214 4 416-2 2 6-1 

215-3/5 4'7-2 6-2 

216-112 4f7-5 7-2 

216-214 3 516-1 7.3 

217·214 2 516-2 4 C-1 

415-113 516-4. 2-

415-213 .. srr-2 2 

4/5-214 2 6f9.2 1 

416-214 .. 718-3 

516-112 7/A·3 

516-213 7/B-4 
. 516-214 2 8f9.3 
. 516-215 1 27 

5f7-112 
. 5/B-213 

617-112 

617·214 2 

7/B-3/4 

819-214 1 

33 
he/he: Heterocigoto para ambos toe/. 
he/ho: Heleroclgolo para Aro28 y homocigolo para 311-322 
ho/ho: Homoclgoto para ambos /oc/. 
ho/he: Homocigoto para Aro28 y heterocigoto para 311-322. · 

f 

f. Frecuencia (número de animales que presentaron el genotipo). 
/: Olvide los dos alelos del tocus. 
-: Divide un locus de otro. 

7. 

ho/he f 

4-214 

5-112 

5-213 4 

5-214 1 
5-215 

5-314 2 
•7.213 

8-214 

12 
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El 41.1 % de los animales de la población total fueron heterocigotos para 

ambos /oci, expresado como he/he; el 28.6% he/ho; el 14.3% ho/he; y el 16.1% 

ho/ho. La' proporción de animales heterocigotos para ambos /oci he/he fue 

mayor al : 55% en Asiáticos y Criollos, del 27% en las cruzas y del 10% en 

Europeo; ~n~}os distintos linajes la proporción de he(Aro28)/ho(311-322) se 

mantuvo cerc~na al 25% excepto para los Europeos, en donde llegó hasta el 

42%; la proporción de ho/he fue mayor en Europeos 21.1% y menor en 

':. Asiátic~s 6.7%, en criollos y cruzas fue de 12.5% y 18.2%, respectivamente. En 

los animales Europeos y en las cruzas, asl como en los Asiáticos y Criollos la 

proporción de animales homocigotos para ambos /oci (ho/ho) fue similar; para 

los primeros fue mayor al 25% y para los segundos menor al 7%. 

5.6. Haplotipos identificados 

A la combinación de alelos que se encuentran en el mismo cromosoma se le 

conoce como haplotipo. Los haplotipos identificados en la población fueron 

obtenidos en relación a los genotipos de los animales agrupados por locus en 

la forma siguiente: alelos Aro28/ alelos 311-322. En la población total se 

encontraron 28 haplotipos diferentes, de los cuales 14 se presentaron en 

Europeos, 1 O en asiáticos, 7 en criollos y 15 en las cruzas (Cuadro 6). 

Cuando el genotipo es heterocigoto para ambos loci, no es posible 

detenninar un haplotipo verdadero si no se cuenta con los datos de los padres. 

Los haplotipos "virtuales" (considerados asi por los animales que presentan 

genotipos he/he para los dos loc1), serian: para la población 32; en Europeos 6; 

en Asiáticos 18 y en Criollos 17. 
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Cuadro 6.- Haplotlpos Identificados en la poblaclón 

No. Haplotlpo No. Haplotlpo 
1 112 15 613 
2 212 16 614 
3 213 17 712 

4 2/4 18 7/3 

5 4/2 19 714 

6 4/4 20 715 

7 4/5 21 812 

8 5/1 22 8/3 

9 512 23 8/4 
10 513 24 9/2 
11 5/4 25 9/3 
12 515 26 AJ 

13 611 27 B/4 

14 612 28 C/1 
No.: Número consecutivo del haplotipo. 
Haplotlpo: Alelo Aro28/Alelo 311-322. 
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VI. DISCUSION 

En este trabajo se planteó la búsqueda de variantes alélicas del /ocus 

Nramp1 para lo cual se emplearon dos marcadores moleculares tipo 

microsatélite dinucleótido {especificamente GT); que se localizan en ambos 

flancos del Nramp1 {Fig. 2). Para el /ocus Aro28, en el extremo 5' se hablan 

reportado solo 8 alelos, desde 256 hasta 270pb, cuyas diferencias comparando 

el inmediato superior y el inferior son de tan solo una unidad de repetición (UR) 

(Horin et al. 1999). Empleando los mismos oligonucleótidos utilizados en los 

reportes mencionados, se identificaron 4 alelos diferentes a los ya reportados y 

cuyos tamaños fueron de 246. 254, 280 y 288pb. En orden ascendente, estos 

nuevos alelos se enumeraron como 1, 2, 8 y C; al graficar la frecuencia de los 

alelos para Aro28 {y) contra el tamaño de los mismos {x), la curva se prolonga 

preferentemente hacia los alelos de mayor tamaño {Fig. 9). Esta variación, 

probablemente provocada por un desplazamiento (slippage) de la polimerasa al 

ir colocando bases en la cadena naciente, al momento de la replicación 

{Goldstein y Schlotterer, 1999), ya que al parecer, aumenta y no disminuye el 

número de repetidos en los alelos nuevos. 

En la población de bovinos Europeos se presentaron únicamente los alelos 

del 4 al A, y el alelo A solo en un animal, en este grupo y en todo el estudio. 

Además cerca del 65% de estos animales fueron homocigotos para este locus. 

Lo anterior, indica una población sumamente homocigota posiblemente 

asociada con la selección intensiva que promueve la endogamia del ganado 

productor de leche de raza Holstein. En los Asiáticos se presentaron los alelos 

del 1 al 7, el alelo 1 y el 3, de la misma forma que el 1 en los Europeos, sólo se 

presentaron cada uno en un animal. A diferencia de los Europeos, casi el 90% 

de los bovinos de esta población fueron heterocigotos para este /ocus. No 

obstante, tanto en Europeos como en Asiáticos se mantuvo la diferencia de 
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sólo una UR entre alelos. En el caso de los Criollos se presentaron alelos 

consecutivos del 4 al 9, pero se encontraron también el 2 y el 8, el alelo 2 con 

una frecuencia del 20%, solo superado por el alelo 5 representado en cerca del 

50% de esta población, y el 85% de fue heterocigoto. La población de cruzas 

se comportó de forma muy similar a la de criollos, ya que se presentaron los 

alelos del 4 al 8, el 2 y el B; cerca del 60% de la población fue heterocigota 

para este locus. Los alelos más frecuentes fueron el 2, 5, 6 y 7; el primero, 

ausente en Europeos. 

Por otra parte, los alelos nuevos varian notablemente; el 1 es 4 unidades de 

repetición (4UR u 8pb) menor al 2, el B es 5 UR (10pb) mayor que el A y el C 

es 4 UR mayor al B. Estas diferencias podrian deberse a mutación o incluso a 

eventos de recombinación; además, tomando en cuenta la ausencia de los 

alelos intermedios, se supuso que dichos alelos podrian estar presentes en 

otras razas o en bovinos no incluidos en la población estudiada. 

No obstante, el enorme polimorfismo del locus Aro28, fueron marcadas 

claramente algunas diferencias entre los linajes, dadas por la presencia y 

frecuencia de los alelos descritos, mismas que asocian al ganado Asiático y 

Europeo con una mayor homogeneidad, aún a pesar de la diferencia tan 

marcada en la heterocigocidad entre ambos grupos. Mediante los resultados 

obtenidos para éste locus, también se puede observar una relación mucho más 

fuerte entre criollos y cruzas, diferenciándolos de las poblaciones mencionadas 

al parecer más homogéneas; pero, para el caso de los criollos se consideró 

que podrian contener alelos ancestrales o ya perdidos en las poblaciones 

actuales (Lemus et al. 2001; Giovambattista et al. 2001; Camus et al. 1996) 

resurgidos ahora, por efecto del cruzamiento (en los animales producto de 

cruzas). 

Se observó una pérdida de heterocigocidad en la población de Europeos y 

en las cruzas (de Europeos con Asiáticos) mientras que, tanto los Criollos como 

los Asiáticos, mantuvieron dicha heterocigocidad. 
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Cuando se planteó este proyecto, se habla descrito únicamente un alelo 

para el /ocus que aqul denominamos 311-322; posteriormente se reportó un 

segundo alelo {Horin et al. 1999). La diferencia en pares de bases de esos dos 

alelos fue únicamente de 2. Sin embargo, mediante la secuenciación se 

obser\tó que además del meéanlsmo de mutación por el cual se diminuyeron 2 

UR {desliza~lento ~n Ja cadena templado), existfa el efecto de una mutación 

puntual, especlficamente uná transversión T/G {Flg. 18), que hacia parecer Ja 

aparición de una UR nueva· Jo cual. se a dado por denominar "homoplasla 

alélica", una forma compleja de mutación {Lewln, 2000; Goldstein y SchlCitterer, 

1999). En algunos locus asociados a Ja susceptibilidad de enfermedades 

multifactoriales como el cáncer, Ja pérdida de Ja heterocigocidad se ha podido 

asociar con un mal pronóstico, es decir, con el avance de la enfermedad 

{Mitchison, 2000). 

:;::::2:::S. 
1745nt / --------- 223 pb 1955nt 

--;"" --------- ._ 
/ ------
L~---------------------------..::.:-=~-i TCAGACAAGGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGATGTGTGT Nr.•mpu-] 
t_TC_A~,A~~(;~-~(;9_!~T~(;TGTGT(3_TGTGT(;"J"_~A_!_GWT.9! _N.~Jm~ 

Figura 18.- Alelos Nramp1 en bovinos. Se observa una ·mutación 
puntual (transverslón T/G) y una deleclón, por la cual se 
dlmlnuyeron 2 UR, dando origen a un nuevo alelo de 221pb. 
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Los resultados en el presente trabajo mostraron la presencia de 5 alelos 

distintos en la población de estudio, desde 221 hasta 229pb. Los alelos menos 

representados, tuvieron una frecuencia mayor al 3%, lo cual deja pocas dudas 

acerca de su autenticidad per se. Los 5 alelos tuvieron una diferencia 

homogénea de 2pb lo cual nos hace pensar en una sola UR, aun con el 

antecedente mencionado, y será solo hasta la secuenciación de los mismos 

donde se demuestre finalmente el mecanismo de mutación para estos alelos. 

Al observar las frecuencias más bajas para los alelos 1 y 5, se puede inferir que 

esta región evoluciona por ambos extremos, debido al desplazamiento de 

bases tanto en la cadena templado como en la naciente. 

En los resultados finales se observa que el alelo 2 está presente en más del 

55% de la población final y que los alelos 3 y 4 tienen la misma frecuencia 

(16%), estando estos tres alelos representados en más de dos tercios de la 

población. Los alelos previamente descritos para este locus fueron encontrados 

en bovinos Europeos, el segundo de ellos en una raza local (Horin et al. 1999; 

Giovambattista et al. 2001; Rincon et al. 2000), dichos hallazgos no provenian 

de un análisis de frecuencias en una población; por tanto, se esperarla que los 

alelos más frecuentemente encontrados en este estudio, correspondan a 

dichos alelos. 

Cerca de la mitad de la población total fue heterocigota para el locus 311-

322 y el alelo más frecuente fue el menos heterocigoto. En los Europeos se 

presentaron los alelos del 1 al 4 y dado que solamente una quinta parte de 

estos bovinos fueron heterocigotos, hubo un bajo indice de heterocigocidad 

para éstos alelos. El alelo 2 fue el más frecuente tanto en Europeos como en 

criollos mientras que, el alelo 5 se presentó únicamente en bovinos Asiáticos y 

en las cruzas. 

Más de dos tercios de los bovinos Asiáticos y producto de cruzas fueron 

heterocigotos y menos de la mitad, en los criollos. En los asiáticos, los alelos 1 

y 5, se presentaron sólo en una ocasión y en animales heterocigotos, y los 

alelos 2 y 4 fueron los más frecuentes pero en igual proporción, a diferencia de 
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los demás linajes donde el 2 fue siempre el más frecuente por una diferencia 

mayor a 30%. En los criollos se observa un comportamiento similar al del total 

de la población, en cuanto a la mayor frecuencia de los alelos 2, 3 y 4. En las 

cruzas, en orden descendente de frecuencia, se presentaron más, los alelos 2, 

4 y 5, éste último tuvo su mayor frecuencia en esta población. 

Aun cuando el microsatélite 311-322 es mucho menos polimórfico que el 

Aro28, las curvas obtenidas permiten concluir cuestiones similares, en tanto 

que, en los Europeos y en las cruzas, hay una pérdida de heterocigocidad. Sin 

embargo, se observó una diferencia con el locus Aro28, donde no se encontró 

un alelo fijado (o en vlas de serlo) en toda la población (Avraham et al. 1993). 

En este locus, el alelo 2 tiene claramente un origen ancestral, ya que está 

presente en cada uno de los linajes. Por último, se consideró que el alelo 4, al 

parecer, se origina de los bovinos Asiáticos, el alelo 1 en los Europeos y el 5 en 

las cruzas. 

En diversos proyectos se ha considerado que la inclusión de al menos 25 

animales por grupo estudiado, puede ser suficiente para la búsqueda de 

polimorfismos y variantes alélicas de un locus dado (FAO, 1998). No sin tomar 

en cuenta lo anterior, que la población empleada es relativamente pequeña, ya 

se puede plantear que la frecuencia de mutación en una de las cadenas de 

ADN podrla diferir en relación al linaje o tal vez, con la especie como ha sido 

demostrado (Jobse et al. 1995; Goldstein y Schlotterer, 1999). El efecto de los 

polimorfismos localizados en los extremos 5' de diversos genes está hoy en 

dla, plenamente demostrado, independientemente de si estos se localizan 

dentro de la región promotora mlnima, a cientos o hasta a miles de pares de 

bases de distancia (Jobse et al. 1995; Goldstein y Schléitterer, 1999). No 

obstante, existen todavia pocos ejemplos en eucariontes, donde estas 

secuencias polimórficas localizadas en los extremos 3' UTR, ejerzan un efecto 

de control sobre la transcripción de un marco de lectura abierto (Jobse et al. 

1995). 
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Recientemente, utilizando la lfnea celular de macrófagos murinos RAW264.7 

Bcgª, se implementó un modelo in vitro para medir la expresión de los dos 

distintos alelos del gen Nramp1, previamente asociados a la resistencia y 

susceptibilidad a la brucelosis bovina (Adams y Templeton 1998, Horin et al. 

1999). Mediante este sistema, empleando un gen reportero, se demostró la 

funcionalidad del polimorfismo localizado en el extremo 3' UTR de este gen 

(identificado en el presente trabajo como 311-322), ya que afectó notablemente 

la expresión del gen reportero, asl como también, el control de la replicación de 

Bruce/la abortus en los macrófagos transfectados (Barthel et al. 2001 ). De 

manera que, en estudios posteriores, los alelos identificados en el presente 

trabajo, pueden constituir una herramienta útil, que contribuya a establecer una 

asociación más precisa de este gen con la tuberculosis o con otras 

enfermedades causadas por patógenos intracelulares. 
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VII CONCLUSIONES 

1. Los ensayos de PCR fueron optimizados con temperaturas de alineación de 

56 y 62ºC para los microsatélites Aro28 y 311-322 respectivamente. 

2. Se identificaron 12 alelos para el /ocus Aro28, cuatro de ellos, no 

identificados en estudios anteriores y, por lo tanto, considerados como 

nuevos. Sus tamaños fueron de 246, 254, 280 y 288pb y estuvieron 

presentes en porcentajes de 1% y más. 

3. Para el caso del /ocus 311-322, se encontraron 5 diferentes alelos con 

tamaños de 221, 223, 225, 227 y 229pb; de los cuales sólo el de 223pb 

habla sido reportado. Estos alelos se encontraron en proporciones de 3.6% 

y superiores. 

4. La población de estudio se encontró en equilibrio genético de Hardy

Weinberg, con excepción de los animales europeos para el /ocus 311-322. 

5. El uso de marcadores genéticos moleculares permite estudiar la diversidad 

genética que existe entre las poblaciones de una especie, y su utilización, 

permitirá una mayor precisión en la selección asistida por dichos 

marcadores. 

6. En estudios posteriores, serla interesante relacionar las secuencias de las 

variantes genéticas encontradas en este trabajo, siendo de gran utilidad 

para definir su participación en la resistencia a enfermedades contra 

patógenos intracelulares. 
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7.1 Perspectivas 

En base a los hallazgos en este trabajo y en los hallazgos de otros estudios, 

puede demostrarse que los marcadores moleculares, son una herramienta 

auxiliar útil en la solución de algunos de los problemas más importantes en la 

salud agropecuaria y humana. En este caso, el uso de microsatélites es 

consistente con el manejo de los hatos y la manipulación genética de los 

mismos; esto debido a la acción combinada de varios genes y de influencias 

ambientales en su conjunto, que dan el aspecto multifactorial de las 

características cuantitativas y su polimorfismo, que determinan una variación 

continua. 

En estudios posteriores, serla interesante analizar el efecto de los nuevos 

polimorfismos identificados en este trabajo de una forma similar, no solo en los 

casos donde se haya encontrado una asociación de este /ocus con el 

desarrollo de la enfermedad, como en el caso de la brucelosis, sino también en 

aquéllos donde la asociación no sea clara como en el caso de la tuberculosis 

bovina. También, es conveniente desarrollar métodos especiales de análisis 

para identificar por lo menos, los efectos génicos individuales en esquemas de 

selección y cruzamiento para un mejoramiento genético más eficiente. 
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APENDICES 



APENDICE 1 

EXTRACCIÓN DE ADN A PARTIR DE MUESTRAS DE SEMEN 

1. Vaciar el contenido de cada pajilla en un tubo de 15 mi. Agregar 1 O mi de 
buffer de lavado (NaCI 150mM, EDTA 10mM, pH 8.0, mezclar y centrifugar 
20' a 4000 rpm. 

2. Retirar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 1 mi de buffer de 
lavado en un tubo de 1.5 mi. Centrifugar durante dos minutos a 14000 rpm. 

3. Retirar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 500 µI de buffer de lisis 
(Tris-HCI 100 mM, NaCI 500 mM, EDTA 10 Mm, SOS 1% y agregar al 
momento P-mercaptoetanol a una concentración final de 2%). 

4. Agregar 20 µI de proteinasa K (20 µg/ml}, mezclar e incubar durante dos 
horas a 60° C. 

5. Agregar 20 µI más de proteinasa K y continuar la incubación por dos horas 
más. 

6. Se agregan 100 µI de NaCI 5M 

7. Agregar 100 µI de CTAB-NaCI a 65ºC (4.1 g NaCI/ 10g de CTAB. 100 mi de 
agua destilada) y calentar 10 minutos más a 65º C. 

8. El DNA es extraldo 1 vez con fenol/cloroformo (50:50 v/v) y 1 vez con 
cloroformo. Precipitar con dos volúmenes de etanol absoluto. Lavar la 
pastilla con 1.0 mi de etanol al 75%. 

9. La pastilla de DNA es secada y disuelta en 50 µI de Agua bidestilada estéril. 
Dejar en refrigeración 1 dia para resuspender. 

1 O. Evaluar la calidad del ADN obtenido en geles de agarosa al 1 % y 
Cuantificar por fluorometría. 
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APENDICE 2 

EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE MUESTRAS DE SANGRE 

1. Tomar de los viales con las muestras, 500 µI de sangre y transferirlos a 
tubos de 1.5 mi. Agregar 1ml de agua bidestilada, vortexear y centrifugar 
a 14 000 rpm durante 10 min. 

2. Tirar el sobrenadante y agregar a la pastilla 1 mi de agua bidestilada, 
vortexear y centrifugar a 12 000 rpm por 10 min. Repetir este paso. 

3. Tirar el sobrenadante y agregar 500 µI de solución de lisis (10 mM Tris
HCI pH 8; 400 mM NaCI; 20 mM EDTA pH 8; 0.5% SOS) 
resuspendiendo bien. Incubar 10 mina temperatura ambiente. 

4. Se agrega ARNasa a una concentración final de 100 µg/ml, se mezcla y 
se incuba a 37° C durante 1 hr. Posteriormente, agregar Proteinasa K a 
una concentración final de 50 µg/ml, mezclar e incubar a 55° C por una 
hora y a 60° C por una hora más. 

5. Al terminar la incubación, se agrega NaCI a una concentración final de 
2M, agitar suavemente durante 12 seg y centrifugar a 10 000 rpm por 7 
min. 

6. Se recupera el sobrenadante y agregar 1 volumen de isopropanol o en 
su caso 2 volúmenes de etanol, centrifugar 5 minutos a 14 000 rpm. 
Lavar la pastilla con 1 mi de etanol al 70%. 

7. Se deja secar la pastilla y se eluye en 50 a 100µ1 de agua bidestilada 
estéril. Dejar en refrigeración durante toda la noche. 

8. Cuantificar por fluorometria y evaluar la calidad del ADN obtenido en 
geles de agarosa al 1 %. 
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APENDICE3 

ABREVIATURAS 

Acido desoxirribonucleico 

Acido ribonucleico 

Adenosina-5'-trifosfato 

Albúmina sérica bovina 

Cetiltrimetilamonio 

Desoxirribonucleasa 

Tetra-acetato de etilendiamino 

Kilopares de bases 

Molar 

Microgramos 

Microlitros 

Milimolar 

Micromolar 

Nanogramos 

Pares de bases 

Ribonucleasa 

Revoluciones por minuto 

Dodecilsulfato de sodio 

Hidroximetilaminometano 

Unidades 
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APENDICE4 

GLOSARIO 

ADN Satélite. Cualquier fracción de ADN de una especie eucariótica 
que difiere lo suficiente en su composición de bases de otros fragmentos de 
ADN debido a su alto indice de repetitividad. 

Alelo. Serie de posibles formas alternativas de un gen dado, que se 
diferencia en una secuencia de ADN y que afecta la función de un producto 
simple (ARN o proteína). Presentación de determinada característica en sus 
diferentes formas. Si más de dos alelos han sido identificados en una 
población, se dice que existe alelismo múltiple. 

Amplificación. Se refiere a la producción de copias adicionales de una 
secuencia cromosómica de ADN. 

Biología molecular. Rama de la biologia que estudia la naturaleza 
qulmica (molecular) del material genético: genes y sus productos (proteinas). 

Código Genético. Reglas de correspondencia entre la secuencia de 
bases del ADN y la secuencia de aminoácidos de una proteina. La lectura de 3 
bases de ADN constituye una secuencia de un codón que corresponde a un 
aminoácido determinado. 

Cromosoma. Unidad genética constituida por una molécula de ADN. 
Su tamaño y número varia dependiendo de la especie. En los eucariontes 
están condensados y se hacen visibles en determinadas etapas de la di11i5ión 
celular. 

Crossíng over (crossover). El intercambio de material genético entre 
cromosomas homólogos. 

Exón. Porción de un gen que corresponde a secuencias de ADN que 
pueden ser transcritas a ARNm y que codifican para algún producto o función 
celular. · 

Gene pool. Es la información genética total poseida por los miembros 
reproductivos de una población de organismos reproductores de forma sexual. 
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Genética molecular. Rama de la biología que se encarga del estudio 
de los procesos bioquímicos y genéticos a nivel del ADN, asf como a la 
identificación de genes inscritos en la molécula de ADN. 

Genoma. Término utifizado para referirse a los genes que conforman la 
totalidad de la información genética o código genético en un determinado 
organismo. 

Haplotipo. Es la combinación particular de alelos en una región definida 
de un cromosoma. 

Heterocigoto. Individuo en el cual los dos genes de un /ocus genético 
presentan diferentes alelos 

Homocigoto. Individuo que presenta alelos iguales en un /ocus 
genético. 

lntrón. Segmento de un gen en organismos superiores, que no codifica, 
interrumpiendo la secuencia de las bases que sf codifican y que se remueve en 
el proceso posterior a la transcripción. 

Manipulación genómica. Formación de nuevas combinaciones de 
genes in vitro, mediante la unión de fragmentos de ADN de interés a vectores, 
permitiendo su incorporación dentro de un organismo hospedador donde 
puedan ser propagados. 

Mapeo genómico. Asignación de un /ocus a un cromosoma especifico 
y determinación de la secuencia de genes y sus distancias relativas de uno a 
otro en un cromosoma específico. 

Marcador. Gen con una ubicación conocida en el cromosoma y un 
genotipo claramente distinguible; utilizado como punto de referencia al mapear 
una mutante nueva. También existen marcadores antigénicos que sirven para 
distinguir tipos celulares. Otros son los marcadores de ADNs, ARNs y 
proteinas, que son fragmentos de tamaños o propiedades conocidos, 
empleados en la calibración de geles electroforéticos. 

Marcador genético. Es un gen cuya expresión fenotípica es 
comúnmente de fácil distinción, es utilizado para identificar a un individuo o una 
célula que lo porta, tal como las sondas marcadoras del núcleo, cromosomas o 
/ocus. 

Mutación Proceso mediante el cual un gen sufre un cambio estructural 
en fa secuencia de sus bases. La mutación génica es un fenómeno aleatorio 
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cuyas consecuencias son dificilmente generalizables por tantos eventos 
implicados que ocurren en ellas. Existen diferentes tipos de mutaciones: las 
que pueden revertir que se denominan PUNTUALES (aquéllas donde se 
modifica una sola base), son espontáneas y se presentan en una tasa baja de 
aproximadamente 1X10-6 eventos por /ocus por generación. Dentro de estas 
mutaciones puntuales existen las mutaciones por TRANSICIÓN que consisten 
en el cambio de una purina por otra purina (A~ T o T ~A) o de una pirimidina 
por otra pirimidina (G~C o c~G) y las mutaciones llamadas por 
TRANSVERSION donde se cambia una purina por una pirimidina (A o T ~G o 
C) o una pirimidina por una purina (C o G~ T o A). Las mutaciones DE 
SEGMENTO DE MOLECULA, donde se modifican 2 o más bases. También 
existen las mutaciones que por lo general no revierten: por INSERCION donde 
el número de bases se ve incrementado en número que puede ir de 1 hasta 
una secuencia de kilobases; las ocasionadas por DELECION donde las bases 
se ven disminuidas desde 1 hasta varios cientos de bases. Ambas pueden 
llevar a ocasionar aberraciones cromosómicas por la pérdida de secuencia, y 
por lo tanto, modificación en el fenotipo por cambio en la síntesis protéica. 
Pueden observarse mutaciones SILENCIOSAS: donde no se observa cambio 
fenotípicamente, pero genotípicamente se tienen 2 mutaciones donde la 
segunda suprime o revierte a la primera. 

Olígonucleótidos (Olígos, iniciadores o primers). Segmentos 
sintéticos de ADN complementarios a los sitios de inicio de la síntesis de ADN, 
donde la enzima ADNpolimerasa reconoce estos sitios para empezar la 
duplicación. Estos son diseñados para ser ubicados en las regiones que 
flanquean el segmento que se desea amplificar. 

PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa). Técnica utilizada para 
la amplificación de ADN en el laboratorio utilizando la enzima ADNpolimerasa, 
que es una macromolécula que cataliza la formación y reparación de ADN. 
Consiste de un proceso bioquímico en el cual un segmento especifico de ADN 
es amplificado mediante ciclos sucesivos de sintesis (20 o 30) que integran la 
reacción; cada ciclo de replicación consiste de tres fases: Desnaturalización, 
Alineamiento y Extensión. Al término de cada uno de ellos, las cadenas 
formadas, son nuevamente duplicadas, con lo que se obtiene un número 
exponencial de copias del gen o segmento especifico de ADN. La PCR es 
utilizada en una gran variedad de áreas, pero ha tenido un impacto principal en 
investigaciones en biología molecular. en el proyecto del Genoma Humano y en 
el diagnóstico de enfermedades. 

Pleiotrópico. Gen que tiene distintos efectos: Una mutación 
determinada puede alterar severamente el organismo o tener ligero efecto, solo 
detectable cuando se asocia a otros genes a través de una acción acumulativa. 
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Polimorfismo. El polimorfismo genético puede definirse como la 
ocurrencia de una población de variantes discontinuas de origen genético, con 
una frecuencia del gen que no puede ser explicado por la acción exclusiva de 
la mutación recurrente, por ser este un evento sumamente raro. También se 
puede hablar de polimorfismo genético si por lo general genotipos 
heterocigotos en numerosos /oci son superiores a cualquier genotipo 
homocigoto. Se conocen tres tipos de polimorfismo genético: a) Polimorfismo 
visual o morfológico, es aquel referido a las variantes genéticas que se 
observan y afectan la morfología del individuo, por ejemplo la presencia o 
ausencia de caracteres. Es fácil de observar y cuantificar, pero la mayoria son 
dominantes, no permiten diferenciar individuos homocigotos dominantes de 
heterocigotos y no existe relación directa y cercana entre el fenotipo observado 
y el genotipo. Polimorfismo cromosómico, son cambios en juegos completos de 
genes (cromosomas) ya sea de carácter numérico (ploidias, aneuploidias o 
poliploidías) o estructurales (traslocación, deleción, inserción o inversión de 
segmentos cromosómicos). Tiene como desventaja que se estudian bloques de 
genes completos, no se obtiene información exacta de un gen especifico. 
Polimorfismo bioquimico, se trata de diferentes tipos de una misma molécula 
que determinan diferentes alelos; estas difieren en su composición de 
aminoácidos en el caso de las proteinas, o de nucleótidos cuando se trata de 
ADN. 

QTL. Región conocida en un cromosoma identificado como un /ocus 
con efectos cuantitativos sin que se conozca su ubicación precisa en el gen, 
pero si en el cromosoma. 

Recombinación. Ocurrencia de la combinación de genes que ocurren 
en la progenie debido a crossover o a segregación independiente. 

Slippage. Error que ocurre comúnmente durante la duplicación del 
ADN, en el cual, la polimerasa agrega bases de más o de menos y que puede 
conducir a mutación. 

Traducción. Proceso por el cual se lee la secuencia de codones del 
ARN y se elabora una cadena de protelna con la secuencia correspondiente de 
acuerdo con el código genético. 

Transcripción. Proceso por el que un gen se expresa mediante la 
síntesis de ARN que contiene la misma secuencia del gen. 

Unidad Morgan. Es la unidad que sirve para expresar la distancia 
relativa entre genes en un cromosoma. Un Margan (M) equivale a un valor 
"crossover" (recombinación) de 100%. Un valor crossover de 10% es un 
deciMorgan (dM) y 1% es un centiMorgan (cM). 
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APENDICE5 

PERCENTILES DE LA DISTRIBUCIÓN ji-CUADRADA 

g.I. "~" X~ X~ X~ X~s xk. X~ x:I... 
1 .0000393 .0009112 .U0.~93 2.706 3.841 5.024 6,(;35 7.879 
2 .0100 .0506 .103 4.605 5.991 7.378 9.210 10.597 
3 .0717 .216 .352 6.251 7.815 9.348 11.345 12.838 
4 .207 .484 .711 7.779 9.488 11.143 13.277 14.860 
5 .412 .831 1.145 9.236 11.070 12.832 15.086 16.750 
6 .676 1.237 1.635 10.645 12 .. 'í92 14.449 16.Hl2 18.548 
7 .989 l.690 2.167 12.017 14.067 16.013 111.475 .20.278 
fl 1.344 2.180 2.733 13.362 15.507 17.535 20.090 2 l.!J.'í5 
9 1.735 2.700 3.325 M.68·1 16.919 19.023 21.666 23.589 

10 2.156 3.247 3.940 15.987 18.307 20.·Hl3 23.209 25.188 
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