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RESUMEN

TORRES VAZQUEZ JOSE ANTONIO. Frecuencias de las variantes alélicas del
gen de la caseina aifa s1 de cabras en México (Bajo la direccion del Dr. Raul Ulloa

Arvizu y el Dr. Rogelio Alejandro Alonso Morales).

En México, es importante conocer las frecuencias alélicas para el locus de la
caseina as1, debido a que su polimorfismo esta asociado con el rendimiento en
queso de la leche de cabra. Con el objeto de obtener dichas frecuencias y
determinar si las poblaciones a estudiar se encontraban en equilibrio de Hardy-
Weinberg, se identificaron los genotipos de 326 caprinos de los grupos: Saanen
(97), Alpina (81) y Toggenburg (92), provenientes de Guanajuato. Ademas, se
analizaron caprinos con apariencia externa similar a la raza Murciana-Granadina
(26), y animales heterogéneos denominados Mezcla Lagunera (30), provenientes
de la region de La Laguna. Se implementé un método de tipificacién de las
variantes E, B y F de la caseina as1, basado en las técnicas de Sitios Polimdrficos
de Amplificados Digeridos (con la enzima Pdm/) y la Reaccién en Cadena a la
Polimerasa. Para los grupos genéticos Saanen, Alpina y Toggenburg, la mayor
frecuencia fue para los alelos E y F (del 46.8 al 78.9%), mientras que para los
grupos Murciana-Granadina y Mezcla Lagunera la suma de las frecuencias para
los alelos A y B fue de 38.5 y 53.3% respectivamente. Unicamente la poblacion de
Alpina se encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0.05), y sélo el grupo

genético con apariencia de Murciana-Granadina mostré un exceso de



heterocigotos (P<0.05). Alrededor del 5.16% de la variabilidad genética total (Fsr)
se debe a diferencias entre los grupos genéticos. Por otro lado, hubo
diferenciaciéon génica (P<0.01) entre la mayoria de los grupos estudiados, con
excepcic’;n de Alpina y Toggenburg, y entre Toggenburg y Mezcla Lagunera

(P>0.05).



l. INTRODUCCION.

Muchas de Ias caracteristicas econémicamente importantes en los animales
domésticos, incluyendo la produccion de leche y su calidad en los caprinos, son de
naturaleza poligénica, lo cual significa que varios loci estan involucrados en Ia
expresion del fenotipo. En los ultimos afios, las investigaciones evidenciaron que
algunos de esos loci podrian tener un mayor efecto que otros, y que ellos podrian
ser identificados a nivel de ADN'. En los caprinos, los genes que codifican para las
proteinas de la leche, estan directamente involucrados en el rendimiento de
proteina y la composicion de la leche'Y 2. El polimorfismo de la caseina as1 en los
caprinos estéa relacionado con la composicién y algunas propiedades tecnoldgicas
de la leche como la velocidad de coagulacion, el tamafo micelar medio, lipolisis,
composicion de acidos grasos, solidos totales, rendimiento en la produccion de
queso asi como sabor del queso®Y 4.

En el caso de México, la valorizacién de la leche de cabra se da a través de
subproductos. Debido a esto, el valor de la leche depende en gran medida de sus
componentes, en particular el contenido y produccién total de proteina y grasa’.
Por esta razdn resulta muy conveniente la identificacion de individuos portadores
de alelos favorables para incrementar el contenido de estos componentes.

Los alelos asociados con un alto contenido de caseina as1 en la leche de cabra
son llamados alelos fuertes; los animales portadores de ellos pueden ser
empleados como reproductores para producir queso, porque la cantidad total de
caseinas en la leche de cabra esta correlacionada positivamente con la cantidad

de caseina as1°.



Los alelos asociados con una muy baja o nula sintesis de caseina as1 son
llamados alelos nulos, éstos también son importantes, debido a que producen
menores reacciones alérgicas en personas con intolerancia a la caseina®. Por otra
parte, los caprinocultores necesitan mejorar la industria de quesos caprinos para
poder incrementar sus ingresos y una forma seria utilizar esta informacién para
seleccionar reproductores con los genotipos mas deseables.

En Francia, el programa de seleccion utiliza como un criterio de seleccion la
informaciéon sobre las variantes de la caseina as1, en adicion a [os valores
genéticos obtenidos con modelos estadisticos de los registros de produccion para
leche y componentes de la leche. Esta seleccion se realiza particularmente en los
machos jovenes antes de entrar a la prueba de progenie®. De esta manera, los
machos que se utilizaran para la inseminacion artificial, son genotipificados para
los alelos de la caseina as1 y son descartados en mayor proporcion cuando
portan alelos desfavorables™ 7Y,

Sanchez et al.® observaron mediante el uso de un modelo estocastico, y cuando el
objetivo de seleccion es el contenido de proteina, que la inclusion de la
informacién de la caseina as1 como criterio adicional de seleccion a los indices
basados en control de produccion de leche, grasa y proteina, puede incrementar el
progreso genético hasta un 18% en la seleccion a corto plazo y hasta 8% en la
seleccion a largo plazo, a diferencia de cuando no se usa esta informacion en la
seleccion con el mejor predictor lineal insesgado (BLUP).

Las investigaciones realizadas en la leche de cabra desde 1980, evidenciaron que
el polimorfismo de la caseina as1, se asocia con 4 niveles de sintesis de caseina

as1 (alta, media, baja y nula). Sin embargo, unicamente en Francia, Italia, Espafia



y Hungria se han estimado las frecuencias genotipicas y alélicas para este locus.
Hasta ahora, los alelos E y F son los mas frecuentes (cerca de 40% cada uno),
mientras que el alelo A muestra una baja frecuencia (cercana al 10%) en las razas
Alpina y Saanen'. Por otro lado, los alelos E y B predominan en la raza Murciana-
Granadina (59 y 23 % respectivamente)'".

En México, no existen estudios del polimorfismo genético de la caseina as1 en
caprinos. El conocimiento de las frecuencias génicas permitira establecer las
estrategias de los programas de mejoramiento genético asistido por este locus
cuando tengan como objetivo aumentar el porcentaje de proteina y mejorar la
producciébn de quesos o crear lineas de cabras productoras de leche
hipoalergénica. Asimismo, la distribucién de los alelos y genotipos para este locus,
permite la caracterizacion de las poblaciones de cabras usadas en México y

conocer mas sobre su estructura genética y posibles relaciones.

1.1 Produccion de leche caprina en México.

La produccion y el consumo de leche de cabra y sus derivados se han
incrementado en el pais en los Ultimos 20 afos®. Las principales regiones
productoras de leche de caprinos son los estados del norte como; Coahuila y
Durango (La Laguna), y el centro (El Bajio), principalmente Guanajuato™ ¥ ',

En México y en otros paises, como los de la cuenca mediterranea, la valorizacion
de la leche de cabra se da a través de subproductos como quesos y dulces (cajeta

y glorias)®. Esto enfatiza la importancia de las caracteristicas de composicion de la

leche, que estan ligadas al rendimiento de estos productos”.



Segln la SAGARPA, la produccién de leche de caprinos se realiza principalmente
en sistemas de baja inversion y se destina en su totalidad a la fabricacion de
quesos, dulces y cajeta. La producciéon de leche de caprino aument6é de 1991 al
2001 a una tasa media anual de 1%, de 130 millones de litros a 140 millones. En
el ano 2001, no se registraron en México importaciones o exportaciones de leche

de cabra™.

1.2 Leche caprina.

La leche de cabra tiene una composicion similar a la leche de vaca, aunque esto
varia de acuerdo a la raza®, las caracteristicas genéticas de los individuos y las
condiciones de produccién. Existen diferencias en los tipos de proteinas de la
leche entre las especies de rumiantes; por ejemplo, la leche de cabra contiene
mas caseina-f y menos caseinas as-1y as-2 que la leche de vaca. Por otro lado,
la composicidn total en aminoacidos de la fraccién proteica es similar entre la
leche de cabra y la leche de oveja. La proporcioén de acidos grasos de cadena
corta y media es mayor en la leche de cabra que en la de vaca y también es
mayor la proporciéon de globulos grasos pequefios. La leche de cabra es
sustancialmente mas pobre tanto en grasa total como en proteina total que la
leche de oveja. La composicion del queso de cabra es también comparable al
queso de vaca, aunque su textura fisica es diferente. La leche de cabra forma una
cuajada mas blanda y desmenuzable al ser acidificada y como resultado, los
quesos de cabra tienden a ser mas blandos que los elaborados con leche de

vaca™.



1.3 Composicion proteica de la leche de cabra.

La leche de cabra se compone principalmente de seis proteinas, de las cuales las
caseinas equivalen aproximadamente al 80%. Estas son las Unicas coagulables y
determinan el rendimiento y la calidad del queso'. Existen 4 tipos de caseinas:
as1, as2, caseina-B y caseina-k. Las caseinas: as1, as2 y caseina-f, son
sensibles a la precipitacion en caicio, mostrando peso (24 kDa) y estructura génica
similares. Segln Rijnkels'®, éstos y otros datos sostienen la hipétesis de un origen
de evolucién comun para el locus de la caseina as17? . El restante 20 % se debe

a las proteinas del suero, las cuales son a-lactoalbumina y la B-lactoglobulina’.

1.4 Caseinas.

Los genes de las caseinas de caprinos han sido localizados en el cromosoma 6.
Los cuatro genes constituyen una region de 250 kb. La caseina as1 muestra una
unidad transcripcional relativamente larga, de aproximadamente 16.7 a 17.5 kb'®”
Y La principal caracteristica del gen de la caseina as1 es su arquitectura dividida
en 19 exones y 18 intrones (Figura 1). La proteina de la caseina as1 consta de
199 aminoéacidos” 'Y ¥,

Caseina as1. Actualmente se han identificado 14 alelos. Los alelos A, B4, Bz, Bs,
B4, C, H y L; estan asociados con un alto nivel de sintesis de caseina as1 de 3.5 a
3.6 g/l por alelo, estos son llamados alelos fuertes. Los alelos E e |; estén
asociados con un nivel medio de sintesis de caseina as1 entre 1.1y 1.7 g/l, y se
denominan alelos intermedios. Los alelos F y G; estan asociados con un bajo nivel

de sintesis de caseina as1 entre 0.45 y 0.6 g/l; y son llamados alelos débiles. Los

alelos O y O2; se denominan alelos nulos, los animales homocigéticos para estos



no producen caseina as1°. Algunos autores han considerado como la forma alélica
ancestral al alelo B1'®. Grosclaude et a/.%°, comparando la secuencia del gen de la
caseina as1 entre las diferentes especies de rumiantes, concluyen que los alelos
fuertes representan la secuencia ancestral de este gen en las cabras.

Caseina as2. No hay estudios acerca de la influencia del polimorfismo del locus de
la caseina as2 en las propiedades de la leche y sélo se han realizado algunos
estudios para evaluar el efecto de esta proteina en la posible alergenicidad a la
leche de cabra®.

La caseina B tiene un rol en la estimuiacion de la respuesta inmune, mientras que
la caseina k puede tener un rol de proteccion contra alergias debido a que suprime

la liberacion de histamina de los mastocitos®.

1.5 Polimorfismos de la caseina as1.

El origen de los polimorfismos se debe tanto a mutaciones puntuales, como a
inserciones, deleciones e inversiones de fragmentos del ADN'Y?".

Di Gregorio et al.?, Leroux et al.?, Ramunno et al.** y Jansa et al.®® identificaron
en el caso del alelo E, una insercién de un elemento tipo LINE de 457 pb dentro
del exén 19.

1.2 observaron en el exon 9, que los alelos A, B, E y Oy, presentan

Ramunno et a
una citosina en la vigésimo tercera posicién del noveno exén; pero los alelos B y
E, presentan una insercion de 11 pb (CGTAATGTTTC), localizadas a 73
nucledtidos secuencia abajo de la regién 5' del noveno intron. El alelo F, no

presenta la delecion de una citosina en la vigésimo tercera posicidn del noveno

exon. Sin embargo, éste alelo presenta la insercion de 11 pb localizadas en el



noveno intrén. En los demas alelos no se han reportado las diferencias

polimoérficas a nivel del noveno exén (ver cuadro 1).

1.6 Tipificacion de los alelos del locus de la caseina as1.

Los alelos del locus de la caseina as1, se han identificado con técnicas
electroforéticas como: con Sulfato Duodecil de Sodio-Electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE-SDS), Electroforesis bidimensional/ espectrofotometria de
masas (MALDI-ToF), Reacciéon en Cadena a la Polimerasa (PCR), Sitios
Polimérficos de Amplificados Digeridos (CAPS) y secuenciacion'? %,

El alelo E se puede identificar mediante la Reaccién en Cadena a la Polimerasa,
para identificar el elemento tipo LINE presente en el exén 19.

1%, observaron que una delecién de un nucledtido (C), en la

Ramunno ef a
vigésimo tercera posicién y una insercion de 11 pb (CGTAATGTTTC), localizada a
73 nucledtidos secuencia abajo de la regién 5 del noveno intrén, se asociaban a
los alelos E, B, F, Ay O,. Esta técnica permite identificar los alelos B y F, pero

tiene la desventaja de no distinguir al alelo A del Oy, ni distinguir otros alelos®® (ver

cuadro 1).

1.6.1 Sitios Polimérficos de Amplificados Digeridos (CAPS).

Ramunno ef al.?®, desarrollaron un método para una genotipificacion simultanea de
los alelos B y F, mediante la técnica de Sitios Polimérficos de Amplificados
Digeridos (CAPS, del inglés Cleaved Amplified Polimorphic Sites), tambien
llamada PCR-RFLP? (Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion

previamente amplificados por la Reaccion en Cadena a la Polimerasa). Esta



técnica consiste en la amplificacion de un segmento corto de ADN, seguido de la
digestién con una enzima de restriccion.

Ramunno et al.®, desarrollaron un par de iniciadores que amplifican el exén 9 y
parte de los intrones 8 y 9. De esta manera, se incluye el sitio donde se presenta
la insercién de 11 pb; por lo que, el fragmento amplificado es de 212 a 223 pb. Los
alelos A, B, E y O4, presentan un sitioc de reconocimiento donde corta la enzima
Xmnl (GAANN/NNTTC) en la vigésimo tercera posicién en el exén 9. En el alelo F,
el sitio de restriccion desaparece por la delecién de una citosina en la vigésimo
tercera posicion del exén 9. El haplotipo formado por la presencia/ausencia de la
delecion y la presencia/ausencia de la insercién de 11 pb, definen los alelos
(cuadro 1). Este método no permite diferenciar al alelo A del O4. Por otro lado, no

se han descrito los haplotipos para los demas alelos.

1.7 Mejoramiento genético.

La técnica de CAPS se puede aplicar exitosamente para detectar individuos
portadores de algunos alelos favorables (como el A y B) del gen del la caseina
as1, e incluir esta informacion en los criterios de seleccién'¥®.

La principal ventaja de usar métodos basados en el analisis del ADN, es que se
puede determinar el genotipo de los caprinos al nacimiento en ambos sexos,
mientras que esta informacion solo estaba disponible al estudiar la leche de las
hembras, después del primer parto, ya que anteriormente, la identificacién de
genotipos de hembras se basaba Unicamente en el analisis de electroforesis de

las proteinas lacteas®? .



La relacion existente entre el contenido de caseina as1, debido al polimorfismo del
locus del gen de la caseina as1y las proteinas totales de la leche, ha estimulado
el interés de seleccionar animales portadores de alelos fuertes (A, By, B3, B, By,

1Y% En cabras, vacas y

C, H y L) asociados con un alto contenido de caseina as
borregos, los genes de las caseinas forman un grupo sinténico y como
consecuencia, los alelos son heredados juntos en forma de haplotipos. La
informacién de estos haplotipos en cabras puede ser una herramienta Gtil para la
seleccion?’ Y %,

Debido a la importancia de los productos fabricados a base de leche de cabra en
México, es importante evaluar las frecuencias alélicas para el locus de la caseina
as1 en varias poblaciones y determinar el efecto aditivo de este locus para ser
usado como criterio seleccion en programas de mejora genética.

Ademas, las diferencias de las de las frecuencias genotipicas y alélicas en las

poblaciones estudiadas en México para este locus, pueden proporcionar

informacién sobre su origen y relaciones genéticas'”.

11



iL. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1 Hipétesis.

Debido a que las poblaciones caprinas a estudiar probablemente tienen diferente
origen y han estado sujetas a distintas historias de seleccién, se espera que las
frecuencias alélicas del gen de la caseina as1 sean diferentes entre las

poblaciones de estudio.

2.2 Objetivo general.
Estimar las frecuencias alélicas y genotipicas de los alelos A, B, E y F del gen de

la caseina as1 en algunas poblaciones de caprinos en México.

2.3 Objetivos especificos.

2.3.1 Obtener las frecuencias alélicas y genotipicas del gen de la caseina as1 en
cabras.

2.3.2 Evaluar si las poblaciones de estudio se encuentran en equilibrio de Hardy-
Weinberg.

2.3.3 Comparar las frecuencias alélicas entre las poblaciones de estudio.



.  MATERIAL Y METODOS.

3.1 Material biologico.

Se utilizaron 270 muestras sanguineas de caprinos de razas Saanen, Alpina y
Toggenburg provenientes de rebafios inscritos en la Asociacion de
Caprinocultores Unidos de Guanajuato y la Asociacion Nacional de Criadores de
Ganado Caprino de Registro, A.C. Ademas, se incluyeron 26 muestras de un
rebafio conformado por animales de color negro sélido y con apariencia externa de
Murciana-Granadina. Por ultimo, se incluyeron 30 muestras obtenidas de
explotaciones tradicionales de la region conocida como “La Laguna”, region que
abarca la parte sur del estado de Coahuila y la parte noroeste de Durango. Estos
animales son probablemente el producto de el apareamiento de animales criollos
con animales de raza Anglo Nubia, Alpina, Toggenburg y Saanen, por lo que se
les denomina Mezcla Lagunera”’. En el anexo |, se presenta el numero de
animales por rebafio y raza.

Todas las muestras fueron obtenidas con tubos al vacio con EDTA. Pasada una
semana, fueron transportadas en una hielera a 4° C. al laboratorio de Genética
Molecular del Departamento de Genética y Bioestadistica de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Las muestras sanguineas se

mantuvieron en congelacién a —20°C., hasta su procesamiento.

3.2 Purificacion del ADN.
A partir de cada muestra sanguinea se obtuvo ADN de leucocitos por el método de

Miller?® (Anexo 11). Posteriormente, el ADN fue cuantificado en un fluorébmetro
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(Marca registrada: Hoefer Scientific Instruments DQ200-115V) empleando el
reactivo Hoechest 33258 como marcador fluorescente. Se ajusté la concentracién

del ADN a 50ng/pl.

3.3 Identificacion de genotipos del alelo E.

Se utiliz6 la reaccién en cadena a la polimerasa (PCR) para amplificar una regién
ubicada en el exén 19 del gen de la caseina as1. En la variante E se amplifica un
segmento de 457 pb, debido a la presencia de un elemento transponible. En los

alelos que no son E, se amplifica una regiéon de 205 pb.

Los iniciadores empleados fueron disefiados por Vazquez® con las siguientes

secuencias:

Iniciador Delantero 5" ATG GGA TTG AAAATT CCATGC 3.

iniciador de Reversa 5" ATA CTA CTG GAATTT AGG TA 3".

La reaccién de PCR tuvo una concentracion final de 1.5 mM MgCL y una
temperatura de alineacion de 59°C. Las condiciones de la PCR se presentan en el
anexo lll.

Los productos amplificados fueron evaluados mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 2% -TBE 1X, se tifieron con bromuro de etidio (0.5 pg/ml),

utilizando como marcador de peso molecular pBR322/Msp!.
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3.4 Identificacion de genotipos por medio de CAPS para los alelos By F.
En la identificacién de los alelos A, B, D y F, se siguié la metodologia propuesta
por Ramunno et al.?.

Como primer paso de se utilizé la reacciéon en cadena a la polimerasa (PCR) para

amplificar un segmento de 223 6 212 pb ubicado en el exén 9.

Los iniciadores empleados tienen las siguientes secuencias:
Iniciador Delantero 5" TGT ATG TTC CGA TAG TTG GG 3.

Iniciador de Reversa 5" TTC TAA AAG TCT CAG AGG CAG 3.

En este caso la PCR tuvo una concentracién final de 2 mM MgCl; y una
temperatura de alineacion de 66°C. (Anexo lll). Los productos amplificados se
evaluaron mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 3.5% -TBE
1X, tefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml), utilizando como marcador de peso
molecular pBR322/Mspl.

En el segundo paso se digirieron alicuotas de los productos amplificados de Ia
PCR para el exdn 9 empleando la enzima de restricciéon Pdml (Fermentas) que es
un isoesquizomero de la enzima Xmnl, donde de acuerdo al tamafo de los
fragmentos se puede diferenciar los alelos (ver cuadro 1). En el caso de los grupos
de alelos [O;, D, G] y [A, O4] se considerd un solo alelo D 6 A respectivamente,
debido a que la técnica no permite discriminar entre todos los alelos de cada grupo
(ver cuadro 1).

Los productos digeridos fueron evaluados mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida al 8% (-TBE 1X, poliacrilamida 8%, Temed 0.25 % y Persulfato de
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amonio 0.075%>"), tefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml), utilizando como

marcador de peso molecular pBR322/Msp!/.

3.5 Analisis estadistico.

En cada grupo genético se estimaron las frecuencias genotipicas y las frecuencias
alélicas, asi como los indices de fijacion segun Weir y Cockerham®?, para lo cual
se utiliz6 el programa GENEPOP web version 3.4 Para evaluar si las
poblabiones se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg, se emple6 una
metodologia Bayesiana propuesta por Rogatko ef al* la cual esta implementada
en el programa HWDIAG version 1.beta®. En aquellos grupos que no estuvieron
en equilibrio de Hardy—Weinberg se uso6 la prueba U propuesta por Rousset y
Raymond36 para determinar si existe exceso o deficiencia de heterocigotos
empleando el método de la Cadena de Markov®’ implementado en el programa
GENEPOP web version 3.4%, con los parametros ajustados a 1000 pasos de
desmemorizacion, 100 repeticiones y 1000 iteraciones por repeticion. Las
estadisticas de F (Fis, Fst y Fi7), se obtuvieron mediante el programa GENEPOP
web version 3.4 La diferenciacion génica entre grupos caprinos se evalu6
mediante el valor de P utilizando la prueba de Raymond y Rousset®
implementada en el programa GENEPOP web version 3.4%°, con los parametros
ajustados a 1000 pasos de desmemorizacion, 100 repeticiones y 1000 iteraciones
por repeticiéon. Se calculd el nimero de los alelos efectivos segin Kimura y

Crow™®.
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IV. RESULTADOS.

4.1 Tipificacion de los alelos E, By F.

Mediante la amplificacion de una regién en el exon 19 se identifico la presencia del
alelo E. En la figura 2 se observa un gel que muestra individuos homocigéticos
para E (fragmento de 662 pb), individuos heterocigéticos (fragmentos de 662 y 205
pb) e individuos homocigéticos para no E (fragmento de 205 pb). La identificacion
de los alelos B y F se obtuvo mediante la amplificacion de un segmento del exén 9
y su digestién posterior con la enzima Pdmnl. En la figura 3 se observa un gel de

poliacrilamida que muestra los productos de digestion del fragmento amplificado.

4.2 Frecuencias alélicas, genotipicas y niimero de alelos efectivos.

En el cuadro 2 se muestran en cada poblacion los individuos observados para
cada genotipo en el locus de la caseina as1. En los cuadros 3 y 4 se presentan las
frecuencias genotipicas observadas, y las frecuencias calculadas de los alelos B,
E y F por grupo genético.

En la poblacion Saanen los alelos E (0.42) y F (0.37) fueron los mas frecuentes, al
igual que los alelos E (0.24) y F (0.28) en Alpina. No se observaron animales
Saanen con genotipos homocigotos para A y heterocigotos para AB; esta
poblacion fue la que obtuvo el menor nimero de alelos efectivos (3.03). La
poblacién Alpina fue la que presentd el mayor nimero de alelos efectivos (4.69).
En el grupo genético Toggenburg los alelos mas frecuentes fueron F con 0.32y B
con 0.21; en el tipo Murciana-Granadina los alelos mas frecuentes fueron E con

0.44 y A con 0.25. En esta poblacion no se observaron animales homocigotos para
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A, B, Dy F, ni heterocigotos para BD, BF y DF; y en la Mezcla Lagunera, los alelos
mas frecuentes fueron el B con 0.35 y el F con 0.23, no se observaron animales
homocigotos para A, B y E, ni heterocigotos para AE.

Se observé una gran diversidad genética (heterocigosidad esperada mayor a 0.7)
en la mayoria de los grupos, con excepcion de Saanen, el cual obtuvo el menor
valor de heterocigosidad esperada (0.67). El valor de heterocigosidad maxima
posible para 5 alelos es de 0.8. En el grupo Saanen, sélo 3 alelos contribuyen
realmente a la heterocigosidad, ya que los alelos A y D tienen frecuencias
estimadas menores de 0.08. Por otro lado, las razas Alpina y Toggenburg

presentan casi el valor maximo (Cuadro 4).

4.3 Prueba de equilibrio genético de Hardy-Weinberg.

Por medio de la prueba de equilibrio genético de Hardy-Weinberg, solo el grupo
Alpina se encontré en equilibrio de Hardy—Weinberg (P>0.05); ‘el resto de los
grupos genéticos mostraron un desequilibrio de Hardy-Weinberg (P<0.05), (ver
cuadro 5).

Los grupos genéticos Toggenburg y Saanen, presentaron un valor positivo de Fis
(indice de fijacion), por lo que se realizd6 la prueba para deficiencia de
heterocigotos y se encontrdé que no es significativa (P>0.05) (cuadro 5); mientras
que en los grupos Murciana-Granadina y la Mezcla Lagunera, como su valor de
Fis fue negativo, se realizd la prueba para exceso de heterocigotos, la que
Unicamente resulté significativa para el grupo Murciana-Granadina (P=0.02) (ver

cuadro 5).



4.4 Estadisticas de F (Fis, Fst y Fi7) y diferenciacion génica.

En el estudio de los indices de fijacion, se construye una “metapoblacion” que es
un agregado de todos los grupos de cabras (Saanen, Alpina, Toggenburg,
Murciana-Granadina y Mezcla Lagunera), que representan las subpoblaciones. Fir
se refiere a la consanguinidad de la metapoblacion (MP) que en este estudio fue
de 4.84%. La Fis es la consanguinidad promedio de las 5 subpoblaciones cuyo
valor fue de -0.34%. El indice de Fst mide la diferenciacion genética de las
poblaciones, el valor de 0.0516 en estudio, significa que alrededor del 5.16% de la
variabilidad genética total se debe a diferencias entre las subpoblaciones de
cabras (grupos genéticos).

Debido a la diferenciacién existente entre las subpoblaciones, se procedié a
realizar una prueba de probabilidad de acuerdo a Raymond y Rousset®® para
evaluar si existe una diferenciacién génica entre cada una de las 5 subpoblaciones
0 grupos caprinos; por lo que se realizaron 10 pruebas. Se observd que en 8
pruebas hubo diferencias significativas (P<0.01) (cuadro 6), mientras que en los
grupos Toggenburg con Alpina (P=0.09) y Toggenburg con Mezcla Lagunera

(P=0.07) no se encontraron diferentes.



V. DISCUSION.

5.1 Frecuencias genotipicas y alélicas.

Este es el primer estudio que proporciona resultados sobre las frecuencias de los
alelos B, E y F del locus de la caseina as1, para caprinos de México. Algunos
autores han demostrado que la frecuencia de los alelos para este locus varia de
acuerdo a la raza'' Y #*. En este trabajo se observé una mayor proporcién de los
alelos E (0.42) y F (0.37) en el grupo genético Saanen, coincidiendo con las
frecuencias encontradas en Francia®® E (0.41) y F (0.43) e ltalia'® E (0.49) y F
(0.46), unicos paises donde se han hecho estudios en estas razas (ver cuadro 7).
Para el grupo genético Alpino, el alelo F mostré la mayor proporcion (0.28);
seguido por el alelo E (0.24). El alelo F fue también el mas frecuente en estudios
de Francia*® (0.41) e Italia® (0.59), sin embargo, los valores son superiores a los
obtenidos en este estudio. En el grupo Alpino se obtuvo la mayor diversidad
genética reportado como heterocigosidad esperada (0.787) y por consecuencia, el
mayor numero de alelos efectivos (4.69), valor que se acerca mucho al maximo
posible, que es de 5. Para el grupo genético Toggenburg, los alelos mas
frecuentes fueron el F (0.32) y el B (0.21). Estos datos no se han podido comparar,
debido a que hasta ahora no se han encontrado otros estudios para este locus en
esta raza, por lo que probablemente, éste sea el primer trabajo realizado para este
grupo genetico.

Las mayores frecuencias para el grupo genético con apariencia de Murciana-
Granadina en este estudio fueron para los alelos E (0.44), A (0.25) y B (0.14). En

Espafia'!, para este mismo grupo genético se encontré que los alelos mas
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frecuentes fueron el E (0.59) y el B (0.23); pero los alelos A y F mostraron un
menor valor que los encontrados en este estudio. Estas diferencias pudieran
deberse a un efecto fundador, deriva génica o mezcla con otros genotipos. Es
importante mencionar que en este trabajo se incluyeron animales que tuvieron el
color y la apariencia externa de la raza, pero la poblacion estudiada no es una
raza propiamente dicha.

En el caso de la Mezcla Lagunera, los alelos de mayor frecuencia fueron el B
(0.35) y F (0.23); recordando que este grupo es el resultado del apareamiento de
cabras criollas con machos de razas especializadas en la produccion de leche
como Alpina, Saanen, Toggenburg y Nubia, provenientes en parte de un Centro de
Cria del Gobierno Federal, ubicado en el municipio de Tlahualilo, Durango en el
Norte de México'. Es notable que este grupo genético presenta mas de la mitad
de alelos fuertes (0.53), lo cual podria ser una consecuencia de la influencia de
Nubia o criolla. La raza Nubia presenta niveles de produccion de leche inferiores a
los de Alpina o Saanen, pero superiores en contenido de proteina y grasa en

leche*".

5.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Al someter las poblaciones a la prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg sélo el
grupo genético Alpino mostré estar en equilibrio de Hardy-Weinberg con una
P>0.05; sin embargo, es importante mencionar que pudiera no ser un equilibrio
verdadero, debido a que los alelos A y D en este estudio, engloban mas alelos que

la técnica usada no permite distinguir. El valor negativo de Fis=-0.23 del grupo



genético Tipo Murciana-Granadina, refleja un exceso de heterocigotos, que puede
deberse a que este grupo genético es producto de cruzamientos.

Es dificil suponer las razones por las que los grupos estudiados no se encuentran
en equilibrio Hardy-Weinberg, ya que la prueba solo indica si existe o no equilibrio
sin indicar cuales de las condiciones de equilibrio no se cumplen. Por otro lado,
existe a pqsibilidad de que las muéstras de caprinos puedan pertenecer a
diferentes generaciones o que los machos pertenezcan a otras poblaciones con
diferentes frecuencias alélicas.

Cavalli-Sforza y Bodmer*? mencionan que con tantas condiciones que se
requieren para establecer el equilibrio de Hardy-Weinberg, es dificil de creer que
alguna poblacion pueda mostrarse en equilibrio de Hardy-Weinberg. Sin embargo,
Kimura y Crow® mencionan que tedricamente la mayoria de los genes de las
especies con reproduccion sexual estan aproximadamente en equilibrio.
Actualmente se han reportado 14 alelos de la caseina as1®, que se detectan por
medio de técnicas electroforéticas en la leche. Con la metodologia utilizada sélo
se detectaron 3 grupos de alelos. Con la identificacion de mas alelos, es factible
que estos resultados puedan modificarse en cierto grado. Sin embargo en todas
las poblaciones estudiadas, la frecuencia de los alelos nulos (O y O), ha sido
muy baja. Es necesario realizar mas estudios que contemplen a los alelos Ay los
nulos.

4
{39y 43

Los indices de fijacién Fir, Fis y Fsr, fueron propuestos por S. Wrigh para

estudiar la estructura de la poblacién y tienen la siguiente relacion:

(1-Fir) = (1-Fis) (1-Fs1)
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Donde Fs es el coeficiente de consanguinidad de un individuo relativo a su propia
poblacién. Fgr es la consanguinidad promedio de la subpoblacion relativa a la
poblacién total. Finalmente Fr es el coeficiente de consanguinidad del individuo
relativo a la poblacién total.

Por to que, al sustituir el valor de Fs por 0, entonces F;r = Fs1. Esto quiere decir
que la consanguinidad de la metapoblacion esta dada por un exceso de
homocigotos debido a que la metapoblacion tiene una estructura reproductiva
donde hay grupos (subpoblaciones) aislados; de este modo, el coeficiente de
diferenciaciéon génica (Fst = 0.05), mide el proceso de dispersion entre estos
grupos que ha habido desde que se formaron a partir de su anceétro comun. Sin
embargo en este estudio, este estimador es poco preciso, debido a que se us6 un
solo locus®. La utilizacién de varios marcadores genéticos neutros como los
microsatélites, seria de mayor utilidad. Este estudio se podria realizar a un nivel
jerarquico inferior, es decir, reconociendo los ranchos dentro de los grupos
genéticos. Los grupos genéticos de Saanen, Alpina y Togenburg, tienen mas de
una explotacion muestreada (anexo ). Sin embargo, en varias de ellas, se tienen
menos de 10 caprinos, razén por la cual esta evaluacion no se realizé en el
presente trabajo.

Cuando se efectuaron las pruebas para saber si existen diferencias génicas entre
las razas, se vid que el grupo Toggenburg no es distinto de Alpina (P = 0.09), ni de
la Mezcla Lagunera (p = 0.07). También, se observé que son estos tres grupos los
que presentan mayor diversidad genética. De hecho, el grupo Alpino tiene 4.7
alelos efectivos que se acerca mucho al maximo de 5 alelos efectivos, cuyo valor

se logra cuando todos los alelos presentan la misma frecuencia.
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Entre los grupos de Alpina y Toggenburg, el alelo E mostré la mayor diferencia
|0.094|, pero entre los grupos Toggenburg y Mezcla Lagunera lo fue el alelo B
[0.138|. Sin embargo, debido a la menor muestra de caprinos en el grupo Mezcla
Lagunera, la probabilidad de cometer el error tipo It es mas grande al comparar los
grupos Toggenburg con Mezcla Lagunera, que al comparar Alpina con
Toggenburg; a pesar de esto, la prueba de Raymond y Rousset® muestra que no
existe diferencia (P = 0.07).

La frecuencia de los alelos fuertes (A y B) es de 53.3% en el caso de la Mezcla
Lagunera, mientras que los alelos E y F son los mas frecuentes en Saanen
(78.9%) y Alpina (51.9%).

El valor de negativo del indice de fijacidén (Fis= -0.18) en el grupo Mezcla Lagunera
(cuadro 5), indica que hay un exceso de heterocigotos, aunque no fue significativo
(P=0.08). El exceso de heterocigotos se podria explicar debido a que el grupo esta
conformado por varios rebafios y pudiera ser que en ellos existe migracion o
introduccidn de animales de otros grupos genéticos.

Si utilizaramos el valor de Fgst con sélo dos grupos, encontrariamos un estimador
de distancia genética, que al usarlo en la formacion de un dendrograma, nos daria
una sintesis de las diferencias genéticas entre todos los grupos. Al realizarlo
(figura IV), se observa que los grupos Alpina, Toggenburg y Mezcla Lagunera, se
agrupan en una sola rama, lo cual indica que son muy parecidos entre ellos. Esto
confirma la suposicién de que estas razas estan involucradas en los animales de
la Mezcla Lagunera.

Actualmente el mejoramiento genético de los caprinos se beneficia de la

I.44

contribucién de la genética molecular. Sin embargo, Manfredi ef al.™ mostraron
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como la seleccién después de una prueba de progenie de machos de las razas
Alpina y Saanen, a pesar de ignorar la informacion de la caseina as1, incrementé
la frecuencia del alelo favorable A de 0.41 y 0.09 en 1987 a 0.80y 0.17 en 1994,
Para evitar conservar machos jovenes portando alelos desfavorables {nacidos de
padres heterocigotos AE y AF) hasta que se evallla su progenie, se han
implementado programas basados en una seleccién temprana con informacion del
locus de la caseina as1 mediante evaluaciones de ADN.

La informacién molecular es de utilidad tanto para mejorar caracteristicas de la
leche como para mejorar caracteristicas de baja heredabilidad® ¥ *°. La
genotipificacion a nivel de ADN en la produccion animal proporciona ademas una
alternativa para verificar los errores del pedigri y ofrece la oportunidad de estudiar
la relacién entre el tipo de proteinas de la leche y muchos aspectos de la

produccién y la salud animal.
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VI. CONCLUSIONES.

Para el grupo genético Saanen, las frecuencias de los alelos E y F del locus de la
caseina as1 son similares a las encontradas en Francia e Italia. Para el grupo
Alpino las frecuencias de los alelos E y F del locus de la caseina as1 son similares
a las encontradas en otros paises. En el grupo de cabras con apariencia de
Murciana-Granadina, las frecuencias de los alelos A y B concuerdan
aproximadamente con lo reportado en Espafa para esta raza’.

Se sugiere identificar todos los alelos del gen de la caseina as1, con el objetivo de
detectar sementales con genotipos menos deseables para excluirlos de los
programas de seleccion, en caprinos lecheros. De esta manera el locus de la
caseina as1, se puede utilizar como criterio de seleccién en caprinos para
incrementar el rendimiento de queso por lactacion.

Por otro lado, aunque para los estudios de diversidad genética se aconseja el uso
de varios microsatélites, los estudios realizados con un solo locus muy polimérfico
y probablemente sujeto a seleccion, mostraron una idea de la diversidad génica
presente entre y dentro de las poblaciones.

Existen amplias posibilidades de incrementar las frecuencias de los alelos fuertes
usando la seleccion asistida por genotipos obtenidos con métodos moleculares,
particularmente en los grupos Alpina y Saanen. Debido a las bajas frecuencias de

los alelos fuertes en estos grupos.
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CUADROS.

Cuadro 1. Tipificacién de alelos del locus de la caseina as1 por CAPS? del exén

9y PCR del exén 19.

Exo6n 9
L Tamarno del Exdn 19
Alelo Eventos pohmorf'lcos del locus Digestién  fragmento (pb)
de la caseina as1
(pb)
F Delecion® Insercion de 11pb. - 223 205
0, D, G e 205
6 NUBVO Delecién™ No insercién de 11pb. - 212
B Delecion” Insercion de 11pb. " 161y63 20
E  Delecion Insercion de 11pb. ¥ 161y63 062
05
Ay0; Delecion” Noinsercion de 11pb.  + 150y63 2

Delecion®, indica la ausencia de una citosina;
Delecién’, indica la presencia de una citosina.

34



Cuadro 2. Nimero de individuos observados en el locus de la caseina as1 para

cada genotipo por poblacion.

Tipo
Genotipo*  Saanen Alpina  Toggenburg Murciana- Lgﬂgeuz:éara
Granadina

AA 0 2 1 0 0
AB 0 5 7 4 8
AD 1 5 9 1 2
AE 2 6 4 7 0
AF 3 10 4 1 L
BB 1 2 1 0 0
BD 2 3 6 0 5
BE 2 6 2 3 ]
BF 15 5 22 0 !
DD 3 5 3 0 !
DE 3 6 7 2 1
DF 2 1 5 0 L
EE 21 4 4 3 0
EF 32 13 6 5 1
FF 10 8 11 0 2

TOTAL 97 81 92 26 30

* Se considero como alelos Ay D a los alelos (A + O) y (D + G + Oy

respectivamente.
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Cuadro 3. Frecuencias genotipicas observadas en el locus de la caseina as1 por

grupo genético.

Tipo
Genotipo* Saanen Alpina  Toggenburg MurcFi)ana— LMecha
. agunera
Granadina

AA 0.000 0.025 0.011 0.000 0.000
AB 0.000 0.062 0.076 0.154 0.267
AD 0.010 0.062 0.098 0.038 0.067
AE 0.021 0.074 0.043 0.269 0.000
AF 0.031 0.123 0.043 0.038 0.033
BB 0.010 0.025 0.011 0.000 0.000
BD 0.021 0.037 0.065 0.000 0.167
BE 0.021 0.074 0.022 0.115 0.033
BF 0.155 0.062 0.239 0.000 0.233
DD 0.031 0.062 0.033 0.000 0.033
DE 0.031 0.074 0.076 0.077 0.033
DF 0.021 0.012 0.054 0.000 0.033
EE 0.216 0.049 0.043 0.115 0.000
EF 0.330 0.160 0.065 0.192 0.033
FF 0.103 0.099 0.120 0.000 0.067
TOTAL 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

* Se consideré como alelos Ay D a los alelos (A + O;) y (D + G + Oy)

respectivamente.
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Cuadro 4. Frecuencias alélicas del locus de la caseina as1, heterocigosidad observada, heterocigosidad esperada y

numero de alelos efectivos por grupo genético.

Grupo Alelos
A Ho Hs n
t N e
genético A B D E F
Saanen 0.031 0.108 0.072 0.418 0.371 0.639 0.670 3.031
Alpina 0.185 0.142 0.154 0.241 0278 0.741 0.787 4.686
Toggenburg  0.141 0.212 0.179 0.147 0.321 0.783 0.779 4.516
Tipo
Murciana- 0.250 0.135 0.058 0.442 0.115 0.885 0.707 3.414
Granadina
Mezcla
Lagunera 0.183 0.350 0.183 0.050 0.233 0.900 0.753 4.055
A'=(A+0y);

D"=D+G+0,)

1. Hs es el numero de heterocigosidad esperada (Hs = 1 — Ixi%)

2. Ho es el numero de heterocigosidad observada.

3. N, se refiere al numero de alelos efectivos (Ne = 1/ Zxi?)
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Cuadro 5. Resultados obtenidos de los programas para las pruebas de exceso y

deficiencia de heterocigosis, indice de fijacion y prueba de equilibrio de Hardy-

Weinberg.
Grupo indice de  Deficiencia de  Exceso de
enéFt)ico Valor de P*  Fijacion  heterocigotos heterocigotos
g Fis** Valorde P Valor de P
Saanen 0.0000° 0.0512 0.0549 0.9460
Fg'r‘]’(';; . 03365 0.0645 0.0903 0.8970
Toggenburg  0.0000 0.0003 0.4853 0.5076
Tipo
Murciana-  0.0234°  -0.2326 0.9957 0.0191
granadinas
Lg"gej::_a 0.0140°  -0.1783 0.9347 0.0800

* Prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg HWDIAG version 1.beta.
** [ndice de fijacién segtn Weir y Cockerham (1984)%
 Poblaciones que se encuentran en desequilibrio de Hardy-Weinberg.

® Poblacion que se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Cuadro 6. Diferenciacion génica para cada par de poblaciones.

Grupo genético Probabilidad Error estandar
Saanen y Alpina 0.00000 0.00000
Saaneny
Toggenburg 0.00000 0.00000
Saanen y Tipo
Murciana- 0.00000 0.00000
Granadina
Saanen y Mezcla 0.00000 0.00000
Lagunera ' ]
T Alpina y 0.08830 0.00591
oggenburg
Alpina y Tipo
Murciana- 0.00828 0.00123
Granadina
Alpina y Mezcla 0.00089 0.00032
Lagunera ' )
Toggenburg y Tipo
Murciana- 0.00000 0.00000
Granadina
Toggenburg y 0.06780 0.00437
Mezcla Lagunera
Tipo Murciana-
Granadinas y 0.00000 0.00000

Mezcla Lagunera
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Cuadro 7. Frecuencias alélicas para el locus de la caseina as1 en diferentes palses.

Raza Nim. A+Oy B D+0;+Ge E F Pais Referencia
Saanen 159 0.10 0.06 . 0.41 0.43  Francia Grosclaude et al. (1987) *°
Saanen 70 0.03 . . 049 046  ltalia Martin and Leroux (2000) ¥
Saanen 97 0.03 011 0.07 0.42 0.37 Meéxico Presente trabajo
Alpina 213 019 0.05 . 0.34 0.41 Francia __ Grosclaude et al. (1987)™
Alpina 80 . . . 0.35 0.59 Italia Ramunno et al. (1991) *°
Alpina 81 019 0.14 0.16 0.24 0.28 Meéxico Presente trabajo

g"“rc'a’?a‘ 109  0.08 023 . 059 008 Espafia  Jordana et al. (1996) "
ranadina
TipoMurciana- — »5 o5 014  0.06 044 012 Meéxico Presente trabajo
Granadina
Toggenburg 92 014 0.21 0.18 0.15 0.32 México Presente trabajo
Mezcla Lagunera 30 018 0.35 0.18 0.05 0.23 Mexico Presente trabajo
Hungarian milk 109 . . . 0.08 0.31 Hungria Veress ef al. (2004) *®
Poitevine 209 0.05 0.35 . 0.45 0.14 Francia _ Martin and Leroux (2000) ™
Corse 106 014 013 . 0.14 0.59 Francia  Martin and Leroux (2000) ¥
Rove 147 0.23 0.05 . 0.62 010 Francia Martin and Leroux (2000) ™°
Garganica 54 0.61 . . . 0.02 Italia Martin and Leroux (2000) ™
Maltese 81 0.34 . . 0.11  0.27  ltalia Martin and Leroux (2000) ™
Malaguena 373 0.09 0.09 . 0.65 0.04 Espana Jordana et al. (1996) "
Payoya 111 0.05 0.19 . 0.76 . Espafa Jordana et al. (1996) "
Canaria 74 0.28 0.32 . 0.20 . Espafia Jordana et al. (1996) "
Cilentana Goat Millk 86 0.16  0.30 - 0.21 0.33 Italia Zullo et al. (2004) %"
Girgentana 341 . . . 0 0.17 ltala Martletta et al, (2004) ™
Argentata del'Etna 183 . . . 0 0.18  ltalia Martletta et al. (2004) *°

» No distinguibles.
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Figura 1. Gen de la caseina as1 en cabras. Representacion esquematica de los intrones y exones del locus de la
caseina as1 de la cabra, las flechas representan los alelos G, F, O y E responsables del “polimorfismo cuantitativo”.

En el alelo E se representa la insercion del elemento line (457 pb) en el ultimo exon’.
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GENOTIPOS

Figura 2. Patrones de los fragmentos amplificados del exon 19 del gen de la
caseina as1, muestra separada por un gel de agarosa al 2%, donde M
corresponde al marcador de peso molecular pBR322/Mspl; se observa 2
individuos homocigéticos para E (662 pb); un individuo heterocigético para E con

(662 y 205 pb) y un individuo homocigoético para alelos no E (205 pb).
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GENOTIPOS

FE FE BB BA DA BA EA EB DD FE FF FB FE

=

8 9 10 11 12 13 M

¥

L 7
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Figura 3. Productos de digestién obtenidos con la enzima Pdmnl del segmento
amplificado del ex6n 9 del gen de la caseina as1. Las muestras fueron separadas
en un gel de poliacrilamida al 8%. M corresponde al marcador de peso molecular
pBR322/Mspl. Las muestras de los carriles 1, 2, 10 y 13 corresponde al genotipo
FE (fragmentos de 223, 161 y 63 pb); la muestra del carril 3 corresponde al
genotipo BB (fragmentos de 161 y 63 pb); las muestras de los carriles 4 y 6
corresponden al genotipo BA (fragmentos de 161, 150 y 63 pb); la muestra del
carril 5 corresponde al genotipo DA (fragmentos de 212, 150 y 63 pb); la muestra
del carril 7 corresponde al genotipo EA (fragmentos de 161, 150 y 63 pb); la
muestra del carril 8 corresponde al genotipo EB (fragmentos de 161 y 63 pb); la
muestra del carril 9 corresponde al genotipo DD (fragmento de 212 pb); la muestra
11 corresponde al genotipo FF (fragmento de 223 pb) y la muestra del carril 12
corresponde al genotipo FB (fragmentos de 223, 161 y 63 pb).
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Alpina

—— Toggenburg

Mezcla Lagunera

Murciana-Granadina

Saanen

Figura 4. Dendrograma que resume las diferencias génicas entre los grupos

caprinos.
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ANEXOS.

. Niimero de animales muestreados por rebafio y por grupo genético.

Mezcla Tipo Murciana-
Rancho Saanen Alpina Toggenburg .
Lagunera Granadina
Concepcién 21 - - - -
San Miguel 11 - - - -
Los Piolines 7 - - - -
San Pablo 14 - - - -

La Chompitas 12 7 3 - -
Matega 14 57 49 - -
Puente

10 3 38 - -
Colorado

Santa Elena 8 14 2 - -
Torre6n - - - 30 -

El Pefién - - - - 26
Total 97 81 92 30 26
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Il. Purificacién de ADN por el método de Miller® (modificado por el
Laboratorio de Genética Molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM).

Tomar 1 ml de sangre en un tubo eppendorf de 2 ml. Lavarla dos veces con un
volumen de agua dd estéril fria (utilizando el vortex cada vez) y centrifugado a
12,000 rpm/12 minutos/4°C. Decantar y resuspender la pastilla en 0.5 ml de
solucion de lisis, complementada con RNAsa (15 ug/ml final). Incubar 37°C
durante 1 hora. Adicionar 50 pg/ml de proteinasa K, incubar 2 hrs. a55°C y 1 hr. a
60°C. (O bien a 50°C. toda la noche). Agregar NaCl a una concentracién final 2 M,
mezclar durante 15 segundos. Centrifugar a 12,000 rpm/10 minutos.

Recuperar el sobrenadante y precipitar con un volumen de isopropanol, incubar 1
hora a —20°C. Centrifugar 12,000 rpm/10 minutos/4°C. y decantar. Lavar la pastilla
con etanol al 70% (500upl), centrifugando a 5 minutos durante 10,000 rpm.
Decantar y eliminar los residuos de etanol por centrifugacion al vacio.
Resuspender la pastilla de DNA en H,0 di destilada estéril (aproximadamente 200
), cuantificar. Se verificé su calidad por electroforesis en gel de agarosa al 1%
preparados con buffer TBE 1x (90 mM Tris-Ac. Borico/2 mM EDTA pH 8.0),
sometidos a una corriente eléctrica de 86 volts durante 60 minutos, mediante una
camara de electroforesis horizontal (utilizando como buffer de corrida TBE 1X);
empleando 200 ng de ADN de Lambda digerido con la enzima BstEll como
marcador de peso molecular. Al terminar la electroforesis, los geles se tifieron con
bromuro de etidio (5 pg/ml). La valoraciéon de la integridad del ADN se realizé,
observando la fluorescencia de las bandas en un transiluminador con luz

ultravioleta.
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lll. Reaccién en cadena de la polimerasa.

Se emplearon 100 ng de ADN de cada muestra. Cada reaccion de amplificacion
se realiz6 en un volumen final de 20 pul (exén 19) y 30 pl (exén 9), constituidos por:
Amortiguador para PCR (1.5 mM MgCl; para el exén 19 y en el caso del exén 9 se
utilizé a 2 mM MgCly; 10 mM Tris-HCI pH 8.4; 50 mM KCI; 10 pl/ml gelatina).
Deoxinuclettidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 0.2 mM.

Iniciadores delanteros y de reversa 0.5 uM (0.8 UM exén 9).

BSA 0.15 ug/ml.

Tritén 0.1% (y Tritén 0.2 % para el ex6n 9).

Taq ADN Polimerasa 1 u (Amplificasa ® BIOGENICA).

Las condiciones de amplificacién en el termociclador para realizar este método
fueron las siguientes:

Desnaturalizacién inicial de un ciclo a 94°C, durante 3 minutos; desnaturalizacion
a 94°C, 30 segundos, alineacion a 59°C (alineacion a 66°C en caso del exén 9), 30
segundos y extensién a 72°C, 30 segundos, repetidas en 30 ciclos. Y con una
extension final de 72°C, durante 3 minutos en un ciclo.

Las reacciones se realizaron en termocicladores Techne mod. FTGENE2D vy

HYBAID Omn-E mod. HBTREO2HL110.
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ID Lab ID RAZA Bandas EX-19 Referencia Bandas EXON 9 Referencias
CA-001 JE1 38 Saanen 662-205-520 E? 2306ALEB 161-223 EF DIG1-24A
CA-002 JE3 3 Saanen 662- 205 -520 E? 0207MA 161-223 EF DIG1-24A
CA-003 EM1084 & Saanen 662-520 EE  2306ALEB 161-223 EE DIG1-24A
CA-004 L109 & Saanen 662 EE 2306ALEB 161-223 EE DIG1-24A
CA-005 SING Saanen 662 EE 2306ALEB  212-150 EE DIG1-24A
CA-006 ELIXIRSZ Saanen 205 ?? 170504A 223-161 FB DIG1-24A
CA-007 10 Saanen 205 ?? 170504A 212 DD DIG1-24A
CA-008 13 Saanen 205 ?? 170504A 212-161 DB DIG1-24A
CA-009 57 Saanen 205 2? 170504A 223-161 FB DIG1-24A
CA-010 61 Saanen 662-205 E? 2306ALEB  223-161 FE DIG1-24A
CA-011 66 Saanen 662-205-520 E? 2306ALEB  223-161 FE DIG1-24A
CA-012 77 Saanen 205 7 170504A 223-161 FB DiG1-24A
CA-013 79 Saanen 205 ?? 2306ALEB 212 DD DIG1-24A
CA-014 80 Saanen 205 ?? 170504A  223-161-63 FB DIG1-24B
CA-015 81 Saanen 205 ?? 170504A  223-161-63 FB DIG1-24B
CA-016 85 Saanen 205 ?? 170504A  223-161-63 FB DiG1-24B
CA-017 86 Saanen 205 ?? 170504B  212-150-63 DA DIG1-24B
CA-018 86 Saanen 205 ?? 170504B  223-161-63 FB DIG1-24B
CA-019 87 Saanen 205 ?2? 170504B 223-161 FB 16D19-31
CA-020 88 Saanen 205 ?? 170504B 223-161 FB 16D19-31
CA-021 90 Saanen 205 ?7? 170504B 223-161 FB 16D19-31
CA-022 93 Saanen 205 ?? 1705048 223-161 FB 16D19-31
CA-023 94 Saanen 205 ?7? 180504A 223 FF 16D19-31
CA-024 96 Saanen 205 2? 180504A 223-150-290 FA 16D19-31
CA-025 107 Saanen 662-620 EE 180504A 223-161 EE 16D19-31
CA-026 108 Saanen 662-205-620 E? 180504A 223-161 FE 16D19-31
CA-027 919 Saanen 662-205-620 E? 180504A 223-161 FE 16D19-31
CA-028 209 Saanen 662-205-620 EE 180504A 223-161 EE 16D19-31
CA-029 307 Saanen 662-205-620 EE 180504A 223-161 EE 16D19-31
CA-030 308 Saanen 205 ?? 180504A 212-161 DB 16D19-31
CA-031 309 Saanen 662-205-620 E? 180504A 212-161 DE 16D19-31
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ID Lab ID RAZA Bandas EX-19 Referencia Bandas EXON 9 Referencias
CA-032 311 Saanen 662 EE 180504A  223-161-63 EE 16D32-38
CA-033 314 Saanen 662-205 E? 180504A  223-161-63 FE 16D32-38
CA-034 319 Saanen 662-205 E? 180504A 223-161-63 FE 16D32-38
CA-035 322 Saanen 205 ?7? 180504A 223 FF 16D32-38
CA-036 323 Saanen 662-205 E? 180504A  212-161-63 ED 16D32-38
CA-037 325 Saanen 662-205 E? 180504A 212-161-63 ED 16D32-38
CA-038 62 Saanen 662-205 E? 180504A  223-161-63 EF 16D32-38
CA-039 69 Saanen 662 EE 2106ALEA 223-161-63 EE 7DIG
CA-040 84 Saanen 662-205 E? 180504A 223-161 EF 18D74-81
CA-049 1014 Saanen 662-205 E? 2306ALEB 223-161 FE 18D49-62
CA-051 2000 Saanen 662 EE 1805048 161 EE 18D49-62
CA-052 2011 Saanen 662-205 EE 1805048 223-161 EE 18D49-62
CA-053 2021 Saanen 662 EE 1805048 223-161 EE 18D49-62
CA-054 210 Saanen 662-205 EE 180504B 223-161 EE 18D49-62
CA-056 362 Saanen 205 7 180504B 223 FF 18D49-62
CA-057 369 Saanen 205-500-525 ??  2306ALEB 161 BB 18D49-62
CA-058 378 Saanen 205 ?7? 180504B 223-150-290 FA 18D49-62
CA-059 395 Saanen 662-205 E? 180504B 161 EB 18D49-62
CA-060 400 Saanen 662-205 E? 1805048  223-161-63 EF 18D49-62
CA-061 409 Saanen 662 EE -2106ALEA 223-161 EE 7DIGC
CA-062 444 Saanen 662-205 E? 180504B 161-63 EB 18D49-62
CA-064 18 Saanen 662 EE PERDIDO 223-161 EE 18D63-73
CA-065 30 Saanen 662-205 E? PERDIDO 223-161-63 EF 18D63-73
CA-066 43 Saanen 205 ??  PERDIDO 223 FF 18D63-73
CA-067 59 Saanen 205 ?7? PERDIDO 223-161 FB 18D63-73
CA-068 85 Saanen 662-205 E? PERDIDO 223-161 EF 18D83-73
CA-069 86 Saanen 662-205 E? PERDIDO 223-161 EF 18D63-73
CA-070 125 Saanen 205 7 PERDIDO 223-161 FB 18D63-73
CA-071 133 Saanen 662-205 E? PERDIDO 223-161 EF 18D63-73
CA-072 158 Saanen 662-205 E? PERDIDO 161-150-63 EA 18D63-73
CA-073 162 Saanen 662-205 E? PERDIDO 223-161 EF 18D63-73
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ID Lab 1D RAZA Bandas EX-19 Referencia Bandas  EXON 9 Referencias
CA-074 161 Saanen 662-205 E? PERDIDO 223-161-125 EF 18D74-81
CA-075 397 Saanen 662 EE PERDIDO 161 EE 18D74-81
CA-076 509 Saanen 662-205 E? PERDIDO 223-161-63 EF 18D74-81
CA-077 526 Saanen 662 EE PERDIDO 223 EE 18D74-81
CA-078 609 Saanen 205 ??  PERDIDO 223 FF 18D74-81
CA-079 617 Saanen 662 EE PERDIDO 223 EE 18D74-81
CA-080 913 Saanen 662-205 E? PERDIDO 223 EF 18D74-81
CA-081 915 Saanen 662-205 E? PERDIDO 223-161 EF 18D74-81
CA-082 917 Saanen 662-205-500 E? 0207MA 223-161 EF 23D82-94
CA-083 918 Saanen 662 EE 190504B 161 EE 23D82-94
CA-084 925 Saanen 205 7 190504B 223-212-290 FD 23D82-94
CA-085 928 Saanen 662-205 E? 190504B 223-161 EF 23D82-94
CA-086 1003 Saanen 205 ?? 190504B 223 FF 23D82-94
CA-087 1332 Saanen 662 EE 190504B 161 EE 23D82-94
CA-088 2233 Saanen 662-205 E? 190504B 223-161 EF 23D82-94
CA-089 39874 Saanen 205 ?? 190504B 223 FF 23D82-94
CA-090 002 Saanen 662-205 E? 1905048 223-161 EF 23D82-94
CA-091 0108 Saanen 662-205 E? 190504B 223-161 EF 23D82-94
CA-093 0192 P Saanen 662 EE 190504B 161 EE 23D82-94
CA-094 0195 P Saanen 662-205 E? 190504B 223-161 EF 23D82-94
CA-095 0424 Saanen 662 EE 190504B 161-150 EA 23D95-99
CA-096 P2 P Saanen 205 7 1905048 223 FF 23D95-99
CA-097 944 Saanen 662-205 E? 190504B 223-161 EF 23D95-99
CA-098 1302 Saanen 205 7 190504B 223 FF 23D95-99
CA-099 1313 Saanen 205 7 190504B 223 FF 23D95-99
CA-100 1330 Saanen 662-205 E? 1905048 223-161 EF 23D95-99
CA-101 1334 Saanen 205 7 190504B 212 DD 115-126
CA-102 1335 Saanen 205 77 190504B 223-150 FA D102-114
CA-103 2018 Saanen 205 ??  180504AC 223-161 F8 D102-114
CA-104 2020 Saanen 205 ??  190504AC 223-212 FD D102-114
CA-105 2021 Saanen 205 7?7  190504AC 223-161 FB D102-114
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ID Lab 1D RAZA Bandas EX-19 Referencia Bandas EXON 9 Referencias
CA-106 2022 Saanen 662 EE  190504AC 223-161 EE D102-114
CA-107 2071 Saanen 662-205 E? 190504AC 223-161 EF D102-114
CA-108 0309 Saanen 662-205 E?  190504AC 223-161 EF D102-114
CA-109 0310. Saanen 662-205 E?  190504AC 223-161 EF D102-114
CA-111  FERRARRI Alpina 662-205 E? 190504AC 223-161 EF D102-114
CA-112 3 Alpina 205 ??  190504AC 212-150 DA D102-114
CA-114 17 Alpina 662-205 E? 0207MA 212-161 ED D102-114
CA-115 23 Alpina 205 ??  190504AC 223-161 BF 115-126
CA-116 66 Alpina 205 ??  190504AC 212-150 DA 115-126
CA-117 300 Alpina 662-205 E?  190504AC 212-161 ED 115-126
CA-118 301 Alpina 205 ??  190504AC 212 DD 115-126
CA-119 303 Alpina 205 ??  190504AC 212-161 DB 115-126
CA-120 260 Alpina 662-205-650 E?  190504AC 212-161 ED 115-126
CA-121 261 Alpina 205 ??  190504AC 212-161 DB 115-126
CA-122 354 Alpina 662-205 E?  190504AC 212-161 DE 115-126
CA-123 36 Alpina 662-205 E?  190504AC 212-161 DE 115-126
CA-124 2028 Alpina 662-205 E?  190504AC 212-161 DE 115-126
CA-125 2090 Alpina 205 ??  190504AC 223 FF 115-126
CA-126 2254 Alpina 662-205 E? 190504D 223-161 FE 115-126
CA-127 10746 Alpina 662-205 E? 190504D 223-161 FE 127-135
CA-128 0137 Alpina 662-205 E? 190504D 223-161 FE 127-135
CA-129 0145 Alpina 662-205 E? 190504D 223-161 FE 127-135
CA-130 0147 Alpina 662-205 E? 190504D 223-161 FE 127-135
CA-131 0173 Alpina 205 7 1905040 223-150-290 FA 127-135
CA-132 0178 Alpina 205 ?? 1905040 223-150 FA 127-135
CA-133 0188 Alpina 205 ?? 190504D 223-150-290 FA 127-135
CA-134 0244 Alpina 205 ?? 190504D 223 FF 127-135
CA-135 07 Alpina 205 ?? 190504D 223 FF 127-135
CA-136 K-50 Alpina 662-205 E? 190504D 223-161 EF 136-149
CA-138 95 Alpina 205 ?? 1905040 150 AA 136-149
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ID Lab ID RAZA Bandas EX-19 Referencia Bandas EXON 9 Referencias
CA-139 96 Alpina 205 ?7? 190504D 161-150 BA 136-149
CA-140 600 Alpina 205 7 190504D 223-212-290 FD 136-149
CA-141 663 Alpina 205 ?7? 190504D 223 FF 136-149
CA-142 665 Alpina 205 ?7? 190504D 223 FF 136-149
CA-143 707 Alpina 205 ?7? 190504D 223-150-290 FA 136-149
CA-144 708 Alpina 205 ?7? 190504D 223-150-290 FA 136-149
CA-145 710 Alpina 205 ?? 190504D 161-150 BA 136-149
CA-146 773 Alpina 205 77 270504A 223-150-290 FA 136-149
CA-147 814 Alpina 662-205 E? 270504A 223-161 EB 136-149
CA-148 816 Alpina 662-205 E? 270504A 223-161 EB 136-149
CA-149 830 Alpina 205 ?7? 270504A 223 FF 136-149
CA-150 888 Alpina 662-205 E? 270504A  223-161-63 EF 150-162
CA-151 889 Alpina 662-205 E? 270504A  223-161-63 EF 150-162
CA-152 909 Alpina 205 7? 270504A 161 BB 150-162
CA-153 915 Alpina 205 ?7? 270504A 161-150 BA 150-162
CA-154 983 Alpina 205 77 270504A 212-150-290 DA 150-162
CA-155 983 Alpina 205 ?? 270504A 161-150 BA 150-162
CA-156 985 Alpina 662-205 E? 270504A 161-150 EA 150-162
CA-157 1032 Alpina 662-205 E? 270504A 212-161 EB 150-162
CA-158 1136 Alpina 205 ?7? 270504A 212 DD 150-162
CA-159 1152 Alpina 662-205 E? 270504A 223-161 FE 150-162
CA-160 1153 Alpina 205 ?7? 270504A 223 FF 150-162
CA-1861 1154 Alpina 205 ?? 270504A 223-161 FB 150-162
CA-162 1155 Alpina 662-205 E? 270504A 223-161 EF 150-162
CA-163 1157 Alpina 205 ?7? 270504A 223 FF 163-175
CA-164 1158 Alpina 205 ?? 270504A 212 DD 163-175
CA-165 1159 Alpina 205 ?7? 2705048 223-161 F8 165-178
CA-166 1160 Alpina 205 ??  21061ALEA 212 DD 165-178
CA-167 1161 Alpina 205 ?7? 2705048 212 DD 165-178
CA-168 1261 Alpina 205 77 270504B 223-161 F8 165-178
CA-169 1300 Alpina 205 ?? 2705048 161 BB 165-178
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ID Lab 1D RAZA Bandas EX-19 Referencia Bandas EXON 9 Referencias
CA-170 1309 Alpina 662-205 E? 270504B 223-161 FE 165-178
CA-171 1310 Alpina 662-205 E? 270504B 161 EB 165-178
CA-172 1312 Alpina 662 EE 2705048 161-150 EA 165-178
CA-174 1315 Alpina 662-205 E? 2705048 161 EB 165-178
CA-175 1318 Alpina 662 EE 270504B 161 EE 165-178
CA-176 1324 Alpina 662 EE 270504B EE PERDIDO
CA-177 2002 Alpina 662-205 E? 270504B 161-150 EA 165-178
CA-178 2004 Alpina 205 ?? 270504B 223-150 FA 165-178
CA-179 2006 Alpina 662 EE 2705048 161-63 EE 179-189
CA-180 2011 Alpina 205 ?? 270504B 150-63 AA 179-189
CA-181 2012 Alpina 205 ?? 270504B 212-161-290 BD 179-189
CA-182 2014 Alpina 205 ?? 270504B 223-150-290 FA 179-189
CA-183 2016 Alpina 205 ?? 270504B 223-150-290 FA 179-189
CA-184 2059 Alpina 205 ?? 270504B 223-161 BF 179-189
CA-185 2081 Alpina 662-205 E? 270504B 161-150 EA 179-189
CA-186 2082 Alpina 662-205 E? 270504B 161-150 EA 179-189
CA-187 2083 Alpina 205 7 270504A 161-150 BA 179-189
CA-188 2084 Alpina 662-205 E? 270504A 161 EB 179-189
CA-189 2085 Alpina 662-205 E? 270504A 223-161 EF 179-189
CA-190 2086 Alpina 662-205 E? 270504A 161-150 EA 190-201
CA-191 2110 Alpina 205 ?? 270504A 223-150 FA 190-201
CA-192 2128 Alpina 662 EE 270504A 161 EE 190-201
CA-193 9820 Alpina 205 ?? 270504A 212-150 DA 190-201
CA-195 0325 Alpina 205 7 270504A 212-150 DA 190-201
CA-196 JAY Toggenburg 205 ?? 270504A 212-150 DA 190-201
CA-197 ROSSEMARY  Toggenburg 205 ?? 270504A 212 DD 190-201
CA-198 214 Toggenburg 205 7 270504A 212-150 DA 190-201
CA-199 305 Toggenburg 662-205 E? 270504A 212-161 ED 190-201
CA-201 355 Toggenburg 662-205 E? 270504A 212-161 DE 190-201
CA-202 490 Toggenburg 205 7 270504A 223-161 FB 202-214
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ID Lab ID RAZA Bandas EX-19 Referencia Bandas EXON 9 Referencias
CA-203 617 Toggenburg 205 ?? 270504A 223 FF 202-214
CA-204 618 Toggenburg 205 77  270504A 150 AA 202-214
CA-205 619 Toggenburg 205 ?7? 270504A 223-150 FA 202-214
CA-2086 628 Toggenburg 205 ?? 270504A 223-161 FB 202-214
CA-207 634 Toggenburg 205 ?? 2705048 223-212 FD 202-214
CA-208 679 Toggenburg 662-205 E? 270504B 161-150 EA 202-214
CA-209 682 Toggenburg 205 ?? 2705048 161-150 BA 202-214
CA-210 689 Toggenburg 205 ?7? 270504B 223-150 FA 202-214
CA-211 729 Toggenburg 205 ?? 270504B 223-212 FD 202-214
CA-212 906 Toggenburg 662-205 E? 2705048 161 EB 202-214
CA-213 936 Toggenburg 205 ?? 2705048 161-150 BA 202-214
CA-214 970 Toggenburg 662-205 E? 2705048 161-150 EA 202-214
CA-215 971 Toggenburg 662-205 E? 270504B 223-161 EF 215-226
CA-216 972 Toggenburg 662 EE 2705048 161-150 EA 215-226
CA-217 973 Toggenburg 662-205 E? 270504B 212-161 ED 215-226
CA-218 975 Toggenburg 662-205 E? 2705048 212-161 ED 215-226
CA-219 979 Toggenburg 662-205 E? 2705048 161 EB 215-226
CA-220 982 Toggenburg 662-205 E? 270504B 161-150-280 EA 215-226
CA-221 983 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 161-150 BA 215-226
CA-222 1124 Toggenburg 205 7 PERDIDO 212 DD 215-226
CA-223 1126 Toggenburg 205 7 PERDIDO 212-161 DB 215-226
CA-224 1127 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 223-212 DF 215-226
CA-225 1129 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 223-150 FA 215-228
CA-226 1132 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 223-161 FB 215-226
CA-227 1133 Toggenburg 205 ??7  2106ALEA  223-161 FB 227-239
CA-228 1134 Toggenburg 205 ??  0707ALEP  223-161 FB 227-239
CA-229 1135 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 212-150 DA 227-239
CA-230 2024 Toggenburg 205 ??  0707ALEP  223-161 BF 227-239
CA-231 2029 Toggenburg 662-205 E? 21061ALEA  223-161 EF 227-239
CA-232 2037 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 212-161 DB 227-239
CA-233 2038 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 212-161 DB 227-239
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ID Lab 1D RAZA Bandas EX-19 Referencia Bandas EXON 9 Referencias
CA-234 2039 Toggenburg 662 EE PERDIDO 161-150 EE 227-239
CA-235 2050 Toggenburg 662-205 E? PERDIDO 223-161 EF 227-239
CA-236 2052 Toggenburg 205 7 PERDIDO 223 FF 227-239
CA-237 2054 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 161-150 BA 227-239
CA-238 2055 Toggenburg 205 ?? PERDIDO 223-161 FB 227-239
CA-239 2056 Toggenburg 662 EE 21061ALEA  223-161 EE 227-239
CA-240 2058 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 223-161 FB 240-251
CA-241 2059 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 212-150 DA 240-251
CA-242 2061 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 212-150 DA 240-251
CA-244 2063 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 212-150 DA 240-251
CA-245 0301 Toggenburg 662-205 E? 2106ALEA 223-161 EF 240-251
CA-246 0303 Toggenburg 205 ??  2106ALEA 212-150 DA 240-251
CA-247 0304 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 212-150 DA 240-251
CA-248 0305 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 223 FF 240-251
CA-249 0306 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 223-161 FB 240-251
CA-250 685 Toggenburg 205 ??  2106ALEA  212-150 DA 240-251
CA-251 97 Toggenburg 205 ??  2106ALEA 223 FF 240-251
CA-252 98 Toggenburg 662 EE PERDIDO EE PERDIDO
CA-253 99 Toggenburg 205 ?? PERDIDO 223-150 FA 252-263
CA-254 120 Toggenburg 205-240 ??  2206ALED 212 DD 252-263
CA-255 121 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 223-161 FB 252-263
CA-256 122 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 223-212 FD 252-263
CA-257 123 Toggenburg 205 ??  2106ALEB 223-161 FB 252-263
CA-258 124 Toggenburg 205-240 ??  2206ALED 223-161 FB 252-263
CA-259 125 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 223-161 FB 252-263
CA-261 201 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 161 BB 252-263
CA-262 202 Toggenburg 205 ? PERDIDO 223-161 FB 252-263
CA-263 203 Toggenburg 205-240 7?7  2306ALEA 223 FF 252-263
CA-264 204 Toggenburg 662-205-240 E?  2306ALEA  212-161 ED 264-273
CA-265 206 Toggenburg 205 ??  PERDIDO 223-161 FB 264-273
CA-266 244 Toggenburg 205 ??  2106ALEB 223 FF 264-273
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ID Lab D RAZA Bandas EX-19 Referencia Bandas  EXON 9 Referencias
CA-267 267 Toggenburg 205 7?7  2106ALEC  223-161 F8 264-273
CA-268 270 Toggenburg 205 7?  2106ALEB 223 FF 264-273
CA-269 271 Toggenburg 662-240 E? 2106ALEB 223-161 EF 264-273
CA-270 343 Toggenburg 662-240 E? 2106ALEB 212-161 ED 264-273
CA-271 344 Toggenburg 205-240-500 ??  PERDIDO 223-161 FB 264-273
CA-272 351 Toggenburg 205 ??  2106ALEC  212-161 DB 264-273
CA-273 353 Toggenburg 205 ??  2106ALEB 161-150 BA 264-273
CA-274 355 Toggenburg 205 7?7  2106ALEB 223-161 BF 274-286
CA-275 403 Toggenburg 205 7?7  2106ALEB 161-150 BA 274-286
CA-276 420 Toggenburg 205 ??  2106ALEB 161-150 BA 274-286
CA-277 423 Toggenburg 205 ??  2106ALEB 212-161 BD 274-286
CA-278 424 Toggenburg 205 7?7  2106ALEB 212-161 DB 274-286
CA-279 437 Toggenburg 205 7 PERDIDO 223 FF 274-286
CA-280 438 Toggenburg 662 EE  2106ALEB 161 EE 274-286
CA-281 811 Toggenburg 205 7?7  2106ALEC 223-161 FB8 274-286
CA-282 489 P Toggenburg 205 ??  2106ALEB  223-212 FD 274-286
CA-283 502 P Toggenburg 205 77  2106ALEB 223 FF 274-286
CA-284 525 P Toggenburg 205 7?7  2106ALEB 223 FF 274-286
CA-285 K48 Toggenburg 205 ??  2106ALEB 223-161 FB 274-286
CA-286 K63 Toggenburg 205 ??  2106ALEB 223-161 FB 274-286
CA-287 M33 Toggenburg 205 ??  2106ALEB 223 FF 287-300
CA-288 M54 Toggenburg 205-240-500 ??  2206ALED  223-161 FB 287-300
CA-290 10753 Toggenburg 662-205-500 E? 2206ALED  223-161 EF 287-300
CA-291 10732 Toggenburg 662-205-500 E? 2206ALED  212-161 ED 287-300
CA-292 S/ID T. Murcia-Granad 662 EE 2206ALED  212-161 EE 287-300
CA-293 S/ID T. Murcia-Granad ~ 662-205 E? 2206ALED  223-161 EF 287-300
CA-294 S/ID T. Murcia-Granad 662-205-500 E? 2206ALED  161-150 EA 287-300
CA-295 S/ID T. Murcia-Granad 205-240 ?7  2206ALED 161-150 BA 287-300
CA-296 S/ID T. Murcia-Granad 662-205-500 E? 2206ALED  223-161 EF 287-300
CA-297 S/AD T. Murcia-Granad 662-205-500 E?  2206ALED 161-150 EA 287-300
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ID Lab ID RAZA Bandas EX-19 Referencia Bandas EXON 9 Referencias

CA-298 S/ID . Murcia-Granad 662-205-500 E?  2206ALED  223-161 EB 287-300
CA-299 S/1ID Murcia-Granad 662-500 EE 2206ALED 161 EE 287-300
CA-300 S/ID Murcia-Granad 662-205-500 E?  2206ALED 223-161 EF 287-300

CA-301 S/ID
CA-302 S/ID
CA-303 S/ID

Murcia-Granad 662-205-500 E?  2206ALED 223-161-150 EA 301-311
Murcia-Granad 205-240 ??  2206ALED 223-161-150 BA 301-311
Murcia-Granad 205-240 ??  2206ALED 223-161-150 BA 301-311

CA-304 S/ID Murcia-Granad 662-205 E? 2206ALEB  212-161 ED 301-311
CA-305 S/iD Murcia-Granad ~ 662-205 E? 2206ALEB 161 EB 301-311
CA-306 S/HD Murcia-Granad ~ 662-205 E? 2206ALEB 223-161-150 EA 301-311
CA-307 S/ID Murcia-Granad 662-205 E? 2206ALEB 223-161 EF 301-311
CA-308 S/ID Murcia-Granad 205 ??7  2206ALEB 212-150 DA 301-311
CA-309 S/D Murcia-Granad 205 ??  2206ALEB  223-150 FA 301-311

CA-310 S/ID
CA-311 S/ID

Murcia-Granad 662-205 E? 2206ALEB 223-161-150 EA 301-311
Murcia-Granad 662-205 E? 2206ALEB 223-161-150 EA 301-311

AA A A A A A A AAAAAAA A A A A

CA-312 S/D Murcia-Granad 205 ??  2206ALEB 223-161-150 BA 312-321
CA-313 S/AD Murcia-Granad 662 EE 2206ALEB  223-161 EE 312-321
CA-314 S/ID Murcia-Granad ~ 662-205 E? 2206ALEB 223-161-150 EA 312-321
CA-315 S/ND Murcia-Granad ~ 662-205 E? 2206ALEB  223-161 EB 312-321
CA-316 S/AD .Murcia-Granad ~ 662-205 E? 2206ALEB  212-161 ED 312-321
CA-317 S/HD .Murcia-Granad 662-205-500 E?  2206ALEB  223-161 EF 312-321
CA-318 132 Mezcla Lagunera 205 ??  2206ALEB 161-150 BA 312-321
CA-319 165 Mezcla Lagunera 205 ?7  2206ALEB 161-150 BA 312-321
CA-320 300 Mezcla Lagunera 205 ??  2206ALEB 223-161 FB 312-321
CA-321 304 Mezcta Lagunera 205 ??  2206ALEB  223-150 FA 312-321
CA-322 320 Mezcla Lagunera 205 ??7  2206ALEB 223-161-150 BA 322-333
CA-323 1 Mezcla Lagunera 205 ??  2206ALEB 223-161-150 BA 322-333
CA-324 2 Mezcla Lagunera 205-500-240 ??  2306ALEA 223-161-150 BA 322-333
CA-325 3 Mezcla Lagunera 205 - 500 ??7  2306ALEA 223-161-150 BA 322-333
CA-326 4 Mezcla Lagunera 205-500-240 ??  2306ALEA 290-212-161 BD 322-333
CA-327 6 Mezcla Lagunera 205-500-240  ??  2306ALEA  223-161 FB 322-333




ID Lab D RAZA Bandas EX-19 Referencia Bandas  EXON 9 Referencias
CA-328 225 Mezcla Lagunera 205 7?7  PERDIDO 223-161 FB 322-333
CA-329 227 Mezcla Lagunera 662-205-500 E?  2306ALEA  223-161 EB 322-333
CA-330 228 Mezcla Lagunera 205 -240 77  2306ALEA 290-223-212 FD 322-333
CA-331 229 Mezcla Lagunera 662-205-500 E?  2306ALEA  223-161 EF 322-333
CA-332 231 Mezcla Lagunera 205-240-500 ??  2306ALEA  212-150 DA 322-333
CA-333 232 Mezcla Lagunera 205-240-500 ??  2306ALEA  212-161 DB 322-333
CA-334 233 Mezcla Lagunera 205-240-500 ??  2306ALEA 290-212-161  BD 334-336
CA-335 234 Mezcla Lagunera 205-240-500 ??  2306ALEA 223-161-150 BA 334-336
CA-336 235 Mezcla Lagunera 205-240-500 ??  2306ALEA  223-161 FB 334-336
CA-337 236 Mezcla Lagunera 662-205-500 E?  2306ALEA 223-212-161 ED 334-336
CA-338 237 Mezcla Lagunera 205-240-500 ??  2306ALEA 223 FF 334-336
CA-339 239 Mezcla Lagunera 205-240-500 ??  2306ALEA 212 DD 334-336
CA-340 241 Mezcla Lagunera 205-240-500 ??  2306ALEB  223-161 FB 334-336
CA-341 243 Mezcla Lagunera 205-240-500 ??  2306ALEB  212-161 DB 334-336
CA-342 244 Mezcla Lagunera 205-240-500 7?7  2306ALEB 161-150 BA 334-336
CA-343 245 Mezcla Lagunera 205-240-500 7?7  2306ALEB 223-161 BF 334-336
CA-344 246 Mezcla Lagunera 205-240-500 ??  2308ALEB  212-150 DA 334-336
CA-345 247 Mezcla Lagunera 205-240-500 ??  2306ALEB  223-161 FB 334-336
CA-346 248 Mezcla Lagunera 205-240-500 ??  2306ALEB 223 FF 334-336
CA-347 S/Acorral2  Mezcla Lagunera 205-240-500 7?7  2306ALEB  212-161 BD 347
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