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RESUMEN
Se ha demostrado que, en ovinos, la expresion de la proteina morfogenética 6sea (BMP15),

también conocida como factor 9B de crecimiento y diferenciacion (GDF9B), en el ovocito es
esencial para el desarrollo y crecimiento folicular. Polimorfismos en el gen BMP15 estan
asociados con el aumento en tasa ovulatoria o prolificidad. La mutacion causada por este SNP
(Single nucleotide polymorfism, en espafiol: polimorfismos de un sélo nucledtido), C34T, es
no sinénima ya que realiza un cambio en la configuracion de la proteina a sintetizar, un cambio
en la posicion 12 de leucina por fenilalanina, genera que dicha proteina no realice su funcion
principal que es una funcidn regulatoria (para ser mas especificos, funcion de restriccion) en
la ovulacién, al existir este cambio se genera lo ya comentado, un aumento en la

foliculogénesis.

En este trabajo se estudi6 el efecto que tiene el gen BMP15 en la tasa de ovulacion de la especie
Gallus gallus domesticus, de dos diferentes razas, una que es utilizada para postura y la otra

utilizada en la produccion de carne (Lohmann brown lite y Ross, respectivamente).

Para demostrar la presencia del SNP, C34T, en la especie Gallus gallus domesticus, de dos
razas, Lohmann brown lite y Ross, se realiz6 un analisis a 20 muestras, 10 que pertenecen a la
raza Lohmann brown lite y las 10 restantes a la raza Ross. A dichas muestras se les aplico la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para obtener un fragmento de 517 pb
donde se contenia el gen de interés; estas mismas muestras fueron sometidas a la técnica de

RFLP con la enzima Earl para determinar la existencia del SNP en el gen.

Los resultados de este trabajo muestran que un individuo de cada raza presenta el
polimorfismo, encontrandose, también, que existe una mayor frecuencia alélica en la raza que
se utiliza en la produccidn de carne, es por esto que se considera ajeno al SNP, C34T, con un

mayor aumento en la tasa de ovulacion de estas dos razas.



INTRODUCCION
La carne de pollo y el huevo son la mejor fuente de proteina de buena calidad, para millones

de personas, proporcionan no solo proteinas de buena calidad sino también vitaminas y
minerales importantes, Farrel (2016). Ademés del aporte nutrimental que este producto
(huevo) hace a la dieta humana, es de alto valor comercial, de este modo, en el afio 2016, en
México, hubo un incremento en la produccion del huevo respecto al afio anterior (de 2.653 a
2.72 millones de toneladas) (SIAP, 2017). Debido a la importancia de este producto en la
economia y nutricién en México, se han realizado diversos estudios que han ayudado tanto a
entender su origen como a mejorar su produccion de una forma mas amigable con el planeta y
con el consumidor; uno de estos estudios fue el realizado por Y. Huang, et al., 2015 en donde
se encontrd que la proteina morfogenética 6sea 15 (BMP15) y el factor de diferenciacion de
crecimiento 9 (GDF9) son dos miembros de la superfamilia de los factores de crecimiento
transformante-p (TGF-B) (Chang et al., 2002). Estos factores (BMP15 y GDF9) son esenciales
para la fertilidad femenina en humanos y otros mamiferos (Dong et., al, 1996; Galloway et al.,
2000; Yan et al., 2001; Mcnatty et al.,2003; Di et al., 2004; Hanrahan et al., 2004) Ambos
BMP15 y las proteinas GDF9 han demostrado regular los niveles de hialuronano sintasa 2
(Has2) y progesterona e inhibina. El gen GDF9 suprime la unién de gonadotropina corionica
humana y se ha demostrado que BMP15 inhibe accién de la hormona estimulante del foliculo
(FSH) al suprimir la expresion del ARNm del receptor de FSH en células granulosas de rata
(GC). Se cree que los dos factores afectan la proliferacion de GC, ya sea de forma
independiente o sinérgica y regulan la funcion de la célula cumulus en la fase ovulatoria. En
pollos, los genes BMP15 y GDF9 se expresan preferentemente en el ovario, elgen BMP15 es
capaz de activar la via de sefializacion SMAD1 (madres contra el homdélogo decapentapléjico
1) y muestra un fuerte efecto inhibitorio sobre la produccién de progesterona inducida por
gonadotropina en las gallinas. En conjunto, tanto BMP15 como GDF9 pueden tener roles clave
en la fertilidad de las gallinas. AUn no se ha determinado la relacion entre los genotipos BMP15
y GDF9 y la produccion de huevos. Actualmente en México no existe un estudio de este tipo,
se considera que es de gran importancia conocer mas con ayuda de técnicas modernas.

Los objetivos de este estudio fueron encontrar sitios polimorficos y dilucidar la asociacion
entre los genotipos BMP15 y GDF9 y la produccion de huevos, lo que puede mejorar el
progreso genético y aumentar el nimero de huevos cuando se utiliza en la seleccion asistida

por marcadores (Huang et al., 2015).



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1. GALLINAS

Segun Hutt (1960) (citado por Valencia Llano), desde la domesticacion de las aves salvajes se
han producido muchas mutaciones. Estos cambios en el plasma germinal provocan
alteraciones en el fenotipo o aspecto de las aves. La mayoria de las mutaciones son recesivas
con respecto al tipo salvaje, lo que significa, que el cambio en un solo gen no producira un
efecto visible hasta que no se emparejen dos aves portadoras de la misma mutacion. Si la
mutacion es dominante con expresion completa de sus efectos, se manifestaran estos de
inmediato en la descendencia de cualquier ave portadora de semejante mutacion. Una de las
diferencias existentes entre una mutacion dominante y una recesiva, consiste en que la ultima
no se manifestara hasta que no se apareen accidentalmente dos aves que sean portadoras de la
misma, mientras que la mutaciéon dominante se reconoce ya en la generacién que sigue a su

presentacion (Valencia Llano, 2011).

Semejantes cambios visibles, son con frecuencia variaciones interesantes que se expresan
como rasgos en el ave, que el criador las conserva como curiosidades interesantes, algunos
ejemplos de mutaciones son: plumaje sedoso, plumaje rizado, patas acortadas etc. Aunque
existen otras que producen efectos casi imperceptibles, mas ocurren en cantidades tales que
muchas de ellas juntas provocan cambios muy manifiestos, a estos Ultimos pertenecen los
genes que influyen sobre el tamafio corporal, la produccion de huevos, la capacidad para
resistir enfermedades y la mayoria de los caracteres de importancia econdémica. La
diferenciacion de las razas ha sido continua a través de siglos y sigue progresando (Valencia

Llano, 2011).

1.1.1 CLASIFICACION

Sobre la frase habitual “la forma hace a la raza y el color a la variedad”, Hutt (1960) (citado
por Valencia Llano), mencion6 que presenta tantas excepciones, que su fundamento no es
solido, expuso que los libros de avicultura del siglo XIX, muestran que los pesos, formas y
colores caracteristicos de ciertas razas variaron permanentemente. Para distinguir las
variedades de una raza no se precisa una cantidad determinada de diferencias, la raza Ancona
solo se diferencia de las Leghorns por un solo gene recesivo en estado de homocigosis; un solo
gene que acorta las piernas da origen a las enanas o creepers; otro que afecta el plumaje da

origen a la raza chusca o rizada, pero en este caso participan también genes modificadores; el
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copete o penacho de las razas polacas que constituyen la caracteristica distintiva de esa raza,
es producido por un solo gene; es cierto que los colores distinguen habitualmente las
variedades, aunque el color es la tinica diferencia entre las Rhode Island blancas y las Rhode
Island rojas, las cuales se han clasificado hasta ahora como dos razas distintas. En las Rhode
Island, es el tipo de cresta la que determina la variedad. Hutt (1960) (citado por Valencia
Llano), sostiene la no existencia de una regla firme y rapida para definir lo que constituye una
raza o una variedad, por lo tanto, cualquier definicién no es precisa y obedece al capricho de
los criadores avicolas, existiendo ambigiiedad. Tratan de definir el concepto, afirmando que
una raza es en realidad un grupo de aves que se relacionan por descendencia y reproducen en
forma “pura” algunas caracteristicas que los criadores estan de acuerdo en considerar como
las que distinguen propiamente la raza, en semejante grupo pueden existir variaciones en el
color, en la cresta y otros caracteres, algunos de los cuales consideran los criadores por
unanimidad como caracteristicas de la variedad. Dentro de las asociaciones se destaca: The
American Standard of Perfection, publicado por la American Poultry Association desde 1945,
que se encarga de ese util cometido. Hutt (1960) (citado por Valencia Llano), propone
descartar las variedades dentro de las razas por su ambigiiedad y reconoce la posibilidad de
que existan variaciones, aunque se contradice al aceptar el concepto de raza con la posibilidad
que un solo gene caracteristico determine una raza, y deja la labor de definir razas al criterio
“undnime” de las asociaciones de criadores avicolas (por democracia), cerrando la discusion.
Hutt (1960) (citado por Valencia Llano), resalté que los tipos raciales fueron fijados por los
criadores avicolas cuyo interés por las aves se centraba casi enteramente en motivos de
exhibicion mas que en los parametros productivos, es el caso de las patas amarillas que se
prefieren en algunas razas para exposicion, que en la practica estdn mas asociadas a la baja
produccion de huevo. En los Ultimos afios ha aumentado la tendencia a realzar hechos de
importancia econdmica, por ejemplo, huevos de 60 gramos, surgiendo nuevos tipos raciales

(Valencia Llano, 2011).

1.1.2. TAXONOMIA Y MORFOLOGIA DE LA GALLINA

En el siglo XVIII, Linneo fue quien sentd las bases de la clasificacion moderna de los
organismos vivientes. La forma binomial de designar una especie (nombre genérico y nombre
especifico) ha permanecido hasta nuestros dias. Los primeros intentos de clasificacion

agrupaban a los organismos por similitudes puramente morfoldgicas. La posterior irrupcion de



Darwin en el siglo XIX, con su teoria de la evolucion, obligd a revisar la sistematica bajo una
optica filogenética. La idea actual es que la clasificacion debe expresar genealogia y grados de

especializacion morfoldgica (Mattiello, 2018).

Existe una gran variedad de formas entre las aves vivientes (alrededor de 8.600 especies), que
constituyen uno de los grupos mas exitosos del reino animal, adaptandose a diversos habitats,

regimenes alimentarios y condiciones ambientales (Mattiello, 2018).

Poder lograr la clasificacion del ave que llega a la consulta es fundamental para el éxito de la
tarea de profesionales. Para encarar un tratamiento o adoptar medidas de manejo es necesario
conocer la biologia del ave, su alimentacidn, particularidades anatdmicas y fisiologicas,
comportamiento, habitat natural, etc. Para esto es preciso reconocer con qué tipo de aves
estamos tratando o, al menos, a qué grupo taxonoémico pertenece, dado que las distintas

categorias o taxones reunen a especies con modos de vida similares (Mattiello, 2018).

Para comenzar a ubicar a las aves, se situaran en la categoria de clase, dentro del subfilum
vertebrados. Los caracteres fundamentales que identifican a la clase aves son: - Cuerpo
recubierto de plumas (ningin otro animal posee esta caracteristica). - Miembros anteriores
transformados en alas. - Homeotermia (caracteristica compartida con los mamiferos). Un
primer intento practico de clasificaciéon comienza con la categoria de orden. Los cientificos las
han agrupado en 29 6rdenes, en base a ciertas caracteristicas comunes. Y aqui aparece algo de
gran valor orientativo: uno de estos 29 ordenes, el de los paseriformes, reune a casi la mitad
del total de las especies y a la gran mayoria de las aves de jaula tradicionales, por lo que
podriamos establecer, en principio, dos grandes grupos: - Los paseriformes - Los no
paseriformes. Los ordenes, a su vez, se dividen en familias; las familias en géneros y, por
ultimo, los géneros en especies. Existen taxones intermedios como los de suborden,
superfamilia, subespecie, etc., que, para nuestro caso, son de poca utilidad practica. Las

especies tienen nombres vulgares que varian geograficamente (Mattiello, 2018).
Galliformes: Gallinas, Faisanes, Codornices, Pavas de monte

e Terricolas
e Pico corto y curvo

e (Cabeza pequefia
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OREJILLA CRESTA

TIMONERAS __ pcAS

HOMBROS

PICO

COBERTERAS
DECOLA ___

BARBILLAS

- FRENTE DEL CUELLO

PECHO
REMERAS SECUNDARIAS

GRANDES COBERTERAS : PEQUENAS COBERTERAS
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Figura 1.- Morfologia de la gallina
Fuente: G. Puras 2018
1.2. HUEVO
Definicion
Producto de la ovulacion de la gallina (Gallus domesticus) y otras especies de aves domésticas

que sean aceptadas para consumo humano (NOM-159-SSA1-2016, 2016).

En el Codex Alimentarius se encuentra la definicion de huevo de mesa de la siguiente manera:
un huevo destinado a ser vendido en su céscara al consumidor final y sin haber recibido ningun

tratamiento que modifique considerablemente sus propiedades (FAO, 2007).

1.2.1 MORFOLOGIA DEL HUEVO

La variacion en el fenotipo fisiologico entre las poblaciones de animales ha sido durante mucho
tiempo de interés para los fisidlogos comparativos y continta configurando la fisiologia del
desarrollo comparativo. Se dispone de numerosos modelos animales, pero el embrion de pollo,

debido a su venerable historia en biologia del desarrollo y la extensa seleccion artificial de



rasgos comercialmente rentables en razas domesticadas, es un excelente modelo para el estudio
de la variacion fenotipica entre poblaciones animales. Parte del atractivo del modelo es que la
industria avicola promueve rigurosamente dos razas de pollos para diferentes propositos
comerciales. La capa de pollo se selecciona para la produccion de huevos prolificos, y el pollo
de engorde se selecciona para un rapido crecimiento para la produccion de carne.
Como consecuencia desafortunada de su crecimiento muscular extremadamente rapido, los
pollos de engorde juveniles y adultos estan predispuestos a desarrollar hipertension pulmonar,
una condicidon que se produce cuando la demanda de energia del tejido muscular supera las
capacidades del sistema cardiovascular para suministrar cantidades adecuadas de oxigeno a
estos tejidos. Para compensar la hipoxemia muscular, el sistema cardiovascular de pollos de
engorde juvenil y adulto debe funcionar a una capacidad mayor que la de la capa de pollo para
suministrar suficiente oxigeno a tejido muscular relativamente poco perfundido (Ho et al.,
2011).

Curiosamente, las diferencias fenotipicas entre las razas de pollos surgen desde los primeros
dias del desarrollo embrionario, lo que podria establecer el escenario para las diferencias
especificas de la raza observadas en los fenotipos embrionarios, juveniles y adultos en etapa
avanzada. Los embriones de pollos de engorde tienen tasas de desarrollo general mas rapidas
que los embriones de capa, lo cual es evidente por primera vez a las 48 h del desarrollo.
Ademas, la masa corporal embrionaria difiere significativamente entre las capas y los pollos
de engorde durante la incubacion, y las diferencias se hacen més evidentes hacia el final de la
incubacion del huevo. Esta diferencia de masa corporal persiste después de la eclosion y hasta
bien entrada la edad adulta, ya que los pollos de engorde tienen una masa hasta cuatro veces
mayor que la de las capas a los 42 dias posteriores a la eclosion. Mas especificamente, el
desarrollo cardiovascular de estas dos razas de pollos difiere significativamente temprano en
el desarrollo embrionario. A las 40 h de la incubacion, los embriones de pollos de engorde
muestran hipertrofia ventricular cardiaca en comparacion con los embriones de capa. Ademas,
la frecuencia cardiaca de los embriones de pollos de engorde es mas alta que la de los
embriones de capa, y la diferencia continta hasta el segundo dia de vida posterior a la eclosion
(Hoetal., 2011).

Se ha reconocido que los efectos maternos son un jugador importante en la dinamica evolutiva

al modular la aptitud de la descendencia a través de los cambios en los rasgos de la vida



temprana, y pueden servir para explicar las diferencias especificas de la raza observadas entre
pollos de engorde y de capa. Las diferencias genéticas entre pollos de engorde y ponedoras
contribuiran directamente a las diferencias fenotipicas observadas en embriones, juveniles y
adultos; sin embargo, los factores del huevo proporcionados por la madre también pueden
desempefiar un papel fundamental en la determinacion de los rasgos especificos de la raza de
la descendencia. La deposicion de hormonas, factores inmunoldgicos y nutrientes de origen
materno en el 6vulo durante la ovulacidon en especies oviparas influye en la morfologia, la
fisiologia y el comportamiento de los hijos de manera epigenética. Dos hormonas de la yema
producidas por la madre que se han estudiado intensamente por sus efectos en el fenotipo de
la descendencia son las hormonas tiroideas y la testosterona. En las aves, una disminucion en
la hormona tiroidea de la yema produce una descendencia mas pequefia, mientras que la
modulacion de la testosterona de la yema y los niveles de carotenoides contribuye a la
alteracion del crecimiento embrionario y postnatal y la funcidon inmune de la descendencia (Ho

etal., 2011). En la figura 2 se muestra esquematicamente la morfologia del huevo de gallina.
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Figura 2.- Morfologia del huevo

Fuente: Araneda, 2018

1.2.2. CALIDAD, PESO Y TAMANO PROMEDIO DEL HUEVO.
Establecer las especificaciones y control de la calidad de éste para consumo humano no es un

problema de facil solucion, dado que involucra numerosos factores (Juarez et al., 2010).



Muchas técnicas de laboratorio se han desarrollado para determinar la calidad del huevo en
gallinas de estirpe comercial (Abdou et al., 1993). En estudios previos se ha encontrado que
el didmetro longitudinal y trasversal, estdn asociados directamente con el peso de huevo, es
decir, que los huevos mas pesados tienen didmetros también mas grandes y viceversa (Judrez
etal.,2010). Un sistema de produccion avicola no industrializado (es decir, de traspatio) recibe
una dieta a base de grano (maiz o sorgo), con limitaciones de “calcio y fésforo, como minerales

estructurales de la cascara” (Avila et al., 2001).

Los promedios obtenidos en un estudio realizado por Aureliano Juarez y colegas fueron: Peso
del huevo 50.7 g; Didmetro longitudinal 5.6 cm; Diametro transversal 4.2 cm; Peso de la
cascara 4.5 g (Juarez et al., 2010). Para la NMX-FF-079-1991. se reconocen seis tamafios en
el huevo fresco de gallina (cuadro 1), los cuales estan determinados por su peso y se deben
aplicar a todas las clasificaciones de consumo. Dichos grados son los siguientes (NMX-FF-

079-1991, 1991):

Cuadro 1. Clasificacién del huevo

Tamafio Peso neto minimo por  Peso neto minimo por Peso neto minimo por

unidad (g) docena (g) 360 piezas (kg)
1 64.0 768.0 23.0
2 60.0-63.9 720.0 21.6
3 55.0-59.9 660.0 19.8
4 50.0-54.9 600.0 18.0
5 45.0-49.9 540.0 16.2
6 Menos de 45 No hay peso neto minimo

Fuente: NMX-FF-079-1991

1.2.3. COMPOSICION QUIMICA
Su composicion quimica depende de la dieta de la gallina, asi como del sistema de crianza,
siendo los lipidos o fraccion grasa el componente mas variable (Araneda, 2018). En el cuadro

2 se muestra la composicion quimica del huevo.
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Cuadro 2.- Composicion quimica del huevo de gallina

UnidadesfHuevo (100g)M81 Huevo (50g) ‘
Energia kcal 143 72
Agua g 76.2 38.1
Proteina g 12.6 6.3
Grasa g 9.5 4.8
Carbohidratos g 0.7 0.4
Grasas saturadas g 3.1 1.6
Grasas Monoinsaturadas g 3.7 1.8
Grasas polinsaturadas g 1.9 1
Colesterol mg 372 186
Vitaminas A, D, B2, Biotina, B12
Minerales Selenio, Yodo, Hierro y Zinc
Fitoquimicos Carotenoides en yema (Luteina y Zeaxatina)

Fuente: USDA, 2018

1.2.4. APORTE NUTRICIONAL DEL HUEVO

El huevo es uno de los alimentos mas nutritivos de la naturaleza y ha estado presente desde la
antigliedad en la alimentacion de la humanidad. Se lo considera un alimento protector por su
cantidad y calidad de nutrientes que protegen de enfermedades por carencia. Se caracteriza por
alta densidad nutritiva y moderado valor caldrico, una unidad mediana (60g) aporta 75 kcal.
Por su alto contenido en colesterol, historicamente se ha relacionado a la ingesta de huevo con
un aumento del riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular. Sin embargo, mas de
cuarenta afios de investigacion cientifica han demostrado que el huevo no es responsable del

aumento del colesterol sanguineo (Sayar, 2016).

Sus proteinas se encuentran en la clara como en la yema. Son proteinas completas de alto valor
bioldgico. Un huevo aporta 6,25g de proteina que equivalen al 10% de las recomendaciones

proteicas necesarias para un adulto de referencia. Contiene acidos grasos esenciales linoleico
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y alfalinolénico. Las grasas son en su mayoria insaturadas, siendo el acido graso oleico el que
predomina. No aporta acidos grasos trans y solo 1/3 de las grasas que aporta son saturadas (1,6
g). Aporta hierro, magnesio, zinc, fosforo, calcio, potasio y selenio. El hierro se encuentra en
la yema. Posee gran variedad de vitaminas, en la clara se encuentran las vitaminas
hidrosolubles del complejo B y en la yema las vitaminas liposolubles A, D, E y K. La tnica
vitamina que no posee es la vitamina C. Contiene colina, nutriente que actiia en la formacion
del sistema nervioso y centros de la memoria. Ademds, aporta pigmentos carotenoides
antioxidantes de tipo xantofilas denominadas luteina y zeaxantina que intervienen en la salud

visual. Ambas sustancias se encuentran en la yema (Sayar, 2016).

1.3. ASPECTOS SOCIOECONOMICOS DEL HUEVO EN MEXICO Y EL MUNDO
1.3.1.  PRODUCCION MUNDIAL DE HUEVO DE GALLINA

El sector avicola sigue creciendo e industrializdndose en muchas partes del mundo debido al
poderoso impulso del crecimiento demografico, el aumento del poder adquisitivo y los

procesos de urbanizacion (FAO, 2018).

Los adelantos en los métodos de reproduccion han dado lugar a aves que responden a fines
especializados y son cada vez mas productivas, aunque requieren su gestion por parte de
expertos. El desarrollo y la transferencia de las tecnologias de alimentacion, sacrificio y
elaboracion han mejorado la inocuidad y la eficiencia, pero favorecen a las unidades de gran
escala, en detrimento de los pequenos productores. Esta evolucion ha hecho que la industria
avicola y la industria de alimentos concentrados aumenten rapidamente de tamafio, que se
concentren en torno a las fuentes de insumos o los mercados finales y se integren
verticalmente. Un factor de cambio estructural ha sido el paso a la produccion contractual en
la fase de cria de los pollos de engorde, lo que ha permitido a los productores de tamafio medio

acceder a una tecnologia avanzada con una inversion inicial relativamente reducida (FAO,

2018).

Los sistemas avicolas familiares, rurales y en pequeia escala siguen desempefiando una
funcion esencial para la preservacion de los medios de vida en los paises en desarrollo al
suministrar productos avicolas a las zonas rurales y prestar un importante apoyo a las mujeres

que se dedican a la agricultura. La produccion de aves de corral en pequefia escala seguira
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brindando oportunidades de generacion de ingresos y de nutricion humana de calidad mientras

haya pobreza rural (FAO, 2018).

La produccién mundial de huevos ha aumentado entre los afios 2000 y el 2016 en un 42%, a
una tasa promedio anual de 2,2%. Con creces, China es el principal pais productor de huevos
que en 2015 produjo alrededor de 30 millones de toneladas métricas. Le siguen Estados
Unidos, con 5,8 millones de toneladas métricas, e India, con 4,4 millones de toneladas
métricas, Figura 3. A nivel global, Asia es el continente que mas aporta a la produccion

mundial, seguido por América y Europa (Aguirre et al., 2018).
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Figura 3. Produccion mundial de huevo

Fuente: Aguirre et al., 2018

En 2011, los Paises Bajos tuvieron la mayor tasa de autosuficiencia con un 328%, seguidos de
Polonia (127%), Turquia (125%), Bélgica (114%) y Espafia (114%). Las tasas mas bajas de
autosuficiencia se encontraron en Alemania (66%), Suiza (52%) y los Emiratos Arabes Unidos

(50%) (Wilhelm et al., 2013).

1.3.1.1. TASA DE PRODUCCION DE HUEVO
En la mayoria de los paises en desarrollo hay dos industrias de aves de corral paralelas: una

que utiliza genotipos comerciales de pollos de engorde o ponedoras de alto rendimiento; otra

basada en razas autoctonas con doble funcion y bajo rendimiento. Las proporciones de estas

13



dos categorias varian mucho segun los paises, pero en los paises de bajos ingresos las razas
autdctonas pueden representar hasta un 90 por ciento de la poblacion de aves de corral (Pym,

2013).

La distincién fundamental entre las dos formas de produccion reside en la gestion. Los
genotipos comerciales se crian normalmente en confinamiento, en parvadas que van de 100 a
200 aves (pequenias) a mas de 10 000 aves (grandes). Las aves se alimentan en general con
piensos compuestos y las instalaciones de mayor escala suelen estar situadas cerca de las zonas
urbanas. Los genotipos autoctonos, por su parte, se crian en los hogares de las zonas rurales y,
en ocasiones, periurbanas en pequeias parvadas de 10 a 30 aves que se alimentan con sobras
de los hogares y pequenas cantidades de otros alimentos. Las mujeres y los nifios suelen ser

los encargados de la gestion de las parvadas de la familia (Sonaiya et al., 1999).

Las diferencias de rendimiento entre los distintos genotipos son a menudo muy grandes. Las
ponedoras comerciales obtenidas a partir de linajes madre importados pueden poner mas de
300 huevos al afio, mientras que las gallinas autoctonas suelen poner solo entre 40 y 60 huevos

al afio (Serensen, 2010).

1.3.2. CONSUMO PER CAPITA MUNDIAL DE HUEVO DE GALLINA

La carne y los huevos de aves de corral se encuentran entre los alimentos de origen animal
mas consumidos en el mundo, en culturas, tradiciones y religiones muy diversas. El consumo
de carne y huevos de aves de corral, y de alimentos de origen animal en general, ha aumentado
rapidamente en las ultimas décadas. El incremento de la demanda ha de atribuirse
principalmente al crecimiento demografico, la urbanizacion y el aumento de los ingresos en
los paises en desarrollo. El pollo domina el consumo mundial de carne porque es asequible,
tiene un bajo contenido de grasa y se enfrenta a pocas restricciones religiosas y culturales. La
demanda de carne y huevos de aves de corral deberia de seguir aumentando debido al
crecimiento demogréfico y al aumento del consumo individual. Segin las previsiones, el
mercado de la carne de aves de corral crecerd independientemente de la region o el nivel de
ingresos, con un crecimiento per capita ligeramente superior en los paises en desarrollo que en

las regiones desarrolladas (FAO, 2018).
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La carne y los huevos de aves de corral contribuyen a la nutricion humana al proporcionar
proteinas de alta calidad y bajo nivel de grasas, ademas de acidos grasos deseables. Los
habitantes urbanos y periurbanos en general comen aves de corral criadas en sistemas
intensivos, ya sea de produccion local o importada, pero existen mercados especializados para
las aves de corral y los productos avicolas autdctonos. En las zonas rurales de los paises en
desarrollo, la mayoria de los hogares consumen carne y huevos de sus propias parvadas, que

generalmente son pequeias, de aves autdctonas (FAO, 2018).

Desde principios del decenio de 1960, el consumo mundial per capita de huevos casi se ha
duplicado, mientras que el consumo de carne de aves de corral se ha quintuplicado. El mayor
crecimiento se ha registrado en Asia y América Latina, ademas, la carne y los huevos de aves
de corral autdctonas difieren en apariencia y sabor de los productos avicolas comerciales, y a
menudo son preferidos por los consumidores. Por ejemplo, los huevos de las gallinas
autdctonas son considerablemente mas pequenos que los de las ponedoras comerciales (por lo
general pesan un 50 por ciento menos, como minimo) y pueden tener cualidades especificas.
Por ejemplo, la raza Fayoumi, originaria de Egipto, pone huevos pequefios con una yema

grande (FAO, 2018).

El consumo promedio per capita de huevos con cascara es de 200 piezas / afio. Con mas de
350 huevos, México mostro el valor mas alto, seguido por Japon, Ucrania y China. En Europa,
Dinamarca y Hungria tuvieron el mayor consumo, el mas bajo se encontr6é en los Emiratos

Arabes Unidos, Nigeria e India (57 huevos per capita) (Wilhelm et al., 2013).

1.3.3.  PRODUCCION ANUAL EN MEXICO DE HUEVO DE GALLINA
En los ultimos afios, la produccion de huevo ha aumentado en forma sostenida; durante el
periodo de 2012-2017, se increment6 a una tasa media anual de crecimiento de 3.6 por ciento,

alcanzando en el afio 2017 una produccion total de 2.771 millones de toneladas, figura 4.
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Figura 4. Producciéon anual de huevo en México del 2008-2017

Fuente: SIAP, 2018

Este producto presenta un incremento en su produccion anual ocupando asi, hasta el afio 2017,

el cuarto sitio de la producciéon mundial (SIAP, 2018).

El estado de la republica mexicana que mas produce este producto es el estado de Jalisco con
un total de 1 503 293 Toneladas al afio; tomando en cuenta que, en el pais, anualmente se
producen 2 771 196 Toneladas podemos decir que el estado de Jalisco produce el 54.25% de
la produccion anual de huevo en el pais; en el cuadro 3 se muestran los estados que abarcan la

mayor produccion en el pais (SIAP, 2018).
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Cuadro 3.- Top en volumen de produccion de las principales entidades

Rank Entidad federativa Volumen (Toneladas) Variacion (%) 2012-2017

Total nacional 2771196 19.5
1 Jalisco 1503 293 335
2 Puebla 501 254 43
3 Sonora 135517 16.2
4 Yucatan 87 065 16.5
5 Nuevo Leon 85016 -17.8
6 Guanajuato 78 264 -8.1
7 Durango 65518 -18.9
8 Sinaloa 62 687 93.7
9 Coahuila 43 134 -30.8
10 San Luis Potosi 39 833 1494
Resto 169 616 10.3

Fuente: SIAP, 2018
1.3.4. CONSUMO PER CAPITA NACIONAL
Se estima que en México una persona consume anualmente un total de 22.6 Kg (Figura 5) de
este producto (SIAP, 2018). Si consideramos que el consumo per capita mundial es de,
aproximadamente, 9 kg podemos decir que, en México, este producto, se consume mas del

doble con relacion a los demas paises (W. Aho, 2018).
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Figura 5.- Consumo per céapita nacional

Fuente: SIAP, 2018

1.3.5.  EXPORTACION

La capacidad productiva de la avicultura mexicana permite generar un volumen de huevo en
un nivel que determina se realicen minimas importaciones con respecto a las exportaciones,
es decir que México exporta mas de lo que importa; siendo los principales clientes Cuba y

Colombia (SIAP, 2018).

1.3.6. IMPORTACION
En el transcurso de 2017, el pais adquiri6 del exterior 22, 687 Toneladas; de ellas 99.7% de
Estados Unidos. En 2012, las importaciones del producto avicola que México realizd

provinieron de dos paises. Seis afios después, ese numero se incremento6 a 3 (SIAP, 2018).

CAPITULO 2. GENETICA

La Genética es la ciencia que estudia los fenomenos de la herencia y la variacion. Estos
fenomenos son complejos, y su analisis experimental solo fue fructifero a partir del momento
en que se contd con un marco conceptual adecuado, que fue provisto por el monje austriaco
Juan Gregorio Mendel (1822-1884), aunque sus concepciones permanecieron sin uso hasta su

redescubrimiento en el aio 1900 (Hin et al., 1956).
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2.1. INTRONES Y EXONES

Un gen es una secuencia ordenada de nucledtidos en la molécula de ADN (o ARN, en el caso
de algunos virus) que contiene la informacion necesaria para la sintesis de una macromolécula
con funcion celular especifica, habitualmente proteinas, pero también ARNm, ARNr y ARNt.
Esta funcién puede estar vinculada con el desarrollo o funcionamiento de una funcion
fisiologica. El gen es considerado la unidad de almacenamiento de informacion genética y
unidad de la herencia, pues transmite esa informacion a la descendencia. Los genes se
disponen, pues, a lo largo de ambas cromadtidas de los cromosomas y ocupan, en el cromosoma,
una posicion determinada llamada locus. El conjunto de genes de una especie, y por tanto de
los cromosomas que los componen, se denomina genoma. Los genes estan localizados en los

cromosomas en el nucleo celular (Jouve de la Barreda, 2008).

Los genes en eucariontes estan fragmentados, de manera, que poseen regiones que se traducen
a aminoacidos en la secuencia del polipéptido y que se denominan Exones y, regiones que no

se traducen a aminoacidos en el polipéptido y que se denominan Intrones (UCM, 2018).

Sitio dador Sitio de ramificacidn  Sitio Aceptor
Exdn 1 ,l Intrén 1 l, Exon 2
5" 1 GU S A B A C——1 3
Precursor de mARN
— N
— U2
u1 uz

Complejo
/_ Ud - Us - Us
us
V-

5 C———16-G 6 C SBIAG-G—— ¥
u1 U4:r ue ?3

Espliceosoma completo ?
l AGES
5L 1G-G 13" Intrén removido

Figura 6. Funcion de intrones y exones (Sabbatino, Lassalle, & Galvez, 2018).

Fuente: Sabbatino et al., 2018
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2.2. POLIMORFISMOS Y MUTACIONES: DIFERENCIAS

Polimorfismo significa literalmente <<Muchas formas>>. Asi pues, el polimorfismo genético,
cromosomico o de secuencia del ADN es el responsable de la gran variabilidad existente entre
los individuos de una misma especie. La diversidad del genoma entre especies es obvia,
mientras que la diversidad del genoma dentro de una misma especie hace que cada individuo
sea unico e irrepetible. Esta diversidad es la responsable de fendémenos a gran escala como la
evolucion de las especies y de otros de trascendencia menor -pero no menos importantes- como
las caracteristicas diferenciales entre individuos de una misma especie.

Los polimorfismos pueden encontrarse en las regiones codificantes del genoma (regiones que
codifican para una proteina), recibiendo el nombre de «polimorfismos génicos». También
podemos encontrarlos en las regiones no codificantes (regiones que no codifican para ningun
producto génico, pero que pueden tener una funcién reguladora o simplemente estructural);
entonces reciben el nombre de «polimorfismos genéticos».

Cuando los polimorfismos so6lo afectan a un unico nucledtido (unidades monoméricas de la
secuencia del ADN), se denominan SNP (single-nucleotide polimorphism) (Torrades, 2002).
La causa ultima de la existencia de los polimorfismos es la mutacion del ADN. Aunque no
estd muy claro el uso de los términos mutacion y polimorfismo, el término mutacion se suele
atribuir a situaciones poco frecuentes y que estan asociadas una patologia, mientras que el
término polimorfismo se asocia a una variacion comun en una poblacion mas o menos estable

y no es causa directa de ninguna patologia (Torrades, 2002).

2.3. POLIMORFISMOS EN GENETICA

El ADN se encuentra en el nticleo de todas las células y, debido a su gran diversidad, es el
responsable de las caracteristicas propias de cada individuo. Esta diversidad queda reflejada
por marcadores moleculares conocidos como polimorfismos. Estos presentan miltiples
aplicaciones de interés médico y social (Torrades, 2002). Existen varios tipos de
polimorfismos genéticos, que difieren entre si en su estructura, distribucion, estabilidad y
forma de transmision. Como consecuencia de estas diferencias, se utilizan como marcadores
genéticos de manera complementaria ya que aportan distintos tipos de informacion sobre el
sujeto y su ascendencia que, de manera combinada, resulta mucho mas amplia y util

(Universidad de Santiago de Compostela, 2018).
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2.3. GENETICA DE DEL AVE (Gallus gallus domesticus)

2.3.1. RUTAS Y REGULADORES ASOCIADOS AL GEN BMP15
2.3.1.1. FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMATE BETA (TGF-p)
El factor de crecimiento transformante  (TGF-B) es una familia de proteinas que incluye al

TGF-B, activinas y a la proteina morfogénica de hueso (BMP, por sus siglas en inglés),
citocinas que son secretadas y se relacionan estructuralmente en diferentes especies de
metazoarios. Los miembros de la familia del TGF-p regulan diferentes funciones celulares
como proliferacion, apoptosis, diferenciacién, migracion, y tienen un papel clave en el
desarrollo del organismo. El TGF- estd implicado en varias patologias humanas, incluyendo
desordenes autoinmunes y vasculares, asi como enfermedades fibroticas y cancer (Galvez
Gastélum et al., 2019). Los miembros de la familia del TGF-3 son codificados por 33 genes
que traducen polipéptidos estructuralmente relacionados que corresponden a los precursores
de los ligandos, estos estan compuestos por un propéptido de gran tamafio y un polipéptido
maduro C-terminal que se produce por clivado de su precursor. Los ligandos de la familia del
TGF-B son homodimeros o heterodimeros del polipéptido C-terminal unidos por enlaces
disulfuros, estos incluyen TGF-, activinas, BMP (proteinas morfogenéticas o0seas), Nodal y
GDFs (factores de crecimiento y diferenciacion) (Madera et al., 2016).

2.3.1.2. VIA DE SENALIZACION SMAD1

Las proteinas Smad constituyen una familia de segundos mensajeros, conservada
evolutivamente y que participa en la propagacion de las senales intracelulares activadas por
TGF-B indispensables para muchas de las acciones de esta citoquina, entre ellas, las
profibroticas El nombre “Smad” se deriva de la contraccion de los nombres de las proteinas
similares inicialmente identificadas en la Drosophila melanogaster (MAD o Mothers against
decantaplegic, donde “decantapléjico” se refiere a una proteina de la mosca homologa a la
proteina morfogénica dsea humana, la cual participa en el desarrollo del eje dorso-ventral
durante la formacion del organismo, y la expresion “mothers against” adicionada como un
apunte de humor puesto que las madres usualmente forman organizaciones oponiéndose a
varios asuntos) y la proteina del nematodo Caenorhabditis elegans (SMA o “small body size”,
que corresponde a genes mutados que alteran el tamafio corporal) (Vanegas et al., 2011). Las
proteinas smad han sido identificadas como las principales transductoras de la sefializacion del
TGF- B, median la sefalizacion del receptor en la superficie celular a los genes blanco en el

nucleo (Gélvez Gastélum et al., 2019). Existen ocho proteinas smad en vertebrados (Smad 1-
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Smad 8) que han sido descritas con tres distintas funcionalidades: smad activadas por el
receptor o R-Smad (Smad 1, 2, 3, 5 y 8), smad mediadora comin o C-Smad (Smad4) vy,
finalmente, las smad inhibitorias o I-Smad (Smad 6 y 7). A su vez, a las R-Smad se han
agrupado en dos grupos principales de acuerdo con la manera como son activadas por su
receptor tipo I. Estas incluyen a Smad 2 y Smad 3 que son activadas a través de fosforilacion
de su segmento C-terminal por el receptor tipo I del TGF- B y el receptor de activina (TbRI y
ActRIB, respectivamente); Smad 1, Smad 5 y Smad 8 son activadas por Alkl, Alk2 o BMP
(Galvez Gastélum et al., 2019).

2.3.2. BMP15: PROTEINA Y GEN

Las BMP son un grupo de glicoproteinas de bajo peso molecular involucradas en el
crecimiento y desarrollo de varios tejidos y 6rganos como el hueso, corazon, rifiones, 0jos, piel
y dientes. Los factores que influencian la remodelacion 6sea estimulan la diferenciacion de
células madre mesenquimales a osteoblastos. Al comparar la secuencia de aminodcidos

derivada de las BMP pueden ser clasificadas en 4 subgrupos

Subgrupo 1: BMP2 y 4

Subgrupo 2: BMP5, 6, 7 (también conocida como proteina osteogénica-1, OP-1) y 8 (OP-2)
Subgrupo 3: BMP9y 10

Subgrupo 4: BMP3 (osteogenina, funciona como inhibidor de las anteriores)

Las proteinas mencionadas, todas, tienen una funcion osteogénica, a diferencia de las restantes
del grupo (BMP12, 13, 14, 15) que tienen funciones distintas, entre estas se encuentra la
BMPI15 (Sierra et al., 2016). La proteina morfogenética 6sea 15 (BMP15) y el factor de
diferenciacion del crecimiento 9 (GDF9) son dos miembros de la superfamilia del factor de
crecimiento transformante f (TGF-B). En humanos y mamiferos, BMP15 y GDF9 son

esenciales para la fertilidad femenina (Huang et al., 2015)

Se sabe que BMP15 (proteina morfogenética 6sea 15) es un gen de codificacion de proteinas,
en humanos y otros mamiferos como ovejas, se ha encontrado que este gen codifica un ligando
secretado de la superfamilia de proteinas TGF-beta (factor de crecimiento transformante-beta)
(GenCards, 2019). Los polimorfismos en el gen BMP15 estan asociados con el aumento de

tasa ovulatoria o prolificidad en algunas razas de ovinos (Argiiello et al., 2014). Los ligandos
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de esta familia se unen a varios receptores de TGF-beta que conducen al reclutamiento y
activacion de los factores de transcripcion de la familia SMAD que regulan la expresion
génica. La preproteina codificada se procesa proteoliticamente para generar subunidades de
un homodimero ligado a disulfuro, o alternativamente, un heterodimero, con la proteina
relacionada, factor de diferenciacion del crecimiento 9 (GDF9). Esta proteina desempefia un
papel en la maduracién de los ovocitos y el desarrollo folicular, a través de la activacion de las

células de la granulosa.

La especie Gallus gallus domesticus tiene un total de 35 cromosomas en su genoma; el gen
BMP15 se localiza en el cromosoma niimero 4, para ser mas precisos, se ubica en la posicion
1 234 del cromosoma. Es importante recalcar que, para el caso de las aves, los cromosomas
que confieren el sexo a estas especies son los W y Z, se dice que un individuo es macho si es
homogamético, es decir si presenta cromosomas ZZ, caso contrario ya que estas seran
heterogaméticas (ZW) (Frayer et al., 1985). Como se menciond anteriormente el gen de
estudio se encuentra en el cromosoma 4 y este no presenta injerencia alguna en la asignacion
del sexo del ave por lo que no presenta problema alguno de donde se obtenga la muestra, ya

sea de un macho o una hembra.

2.4. FENOTIPO DE LAS AVES

Se sabe que la gallina de raza Lohmann Brown Lite tiene una tasa de produccion de huevo
mayor con respecto a la de la raza Ross, esto de acuerdo con estudio realizado por Y. Huang
en 2015 (Polymorphism identification in BMP15 and GDF9 genes and their association with
egg production in chickens). Como se observa en la figura 7, hay una clara diferencia entre los
huevos y las mismas gallinas de estas dos razas; la principal diferencia que presenta es el color,
el producto de la gallina Lohmann brown lite es de un color rojizo con pecas de un rojo mas
oscuro, a diferencia del producto de la gallina de raza Ross que es de un color totalmente
blanco. Por datos obtenidos de las granjas de donde provienen los individuos estudiados se
conoce que el peso del huevo de ambas razas ocila los 64 gramos, es decir que no existe

diferencia en cuanto al peso del huevo de las dos razas.
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Figura 7.- Fenotipo de la gallina Lohmann brown lite y su huevo vy de la raza Ross

Fuentes: Granja Santa Isabel, 2018 y Ross, 2018. Correspondientemente

2.4.1. FENOTIPOS DE LAS PRINCIPALES RAZAS DE GALLINAS PONEDORAS
En el cuadro 4 se muestran distintas razas que son comunmente utilizadas para la produccion

de huevo en todo el mundo; comparando las principales caracteristicas de todas estas razas con
las que comtinmente se utilizan como produccién de carne (o engorda) podemos ver que las
de razas para produccion de huevo son de un tamafio un poco menor, esto obviamente por la

dieta y para el fin al que son destinada cada raza.
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Cuadro 4.- Diferentes razas de gallinas de postura.

Figura 8. Plymouth Rock (Omlet, 2018) ] Figura 10. Raza Isazul morisca
Figura 9. Raza Isazul (GCAD, 2018) (Granja Santa Isabel, 2018).

Figura 11. Raza de gallina negra Figura 12. Raza de cuello pelado Figura 13. Raza Sussex (Gallina
(Granja Santa Isabel, 2018). (Granja Santa Isabel, 2018) Sussex, 2018)

2.4.2. FENOTIPOS DE LAS PRINCIPALES RAZAS DE POLLOS DE ENGORDE.
De igual manera que se hizo con las razas de gallinas ponedoras, se muestran algunas razas

comunes que se utilizan para la produccion de carne (cuadro 5), esto con el fin de identificar

las diferencias que existen entre las razas que tienen los distintos fines de produccion.
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Cuadro 5.- Razas de pollos de engorde.

Figura 16.- Raza Cornish (HDA,
Figura 15.- Lohmann Broiler 2018)
(Granja Santa Isabel, 2018)

Figura 14. Raza Brahma (Agronomaster,
2018)

-1

2y F° 12

' igura 17.- Raza New Hampshire » Figura 18.- Raza Rebro red Figura 19.- Raza Abrocam (AgroA,
(Dramstime, 2018) (AgroA, 2018) 2018)

L7

2.5. TECNICAS DE ANALISIS

2.5.1. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El proceso de la PCR fue ideado en 1985 por Karry B. Mullis, un investigador de la Cetus
Corporation, en Emerville, California. Ese mismo afio otros investigadores del grupo de Mullis
perfeccionaron la técnica y la aplicaron al diagnoéstico clinico de la anemia de células
falciformes. Desde entonces la aparicion de aplicaciones de esta metodologia en diferentes
areas de la biomedicina ha sido exponencial, también la nueva tecnologia ha tenido su efecto
en bola de nieve sobre el avance del conocimiento cientifico de otras disciplinas como la
criminalistica y la paleontologia, asi como en el estudio de la evolucion y de las plantas

(Pedrosa Amado , 1999).
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2.5.1.1. FUNDAMENTO DE LA PCR

Esta técnica se basa en el uso de dos oligonucle6tidos que luego de reconocer la secuencia
complementaria en la molécula de ADN, son alargados ciclicamente mediado por la accion de
la ADN Polimerasa. Cada ciclo de la técnica generalmente 20 o 30 en total, implica la
desnaturalizacion del ADN, el apareamiento de los oligonucledtidos y la sintesis del nuevo
fragmento de ADN a partir del oligonucleétido, lo que resulta en un crecimiento exponencial
de millones de copias del fragmento seleccionado. La reaccion de sintesis es catalizada por

una ADN Polimerasa termoestable, obtenida del Thermus aquaticus (Pedrosa Amado , 1999).

2.5.1.2 COMPONENTES DE LA PCR
Sabemos que el objetivo de la reaccion en cadena de la polimerasa es obtener muchas copias
de un fragmento de ADN, para después poder visualizar este fragmento y utilizarlo en otras

aplicaciones si es necesario. Para alcanzar este resultado, se requiere de:

e El ADN a partir del cual queremos obtener una copia de un fragmento, es decir, el
ADN que queremos amplificar. Este ADN se conoce como ADN molde.

e Una enzima capaz de generar una copia de ADN a partir del ADN molde: una ADN
polimerasa. La reaccion se lleva a cabo en un tampoén apropiado para el funcionamiento
de la enzima polimerasa.

e Iniciadores de la reaccion: Las enzimas ADN polimerasas unicamente son capaces de
afiadir nucleotidos al extremo 3’ libre de una doble cadena de ADN. Son necesarios
por tanto moléculas cortas (entre 10 y 30 bases) de ADN de cadena sencilla. Estas
moléculas son los cebadores o primers de la reaccion. Son los cebadores los que van
a delimitar el fragmento a amplificar.

e Nucleétidos libres (ANTPS): las enzimas ADN polimerasas van a crear una cadena
complementaria a la cadena molde mediante la incorporacion de nucleodtidos al
extremo 3’ libre del cebador que se ha unido a la cadena molde. Los nucledtidos se
afladen en forma de desoxirribonucledsidos trifosfato (ANTPs).

e Amortiguador (Buffer): 50mM KCl, 10mM Tris. Cl (pH 8.3 a temperatura ambiente)
y 1.5 mM MgCl,.

e MQgCI2: Puede estar en forma de MgClo, MgSOs4. Se usa 25mM (Es un cofactor para

la funcién de la polimerasa).
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Estos componentes son los elementos basicos que es necesario incorporar a la reaccion

para que se complete una PCR (Pérez de Castro, 2010).

2.5.1.3. ETAPAS DE LA PCR

La técnica de PCR se lleva a cabo en 3 etapas, la desnaturalizacion, alineamiento y
elongacion o extension (Figura 20).

Desnaturalizacién: Calentamiento para la separacion de las cadenas de ADN, la mezcla es
llevada por el termociclador a temperatura de 95 °C. Esta temperatura debe ser mayor a la Tm

de los cebadores (Burbano, 2010).

Alineamiento o hibridacion: Hibridacion de los cebadores a las hebras de cadena sencilla de
la secuencia blanco. Generalmente se usan temperaturas de 37 a 65 °C, durante 10 a 120

segundos (Burbano, 2010).

Elongacion o extension: Etapa de amplificacion propiamente dicha, en la que la ADN
polimerasa elonga los cebadores empleando como molde ambas hebras originales de la
secuencia diana de ADN. La extension transcurre en sentido 3'— 5’a partir del extremo 3' OH
de cada cebador, empleando como sustrato los cuatro dNTPs hasta terminar la lectura del
molde o hasta que se comience una nueva etapa de desnaturalizacion (siguiente ciclo).

Por lo general esta etapa sucede durante 30 a 120 segundos, dependiendo de la longitud de la

secuencia a amplificar (Burbano, 2010).
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30-40 ciclos de 3 pasos:
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(Andy Vientracse 1999)

Figura 20.- Etapas de la PCR

Fuente: (Mas, y otros, 2001)

2.5.1.4. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA PCR Y SUS APLICACIONES

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una novedosa técnica que permite la sintesis
in vitro de millones de copias de un segmento especifico del ADN. Su alta especificidad y
sensibilidad han hecho de esta sencilla, pero ingeniosa metodologia una herramienta que ha
evolucionado el andlisis y la manipulacion del material genético. Su aplicacion en diferentes
campos del conocimiento cientifico sitia a la Reaccion en Cadenas de la Polimerasa como el
factor fundamental que explica el actual desarrollo alcanzado en el anélisis y manipulacion del

material genético en animales y plantas (Pedrosa Amado , 1999).
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En menos de una hora de actividades enzimaticas se generan microgramos del fragmento de
ADN de interés, a partir de una copia Unica existente en la muestra. La especificidad de esta
reaccion se mantiene aun cuando en la muestra original existe una mezcla compleja de 4cidos
nucleicos, permitiendo asi manipular en el laboratorio cantidades muy limitadas de material

genético (Pedrosa Amado , 1999).

Sabemos que las ventajas de esta técnica son muchas, a continuacion, se mencionan las mas

relevantes.

Rapidez y sencillez de uso: La PCR permite clonar ADN en pocas horas, utilizando equipos
relativamente poco sofisticados. Una reaccion de PCR tipica consiste en 30 ciclos de
desnaturalizacion, sintesis y reasociacion. Cada ciclo dura tipicamente de 3 a 5 minutos y se
utiliza un termociclador que lleva un microprocesador para programar los cambios de
temperaturas y el nuimero de ciclos deseado. Esto supera ampliamente el tiempo requerido para
la clonacion en células, que suele ser de semanas, o incluso meses. Por supuesto, el disefio y
sintesis de los oligonucleotidos cebadores también lleva tiempo, pero este proceso ha sido
simplificado gracias a la aparicion de programas informaticos para el disefio de los cebadores,
y a la proliferacion de casas comerciales especializadas en la sintesis de oligonucle6tidos por

encargo. Una vez que se pone a punto, la reaccion puede ser repetida de forma sencilla (UNED,

2018).

Sensibilidad: La PCR puede amplificar secuencias a partir de cantidades infimas de ADN
diana, incluso a partir de ADN contenido en una sola célula. Esta elevada sensibilidad ha
permitido el desarrollo de nuevos métodos para el estudio de la patogénesis molecular y la
aparicion de numerosas aplicaciones (ciencia forense, diagnostico, estudios de paleontologia
molecular, etc) donde las muestras pueden contener muy pocas células. Sin embargo, el hecho
de que el método tenga una sensibilidad tan elevada significa también que se deben extremar

las precauciones para evitar la contaminacion de la muestra con ADN extrano (UNED, 2018).

Robustez: La PCR permite la amplificacion de secuencias especificas de material que contiene
ADN muy degradado, o incluido en un medio que hace problemadtica su purificacion
convencional. Esto hace que el método resulte muy adecuado para estudios de antropologia y
paleontologia molecular, por ejemplo, para el andlisis de ADN recuperado de individuos

momificados y para intentar identificar ADN de muestras fosiles que contienen poquisimas
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células de criaturas extintas hace ya mucho tiempo. El método se ha empleado con éxito
también para la amplificacion de ADN de muestras de tejidos fijadas con formol, lo cual ha

tenido importantes aplicaciones en patologia molecular (UNED, 2018).
Las principales desventajas que presenta esta técnica son:

Necesidad de disponer de informacion sobre la secuencia del ADN diana: Para poder
construir oligonucledtidos especificos que actien como cebadores para la amplificacion
selectiva de una secuencia particular de ADN se necesita disponer de alguna informacion
previa sobre la propia secuencia a amplificar. Esto implica, por regla general, que la region de
interés ya haya sido parcialmente caracterizada, a menudo mediante la aplicacion de métodos
de clonacion basados en sistemas celulares. Sin embargo, y para casos concretos, se han
desarrollado varias técnicas que reducen o incluso hacen desaparecer esta necesidad de

disponer de informacion previa sobre la secuencia del ADN diana (UNED, 2018).

Tamarfio corto de los productos de la PCR: una desventaja clara de la PCR como método de
clonacion de ADN ha sido el tamafio de las secuencias de ADN que permite clonar. A
diferencia de la clonacion de ADN en células, donde pueden clonarse secuencias de hasta 2
Mb, la informacién de que se dispone sobre la mayor parte de secuencias clonadas por PCR
sithia el tamafio de los fragmentos clonados entre 0 y 5 Kb, tendiendo hacia el extremo inferior.
Los fragmentos pequefios se amplifican muy facilmente, pero conforme aumenta su tamafo se
hace mas dificil obtener una amplificacion eficiente. En la actualidad sin embargo ya es posible

amplificar secuencias por PCR de tamafios entre 20 y 40 Kb (UNED, 2018).

Infidelidad en la replicacion del ADN: la clonaciéon del ADN en células pasa por la
replicacion del ADN in vivo, proceso asociado a una gran fidelidad de copiado debido a la
existencia, en la célula, de mecanismos de lectura y correccion de errores. Sin embargo, cuando
el ADN se replica in vitro la tasa de errores cometidos durante el copiado se dispara. Ya se ha
comentado anteriormente que la Taq polimerasa utilizada en la reaccion no tiene actividad

exonucleasica (UNED, 2018).

Peligro de contaminacion: la facilidad con que se amplifica el ADN exige evitar el peligro
de contaminacion inherente al poder multiplicador de la reaccion. En un tubo en el que se ha

realizado una reaccion de PCR hay tal cantidad de ADN, que al salir caliente del termociclador
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y abrir este, el vapor alcanza el ambiente del laboratorio. "Si se pasa un papel de filtro por los
pomos de las puertas, o la superficie del termociclador, se puede rescatar suficiente ADN como

para obtener una sefial" (UNED, 2018).

Sus aplicaciones son multiples: medicina forense, diagnosticos, andlisis prenatales, etc.

2.5.2.1. POLIMORFISMOS DE LONGITUD DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION (RFLP)

Es una diferencia en las secuencias de ADN homologas que pueden detectarse por la presencia
de fragmentos de diferentes longitudes después de la digestion de las muestras de ADN en
cuestion con endonucleasas de restriccion especificas . E1 RFLP, como marcador molecular,

es especifico de una combinacion de enzima de restriccion / clon individual (NCBI, 2018).

La mayoria de los marcadores de RFLP son co-dominantes (se detectaran ambos alelos en

muestras heterocigotas) y son altamente especificos del locus (NCBI, 2018).

Una sonda RFLP es una secuencia de ADN marcada que se hibrida con uno o mas fragmentos
de la muestra de ADN digerido después de que se separaron por electroforesis en gel,
revelando asi un patron de transferencia Uinico caracteristico de un genotipo especifico en un
lugar especifico. Los clones de ADN o ADNc gendmico de copia corta, simple o baja se

utilizan normalmente como sondas RFLP (NCBI, 2018).

Las sondas RFLP se utilizan con frecuencia en el mapeo del genomay en el andlisis de
variaciones (genotipado, analisis forense, pruebas de paternidad, diagndstico de enfermedades

hereditarias, etc.) (NCBI, 2018).

2.5.2.1.1. ENZIMAS DE RESTRICCION

En la década de 1960, se descubri6 un grupo de enzimas en bacterias que podian degradar el
ADN del bacteriofago entrante y "restringirian" su establecimiento en la célula. Estas
enzimas, conocidas como enzimas de restriccion, han demostrado ser muy valiosas en las
manipulaciones modernas del ADN. Las primeras enzimas descritas (tipo I) requieren varios
cofactores y carecen de especificidad de secuencia para sus sitios de escision. Sin embargo,

se descubrio una segunda clase (tipo II) que requiere solo Mg 2" como cofactor y tiene la
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clara ventaja de que reconocen y escinden secuencias muy especificas. Las enzimas de
restriccion Tipo II son, por lo tanto, capaces de reducir el ADN complejo, como el ADN
nuclear de la planta, en una poblacion de fragmentos con tamafios discretos. Hasta la fecha

se han descrito al menos 475 endonucleasas de restriccion (Bernatzky , 1988).

Son extraidas de organismos procarioticos (bacterias), donde actian como un mecanismo de
defensa, para degradar material genético extrano que entre en la célula. Las bacterias tienen
la capacidad de metilar su ADN, lo cual sirve para distinguir entre el ADN extrano y el ADN
propio. Las enzimas de restriccion no pueden cortar ADN metilado, de este modo solo afectan

el ADN extranjero y no el ADN bacterial (Rivera et al., 2018).
Existen 3 tipos de enzimas de restriccion:

1. Tipo Iy Tipo III:

a.  Tienen actividad de restriccion (cortan) y modificacion (metilan).

b.  Cortan a cierta distancia de la secuencia de reconocimiento, las Tipo I cortan lejos
de la secuencia de reconocimiento, ya sea rio arriba o rio abajo. Las Tipo III cortan
de 5-8 bases antes o después de la secuencia que reconocen.

c.  Necesitan ATP para moverse a través de la molécula de ADN, desde el lugar de
reconocimiento hasta el sitio del corte.

2. Tipo 1I:

a.  Solo tienen actividad de restriccion.

b.  Cortan de manera consistente y predecible dentro de la secuencia que reconocen.

c.  Solo requieren Mg"" como cofactor.

d.  Nonecesitan ATP (Rivera Denizard & De Jestis Maldonado, 2018).

2.5.2.1.2. FUNDAMENTO DE RFLP

Se basa en la deteccion de fragmentos de ADN de distinto peso molecular o de longitudes
diferentes, de manera que, mediante el andlisis de los polimorfismos en el tamafio de los
fragmentos de restriccion, es posible determinar la presencia o no de la mutacion, y, por tanto,
el genotipo del individuo (Esperon et al., 2013), la figura 21 muestra esquematicamente esta

técnica.
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Figura 21.- Representacion de la técnica RFLP
Fuente: (NCBI, 2018).
JUSTIFICACION

La carne de pollo y el huevo son la mejor fuente de proteina de buena calidad, para millones
de personas, proporcionan no solo proteinas de buena calidad sino también vitaminas y
minerales importantes, Farrel (2016). Ademdas del aporte nutrimental que este producto
(huevo) hace a la dieta humana, es de alto valor comercial, de este modo, en el afio 2016, en
Meéxico, hubo un incremento en la produccion del huevo respecto al afo anterior (de 2.653 a

2.72 millones de toneladas) (SIAP, 2017).

Las mutaciones en la proteina morfogenética 6sea 15 (BMP15) se asocia significativamente
con el rendimiento reproductivo en mamiferos (Huang et al., 2015). La mutacion causadas por
este SNP es no sinonima, es decir que presenta un cambio de aminoacido al momento de
llevarse a cabo la expresion del RNAm, una sustitucion de leucina por fenilalanina en la
posicion 12 de la sintesis de la proteina genera una funcidn diferente de la proteina sintetizada

(Huang et al., 2015).

Se ha demostrado que tanto la proteina BMP15 como GDF9 regulan los niveles de

hialuronano sintasa 2 (Has2), progesterona e inhibina (Su et al., 2004). Se ha demostrado que
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BMP15 inhibe la accion de la hormona estimulante de foliculos (FSH) al suprimir la expresion
del RNAm del receptor FSH (Otsuka et al., 2001) en las células de granulosa de rata. En
ovinos y humanos, la pérdida parcial de BMP15 lleva un aumento en la tasa de ovulacion

(Galloway et al., 2000).

Por lo regular se estudian BMP15 y GDF9 de forma conjunta, debido a la estrecha relacion
que presentan en la expresion sobre la fertilidad de los individuos. La asociacion de
polimorfismos en los dos genes con la fertilidad ha sido reportada en humanos y otros

mamiferos (Galloway et al., 2000).

En este trabaj6 se identifico la presencia del polimorfismo C34T en razas de gallinas Lohmann
Brown Lite y Ross con la aplicacion de la técnica PCR-RFLP y analizar si la existencia de este

mismo tiene influencia en la tasa de produccion de huevo de las distintas razas.

HIPOTESIS
La presencia del SNP (polimorfismo de un so6lo nucledtido) C34T en la raza de gallina
Lohmann Brown Lite en su gen BMP15 propicia una mayor ovulacion en esta raza en

comparacion con la raza Ross.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia del polimorfismo de C34T en el gen BMP15 mediante la técnica de
PCR-RFLP en gallinas Lohmann brown lite y Ross, y relacionar fenotipicamente su efecto en
la tasa de produccion de huevo.

OBJETIVOS PARTICULAR 1

Verificar los primers frontal y reverso con base en la revision bibliografica, que permitan la
identificacion del polimorfismo C34T en el gen BMP15 de gallinas Lohmann brown lite y

Ross.

ACTIVIDAD 1
Realizar una investigacion bibliografica en medios confiables (como articulos, etc.) para

obtener los primers especificos del gen BMP15 donde se encuentra el polimorfismo C34T.

OBJETIVO PARTICULAR 2
Determinar la especificidad de los primers mediante la técnica de PCR aplicada a 4 especies

fenotipicamente cercanas (Bos Taurus, Sus scrofa domesticus, Oryctolagus cuniculus y
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Oreocromis sp) y 3 especies fenotipicamente lejanas (Avena sativa, Triticum, Glycine max y

Zea mayz) para evaluar si son aptos para su utilizacion en el estudio.

ACTIVIDAD 1.

Extraer el ADN de 4 especies fenotipicamente cercanas (Bos Taurus, Sus scrofa domesticus,
Oryctolagus cuniculus y Oreocromis sp) y 3 fenotipicamente lejanas (Avena sativa, Triticum,
Glycine max y Zea mayz), asi como a la especie Gallus gallus domesticus, para evaluar la

especificidad de los primers.

ACTIVIDAD 2

Utilizar la técnica de PCR para verificar la especificidad de los primers.

ACTIVIDAD 3

Visualizar los resultados en un gel de agarosa al 1.5%.

OBJETIVO PARTICULAR 3
Aplicar la técnica de PCR en muestras de gallina Lohmann brown lite y Ross con los primers

especificos para amplificar el fragmento del gen de interés.

ACTIVIDAD 1

Extraer el ADN de las muestras de interés, gallina Lohmann brown lite y Ross.

ACTIVIDAD 2

Realizar la técnica de PCR para las muestras de gallina Lohmann brown lite y Ross.

ACTIVIDAD 3

Realizar la electroforesis y observar los resultados bajo luz UV.

OBJETIVO PARTICULAR 4
Verificar la presencia del polimorfismo C34T en el gen BMP15 por medio de la técnica de
RFLP para posteriormente realizar un analisis de su influencia en la postura de huevo de las

razas de gallinas Lohmann brown lite y Ross.

ACTIVIDAD 1
Con la enzima Earl 1, realizar la digestion enzimatica de las muestras resultantes de la PCR

para determinar el polimorfismo C34T del gen BMP15 en las muestras de inter¢s.
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ACTIVIDAD 2
Llevar a cabo una electroforesis para evaluar el resultado de la técnica de RFLP y visualizarlo

bajo luz UV.

OBJETIVO PARTICULAR 5
Comparar las diferencias en los datos de produccion de las razas de gallina Lohmann brown
lite y Ross relacionadas con el polimorfismo C34T en el gen BMP15 para determinar su

posible influencia.
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CUADRO EXPERIMENTAL

Objetivo general: Determinar la presencia del polimorfismo de C34T en el gen BMP15 mediante la técnica de PCR-RFLP en gallinas

Lohmann brown lite y Ross, y relacionar fenotipicamente su efecto en la tasa de produccion de huevo.

v

Justificacion

'

Hipotesis: La presencia del SNP (polimorfismo de un sdlo nucle6tido) C34T en la raza de gallina Lohmann Brown Lite en su gen

BMP15 propicia una mayor ovulacion en esta raza en comparacion con la Ross.
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Actividad 1: Extraer el
ADN de especies
distintas a las muestras de
interés (Bos taurus, Sus
scrofa, Persea americana
y Carica papaya), asi
como a la especie Gallus
gallus d., para evaluar la
especificidad de los
primers.

Actividad 2: Utilizar la
técnica de PCR para
verificar la especificidad
de los primers.
Actividad 3: Visualizar
los resultados en un gel
de agarosa al 3%.
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de la PCR para
determinar el
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CAPITULO 3. METODO EXPERIMENTAL.

3.1. MATERIALES Y METODOS.

3.1.1. EXTRACCION DE ADN

En el manual de laboratorio Molecular Cloning (Sambrook & R. Green, 2012), Joseph
Sambrook propone la secuencia de pasos a seguir para llevar a cabo la extraccion del ADN
que contienen las células en su interior. Para este trabajo se utilizaron muestras de muasculo de
pollo. Como Reactivos se utilizé agua desionizada (inyectable), solucion de lisis (Tris base 50
nM, EDTA 0.1M, SDS 0.5%), la enzima proteinasa K, la mezcla de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico y etanol frio. Los materiales que utilizados fueron el agitador vortex de la marca
Wisd, modelo VM-10, balanza electronica marca Velab balances modelo VE-300, un
termomezclador por bloques marca Eppendorf modelo 22331 Hamburg, un juego de
micropipetas marca Rainin modelo SL-XLS y una microcentrifuga marca Eppendorf modelo

Eppendorf AG 5453.

Procedimiento: (1) Dentro de un tubo Eppendorf se pes6 0.125g de la muestra de interés.
(2) Posteriormente se agregd 1250uL de solucion de lisis. (3) de igual forma de agrego 7ul
de proteinasa K. (4) Se coloco el tubo en el termoblock durante 2 horas a condicion de 50°C.
(5) Transcurridas las 2 horas, se elevo la temperatura a 60°C y se dejé una hora mas. (6) Se
agregaron 250puL de la mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. (7) Posteriormente se
centrifugd a 10 000 rpm durante 10 min. (8) La fase superior que contiene el ADN se
recuperd con una micropipeta y se vertio en otro tubo Eppendorf. (9) Se afiadieron 1500puL
de etanol frio. (10) Nuevamente se centrifugd por 10 minutos a 10 000 rpm. (11) Posterior a
esto se decanto el etanol y se dejo secar en el termoblock a 37°C por 1 hora. (12) Por ultimo

se agregd5S0uL de agua desionizada para resuspender el ADN.
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Figura 22.- Esquema de extraccion de ADN

Fuente: Creacion propia

3.1.2. CUANTIFICACION DE ADN

Esta es una de las técnicas que nos ayudan a identificar la pureza del ADN y que, en conjunto
con la técnica de electroforesis, nos ayudard determinar si lo que se extrajo es apto para su
posterior uso en la PCR. Por tanto, lo que se busca en la cuantificacion es ver la cantidad de
ADN presente en nuestra muestra, es decir que la relacion 260/280 (que corresponden a los
valores de longitud de onda de 4cidos nucleicos y proteinas, respectivamente) nos arroje un
valor de entre 1.7 y 1.9, ya que un valor menor a 1.7 indica que la muestra estaria contaminada
con Fenol y proteinas, y un valor superior a 1.9 nos dice que se encuentra RNA puro en la
muestra. Esto aunado a la concentracion que, lo ideal, es que sea de 60 ng/mL. En caso de que

la concentracion se encuentre en valores superiores a 90, que es lo maximo permisible, la
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muestra se tendrd que diluir, en caso contrario, que salga menor a 40 la muestra se desecha ya
que no servira para la aplicacion de la técnica de PCR. Para realizar la cuantificacion se utilizo
el ADN presuntamente extraido, como reactivos solo se utilizo agua libre de nucleasas, los
materiales usados fue una micropipeta de 0.5-1uL, un tubo eppendorf y el equipo usado fue

un espectrofotdémetro marca NanoDrop, modelo ND-1000.

Procedimiento: (1) Primero se prendié el nanodrop. (2) El equipo se encuentra conectado a
una computadora. En la computadora se abre el programa “nanodrop”. Entrar a la opciéon de
“acidos nucleicos”. (3) Se limpid cuidadosamente el sensor del equipo con ayuda de un pafio
y se coloco 2uL de agua libre de nucleasas la cual servird de blanco y correr el programa. (4)
Una vez que dio los valores del blanco nuevamente se limpid el sensor con ayuda de un pafiuelo
y se colocaron 2puL. de la muestra que se desea cuantificar y seleccionar la opcion “measure”.

(5) Se registraron los valores de relacion 260/280, y ng/ pL. Por tltimo, se limpi6 el equipo.
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Figura 23.- Esquema de Cuantificacion de ADN
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3.1.3. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

La electroforesis, como se coment6 antes, es una de las técnicas que nos ayuda a determinar
la integridad de ADN en nuestra muestra y analizar si se puede utilizar en la técnica de PCR.
Se lleva a cabo en un gel de agarosa al 1% para determinacion de integridad de ADN y para
técnica de PCR es gel de agarosa al 1.5%. Es la técnica mediante la cual se separan las
biomoléculas en disolucion cuando se ven sometidas a un campo eléctrico. Cada molécula se
desplaza por efecto del campo, alcanzando rapidamente una velocidad constante al equilibrarse
la fuerza impulsora (fuerza del campo eléctrico) con la resistencia al avance (fuerza de friccion
o rozamiento) impuesta por el medio en el que se desplaza; esto se puede observar de forma
esquematica en la figura 24 (Universidad de Alcala, 2018). Los componentes utilizados para
realizar la electroforesis son: reactivos usados fueron el agua libre de nucleasas, agarosa, TAE
1X, BrEt y Blue/Orange; los materiales y equipos usados fueron la camara de electroforésis
marca BioRad, modelo mini-sub cell GT, micropipeta marca Pipetman, modelo P20 y para
visualizar el gel fue en el transiluminador a luz UV marca Bio-Imaging System, modelo DI-
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Figura 24.-Componentes de la electroforesis

Fuente: (Universidad de Alcald, 2018)

Procedimiento: (1) El gel de agarosa se prepar6 al 1% de agarosa en 30mL de TAE 1X en un
matraz Erlenmeyer y se calienta en un microondas por 2 minutos, pasados los 2 min se agrega
1 gota de BrEt, se agita y se deja enfriar a una temperatura aproximada de 38°C, una vez a esa

temperatura, se vierte el contenido del matraz en el soporte de la cdmara de electroforesis y se
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coloca el peine para que se polimerice y por ende se forme el gel de agarosa con los canales
donde se cargan las muestras. Una vez que polimerizo se retira el peine con el cuidado para no
romper el gel, por Gltimo, se cubre la camara de electroforesis, ya con el gel dentro, con TAE
1X. Para cargar el gel se agreg6 en cada pocillo 3uL de BrEt; 3uL de colorante Blue/Orange
y SuL de la muestra extraida y cuantificada. El gel de agarosa se corrié a 90V durante 1 hora
en la camara de electroforesis (gel de agarosa al 1% para integridad del ADN). En la Figura
25 se muestra una corrida de electroforesis para PCR, es por ello que en esta se alcanza a
apreciar que la fuente de poder est4 a condicion de 60V ya que para la técnica de PCR se utiliza

a esta condicion.

Figura 25.- Electroforesis en proceso

Fuente: creacion propia

(7) Finalmente, el gel se visualiz6 en un transiluminador de luz U.V. Figura 26
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Figura 26.-Gel de agarosa bajo luz UV

Fuente: creacion propia

3.1.4.PCR

Para llevar a cabo la técnica de PCR se utilizaron primers especificos de Gallus gallus y
muestras de ADN extraido y cuantificado con anterioridad; en el cuadro 6 aparecen el resto

de los componentes para realizar la técnica.

Cuadro 6.- Componentes de la PCR

Componente Cantidad unitaria
(119
Kit Master Mix 12.5
Primers frontal 0.5
Primer reverso 0.5
Agua Libre de Nucleasas 10.5
ADN 2
Total 26
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3.1.5. RFLP

Para la deteccion de los polimorfismos existen distintas técnicas. La forma mas directa es la
secuenciacion del ADN, pero debido a su complejidad se utilizan otras técnicas mucho mas
simples y rapidas, como el analisis de los RFLP (polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccion) y los VNTR (polimorfismos en el nimero de repeticiones en
tandem). Los RFLP se basan en la deteccion de aquellas variaciones de secuencia del ADN,
que tienen como consecuencia un cambio en una diana de restriccion. Una diana de restriccion
es aquella region conocida del genoma que se puede «cortar» con unas proteinas conocidas
con el nombre de enzimas de restriccion y que realizan la funcion de «tijeras». Los fragmentos
que se obtienen, mediante estas enzimas de restriccion, seran de diferente tamafio en funcion
de los alelos que presente. Estos fragmentos de ADN representan la diversidad del genoma
dentro de una poblacion. Se han detectado un gran nimero de RFLP en el genoma humano,
adquiriendo el caracter de marcadores genéticos, que tienen multiples aplicaciones (Torrades,

2002).

De acuerdo con el programa Sequencher se encontrd que la enzima Earl realiza un corte al
encontrar una variacion en la secuencia del ADN en el gen BMP15 del cromosoma 4, dando

como resultado 3 fragmentos con longitud de 278, 196 y 43 pares de bases.

CAPITULO 4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

OBJETIVO PARTICULAR 1

<<Verificar los primers frontal y reverso con base en la revision bibliografica, que permitan
la identificacion del polimorfismo C34T en el gen BMP15 de gallinas Lohmann brown lite y

Ross>>.

Los primers que se utilizaron se presentan en el cuadro 7 y se encuentran en el articulo de
referencia para este estudio (Huang et al., 2015) y para corroborarlos se utilizé el programa
Sequencher, asi como también se analizd el uso de la enzima de restriccion Earl. Cabe

mencionar que en el articulo se utilizaron Tm diferentes a las que se obtuvieron por calculos y
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a las que se utilizaron en este estudio (Cuadro 7), es por ello que en el programa de PCR (figura

27)y la Tm calculada difieren.

Cuadro 7.- Disefio de primers, frontal y reverso

. . Tm Tamarnio del
Gen No. Acceso Primer Secuencia

(°C) amplificado

Frontal GGGTTTTAGCCCTGATCTTGCACTC 63

BMP15 NC 006091.5 517pb
Reverso AGGTAAGGTGGTGGCAATGGGTGAT = 63

Con base a los primers se establecieron las condiciones de la PCR: desnaturalizacion inicial a
94°C por 2 min., posterior a esto se inicia con la etapa ciclica de la técnica con la
desnaturalizacion a 94 °C por 40 s., seguido de la hibridacion que ocurre a 63 °C durante 40
segundos, como parte final de la etapa ciclica ocurre la elongacion que es a 72 °C durante 40
segundos y como etapa final de la PCR se lleva a cabo la elongacion final a condiciones de 72

°C por 4 min.

En la Figura 27 se esquematizan las etapas que se realizan en el programa de PCR para las
muestras de Lohmann Brown Lite y Ross de la especie Gallus gallus domesticus. El anexo 1

muestra de eforma mas extensa y detallada la verificacion del uso de los primers.

95°C |95 °C

2min |40 s 1. Desnaturalizacion inicial
- 72°C |72 °C 2. Desnaturalizacién
= . 3. Hibridacidn
2 63 °C 40s | 5 min 4. Elongacidn
E 5. Elongacidn final
w
%
E 40 8
=

Tiempo
1 2 3 4 5
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Figura 27.- Programa de PCR

En la Figura 28 se representa el patron de corte para determinar el genotipo de las muestras
analizadas. Se observaran tres fragmentos (278pb, 196pb y 43pb) cuando el genotipo es TT,
correspondiente a un individuo homocigoto para el SNP, si el individuo presenta cuatro
fragmentos (476pb. 278pb, 196pb y 43pb) indica que su genotipo es heterocigoto (CT) y si en
el gel se observan s6lo dos fragmentos (474pb y 43pb) significa que el individuo posee el

genotipo ancestral CC.

MP A P H
[
I
I
500pb —»{ NN
I EE |« 474pb
400pb — NN
300pb —
I Bl «2/8b
200pb —»{ N
I EEEE |« 196pb
100pb—>|
I EEE | «43pb

Figura 28. Patrones de corte realizados por la enzima Earl

Carril 1 (MP): marcador de peso molecular; carril 2 (A) Ancestral CC; carril 3 (P) Polimoérfico TT; carril 4 (H)
Heterocigoto CT

OBJETIVO PARTICULAR 2

<<Determinar la especificidad de los primers mediante la técnica de PCR aplicada a 4 especies
fenotipicamente cercanas (Bos Taurus, Sus scrofa domesticus, Oryctolagus cuniculus y
Oreocromis sp) y 3 especies fenotipicamente lejanas (Avena sativa, Triticum y Zea mayz) para

evaluar si son aptos para su utilizacion en el estudio>>.

En la figura 29 se muestran los resultados obtenidos de la PCR de especificidad, es importante
mencionar que en el carril correspondiente al B (blanco) no se debe observar amplificado
alguno ya que esto indicaria que existe contaminacion de los reactivos, tener esto presente para

futuros analisis. El carril 3, respectivo al C+ (control positivo) es el inico en el que se observa
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una banda y por lo que se observa es un amplificado que corresponde a los 517 pares de bases
esperados; por tanto, con esta figura se observa que el blanco fue elaborado de manera correcta
porque no presenta amplificado alguno y que los primers son especificos para la especie Gallus
gallus domesticus debido a que solo se observa una banda en el carril correspondiente al

control positivo.

- —

MP B C+ Res Cer Pes Con Maz Tri Avn

600p b m—
S00p b s
400pb=—>
300pb m—
200pb =—

«—517pb

3 N1

100pb =

Figura 29. Gel de agarosa al 1.5% para visualizacion de resultados de la prueba de especificidad
Carril 1 (MP) marcador de peso molecular; carril 2 (B) blanco; carril 3 (C+) control positivo; carril 4 (Res) Bos Taurus;
carril 5 (Cer) Sus scrofa d.; carril 6 (Pes) Oreocromis sp; carril 7 (Con) Oryctolagus cuniculus; carril 8 (Maz)Zea Mayz;
carril 9 (Tri) Triticum; carril 10 (Avn) Aveba sativa

OBJETIVO PARTICULAR 3

<<Aplicar la técnica de PCR en muestras de gallina Lohmann brown lite y Ross con los

primers especificos para amplificar el fragmento del gen de interés>>.

En la figura 30 se muestran los resultados en gel de la PCR que corresponde a la raza Lohmann
Brown Lite de 1 a 5. En ella podemos observar que el blanco indica una no contaminacion de
los reactivos y que el resultado de la aplicacion de la PCR en estas muestras da como resultado

un amplificado de 517 pares de bases.
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LBL LBL LBL LBL LBL

MP B C+

Figura 30. Gel de agarosa al 1.5% para visualizacion de resultados de PCR GGD LBL 1-5

Carril 1 (MP) marcador de peso molecular; carril 2 (B) blanco; carril 3 (C+) control positivo; carril 4 (LBL1) muestra 1;
carril 5 (LBL2) muestra 2; carril 6 (LBL3) muestra 3; carril 7 (LBL4) muestra 4; carril 8 (LBL5) muestra 5

Como se observa en la figura 31, el blanco no presenta contaminacion y el resultado de la PCR
es un amplificad de 517 pares de bases de las muestras 6 a la 10 de la raza Lohmann Brown
Lite. Como se tienen todas las muestras de esta raza amplificadas y no presenta problema

alguno, estas se utilizaron para ser sometidas a la técnica de RFLP.
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LBL LBL LBL LBL LBL
- & 6 7 8 9 10
gggzz—' S M B B o s «—517pb
400pb—
300pb—>
200pb—>
100pb—>

Figura 31. Gel de agarosa al 1.5% para visualizacién de resultados de PCR GGD LBL 6-10

Carril 1 (MP) marcador de peso molecular; carril 2 (B) blanco; carril 3 (C+) control positivo; carril 4 (LBL6) muestra 6;
carril 5 (LBL7) muestra 7; carril 6 (LBL8) muestra 8; carril 7 (LBL9) muestra 9; carril 8 (LBL10) muestra 10

De la misma forma se realizo la aplicacion de la técnica de PCR a las muestras de 1 a 5 de la
raza Ross. Se observa (figura 32) que el amplificado de 517 pb se llevo de manera exitosa y
como el carril 2, que pertenece al blanco, no presenta contaminacion de reactivos podemos

utilizar estas muestras en la aplicacion de la técnica RFLP.
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Ross Ross Ross Ross Ross
MP B C+ 1 2 3 4 5

600ph—s
500pb—s

400ph—>
300pb =t

«—517pb

200pb—s

100ph—>

Figura 32. Gel de agarosa al 1.5% para visualizacion de resultados de PCR GGD Ross 1-5

Carril 1 (MP) marcador de peso molecular; carril 2 (B) blanco; carril 3 (C+) control positivo; carril 4 (Ross1) muestra 1;
carril 5 (Ross2) muestra 2; carril 6 (Ross3) muestra 3; carril 7 (Ross4) muestra 4; carril 8 (Ross5) muestra 5

La figura 33 muestra los resultados obtenidos de la aplicacion de la técnica de PCR, se observan las
muestras 6 a la 10 de la raza Ross que presenta al carril 2 (blanco) sin amplificado, es decir sin
contaminacion y el amplificado de las 517 pares de bases que se esperaban obtener. Como se tienen
todas las muestras amplificadas y sin inconveniente alguno se procede a someter a estas muestras a la
técnica de PCR que con el uso de la enzima de restriccion Earl se evaluara la presencia o ausencia del

polimorfismo en el gen de las dos razas de estudio.
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MP B Cs Ross Ross Ross Ross Ross
6 7 8 9 10
600pb—s — «——517pb
500ph =—
400ph m—
300pb—
200ph———s
100pb—

Figura 33. Gel de agarosa al 1.5% para visualizacién de resultados de PCR GGD Ross 6-10

Carril 1 (MP) marcador de peso molecular; carril 2 (B) blanco; carril 3 (C+) control positivo; carril 4 (Ross6) individuo
6; carril 5 (Ross7) individuo 7; carril 6 (Ross8) individuo 8; carril 7 (Ross9) individuo 9; carril 8 (Ross10) individuo 10

OBJETIVO PARTICULAR 4

<<Verificar la presencia del polimorfismo C34T en el gen BMP15 por medio de la técnica de
RFLP para posteriormente realizar un andlisis de su influencia en la postura de huevo de las

razas de gallinas Lohmann brown lite y Ross>>.

En la figura 34 se observa el resultado de la técnica de RFLP aplicada a las muestras de 1 a 5
de la raza Lohmann Brown Lite. Las muestras 1, 3 y 4 presentan al gen ancestral CC ya que
tienen fragmentos de 474pb y 43pb, la muestra 2 pertenece a un individuo homocigoto para el
genotipo TT, es decir, la muestra 2 pertenece a un individuo SNP, se observan tres fragmentos
278pb, 196pb y 43pb y la muestra 5 es un individuo heterocigoto CT ya que se observan
fragmentos de 474pb, 278pb, 196pb y 43pb.
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LBL LBL LBL LBL LBL
MP  C+
€ 1 2 3 4 5
500pb m—p-
400ph =—p «—474pb
300ph =——p
«—278pb
200pb=—p- Pl Y
100ph m—p-
+—=43pb

Figura 34. Gel de poliacrilamida 12% para visualizacion de resultados de RFLP GGD LBL 1-5

Carril 1 (MP) marcador de peso molecular; carril 2 (C+) control positivo; carril 3 (LBL1) muestra 1; carril 4 (LBL2)
muestra 2; carril 5 (LBL3) muestra 3; carril 6 (LBL4) muestra 4; carril 7 (LBL5) muestra 5

La figura 35 muestra los resultados obtenidos de la aplicacion de la técnica RFLP a las
muestras 6 a 10 de la raza Lohmann Brown Lite, en esta podemos observar que no hay
individuo que presente el SNP. Las muestras 6, 7 y 10 muestran que son individuos
heterocigotos CT, con fragmentos de 474pb, 278pb, 196pb y 43pb y las muestras 8 y 9 son de

individuos con genotipo ancestral CC, con fragmentos de 43pb y su complementario de 474pb.
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500pb—>
400pb—>
300pb—=

200pb——p-

100D b

MP C+

LBL LBL LBL LBL LBL
6 7 8 9 10

«—474pb

«—278pb
«—196pb

+—43pb

Figura 35. Gel de poliacrilamida al 12% para visualizacion de resultados de RFLP GGD LBL 6-10

Carril 1 (MP) marcador de peso molecular; carril 2 (C+) control positivo; carril 3 (LBL6) muestra 6; carril 4 (LBL7)
muestra 7; carril 8 (LBL8) muestra 8; carril 6 (LBL9) muestra 9; carril 7 (LBL10) muestra 10

La siguiente figura (figura 36) corresponde a las muestras del 1 al 5 de la raza Ross. En ella se

observa que las muestras 1 y 2 pertenece a individuos de genotipo heterocigoto CT con bandas
de 474pb, 278pb, 196pb y 43pb, se observa también que la muestra 3 pertenece a un individuo
homocigoto para el SNP C34T de genotipo TT, se observan fragmentos de 278pb, 196pb y

43pb; para las muestras 4 y 5 se observa que la enzima realiz6 s6lo un corte, lo que indica que

son individuos con el gen ancestral CC con fragmentos de 474pb y 43 pb.
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500ph=——=>
400pb—
300pb—>
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Ross Ross Ross Ross Ross

1 2 3 4 5

«—A474pb

«—278pb
«+—196pb

Q—43Db

Figura 36. Gel de poliacrilamida 12% para visualizacion de resultados de RFLP GGD Ross 1-5

Carril 1 (MP) marcador de peso molecular; carril 2 (C+) control positivo; carril 3 (Rossl) muestra 1; carril 4 (Ross2)

muestra 2; carril 5 (Ross3) muestra 3; carril 6 (Ross4) muestra 4; carril 7 (Ross5) muestra 5

La figura 37 corresponde a las muestras 6 a 10 de la raza Ross donde podemos encontrar que

las muestras 6 y 8 pertenecen a individuos con el gen ancestral CC con fragmentos de 43pb y

su complementario 474 pares de bases, que las muestras 7, 8 y 10 pertenecen a muestras de

genotipo heterocigoto CT, con fragmentos de 474pb, 278pb, 196pb y 43pb.
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Figura 37. Gel de poliacrilamida 12% para visualizacion de resultados de RFLP GGD Ross 6-10

Carril 1 (MP) marcador de peso molecular; carril 2 (C+) control positivo; carril 3 (Ross6) muestra 6; carril 4 (Ross7)
muestra 7; carril 8 (Ross8) muestra 8; carril 6 (Ross9) muestra 9; carril 7 (Ross10) muestra 10

Los resultados obtenidos del andlisis genotipico por RFLP se muestran resumidos en los

cuadros 8 y 9.

Cuadro 8. Resultados de RFLP de la raza Lohmann Brown Lite

Muestra Ancestral Polimérfico Heterocigoto

CC TT CT
LBL1 X
LBL2 X
LBL3 X
LBL4 X
LBLS X
LBL6 X
LBL7 X
LBLS8 X
LBL9 X
LBL10 X
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Cuadro 9. Resultados de RFLP de la raza Ross

Muestra Ancestral Polimorfico Heterocigoto
CcC TT CT

Ross1 X

Ross2 X

Ross3 X

Ross4 X

Rossb

Ross6

Ross7 X

Ross8 X

Ross9 X

Ross10 X

olte

Los cuadros 8 y 9 muestran que existe una mayor frecuencia del genotipo CT en la raza Ross
respecto a la raza Lohmann Brown Lite. La raza Lohmann Brown Lite presenta una mayor
frecuencia del genotipo ancestral CC (50% de las muestras analizadas) respecto a la raza Ross
(40% son CC), en el caso del genotipo de la variante genética TT se encontr6 el mismo nimero
de muestras (10%) en cada raza y para el caso de individuos heterocigotos se encontr6 que la
raza Ross presenta al 50% de la poblacion de estudio con el genotipo CT, de la raza Lohmann

Brown Lite so6lo el 40% de la poblacion de estudio lo presenta.

OBJETIVO PARTICULAR 5
<<Comparar las diferencias en los datos de produccion de las razas de gallina Lohmann brown

lite y Ross relacionadas con el polimorfismo C34T en el gen BMPI15 para determinar su

posible influencia>>.

De acuerdo con datos proporcionados por las mismas granjas de donde fueron obtenidas las
muestras de estudio se corrobora que existe una diferencia en cuanto a los datos importantes
de produccion en granja como la postura, como se observa en el cuadro 10 la raza Lohmann
Brown Lite tiene una tasa de produccion del 80% es decir que de 100 gallinas de esta raza, por
lo menos 80 individuos pondran un huevo en 24 horas, a diferencia de la raza Ross que su tasa

de produccion es de un 6%. Existe una gran diferencia en los datos de produccion de huevo
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entre una raza y la otra y es por ello que se esperaba encontrar una mayor frecuencia alélica

del genotipo TT en la raza Lohmann Brown Lite con respecto a la raza Ross.

Cuadro 10. Produccion de huevo por raza

Raza Lohman B. L. Ross

Tasa de produccién  80% 6%

CONTRASTACION DE HIPOTESIS

De acuerdo con la hipotesis planteada, <<la presencia del SNP (polimorfismo de un sdlo
nucleotido) C34T en la raza de gallina Lohmann Brown Lite en su gen BMP15 propicia una
mayor ovulacion en esta raza en comparacion con la Ross>>, se comprobd que la presencia
del polimorfismo no esta relacionada con un aumento en la tasa de produccion, sin embargo,
en este estudio se pudo localizar el sitio polimorfico descrito para el gen de interés en ambas
razas, la frecuencia encontrada para el genotipo TT fue del 10% (en las dos razas), la raza
Lohmann Brown Lite presenta frecuencias alélicas de 50% para el genotipo ancestral CC y del
40% para el genotipo heterocigoto CT; la raza Ross presenta la mayor frecuencia alélica para
el genotipo heterocigoto CT, 50% y para el genotipo ancestral CC presenta una frecuencia de

40.
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CONCLUSIONES
De acuerdo con el estudio realizado se confirma que los primers reportados en el estudio de
referencia (Huang et al., 2015) son especificos para el gen BMP15 para la especie Gallus gallus

domesticus,

Las condiciones de amplificacion establecidas para la PCR fueron adecuadas ya que se logro
amplificar de manera exitosa el fragmento de interés del gen BMP15 obteniendo un fragmento

de 517 pares de bases.

A las muestras resultantes de la PCR se les aplico la técnica de RFLP para determinar la
presencia del polimorfismo C34T, donde se encontr6 una muestra de cada raza que lo contenia
y una mayor frecuencia alélica en la raza Ross con respecto a la Lohmann Brown Lite del
genotipado heterocigoto CT; para la raza Ross se encontraron 4 muestras que contenian el
genotipo ancestral CC, una muestra polimoérfica TT y 5 fueron heterocigoto CT, en la raza
Lohmann Brown Lite se encontr6 que 5 muestras presentaban el gen ancestral CC, un

polimorfismo TT y las 4 restantes fueron heterocigotos CT.

Por estudios de Knock Out genético se ha demostrado que el gen BMP15 esta estrechamente
relacionado con la tasa de produccion del huevo asi como con la edad de postura de las gallinas
pero también es cierto que este gen no afecta por si solo a la especie, ya que es un paralogo del
gen GDF9 que de igual forma esté relacionado con la tasa de ovulacion de diversas especies,
es por ello que no se podria afirmar de manera concluyente si el hallazgo del polimorfismo en
un individuo de cada raza esta relacionado con la tasa de postura u ovulacion de la especie,
para esto se considera que se deberia realizar el estudio de ambos genes y su interaccion en la
influencia de la tasa de ovulacidon para obtener un resultado mas contundente; se esperaba
encontrar el polimorfismo, o por lo menos una mayor frecuencia alélica, en la raza Lohmann
Brown Lite y no en la raza Ross ya que un cambio en este gen estd relacionado con un
incremento en la tasa de ovulacion pero se cree que es por causa de que comparten esta relacion

entre el gen BMP15 y GDF9
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RECOMENDACIONES

Se recomienda expandir el nimero de muestras para observar de manera un poco mas clara la
presencia del polimorfismo en los individuos, también tomar en cuenta la relacion de este gen
con el gen GDF9 por la relacién que tienen ambos y su injerencia en la tasa de ovulacion, de
esta manera se obtendrian resultados mas apegados a los cambios que produce este
polimorfismo.
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ANEXO 1. PROCEDIMIENTO BIOINFORMATICO PARA LA CONFIRMACION DEL
USO DE PRIMERS Y EMZIMA EARI

Para verificar el correcto disefio de los primers se utilizaron distintas herramientas digitales. Primero
en la base de datos del NCBI, en el apartado de nucledtidos se busco el gen BMP15 que se ubica en

el cromosoma 4 del genoma del Gallus gallus.

S NCBl  Resources ) How To (¥)

Nucleotide Nucleotide v ||

Advanced

@ Learn more about upcoming changes to the Nucleotide, EST, and GSS databases.

GenBank = Send to: =

A Due to the size of this record, annotated features are not shown by default. Use "Customize view" section to change the
display

Gallus gallus breed Red Jungle Fowl isolate RJF #256 chromosome

4, GRCg6a

NCBI Reference Sequence: NC_006091.5

FASTA  Graphies

Go to

Locus NC_©86891 91315245 bp DNA linear CON 17-MAY-2813

DEFINMITION Gallus gallus breed Red Jungle Fowl isolste RIF #256 chromosome 4,
GRCg6a.

ACCESSION NC_@86e91

VERSION NC_@86891.5

DBLINK BioProject: PRIM

BioSample: SAMNB2981218
Assembly: GCF_000002315.5

KEYWORDS Refseq.

SOURCE Gallus gallus (chicken)

ORGANISM Gallus gallus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Archelosauria; Archosauria; Dinosauris; Saurischia; Theropoda;
Coelurosauria; Aves; Neognathas; Galloasnseras; Galliformes;

Después se obtuvo la secuencia en formato FASTA para poder utilizarlo en el programa

bioinformatico Sequencher.
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S NCBI  Resources ¥) How To ¥

Nucleotide Nucleotide v
Advanced

@ Leamn more about upcoming changes to the Nucleotide, EST, and GSS databases.

FASTA - Send to: -

Gallus gallus breed Red Jungle Fowl isolate RJF #256 chromosome
4, GRCg6a

NCBI Reference Sequence: NC_006091.5

GenBank Graphics

>NC_@e6@91.5 Gallus gallus breed Red Jungle Fowl isolate RIF #256 chromosome 4, GRCgéa
GEGATTCTCGAAGAGAAAACGCOTGATTTTCGGT TAAATGEEGEATTCTCGAAGAGAARACGCGTEATTT
TGECTTAAATGGGGEGATT TGCGAAGAGAAAACGCGTGATTTTCGCTTAAATGGGGECAT TCGAAGAGAAAAC
GCGTGATTTTCGCTTAAATGGEGGEGATT TGCGAAGAGAARACGCGTGATTTTCGCTTAAATGGGGATTCTC
GAAGAGAAAACGCGTGATTTTGC TTAAATGGGGGATTCT TGAAGAGAAAACGCGTGATTTTCGCTTARAT
GGEGATTCTCOAAGAGAAAACGLOTGATTTTCACTTAAATGLOGEATTCTCOAAGARAAGLGTGATTTTCG
TTAAATGEGGATTCCGAGAGAAAACCGTEATTTCECTTAAATGEGGEAT TGCGAAGAGAAAACCGTGATT
TTGCTTAATGGGGEGATCCAAAGAGAARACGCETGATTTTCGT TAATGGGGEGATT TCGAAGAGAAAACGCA
TEATTTTCGTTAAATGEGGAT TCTCAAGAGAAACGCGTGATTTTGCTTAAATGEGEGATTTCGAAGAGAA
AACGCGTGATTTTCGCTTAAATGGGEATTTCGAAGAGAAACGCGTGATTTCCTTAAATGGEGGEATTTCGAA
CAGAAAACGCGTGAT TTTCGCTTAAATGOLAEATTCOAAGAGAAAACGCGTOATTT TCGLTAAATGGEEG
ATTTCGAAGAGARAACGCOTRATTTTCGCTTARATOROGEAT TCTCAAAGAAAGGTTTTTTAATGGGATT
TEEAAAAACGCGTGATTTTCGCTTAAATGGGEGAT TTCGAAGAGAAAACGCGTEATTTTCGCTTAATGEGE
GGATTCGAAGAGAAACGCATGATTTCGCTTAAATGGGEGAT T TGCGAAGAGASACGCGTGATTTTCGETT
AMATEGEEEATTTGC GAAGAGAAAACGCETGATTTTGCTTARATGGGGGAT TTCGAAGAGAAAACGCGTG
ATTTTCGCTTAAATCOEGEATTCTCOAAGAGARAACGLGTGATTTTCOCTTARATGOLGRATTCTCGAAG
AGAAACCCOTGAT TTTCGCT TAAATGLGEAEAT TCTCOAAGAGAAAACGCOTGATTTTGCTARAT GEGGEA
TTGCGAAGAGAAACGCGTEATTTTCGCTTAAATGEGGEATTTCCGAAGAGAAACGTGATTTTCGCTTAAG

AAT T T T AT T A AN R AT AT T TTEr TT AN TEAAAGATTrTEGAAGAGA AN CEr

Una vez hecho esto, se corrobord la especificidad de los primer introduciendo la secuencia de estos y

presionando la opcién (del programa sequencher) “Assemble Automatically”.

@Automignment Completed @
@ 8 comparigans perfomed
2 matches assembled

less than 1 sec elapsed

Como se Observa, el programa nos despleg6 una ventana en la que indicaba que efectivamente se
encontraban las secuencias de los primers frontal y reverso. Posterior a esto se cuantifico el nimero
del amplificado, dando un resultado de 517 pares de bases, que es lo que reporta el articulo de

referencia.
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@ Sequencher

File Edit Select Contig Seguence View Windows Help
[

3] Untitled Project o || =
ﬂ Agzzembly Parameters | Aszzemble Automatically .ﬁ.ssemblelnteractivelﬂ ﬁ

Parameters (Dirty Data): Min Overlap = 20, Min Match = B5%

=

[=] Contig[0001] [l -E- Sl

ﬂ Dverview| Summar_l,ll EutMap| Find | Helplnsert| Help Hepn:-siti-:nn|

1] 3 BEZZ 355 re
q@ Primer fronta
JEE| Frimer reverso




K} Sequencher

File Edit Select Contig Seguence Yiew Windows Help

[ »

3] Untitled Project o |[3 ] =
ﬂ Azzembly Parameters | Azzemble Automatically .ﬁ.ssemblelnteractivelﬂ ﬁ'

Parameters (Dirty Data): Min Overlap = 20, Min Match = 85%

1 it=nn.

[=] Centig[0001] =N EoH =<

ﬂ I:Ivewiew| Summar_l,l| I:uth-'lapl Fird | Helplnsert| Help Hepu:usitiu:un|

Para asegurarnos de que la enzima que se utiliza en el articulo es la encargada de realizar el corte en

la secuencia donde se encuentra el polimorfismo se copid y pegoé la secuencia de 517 pb en otra

ventana de “nueva secuencia”.
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|

Eile Edit Select Contig Seguence View Windows Help

" =

P Untitled Project [=]@] =]

- Azzembly F'arametelsl Azzemble .-‘-'«utumaticallyl Azzemble [nteractively _

Parameters [Dirty Dsta): Min Overlap = 20, Min Match = 5%
Zitsms.

]

Contigl0001]

BMF15

Residus: 441 {Sequenced Strand) Seguence Length: 517
241 CCTCCTCRACC GIGCTECICT CCIGGECTIGC GRGCCRAGACT ﬂ
z81 CCCCCCTIGC CCCTICTTIGCA AGCACTGCGSE GUACARGCAC
321 CGGETAGCCE GGGECTIGGAGA GGGGGTGCAG CCAGTGEGCH
3€1 FOCCCTGECGC TRACATGCTGS AGCTGIACCR ACGTGCIGCT J

201 GRCCATGAGE GRACGECCCCGE GCETGECCGC AGTCTGRAGCA
441 CCRACACCGET GUGGCIGEIG CAGECAGCTT CCCAIGGEGEG
481 BCAGCCCTGE GCAGGTRARGS TGEIGGCRAAT GESTGAT ﬂ
.

Se presiono el boton “Cut Map” y se seleccion6 la Enzima Earl para observar los cortes que esta

realiza

@ Sequencher

File Edit Select Contig Seguence View Windows Help

- Azzembly Parametelsl Agzzemble Automatlcallyl Assemble Interactlvelyl -

(Dirty Data} Min Cverlsp = 20, Min Match = 85%

2 items

=

Contigl0001]

Load Enzymes I Save Enzymes I Mew Enzyme I Delete Enzpme

B smp1s Ld“d Hane j I~ Alow Changes
- Bases I Select Enzymes... oo
- e Enzyme Name: Recognition Sequence:
Rezidue: 441 (Szavened [0 22T
O Ea=I e
smal (1) s [ fueastiiiiy
Drall (114) [ Eaz11051 —_—
Eal43)|  Psd (169 Bffect of NaCl Concentrafion
[ O EclEEI || >20% sctive _ - - -
OEcedTI 1020 otve - - - -
O Ecod7IIT <10% sctive I I - I
O Eces2T Not specified g = = =
O Ecoé5I OmM  SOmM  100mM  150mM
O Eco721
O Ecogll
Qe coes




S — L = 5 )
I 4+ | Aszembly F‘arametersl Assemble Automaticallyl Assemble Intelactwelyl 'iﬁ]-

e Edit Select Contig Seguence View Windows Help

; {Dirty Dt} Min Cverlag = 20, Min Match = 85%

{l Untitled Project o |[E ] 8 e

- =
+* I Azzembly Parameters || Assemble Autnmatlcallyl Aszemble Intelact\velyl jmj
{Dirty Dsts) Min Overlap = 20, Min Mstch = 85% Comtialaan
2 items.
£ eMp1s [=]
Contig[p001] I I . I >
. 4| Overview| CutMap l’—‘Fl I Fuler I Find
Residue: 43 to 48 0 Ambiguous (0%) Selection Length: &
a1 CCEICTTAC CCTTTITCIC TTIGTGCCGR GCTIGRRICCT 4|
B1 CIGGCATGGE TGCTGIAGCG TGRACAGCACC CCGGERCCIC
az1 TTICTGCITI ACCICIGGGE GAGRACACAT GRAGCRIGAC
r 161 TGCAGTGCTC CICTGATCCT GCTGTCACCT CRCCCCTIET -
Bases | Select Enesmes... )| Diptions al 201 CRTCCACCAT GGCTTIGCIC CGECCCTTCA COBCCCTCCT » |_|¢

241 CCICCICRCC GIGCIGCICT CCTGGGCIGC GRGCCAGRACT
CCCCCCTIGE COCTCITGCR RAGCACTGCGG GCACARGCAC

Residue: 517 (Ssauenced Stiand) S=quence Length: 517

F d CGGEETAGCCR GGEGECTGGAGL GEEEGTGCAG CCAGTGEGCR ﬂ
[ arl (43)
" Exact Matches @ Specfied Bases ' Any Ambiguous Base
Mapping all cutsites. Eind What ©  [FTees
Cutters : Ex] ’ R =l

Find Neat I Reverse & Comp Done

l

i ct  Contig  Seguence ew Windows Help

Assembly Parameters I Assemble Autnmat\call}ll Agsemble Interactively _

; {Dirty Cstal: Min Cverlsp = 20, Min Match = 85%
2 items,

Contigl0301]

I 4. Bases I Select Enzymes... I Options
Resdue 240 [Seavences Strand) Seguencs Length: 517

Earl (43) Earl (236)
| I

Mapping all cutsites.

ANEXO 2.- CALCULO DE LA Tm

Para corroborar que el disefio de primers era correcto se realizo el calculo de la temperatura de

hibridacion



Primer Secuencia Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Tm

de G de C deT de A ®)
Frontal GGGTTTTAGCCCTGATCTTGCACTC 6 7 9 3 71
Reverso = AGGTAAGGTGGTGGCAATGGGTGAT 12 1 6 6 71

La ecuacion de que se utilizo para la determinacion de la Tm fue la siguiente:
Tm=(G+C)*4 + (T+A)*2-5

Donde:

G= Numero de G contenidas en la secuencia del primer.

C= Numero de C contenidas en la secuencia del primer.

T=Numero de T contenidas en la secuencia del primer.

A= Numero de A contenidas en la secuencia del primer.

Sustituyendo en la ecuacion obtenemos que:
Tmee= (6+7)*4 + (3+9)*2-5=71°C
Tmer= (1+12)*4 + (6+6)*2 - = 71°C

Por lo tanto, la temperatura de hibridacion que se utilizo fue igual a 71°C.
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