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RESUMEN. 

ACOSTA ARELLANO, MARIA ISABEL. Control da calidad Qen6t!ca en 

ratones singénicos y congénicos por un método morfomttrico 

(bajo la dirección de1 Ciro Lomali y Flores y Daniel Zarabo~o 

Enriqusz da Rivera). 

En la invaeti;aciOn científica es da cuma importancia la 

utilización de animale& gentticamante definido&, para que 

lo& resultados aean reproducibles, deben realizar&e controles 

da calidad ganética en forma rutinaria. Por esta razón para 

certificar l~ autenticidad da las cepa• da ratone• en el 

lnstitiuto da tnveatlgacionaa Biom•dicas-UNAM, se reali~O un 

astudio tomando como patrón al método desarrollado por 

Festing, basado en la utilización de la& caractari~ticas 

morfométricas de la mandíbula derecha de lo• ratones MuG 

ffiusculuu. Sa estudiaren dos grupoa de animale&J al primero 

da ellos constituido por tras cepas &ingénicas y el segundo 

por descendientes de la capa BALB/c, siendo a&to& doa 

eublinea• singénicas <BALB/cJ y· BALB/cAnN) y do& li.nea'i 

congénicas <BALB/cH-2b y BALB/cH-2k). Para el análisis de 

lDQ dato• se utilizó el programa 

Package for the Soci.al Science& 11 

da computación 

<SPSSl, en una 

"Static'al 

máquina 

Burroughs, empleando AnAliwis Discriminante y la• Funciona& 

Discriminantes Canónica&. Con el anéli&is discriminante sa 



tener un carácter multivariable, para ésto se estableció un 

vector de 13 medidas. Ss amplsó el an~lisiw de l•s variables 

canónicas para reducir dimensionalmente al problema, con el 

objeto da podar graficar y observar al grado de parentesco 

entre capil.Si y sublineas. En los animales no relacion•dow 

ancastralmanta <cepas singénicaa con haplotipo independiente) 

sa obtuvo un lOO'l. de clasificación correcta y en los animales 

ral•cionadoa ancsatralmante (sublineas singénicas y lineas 

congénicaa> un 68.04% , entra los grupoa eatudiadoG. Los 

rasultado• obtenidos demuestran quu l& t•cnica aporta dato• 

da gran eHactitud en la• cmpas singénicas da origen 

difarenta. L• sensibilidad para diferenciar disminuye en las 

sublinaas da las capas eingénicas y linuas congénicas 

demcandientes de ancestros comunaQ. La &Mactltud de la 

ttcnica dependa de lo estrecho de la interrelación da 

parunteaco entra cepa&, lineas 

método osteométrico empleado, ea 

y subl inea&. Por lo tanto wl 

Util en la verificación 

genética de cepas singénicas ne interrelacionad•• 

an~amtralmenta, paro su utilidad para al anAli•ia de las 

•ublinea• y lineas conQénicas de una estirpe se reduce, por 

lo cual ae &ugiara el empleo da otroa qrupos da marc•doras 

para estos casos. 



INTRODUCCION 

Los animales de el•cción para realizar gran parta de l• 

invastioaciOn ci•ntifica biom•dica son las cepas endoQámicas 

de ratón, a• decir, el producto de méa dR 20 ganeraciona• da 

cruzas antra h•rmanos carnales. La uniformidad 9enética asi 

obtenida, permita al uso de números manorau da animalaa con 

una mayor praciaiOn an la medición de los efecto• del 

tra.tamianto (9). 

A principio• de eata siQlo se redescubrieron law leyes 

mendeliana• y l•• taoriaa da Darwin, baaandoae en ••taa, 

Castle •n 1901 realizó a&tudio11 acerca de la. 11 evoluciOn 

RMparimental 11 trabajando con l• herencia del color an 

ratonaa. Littla en 1909, siguiendo los eKperimantos de 

Caatle, de&arrollO por consanguinidad 

ratonea homoci~otoa •iando é&ta l• 

l& primara capa de 

DBA, designada a&i por 

ser portadora da loa alalos de color del pelaje dilute (d), 

brown (b) • non-aguti (a), los que fanotipicamente son gris&& 

(17). 

Jansen en 1903 fue capaz de trasplantar un carcinoma 

alveolar esipont1'.nao en una at1tirpw da r&tonea qua descri,ba 

como "bla.nco&", éeto'ii probablemente eran con11anguinao&. 



Little an 1906 observó que la harencia juega un papel 

importante en la incidencia de tumores, de asta forma realiZó 

l• crianza de los primero• ratones homocigóticos de les que 

sa tiana conocimiento (17). 

En 1908 Loeb fue capaz de trasplantar un tumor 

aapont~neo en ratonas Waltzing que se habtan mantenido en 

Terma consanguinea en el lejano oriente por razones de indola 

religiosa. Cuando trasplantaba los tumores a otras colonia• 

••to• no •a rechazaban lo qua gugirió que ea trataba de 

animal&& altamente conaanguinaos. 

Ocho affoA después Strong en Cold Spring Harbar, 

contribuyó a la aparición de las cepas CBA, A, e, y C3H entra 

otras. Simult•naamante, Little obtuvo a loa progenitores da 

las actuale• capas C57BL/6, C578L/10, CS7/BR ate •• Me Dowell 

•n Cold Spring Harbar desarrolló las C58 y BALB/c en 1922. En 

1 a década de les 40 Snall contribuyó con laa •ublinaaa 

BALB/cH-2ª y BALB/cH-2k empleando el método de NX o de 

retrocruzaa, Figura 1, (17>. 

En la actualidad as ampliamante reconocido que la 

descripción correcta del ratón o da la rata usados en un 

•~par i mento as esencial ai se pretende qua •ste sea 

reproducible. Muchom trabajo& se interpretan a la luz de la 

información previa conocida de lae caracteri•ticas de las 

capas utilizadas (9). 
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FIGURA 1 

DESARROT.LO DE LAS CEPAS 
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Aun cuando c•da capa tiene un conjunto Onico de 

caractaristlcas como longevidad promedie, incidencia de 

tumor a a, conduct•, eficiencia reproductiva, grupo a 

aanguinaos 1 etc., morfol6gicament11 las diferentes cepa• 

puadan ser indiatinguiblea. Varia• da laa cepas endog•micas 

albinas ampliamente uaadas no puedan diferenciarae fAcilmante 

.de las cepas liit>CDg•mlc•s a.lbln•& maa comunes <1,4>. 

EMi'Dta un nú.maro de publ icaclones que suot aran que las 

cepas de ratón y rata han sido contaminadas Q&n~ticamanta. En 

la ma.yoria d• loa caao• •sto raaultó en pérdida de datos de 

1nve11tigac10n ciantifica y an raaultadoa irreproducible~ 

tl3>. 

Hoffman, citado por F11sting t13>, demoslr ó que 2J de 77 

muestras de ratones endogAmicca proveniente& de instituto• da 

inva~tigación y univeraidada5 de Japón pre~ent•ban alguna 

evidencia de contaminación genOtica, ya fuera qua hubieaa 

ocurrido en el pasado o raciantamente, los ratone• eran 

homoctgotos para los aleloa contaminantea y hateroc1gotoa en 

alounoa lcci. E•to repre&ent& un indice de contaminación da 

mAs del 20% de laa colonias de ratonas que ae mantienan en 

mucha& instituc1onas. Varia& da astas contaminaciones 

•urgieron como raeultado da la tran•ferencia da una estirpe 

contaminada de una 1natituc1ón a otra. 



Brean (12>, encontró una ~ola contaminación génatica en 

53 colonia• d• ratone& endCgámiccs mantenida& en Holanda. 

En un estudio lon9itudinal de 38 capa• de ratOnes 

mantanidaa por criadores comerciales en Inglaterra por un 

lapGo de m~& da cinco a~oa. &e identificaron cinco casca 

confirma.dOtii de cent ami nación• ésto represento una 

contaminación genttica por 26 año• colonia <10). 

Debido a qua actu•lmante se usan lliln investigación 

ciantifica mas de mil capas y estirpes designadas <9>, debe 

citar•• el nombra de la capa o estirpe en lo& articules que 

se publicAn. Cada vez se hace máa notorio que aproM1madamante 

de1 4 al 207. de toda.s é'iotaa puedan estar contaminada& 

garitt 1 C"Amanta 1 incurr1 6ndo&a ª" pérdida• financiera& 

cona1derable& 1 dando como reaul tado 

confiables pérdida de tiempo y eafui1rzo da lo• 

invast1gadorea. 

81 al nombra de la capa as reportado corractamenta, 

también daba darse evidenc1a da que la autenticidad da la 

m1•m• ha sido comprobada 19>. 

EHista~ vario~ método& de vor1+1cac10n QBnética como 

cruzas de prueba o marcadoras morfológico•, pruebas para 

homociQ0&1• de todos los 1oci de histocompatibilidad, por 

mad10 de tran&plante da tejidos, eKaman omteom•tr1co de 
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caractsristica& esqueléticas, métodos bioquímicos y método• 

serológicos C3,9,12,14,15). 

Loa método• morfométricos a>< aminan algunas 

caracteriaticaa cuantitativas de cada una de las cepas1 eataa 

caracteriaticaa deben de ser de alta haradabilidad y 

auficientamante variable• entre cepa• par• dar una buena 

oportunidad de qua dos cepa• qua aon genéticamente di'f&rentas 

también difieran an el car~ctar madi do, varias 

caractariaticas asquel•tic&• satisfacen estos raquarimiantoa. 

FeatinQ (5), deaarrolló una ticnica baaada en laa 

caractaristicas morfométrica• d• la mandíbula derecha. Esta 

e• un método de identificación de capas que funciona bien con 

capas endoo4micaa, híbridos Fl 

datarmina la probabilid•d da 

y aatirpea &HogAmicas y 

que una muaatra dad• de 

mandibula• aaa igual o diferente a otra muestra. La técnica 

ea rApida, de bajo costo, muy aenaible, fAcil de efectuar, no 

requier• mucha &Mperiencia para realiz•rla y •demAs se 

emplean lDB ratone11 da daaac:ho deatinadoa al B•crificio, 

porqu• han concluido su vida reproductiva (4). Eata técnica 

h• aido reproducida en numeroaaa ocaaionaa (10 >, ••emplea 

rutinariamente como control d11 calidad genOtica en algunos 

laboratorios Vr.g. LAboratorio Charlea River en E.u; y en el 

Laboratory Animal Cantar en Inglaterra <6,7,15,19,21>. 
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Todos los métodoa da verificación genética son 

complemant&rios mAa que alternativoa. En el lnatituto de 

lnvastigacionas Biomédicas-UNAM, se han realizado an el 

paaado métodos para comprobar la autanticidad genética como 

citotoHicidad, cultivo mixto de linfocitos y transplante da 

teJidoa (3). Como un método complementario a eataa prueba• sa 

optó por la utilización da la técnica morfométrica de Festing 

(4,5). 

Hipóhsim 

Las cepas sing6nicaa del primar grupo son diferente• 

genéticamente por lo tanto tienen un elevado porcentaje da 

claaificación acertada. 

* 
Las cepaa eingénicas aublineas y lineas congénica• del 

segundo grupo deaciendan de ancestro• comunes por lo tanto 

tianan un porcentaje de claaificación acertada m•& bajo que 

las cepas del primer grupo. 

Tanto l•& cep•a del primar grupo como la& capa& del 

segundo ~rupo no ae encuentran contaminadas gen•ticamenta. 

Objmtivoa. 

Oamoatrar pcr al método mcrfométrico de Festing la 

difarencia o la identidad genotípica BMiliiitente entre laa 



'" 
capas &ing6nica&, sublineaa y linea& congénicas, BALB/cJ, 

BALB/cAnN, BALB/cH-2•, BALB/cH-2k, C57BL/6J, DBA/2J y CBAN, 

qua se mantienen en 

81 omédl cas-UNAM. 

el ln•tituto da lnveatigacionea 
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MATERIAL Y METODOS. 

Material. 

la veri-f i c•ci On genittica por al 

morfométrtco, en este tr4bajo ae utilizaron 169 ratones ~~! 

musculus, pertenecientes a doa aublineaa da una cepa 

singénica y dos lineas congénica•, descendiente• de una 

e•tirpe coml.)n y trea cepa& •ing•ntca• provanientes de 

•ncewtros diferente&, obtenidos de Instituto de 

Inveatigacionea Biom•dtcaa-UNAM, Tabla 1. 

TABLA 1 

CEPAS SINGENICAS, SUBLINEAS Y LINEAS CONGENICAS EXISTENTES EN 

EL l IBM-UNAM. 

BALB/c' 1, 

BALB/c ,, , 

BALB/c',, 

BALB/c e 11 

OBA/2<:.ot> 

CBA'2> 

e 1JL.•t•i-i::o-• 

1..:Jb.•t:lr-P•• 

Sublf.nea Ltne• Congénlca 

J 

AnN 

N 



Para el eatudio ea reunieron las cap•• por al carácter 

fenotípico color da cap• en dos grandes grupcss al 1 al qua 

partanacan loa ratone• de capa da color y •mcsstro!i 

difarentas y el 2 que se formó con los individuos da color 

blanco y con anceatroa BALB/c. Esta división también •e 
realizó tomando en cuenta que los 

encuentran an una araa dal bioterio 

animales del grupo &a 

y loa dal grupo 2 en 

otra por lo qua no hay posibilidad da contamin•ción entre 

grupos. 

El !i&guimianto da ••tos fue realizado por Lomalí y 

Acosta durante 7 genar•ciones, a partir de 1983 en al propio 

lnatituto de lnvastigacionas Biomédicaa-UNAM. 

Con el fin da eliminar las vi1riacioneo debidas al 

desarrollo y al dimorfismo seMual, !iólo ea utilizaron macho!i 

da 217 días da edad retirados de las colonias fundadoras, 

<algunos a11tudios muestran QUe después de loa SO días a 

partir del nacimiento, sa &Mcluya el error debido al 

d•aarrol lo, ya que sa ha completado el crecimiento óaeo> (6). 

Loa animalaa permanecieren an parea monogamico& durante 

tod• •U vid• reproductiva de 21 &amanas, aloJ•dos en jaulas 

da policarbonato, tipo caja de z•patoa, que ofrec• un ~rea da 



J., 

p1ao de 395.25 cmz protegidos con +1ltros de pclit&ter rigido 

tipo k.raft, con AQUA y al imanto• ~,l!!J..!~!D.· 

Los cuartea en qua aa mantuviaron son convancionalaa, 

ventilados mediante extracciOn forzada de aira con 12 cambios 

del volumen total por hora, la temperatura ambienta se 

m•ntuvo entre 18 y 2óºC, proporcionandolus doca hora• da luz 

y doce horas da obscuridad.** 

Los animales seleccionados fueron sacrificado& como lo 

daacriba McDonald <ló>, •al•• retiró la piel da la cabeza y 

se decapitaron. La cabeza se coloco previa identificación an 

un microambiante adecuado para ser da11carnada por acción de 

escarabajea nacrOfagoa del orden ColaOptera, familia 

Oarmastidae, Derme•tar atar <2> • 

. 
Método morfométrlco. 

La t•cnica de Fasting (4), con&tsta an colocar la rama 

d&racha d• c~da mandibula deac•rnada y llmpla sobre una 

reducción fotoorafica a un cuarto de su tamaño, linealmanta, 

de papel milimétrlco de mm, a la cuAl se la pagan dos 

portaobjetos para formar la abscisa y ordenad• de una 

or.t.flca. La mandíbula •& coloca bajo un mlcroscopio d• 



disecc.10n con el obJst1vo de bAJO poder. para tomar una 

serie de 13 mediciones como &a indica en la Figura :l. 

Las m•diciones del 1 al 7 son dorsoventralas y las del B 

•l 13 11on anteropostarioraa, en éstas se el imtnO al largo del 

incieivo, Figura 2, <4>. 

Las medidaa utilizada& fueron dadaa en unidadaa 

arbitrarias con un acercamiento de 0.125 mm, tod•• ellas con 

•1 miamo microscopio y hechas por la misma pers¡¡ona con al 

fin de ali minar errores de apraci&ción viaua.l (4). 

An•lisis estadístico. 

Faating (á) aatablació un vector da 13 medidas1 Dado al 

elevado nOmero de variabla& aKistantea •e utilizó el paquete 

de progriamación 11 Statistical Package for tha Social Sciencas" 

<SPSS>, para el anQliais aatad!stico, 

Gracia• al Qnalieia discriminante as posible definir la 

forma de la ma.nd!bula, el tamaño y la proporción de la miama 

<6>. 

Laa variables canónicas reducen dimenaionalmenta al 

problema, gracias a allaa sa puada graficar y ob•arvar el 

gr•do ds p•rantasco, h•ciando la comparación entra p~raa de 



FIGURA 2 l•l 

MEDIDAS UTILIZADAS POR FESTING 
PARA Et DESARROLLO DE SU TECNICA. 

VISTA MEDIAL DE LA RAMA DERECHA DE LA MANDJBULA 
DE RATON Mus musculus. 

• Festlnr, M. 0987.). 
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capan no relacionadas y entra capa& y subl!neas relacionadas 

C6), como Be muestra en la Tabla 2. 

El analisl s discriminante compara un conjunto de 

variables en dos o m~s grupos de casos para diferenciar 

entre ellos C18). 

El objetivo matemático as conocer la importancia y la 

combin~cidn lineal da la$ variables diacrimin•nte•• forzando 

a los grupos a car diatintos estadísticamente, discriminando 

entr11 al 1 os hasta donde aea posible C 18> • 

El modelo matem'-tico utilizado en al •nAlisis 

discriminante fue al aiguiente1 

donde 

O,a es al valor de la i-as1ma función discriminante. 

d• son loa cceficient•a ponderadorea de loa valores 

estandarizados. 

Z• &en los valores estandarizados de las p variables 

discriminant&• usadas en el an4li&i&, p=l,2, ••• 13. 

La fdrmulm general de la ecuación da como resultado las 

nueva& variables canónicas (18). 
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El número d• funciona& diacriminantaa d•rivAdaa en ••te 

caao as igual al número da orupos manca uno taiempre y 

cuando al numero de variable• sea mayor al número d• ;rupo•> 

l!Bl. 

La• funcionas di•criminantes aon consideradas como lo• 

•J•• da un ••pacio gaomOtrico para el ••tudio de la relación 

•!pacial entre grupoa, sirven para idantificar laa variabl•• 

que contribuyen an 'la' diferanciaciOn entre orupos, <17>. 

El anili•i• diacriminanta utiliza al grupo de variable• 

qua proveen una diacriminación aatisfactoria, eliminando la• 

innacasari•• <18). 

Se selecciono una •aounda variable diacrimin-nta para 

que •n combtnacton con la primera mejorara al valor d•l 

criterio de aelacciOn (18). 

Al graficar •Miste otra evid•ncia para l• diferenciación 

entre Qrupo• 1 el c•ntroide 1 rapr•••ntado por un a•t•ri•co 1 al 

cual traza la localización da cada grupo en forma r••umida en 

un espacio dimanaional ( 18). 

Entr• m•• c•rcania •Ki•t• entre un individuo al 

cantroide de una cepa an la gr4fica 1 aumenta la probabilidad 

de que tata pertane:ca a dicha capa. 
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L.a interpretación puede reAlizarse por un examen visual. 

El luoar dal centroida mU•&tra la relación entra miembros da 

grupo y el traslapa entre ellos. 

Una sola variabl• canónica muestra un traalapamianto 

entra la• cepas. La segunda variable canónica puede mostrar 

un comportamiento diferente de los puntea. 

Al combinar 1•• doa v•riabla11 canónica•, las diferantes 

poblacion•• •• ••paran mAa •n un plano bidimanaional. L.as 

primaras dos o tras variable& canónicas muestran en &lavada 

proporción lA variación entre capa. 

Un suJato da aatudio an forma individual puada •ar 

localizado en un aspa~io bidimensional por un punto. Un 

conjunto de puntea representa una sola cepa. 

La distancia existente entra dos c:antroida• en la 

grAfica de c•p•• diferente•, da una idea da la propcrciOn da 

la divargencia •Mi•tente entre ellaa. 

El prcpOaito da ccnetruir las variable• canOnicas •• 

r•ducir dimenaionalmanta el problama. Da esta manara •• puede 

r•currir • la rapre•antaciOn gréfica da lee dato• (los 

val crea da las variable• canOnicaa>. 
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Las cepas ma& relacionadas genéticamente entre si, 

tienden a ocupar al mismo espacia y las ca~as menos 

relacionadas, o no relacionadas, aparecen más separadas una• 

TABLA 2 

PARES DE CEPAS ESTUDIADAS 

Cap•& del grupo 1 

C57BL/6J DBA/2J 

C57BL/6J CBA/N 

DBA/2J CBA/N 

Capas del grupa 2 

BALB/cAnN BALB/cJ 

BALB/cAnN BALB/cH-2b 

BALB/cAnN BALB/cH-2k 

BALB/cJ BALB/cH-2b 

BALB/CJ BALB/cH-2k 

BALB/cH-2k BALB/cH-2b 

1 na ••t•n r•1•c1on•d•• a•n•t1c•~•nt•. 

:2 ••t•n r•1•ct.on .. d•• w•n•t..i~•m•nt•. 



RESULTADOS 

Raaulta.doa. 

Analisim aatadistico del grupo 1. 

Las medi•s y deaviaciona& aat4ndar del grupo 1 •on1 

TABLA 3 

MEDIAS V DESVIACIONES ESTANCAR DEL GRUPO 1 

CEPAS VARIABLES 

Vl V2 V3 V4 V5 

7.13:tl 17.B:tl.2 24.26:t.69 33, 5±1 39.13±1.6 

2 6.83±1 16.0±.a 22.64±1.4 30.38±1 39.48±1.1 

3 7.43±1 16.16±.6 22.9±1.0 31.6;!:,8 39.45±.9 

V6 V7 va V9 VIO 

44. 26±1. 4 49.86±1. 6 33.4±1.3 70.26±1.6 74;e±1.6 

2 43.87±1. 7 48. 8±1. 6 33.8±1.3 69.67±1.2 74,_0±2.4 

3 44. 36±1. 2 48.18±.6 23. 0±2. 8 66.18±2.2 68.72±3 

Vil Vl2 V13 

- 1 83.73±2 94.26±2 100,8±2.6 

2 81.45±1.9 90.83±1.7 95.16±4.5 

3 80. 72±2 93. 27±3. 4 94. 9±4.1 
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En el grupo las variables con mayor valor para 

discriminar entre grupos y en orden dP.creciente fueron 

V4,V10, V12, vs, V3, V9, ve, V2, V13, Vó y V7, como sa 

apreci.a. en la Tabl• 4. 

El an~lisis discriminante va incluyendo las variableG 

hasta encontrar la mejor combinación da ~stas, se detiene en 

forma automática como se obsorva en la Tabla s. 

En eGte anAlisiA se observa que hay diferencias 

astadisticaG entrR los pares de cepas del grupo genético 

<P<0.01>, lo ~ua as indic•tivo de qua ,existe diferencia 

genttica entre todos los pares de cepas del grupo 1. 

En el grupo 1 se ubicaron 72 casow de loa cuales el lOOX 

fueron clasificados correctamente, Tabla 11. 

Se obtuvieron dos variables canónicas <g-1~ con lo que 

se graficó el mapa territorial. Figura 3. 

Claves utilizada9 en el map• tarritorial grupo 

Clave lnterpret~ci ón 

CEPA C57BL/ bJ 

CEPA 2 DBA/2J 

CEPA ~ CBAN 

Centroide de orupo 



La& áreas pertenecientes a cada cepa se encuentran 

perfectamente dmfinidas y la di5tancia entra les centrcides 

ea amplia. 

El m'tcdc discrimina con un 100~ de confiabilidad entre 

lo& paras de capaa 1 1 2 1,3 y 2 1 3 come sa puada observar 

en la Tabla 11. 

TABLA 4 

VARIABLES DEL PRIMER GRUPO CON MAYOR VALOR DISCRIMINANT~ 

VARIABLES SIG[!!IFICANCIA. 

V4 54.90 º·ºººº** 
VIO 31.08 o.oooou 

Vl2 19,03 º·ºººº** 
V3 0.3655 0.3707na 

V3 17,58 º·ºººº** 
V9 26.87 º·ºººº** 
VB 5,092 O. OOB7U 

V2 26.45 º·ºººº** 
Vl3 20.07 º·ºººº** 
V6 00.64 0.3276na 

V7 21.3312!1 º·ºººº** 
na •lgnl~lc•tlva. 

alt•m•nt• •lQnl~l~•tlvo. 



23 

TABLA 5 

VALORES DE F V SIBNIFICANCIA. 
PARES DE CEPAS DEL BRUPO 1. 

ANALISIS VARIABLES PARES DE CEPAS FORMADOS 

------------~1.~_L_L_~---__!.. 

2 

3 

4 

4 109.19 20.956 09.168 

4, 10 

4,10,12 

4,5,10,12 

00.000 ºº·ººº ºº·ººº 
53.867 36.627 29.200 
ºº·ººº ºº·ººº QQ,_ºº2__ ____ , 
48.579 26.960 38.205 
ºº·ººº ºº·ººº ºº·ººº 
50.578 25.341 28,436 

------------·ºº·ººº _QQ,QQQ_ ºº·ººº ----~ 
5 

6 

3,4,3,10 56.739 20.440 27.737 
12 ºº· ººº ºº· 000 ºº•-ººº---·---' 
3,4,3,9 47.396 18.478 26.965 

-7=-----,,3~:~~~.~;=:~0----~~~~~:~~~~~~~7~~:~~~ ~~:~~~ 
----~9~1~0~1=2----~º~º~·~º~º~º- OO. 000 00, 000 __ -·-'· 

8 

9 

10 

"" 

2,3,4,5 42.491 16.762 20.099 
8,9,10, ºº·ººº ºº·ººº ºº·ººº 
12 

2,3, 4,5 
B,9 1 10 
12 13 

2,3,4,?5 
b,B,9, 10 

12 13 
2,3,4,3 
b,7,B,9, 
10, 11, 12 

37.417 15.752 19.59$ 
ºº·ººº ºº·ººº ºº·ººº 

33.494 14.794 19.221 
00.000 00.000 00.000 

29.942 15.002 19.033 
ºº·ººº 00.000 00.000 



TABLA 6 

COEFICIENTES NO ESTANDARIZADOS DE LAS FUNCIONES CANONICAS 
DISCRIMINANTES GRUPO 1 

VARIABLES FUNCION 1 FUNCION 2 

V2 -0.3877553 -0.1541557 

V3 -0.4201320 o. 1373981 

V4 -0.5415756 -o. 2851034 

V5 0.5749819 0.2700503 

V6 -0.1557376 o.3637363 

V7 ,49393E-Ol -0.3409046 

V8 0.2542522 0.2086277 

V9 0.1148305 -0.5142199 

VIO 0.1615909 -0.433913 

V12 -0.4201362 o. 1430353 

Vl3 -0.603E-Ol 0.1478838 

(CONSTANTE) 31.89019 31. 51845 
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AnAli&i& estadistico del grupo 2 

Las medias y desviaciones astandár del grupo 2 son. 

TABLA 7 

MEDIAS Y DESVIACIONES ESTllNDAR DEL ~ 

CEPA VI V2 V3_ V4 vs 

4 5.56±.84 16.34±.77 24.39±.89 31.30±.97 39.21±1.1 

5 6.09±.42 17.18±.83 24.39±1.2 31.63±1.8 39.27±.98 

6 5.71±.71 16.43±,83 24.00±.61 31.78±.62 39.50±.88 

7 5.83±.81 17.16±1.0 24.75±1.1 32.33±1.1 39.83±.56 

V6 V7 va V9 VIO 

4 45.83±1.6 48.87±1.6 35. 04±1. 3 72. 17±1. 6 76.17±1.9 

5 46.18±1.5 50.00±1.2 34.09±1.2 69. 82±2. o 74.18±2.~ 

6 45.35±1.3 49.64±1.2 35.35±1.l 72. 92±1. 3 77, 50±1. 4 

7 45. 54±1. 5 49.33±.96 35.33±1.3 73.33±1.4 77.00:tl.4 

Vil V12 V13 

4 86.52±1. 4 96. 34±1 .6 102.86±1.8 

5 84. 82±2. 4 94.36±8.4 101.10±2.2 

6 87.28±1.2 96. 93±1.2 102. 36±2", 8 

7 85.50±8,5 96.83±2.0 10..&JJ±l.6 
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Al efectuar el segundo an4li•i& ae obtuvo que en al 

grupo 2 las variables da mayor valor para discriminar en 

orden decreciente fueron V9 1 V2, V3 1 V7, V5 1 V6, V4, Vll Y 

V13. Al •umentar ei valor ds la significanciadiaminuye al 

podar diacriminante entre los pmres da cepas, T•bla 8. 

Al analizar laa diferente• combinacionaa d• variables, 

ae aprecia que dentro de los p•res 4 1 6 4,7 y 6 1 7 no se 

encuentran diferencia• aignificativa& Cp>.Ol> en la mayoria 

de lo• an•liais. Dentro de loa parea rastante& se observaron 

diferencias significativas <p<.01) en todos los an4lisia. 

Esto indica que entra m•s se acarqua el valor da P a .03 la 

relación entra los parea da cep•s aumenta y a la invaraa 1 

entre m4a ae aleja al valor da p a .05 los orupoa se ••paran 

entre si indicando una di•minución en la aemaJanza entre 

cepaa, como se apr•cia en la Tabla 9. 

El porcentaje prQmedi o da mi embrea de grupo 

correctamente claaificadoa aa de lOOY. an el grupo 1, <capas 

1, 2, 3J y de 68.04Y. para loa miembros dal grupo 2 <cap•s 

4, s, 6, 7). 

Con la utilización de las 2 primeras variabl•s canónica& 

a& obtuvo al m•pa territorial para al Qrupo 2 1 Figura 4. 

Clavaa utilizadas en el map• territorial del grupo 2. 
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Clave Interpretación 

CEPA 4 BALB/cAnN 

CEPA 5 BALB/cJ 

CEPA ó BALB/cH-2" 

CEPA 7 BALB/cH-2" 

Centroide de orupo 
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TABLA 8. 

VARIABLES UTILIZADAS EN EL SEGUNDO ANAL!BIS EN FORMA 

DECRECIENTE SEGUN SU IMPORTANCIA 

VARIABLES F S!l3NIFICANCIA 

V9 22.77 º·ºººº** 
V2 6.010 0.00090 

V3 2.767 0.0462* 

V7 3.291 0.0240* 

V5 2.174 0.0963ns 

V6 1.431 0.2389na 

V4 4.478 0.0055** 

Vll 1.453 0.2325n& 

V13 3.560 0.0172 * 

•&gn& .. &c:at&va•. <p<.Ot:I> 



ANA
L! SIS 

VARIA
BLES 

30 

TABLA 9 

VALORES DE F Y SIGN!FICANCIA. 
PARES DE CEPAS DEL ª8UPO 2 

PARES DE CEPAS FORMADOS 
---------~4~·=5_-_4~6 - 4;_?--=--~-~~í,_- 5 7 6.7 

9 

2 2,9 

25,0390 02.8857 06.3351 47.8270 56.9110 00,8495 
00.0000 00.0927 00.0135 00.0000 00.0000 00.3951 
19.b260 01.4302 06.907231:2940 28.7870 04.3538 

------=º=º~· 0000 OO. 2445 00. 00 .liLS!lh 0000_.QQ_,_Q_QQQ_SJO. 01~ 
3 2,3,9 18.0020 00.9832 04.5941> 27.1510 23.2890 03.0408 

00.0000 00,4043 _00.004ª--~~oooo -o.ooo_Q __ Q~>.03j!_<!_ 
4 2,3,9 15.7400 01.6624 03.4704 20.5790 19.0020 02.7672 

7 00.0000 00.1657 00.0110 -0.0000 -0.0000 00.0321 
5 2,3,5 13.0240 01.3453 03,5096-16.7510 17.8950 03.3821 

7 9 00.0000 00.0252 00.00bl 00.0000 00.0000 00.0076 
6 2,3,5 10.9170 02,2691 03.5928 14.3310 14.9980 02.8314 

6 7 9 OO. 0000 00.0440 O_Q,Qfil!L_:-Q._Q_QQQ___9_9~_QOOO 00._0144 
7 2,3,4 09.6072 02.0377 03.9669 12.2280 12.8290 02.8411 

5,6,7 00.0000 00.0592 00.0000 -0.0000 00.0000 00.0102 

--0-2.~,4 oe.322.30i.1e21 Oi:·01·¿5 ·i0.6450~tl-:-3430 o3.oaq4 
5,6,7 00.0000 00.0915 00.0007 -0.0000 ú0.0000 00.0041 

----~--------------· --· ... --··--- -----··-----------' 
9 2,3,4 07.3469 01.9201 03.4818 09.9644 10.2600 02.7650 

5,6,7 00.0000 00.0597 00.0011 00.0000 00.0000 00.0069 

10 ~.;~413 
06.6284 02.1577 03.1ooooe:-9792-o9:-la97o2.B420 

6,7,9 00.0000 00.0284 00.0021 00.0000 00.0000 00.0043 
10, 11, 13 
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TABL.A 10 

COEFICIENTES Na ESTANDARIZADOS DE L.AS FUNCIONES CANCNICA8 
D 18CR 1M1 NANTES GRUPO 2 

VARIABL.ES FUNCICN 1 FUNCICN 2 FUNCICN 3 

V2 0.5645502 -0.8345799 -0.1213209 

V3 -0.5755895 o. 4014936 0.1874461 

V4 .20588E-Ol -0.4935883 -0.2324898 

V5 -0.4725145 -0.6362269 0.365E-01 

V6 .8703E-01 0.1113675 o. 3131198 

V7 0.3438023 o. 3298291 -0.6416985 

V9 -0.6022058 -0.1638817 0.1944583 

VIO .31916E-02 0.1485854 -0.4213587 

Vil .17493E-02 .95505E-01 -.4061E-01 

Vl3 0.112830 -.1944E-OI 0.2524195 

<CCNSTANTEI 33.09998 17.82413 16.60156 
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.TABLA 11 

NUMERO DE CASOS Y PORCENTAJE DE ASIGNACION CORRECTA 

Cep•11 2 

l 
C57BL/6J 30 o 

1007. or. 
2 

DBA/2J o 31 
o~. 1007. 

3 
CBA/N o o 

07. or. 
Prcm11dto 

3 4 5 6 7 

o 
or. 

o 
07. 

o 
1007. 

i tot•l 7. clami
ficacl d 
correcta 

30 100.0 

31 100.0 

11 100.0 

·---· 
~-·----------------------~1.,0,,,0., • .,.0 

BALB/cAnN 

5 
BAL.B/cJ 

6 
BALB/cH-2b 

7 
BALB/cH-2k 

Promedio 
grupo 2* 

17. 2 
73.9r. 0.n 

4 o 
17.47. 07. 

2 18 o 
9. l'Y. 81.87. 07. 

2 
9.17. 

23 

22 

6 2 ·. 16 4 28 
21.47. 7.017. 57.l'Y. 14.37. 

3 1 5 15 24 
··12~57.' 4.27. ··20.0x 62.5X 

.t.• :z -y :>- P•r-to•n•c•n-.:.:a.- gr-1..0pa -- ,-. -

~~w ~RP•• ~.a •• V 7 P•r"t•n•Q•n'•l G~U~Q 2. 

73.9 

81.8 

57.1 

68.0 



Comprcbac 1 On. 

Para raproducir sl trabaJc y mituar un ratón x en la 

capa a lA que pertenece y corroborar au identidad, se debe 

obtener la mandibula derecha y realizar laa madicionew de las 

mejora& variablaa. Cerno ejemplo se tomó el primer grupo, en 

este caso as mmplaaron las 11 variables¡ da mAa utilidad 

aañaladaa en la Tabla ~1 c•da valor crudo da la variable sa 

multiplic• por el coeficiente no &Sibandari :ado 

correspondiente a la primera función canónica discriminante 

del grupo 1, CTabla 6), a cada variable 11e la aplica al miamo 

tratamiento y se suman como se muestra. en la siguiente 

f6rmul a1 

Para dato& crudoa 

VC1cd11V1+d12V=+ ••• +d 1pVp+k 1 

VC:;ri::rd::u V1 +d22V2 + ••• +d:::pVp+k
2 

donde 

VC1 • primera variable canónica 

VCz a &egunda variable canónica 

d • coeficiente no aatandarizado de la función 

canónica di•criminanta 

V a valor morfométrico de la variable en crudo 



k, m constante del coef1c1ente no estandarizado de la 

primara función canónica discriminante 

k2 = can&tante del coeficiente no e~tandariz~do de la 

segunda función canónica discriminante 

Sustituyendo en VC, para el sujeto 115 

ve,. co. 39177120> > + co.46320 <24> >+<o. 63670<34> <+ 

+ co. 77679 <40> > +<0.24581 <44> > +co. 07614 <52> > + 

+(0.4107(34))+(0.18458<70))+(0.36027<76))+ 

+(-0.92469<94))+(-0.22749(100)) 

VC,=-2.2123 

Da igual forma, pero sustituyendo por la segunda función 

canónica, se obtiene la segunda discriminante canónica, con 

ayuda da astoa valores cada cepa aa localiza en iraa& 

determinadas. Se tomaron al azar dos individuos da cada cepa 

y se graficaron 

6utos1 

en al mapa territorial Figura 3, •iando 

CEPA SUJETO FUNCION 1 FUNCION 2 

115 -2.2123 -2.5270 

107 -3.3196 -2.9900 

2 139 3.8414 -0.4586 

2 131 2.0460 -0.2318 

3 161 -1.2011 4.9671 

3 167 -1.1452 4.6885 
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Al observar los valorea de las variable• canónicas 

obtenidas se •precia. qua· en la cepa. 1 las funcionea canónicas 

1 y 2 se lcc•lizan en coordPna.das negativa.si para la capa 2, 

un la primera función se obtienRn puntaJas poaitivos y un la 

aagunda, puntaJas neoativoa1 para la cepa 3 en la primera 

función valores negativos y en la segunda positivos. 



DiSC::USIDN 

Festing (6) en su anAliais de elasificación, obtuvo 

porcentajaa entre 37.9 y 
0

54.5X de asignación correcta, 

mi entr•s qua &n este trabaje al •nAl i sis de l A& cepas 

demcendiente& da Balb/c <grupo 2) se reporta. un 68X da 

clasificación acertada. El aumento en el porcentaje de 

cltaaificación correcta se debe a que el tamaño da la. mueatr.a. 

en la qua se realizó al eatudio as mayor a la muestra de 

Fasting. T•mbién hay que tomar an cuanta que se trata dR 

material biológico por lo que loa cambios genotipicoa son 

impredecibles pues ocurren en forma natural. La difarancia 

entre las medias de las variables en las •ublineas son 

minima•, resultado de la manifestación de la h•t•rocigosia 

raaidual, alguna mutación, conta.minac:i ón o a fac:torea 

ambi antal aa. 

C::OMPARAC:: 1 ON DE LOS VALORES DE LAS MEO 1 AS DE LA!¡ 
C::EPAS_j:57.!J.b 

v-2 V3 V4 V5 -V6 V7 V9 VIO V12 

C:57BL* 16.8 23.1 31.4 37.6 42.1 49.3 66.0 71.0 91,4 

C::S7* 17.2 24.3 30.B :se.o 44.0 49.4 66.5 72.3 94.1 

C::S7BL/6J 17.8 24.2 33.S 39.13 44.2 49.B 70.2 ~4.B 94.2 

** . c.,,. ... a•' pr-•••nt• '-r-•b•JQ,. 

ut~l~•Md•• pQr- F••t~ng .. 

V13 

95.6 

96.5 

100.0 

Cuando aa aplicó el .análiaia de ·c:Uácr.i~inA~taa··car;ónic.as 

• las cepa& sing•nica& del grüpo _ 1,: Be . ob·t,~:~~-;U.ri · 1oox-·de 
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clasificación correcta, mientras que en las cepas singénicas, 

subline•s y lineas congénic•• fue de óB'l.. La difarancia en 

lea porc•nt•J•a de clasificación corracta aeta íntimamente 

relacionada con •l origen gen•ticc de loa ·animales de 

estudio. 

Loa animales del primer grupo pertenecen a las cepas 

C57/ó, DBA y CBA que son lineas consanguíneps o sing•ntcas 

por ser cada una de éstas el producto de lA cruza de hermano& 

carnales por mas de 20 generaciones y el resultado obtenido 

aa una homocigosis. Sus linea• de ascendencia nunca se 

cruz.an, carecen 

di11criminación 

da a.nceliitros 

entre las 

comunas y por esta razón en la 

cepas su obtiene un 100~ de 

diferenciación y clasificación acertada de las mismas. En el 

m~pa territorial aa obaorva que cada cepa ocupa una araa 

diferente y bien definida dentro de la gráfica, no e~iste 

traslapamiento entra ellas y en la vie;ualización da los 

centroida& a& aprecia que éstos eat•n separado& unos de 

otros, como consta en la Figura 3, lo que corrobora· que 

dichos animale& carecen de relación genética entre individuos 

da cepas diferentam. 

Los remultmdos obtenidos en el grupo 2 fueront da 97 c•sos, 

al 68.4% se clasificaron correctamente y al 31.6% ss 

designaron en forma incorrecta a otraa cepa&. El alto 

porcentaje de individuoa mal clasificados se dsba a la 

&lmilitud en todas las cepas originolrias de BALB/c. En esta 
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grupo las cepa• BALB/cAnN y BALB/cJ muestran 1.1n porcentaje 

da clasificaci6n correcta mas alto por ser sublinea& 

aaparadas desde hace un siglo aproximadamente, su genoma ha 

sido modific•do por mutación y heterocigosi& residual dando 

diferencias en la constitución Qenética. Las cepas 8ALB/cH-2b 

y BALB/cH-2k tienen un elevado porcentaje de asignación 

incorrecta &ntra ellas, debido a que sen lineas con9énica& 

resistente• o linea CR, que comparten al miamo genotipo a 

exepción del cromosoma 17 que tiene un fragmento diferente en 

el complejo principal de histocompatibilidad H-2. Para 

lograr una linea cong6nica sa realiza una primera cruza entra 

doa capas diferentes, una llamada primara parental o cepa 

endogAmica asociada que aporta el fondo genético, la segunda 

a• la cepA dona.dora qua pueda o no aer endogámica <aporta el 

loci diferencial). Pouteriorment&r ea &elecciona a loe hijos 

porta.dor&rs del loci diferencial y Qe retrocn.tza.n con la cepa 

primera parental, durant&r doce generacionea. Después se 

realiza una cruza entre hetsroeigotos, de éstc':i se 

aeleccionan loa homocigotos para H-2 o el lcei diferencial y 

se intercruzan durante 20 generaciones consacutivas Clb>. 

CEPA ¡\SOCIADA CEPA DONADORA LINEA CONGENICA 

BALB/c C57BL/ó BALB/cH-2b 

BALB/c C3H 8ALB/cH-2k 

En el mapa territorial obtenido con do& discriminante& 

canónicas ae obaerva una separación considerable entre los 

centroides de las cepas BALB/cAnN, BALB/cJ y BALB/cH-2u. Esta 
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distancia disminuye antra los centroidas de BALB/cAnN, 

BALB/cH-2b y BALB/cH-2~. El comportamiento de los cantroides 

e& el resultado de la relación da parentesco entre las cepas, 

la diatancia &Hiatnnte entra loa c•ntroide• de cada grupo va 

directamente proporcional al grado d• parentesco entre cepas, 

lineas y sublineas. 

El método morfométrico de Feating funciona con las cepas 

aing•nicaa donda se obtuvo un 100% da cl•aific&ción correcta. 

En las capas singénicas, sublíneas y linuas congénicae de 

ancaatros comunes, al porcentaje de clasificación acertada 

disminuyó haata un 68X. Se puede afirmar que e&t& método para 

dichas cepas no funciona por si solo como un control da 

calidad gen•tico confiable. 

Para un control de c•lidad Q•n•tic& la técnica da 

Festing, pcr a! sol• ea deficiente por lo que es necesaria 

la combinación de varios m6todoa como loa inmunológicos qua 

diferencian 

tmJidoa o 

el H-2, antre aatoa 

de tumora&, cultivo 

•• cuentan• trasplante de 

miHto de linfocitos y 

citotoHicidad mediada por células, para las capas congénicaa 

(3)J para las sublineae, marc~doraa bioquimicos como el 

m•todo da gel de polianil•mida. Con la utilización da varios 

métodos &e puede obtener un parfil genético máa acertado de 

loa individuos en astudlo. 
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CONCLUSIONES 

Las cepas C578L/6J, OBA/2J y CBA/N son diferentes entre 

si. El porcentaj a de asignac: i 6n correcta entre los miembros 

de la& cspa!ii en el grupo 1 es de 100%, por lo que se ... concluye 

quR los animales da cada cepa son homocigcto&. Cuando se 

compara entre cepi\s se observa que no comparten al genotipo 

por lo que se descarta una contaminación genética. 

Las cepas mi ngéni cas, congénicaia y sublineas 

descendientes de BALB/c son similares genéticamente entra 

ellas por lo que disminuye el porcentaje da clasificación 

acmrtada a 68% Loa porcentaje& elevados de mala 

cl•aificación en las cepam BALB/cH-2b V BALB/cH-2k son 

debida& a la similitud genética entre cepas y no una 

contaminación. 

La técnica utilizada es le suficientem~nte sensible para 

di sti ngui r entra cepas si ngéni ca&. 

La utilización del método morfcmétrico de Fasting dabe 

emplaar&e acompa~ado de otro& método& da verificación 

genética, cuando se trate de cepas relacionadas 

gantticamante 1 ya que una técnica aislada por si &ola no 
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prcporci ona la inforrn-.ci6n uuficlantl> para la . 
identificación de un grupo de animales con características 

genéticas ioual••· 
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