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RESUMEN

Las razas vacunas autoctonas del Noroeste
de laPeninsula Ibérica (Galiciay Region Norte de
Portugal) estan incluidas en programas de con-
servacion dado que poseen censos limitados.
Entre los objetivos de estos programas se inclu-
ye la identificacién genética de estas poblacio-
nes ganaderas con el fin de establecer de una
forma més precisa las diferencias entre los
distintos prototipos raciales. Los microsatélites
son los marcadores de ADN de Ultima genera-
cion, con un potencial importante para ser em-
pleados con tales fines, dado que se trata de /oci
dispersos portodo el genoma, altamente polimor-
ficos, constituidos por secuencias simples (1-6
bp) repetidas en tandem; ademas, por su peque-
filo tamafio (hormalmente menores de 350 bp) son
facilmente identificables mediante PCR. Las mo-
dernas técnicas electroforéticas, usando se-
cuenciadores automaticos con tecnologia fluo-
rescente, ofrecen ventajas adicionales para la
correcta tipificacion de estos marcadores. En el
presente trabajo analizamos las frecuencias
alélicas y genotipicas del locus microsatélite
ILSTS002 en 51 animales de razabovina Barrosa.
Los resultados obtenidos mostraron que la po-
blacién objeto de estudio se encuentra en equi-
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librio Hardy-Weinberg para dicho locus (c? =
5,4859; 7 g.l.; p=0,6009). Hemos observado un
total de 5 alelos (129-137 bp), con una
heterozigosidad media del 50,98 p.100.

SUMMARY

Native cattle breeds with limited census from
the North-West of the Iberian Peninsula (Galicia
and the North of Portugal) are included in
conservation programs. Genetic identification of
these cattle populations was included among the
objectives of these programs to establish breed
prototype differences. Microsatellites are very
useful DNA markers, which are dispersed in the
genome and consist of highly polymorphic loci of
simple tandemly repeated sequences 1-6 bp in
length. Furthermore, because of their small sizes
(frequently less than 350 bp) they are of easy
identification by PCR and there is an additional
advantage with new electrophoretic techniques
using automated sequencers with fluorescent
technology for the correct typification of these
markers. In the present study, we analyzed allele
and genotype frequencies of the ILSTS002
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microsatellite locus obtained from 51 Barrosa punto de vista econdmico en aquellas
cattle breed animals. Our results show that the poblaciones con censos mas estables,
population studied isin Hardy-Weinberg equilibrium yaque representa un elemento de gran
for this locus (c? = 5,4859; 7 d.f.; p = 0,6009). A utilidad para la conservacion de los
total of 5 alleles were found (129-137 bp), with recursos genéticos que se encuentran
a heterozygosity mean value of 50,98 p.100. en peligro de extincidén o con censos
limitados, como es el caso de la raza
bovina Barrosd, objeto de nuestro es-
tudio.

En el presente trabajo se analizan
mediante técnicas de biologia molecu-
lar (PCR vy electroforesis automatiza-

INTRODUCCION

La mayor parte de las poblaciones
ganaderas autoctonas de Galicia y la

Region Norte de Portugal se encuen- da con un secuenciador de ADN) las

tran en la actualidad protegidas me- o0 ancias alélicas y genotipicas del
diante programas operativos que in- |,.,s microsatélite ILSTS002 en 51
cluyen planes de conservacion. La si- 5 imales de esta raza bovina autocto-

militud de algunas caracteristicas 5 4e |3 Regién Norte de Portugal.
morfolégicas entre las razas autdcto-

nas gallegas y las de Entredouro e

Minho y Tras-os-Montes (portugue- MATERIAL Y METODOS
sas), asi como la proximidad que existe

en su implantacion espacial en el NO- MATERIAL ANIMAL

necesaria su identificacion genética. entera a un total de 51 animales de la
Los marcadores genéticos consti- raza bovina Barrosd, ubicada en el
tuyen un instrumento fundamental para Noroeste de la Peninsula Ibérica, en el

raCialeS, en este Sentido, en IOS l]|'[|mOS pertenece a |a zona Norte de Portugal_
afos se esta produciendo un gran avan-

ce, basado en técnicas de biologia MetopoLocia
molecular, dentro del campo de la dife- A cada animal se le recogieron 5 ml
renciacion entre razas e incluso entre de sangre, extraida de la vena caudal
individuos. Asi, los microsatélites, que empleando agujas estériles y tubos de
representan la ultima generacion de vacio con anticoagulante EDTAKA
marcadores de ADN ofrecen un po- partir de la muestra recogida se hicie-
tencial enorme para ser empleados aron alicuotas de 700 pl de las que se
tales efectos, dado que aportan un altoobtuvo el ADN mediante el método del
nivel de informacion por ser muy fenol-cloroformo empleado por Ma-
polimorficos y de facil identificacion  disenet al. (1987), con pequefias mo-
laboratorial. dificaciones, ajustando la técnica a
Este conocimiento méas exhaustivo nuestras condiciones laboratoriales.
de las distintas clases raciales, gracias Para el andlisis del microsatélite
al empleo de estos marcadores, tienelLSTS002, STR dinucleotidico cuya
un gran interés, y no so6lo desde el unidad de repeticion es (CAke rea-
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lizé la PCR utilizando los primers des- V, 45 Wy 38 mA durante 300 minutos.
critos por Kempet al. (1992):

primer 1: )

5' TCTATACACATGTGCTGTGC 3' RESULTADOS Y DISCUSION

y primer 2:

5'CTTAGGGGTGAAGTGACACG, En latabla | se muestran las fre-

que flanquean la regién de amplifica- cuencias alélicas y genotipicas tel
cion que contiene dichtocus Los cusILSTSO002 obtenidas en la pobla-

primers se purificaron mediante el cion ganadera objeto de nuestro estu-
método de HPLC y eprimer 1 se dio. Asimismo se refleja también que,
marcé con fluoresceina en el extremo realizadala prueba de equilibrio Hardy-

5' para poder realizar el analisis elec- Weinberg para dichtmcus dicha po-
troforético en el sequenciador au- blacionse encuentraen equilibrio, con

tomatico. un valor dec? = 5,4859, con 7 grados
Para cada reaccion de PCR se em-de libertad (g.l.) y una probabilidad-

plearon 25 pl totales consistentes en: 0,6009.

200 ng de ADN gendmico, 10 mM

Tris-HCI, pH 8,8, 1,5 mM MgC|| 50

mM KCI, 0,1p.100 Triton X-100, 200 Tabla I. Frecuencias alélicas y genotipicas

MM de cada dNTP, 0,25 pM de cada del sistema ILSTS002 en la raza bovina

primery 2,5 unidades de DynaZyme™ Barrosa. (Allele and genotype frequencies of

Il DNA Polymerase. Las condiCiones theILSTS002 systeminthe Barrosa cattle breed).

de amplificacion empleadas fueron las

siguientes: después de 4 minutos a Genotipo Observados Esperados

95°C, se realizaron 30 ciclos, en un (p.100) (p-100)

termociclador programable PROGENE

(TECHNE), y cada ciclo de amplifica- 129-129 1 @9 216 (4.2)

cién consistio en 1'/95°C, 35"/60°C y iggg; 1; (e(;g)) 11'2‘2‘ (2(23;

45°/12°C. . 131-131 1 (2,0 0,24 (0,5)
Los productos de PCR se analiza- |5, 5 4 (78) 487 (95)

ron por medio de un sistema de elec- |45 e 1 (2:0) 0:70 (1:4)

troforesis automatizada en geles de ;35135 23 (45,1) 24,71 (485)

pollacrllamlda al .100 w/v en TBE 135-137 2 (3,9 1,39 (2,7)

(100 mM tris-borato, 1 mM N&DTA, otros 0 (0,0) 0,87 (1,7)

pH 8,3), con 7 M de urea. El producto

de PCR (1 pl) se mezcld con 4 pl de Alelos Raza Barrosa (n=51)

loading buffer (5 mg/ml Azul Dextrano/ 129 0,2059

formamida) y con 1 ul de cada uno de 131 0,0686

los 2 marcadores de tamafio o longitud 133 0,0098

empleados en la electroforesis (114 y +3° 0,6961

402 bp) y se desnaturalizé a 95°C ¥/ 0,0196

durante 3 minutos. La electroforesis
se realizé en un secuenciador automa-
tico (ALF, Pharmacia Biotech) a 1600

c? =5,4859; 7 g.l.; p = 0,6009; Heterozigosidad
media: observada = 0,5098, esperada = 0,4725
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e baja (0,098); este nUmero de alelos
resultd ser inferior al observado en los
Maronesa y Caldelana por nosotros
,0196,
r =
5 137

0,71

0,6

0,5+

0,
estudios realizados en las razas
4 (Vianaet al,, 1997), en las que encon-
tramos ademas de los 5 citados un
o2 — alelo de 122 bp y, a los obtenidos en
oM . '-ﬁegs/_ otras razas por KEMERt al., (1992),
s 131 13 13 que encuentra 6 alelos (129-140 bp).
ALELOS Por su parte, Ruiz Castillo (1995) en
los estudios realizados en 5 razas bovi-
Figura 1. Frecuencias alélicas ddbcus ~ Nas de la Peninsula Ibérica encontro
ILSTS002 en la raza BarrosjAliele 10 alelos en dichimcus si bien, nues-
frequencies of the ILSTS002 locus in Barrosa tros resultados no pueden ser compa-
breed). rados con los obtenidos por este autor
dado que no especifica en pares de

o _ bases el tamafio de los alelos que des-
Asimismo, en dicha tabla, se mues- ¢ripe.

traelvalorde laheterozigosidad media | a figura 2, muestra graficamente

observada para edtecusen la citada el total de alelos observados en nuestro
raza, otro de los indicadores emplea- estudio, especificando en la parte infe-
dos para apreciar la existencia de va-rior el tamafio (bp) de cada uno de
riabilidad genética en las poblaciones, ellos. Dicha figura representa el anali-
obteniéndose un valor del 509800,  sis de la electroforesis en el secuen-
que resulté ser ligeramente inferior a cjador automatico con tecnologia fluo-
los obtenidos por nosotros, (Viae&  rescente por medio del programa in-
al., 1997), para este misnlocusen  forméaticoPharmacia DNA Fragment
otras dos razas autoctonas de la propiamanager V1.2
zona noroeste de la Peninsula Ibérica | gsresultados que hemos obtenido
(razas Maronesa y Caldelana), con g realizar un analisis comparativo del
valores de 63,1p.100y 72,7%.100,  estudio delocusILSTS002 en laraza
respectivamente, y a los obtenidos por hovina Barrosa por un lado, y las razas
Ruiz Castillo (1995) en otras poblacio- Maronesa y Caldelana por otro, nos
nes ganaderas ubicadas dentro del tereflejan que no es posible apreciar
rritorio Peninsular: Pirenaica (63,80 diferencias significativas entre las ra-
p.100), Asturiana (64,84.100), Rubia  zas Barrosa y Maronese?(= 19,38 ,p
Gallega (68,4$.100) y Retinta (75,51 =0,1117), si bien, éstas son mayores a
p.100). las observadas para el estudio de este
En el estudio del microsatélite locus por nosotros, (Vianat al.,
ILSTS002 en la raza Barrosd hemos 1997), entre las razas Maronesa y
encontrado un total de 5 alelos (129- Caldelana¢?=14,07p=0,3688). Por
137 bp), como se refleja en lagura otra parte, si hemos encontrado dife-
1, presentando el alelo 135 la frecuen- rencias significativascf = 35,89,p =
cia mas alta (0,6961) y el 133 la mas 0,0002), cuando el andlisis comparati-

0,31

FRECUENCIAS
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Figura 2. Alelos dellocus microsatélite ILSTS002 en la raza bovina Barrosa. Programa
Pharmacia DNA fragment manager VA2eles of the ILSTS002 microsatellite locusin the Barrosa
cattle breed. Pharmacia DNA fragment manager V1.2 program).

vo entre los resultados obtenidos para cial importante para ser empleados en
dicho marcador lo realizamos entre las el campo de la diferenciacion racial y,
razas Barrosd y Caldelana. ademas que, gracias a la aplicacion de

Podemos destacar de los resulta-las modernas técnicas electroforéti-
dos obtenidos con la realizacion del cas resulta relativamente facil su tipi-
presente estudio que, los microsatéli- ficacién laboratorial, es decir, que se
tes, por ser marcadores altamente po-pueden conocer con exactitud tanto
limérficos y presentar un tamafio rela- los tamafios alélicos (bp) como los
tivamente pequefio que facilita su ana- distintos genotipos alos que da lugar su
lisis mediante PCR, ofrecen un poten- polimorfismo.
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