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RESUMEN

La sistematica que se esta llevando a cabo
en las producciones animales esta determinando
la minorizacion e incluso la desaparicion de
muchas razas animales autéctonas, perdiéndo-
se consecuentemente sus genes sin haber co-
nocido el potencial productivo y sin haberse
beneficiado de la capacidad que tienen estas
razas para aprovechar aquellos recursos natu-
rales dificilmente utilizables por otras poblacio-
nes ganaderas, normalmente mas adaptadas a
regimenes mas intensivos. Las razas vacunas
autdctonas del Noroeste de la Peninsula Ibérica
(Galiciay Region Norte de Portugal) estanincluidas
en programas de conservacién dado que po-
seen censos limitados. Entre los objetivos de
estos programas se incluye la identificacion
genética de estas poblaciones ganaderas con el
fin de establecer de una forma mas precisa las
diferencias entre los distintos prototipos racia-
les. En el presente trabajo analizamos las fre-
cuencias alélicas y genotipicas del locus micro-
satélite BOVRIBO (BBR), empleando la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa y analizando los
productos de la PCR mediante un sistema
electroforético usando un secuenciador auto-
matico contecnologia fluorescente, en untotal de
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56 animales de raza bovina Maronesa (pertene-
ciente alaregion Norte de Portugal). El analisis de
los valores observados y esperados para dicha
poblacién, basado en el Test de c?y en el Test
Exacto, ha dado un valor de p significativo (c? =
60,2841, p = 0,0001 y Test Exacto: p = 0,0566),
indicando que dicha poblacion se desvia del
equilibrio Hardy-Weinberg para este locus. He-
mos observado un total de 10 alelos (131-147
bp), con una heterozigosidad media del 75 p.100.

SUMMARY

The current dynamics of animal production
has led to the reduction and even the extinction
of many native breeds, which means the
consequent loss of their genes before their
productivity has been known and without taking
advantage of their capacity to use those natural
resources that other cattle breeds, exploited in
intensive systems, cannot use. 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
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was included among the objectives of these
programs to establish breed prototype diffe-
rences. In the present study, we analyzed allele
and genotype frequencies ofthe BOVRIBO (BBR)
microsatellite /ocus in a total of 56 Maronesa
cattle breed animals (from the North of Portugal).
The analysis of the expected and observed
values for that population based on c? Test and
Exact Test, have resulted in a psignificative value
(c? = 60,2841, p = 0,0001 and Exact Test: p =
0,0566), which means that this population is not
in H-W equilibrium for this locus. A total of 10
alleles were found (131-149 bp), with a
heterozygosity mean value of 75 p.100.

INTRODUCCION

La dinamica actual de las produc-

mita establecer de una forma mas pre-
cisa las distintas agrupaciones racia-
les.

El gran avance que estan experi-
mentando las técnicas de biologia mo-
lecular para el analisis de los marcado-
res genéticos, unido al potencial que
presentan éstos, especialmente los
nuevos marcadores de ADN (micro-
satélites), en el campo de la diferencia-
cién racial e individual, hacen que su
empleo esté cada vez mas difundido,
complementando asi los estudios basa-
dos en datos morfolégicos y los aporta-
dos por el analisis de otros marcadores
(grupos sanguineos, polimorfismos bio-
quimicos, etc.).

El profundizar en el conocimiento

ciones animales esta determinando la d€ las distintas clases raciales, gracias
minorizacién e incluso la desaparicion @l €mpleo de estos marcadores, tiene

de muchas razas animales autéctonas Un gran interes, ya que representa un

perdiéndose consecuentemente los
genes sin haber conocido su potencial
productivo y sin haberse beneficiado
de su capacidad de aprovechamiento
de aquellos recursos naturales dificil-
mente utilizables por otras poblaciones

. ,é'et
ganaderas, que normalmente estan ma
adaptadas a regimenes mas intensi-

VOS.
La razas bovinas autéctonas de
Galicia y la Region Norte de Portugal
se encuentran en la actualidad protegi-
das por programas operativos que pre-
tenden garantizar su conservacion. La
proximidad que existe en la ubicacion
geografica en el Noroeste de la Penin-
sula Ibérica, asi como la similitud de
algunas caracteristicas morfoldgicas

elemento de gran utilidad para el esta-
blecimiento de cualquier programa de
conservacion de recursos genéticos
que se encuentran en peligro de extin-
cién o con censos limitados, como es el
caso de la raza bovina Maronesa, ob-
0 de nuestro estudio.

En el presente trabajo se analizan
mediante técnicas de biologia molecu-
lar (PCR y electroforesis automatiza-
da con un secuenciador de ADN) las
frecuencias alélicas y genotipicas del
locusmicrosatélite BOVRIBO (BBR)
en 56 animales de esta raza bovina
autoctona de la Regién Norte de Por-

tugal.

MATERIALY METODOS

entre las razas autdctonas gallegas y

las de Entredouro e Minho y Tras-os-

Montes (portuguesas), hacen necesa-

ria la identificacién genética que per-

MATERIAL ANIMAL
Se tomaron muestras de sangre en-
tera a un total de 56 animales de laraza

Archivos de zootecnia vol. 47, nim. 178-179, p. 164.



EL LOCUSMICROSATELITE BOVRIBO (BBR) EN LARAZA MARONESA

bovina Maronesa, ubicada en el No- Tabla . Frecuencias alélicas y genotipicas
roeste de la Peninsula Ibérica, en el dellocusmicrosatélite BOVRIBO enlaraza
area geografica de Alvdo-Mardo y bovina Maronesa.Allele and genotype
Pradela, que pertenece a la zona Nortefrequencies of the BOVRIBO microsatellite locus

de Portugal. in the Maronesa cattle breed).
METODOLOGIA Genotipo Ob(%e%ag;os E?Selrgg;)s
A cada animal se le recogieron 5 ml : :
de sangre, extraida de la vena caudal131-133 1 @y 0,06 (0.1)
empleando agujas estériles y tubos de133-137 3 G4 250 (4.5)
vacio con anticoagulante EDTA KA 133-147 3 (54 100 (1,8
partir de la muestra recogida se hicie- iggii; 1 83; 8'2 E;i;
ron alicuotas de 700 ul de las que se > "> 7 (125) 714 (12.8)
obtuvo el ADN mediante el método del 4, ;,; 1 (1,’8) 0:36 (o’,e)
fenol-cloroformo empleado por Madi- 137.143 3 (5.4) 429 (1.7)
senet al. (1987), con pequefias modi- 137-145 3 (54) 321 (5.7)
ficaciones, ajustando latécnica a nues- 137-147 6 (10,7) 571 (10,2)
tras condiciones laboratoriales. 137-149 9 (16,1) 6,43 (11,5)
Para el andlisis del microsatélite 139-139 2 (36 0,16  (0,3)
BBR, STR dinucleotidico cuya unidad 139-145 1 (L8 0,48 (0,9
de repeticion es (CA) se realiz la iig'ﬁ‘g 1 8:3 8'25’1 83
PCR U'FI|I2and0 el siguiente par de 143.145 ) (3:6) 096 (1:7)
primers. 143-147 1 (18) 1,71 (3.1)
primer 1. 143-149 3 (54) 193 (3.4)
y primer 2: 145-149 1 (1.8) 145 (2.6
5'CCTAACTTGCTTGAGTTATTGCCC3' 147-147 2 (3,6) 1,14 (2,0
(Mooreet al,, 1992; Ruiz Castillo, 147-149 2 (36) 257  (4,6)
1995), que flanquean la regién de am- 149-149 1 (@18 145  (2,6)
0 (0,0) 10,54 (18,8)

plificacion que contiene dichlmcus otros
Los primers se purificaron mediante el pjei0s  Raza Maronesa (n=56)

método de HPLC y eprimer 1 se 131 0,0089
marc6 con fluoresceina en el extremo 133 0,0625
5' para poder realizar el analisis 135 0,0179
electroforético en el sequenciador au- 137 0,3571
tomatico. 139 0,0536

Para cada reacién de PCR se em-141 0,0089
plearon 25 pl totales consistentes en: ijg g'éggi
200 ng de ADN gendmico, 10 mM 147 0.1429
Tris-HCI, pH 8,8, 1,5 mM MgCJ 50 149 0.1607

mM KCI, 0,1 p.100 Triton X-100, 200
UM de cada dNTP, 0,25 uM de cada c2=60,2841; 14 g.I.; P = 0,0001; Test exacto: P
primery 2,5 unidades de DynaZyme™ =0,0566; Heterozigosidad media: obs = 0,7500,
Il DNA Polymerase. Las condiciones esb =0,8082
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de amplificaciéon empleadas fueronlas tico (ALF, Pharmacia Biotech) a 1600
siguientes: después de 4 minutos aV, 45 Wy 38 mA durante 300 minutos.
95°C, se realizaron 30 ciclos, en un
termociclador programable PROGENE

(TECHNE), y cada ciclo de amplifica- RESULTADOS Y DISCUSION
cién consistio en 1'/95°C, 35"/63°C y
45"[72°C. En latabla | se muestran las fre-

Los productos de PCR se analiza- cuencias alélicas y genotipicas hbel
ron por medio de un sistema de elec- cus microsatélite BOVRIBO obteni-
troforesis automatizada en geles de das en el total de animales de la pobla-
poliacrilamida al 6 p.100 w/v en TBE cion ganadera objeto de nuestro estu-
(100 mM tris-borato, 1 MM N&DTA, dio.
pH 8,3), con 7 M de urea. El producto El andlisis de los valores observa-
de PCR (0,5 pl) se mezclé con 4 ul de dos y esperados para dicha poblacion,
loading buffer (5 mg/ml Azul Dextrano/ basado en el Test d# y en el Test
formamida) y con 1 ul de cada uno de Exacto (Hernandez y Weir, 1989), ha
los 2 marcadores de tamaiio o longitud dado un valor de significativo: €2 =
empleados en la electroforesis (114 y 60,2841 p = 0,0001) y Test Exactq:
402 bp) y se desnaturalizd6 a 95°C =0,0566, indicando que dicha pobla-
durante 3 minutos. La electroforesis cidon se desvia del equilibrio Hardy-
se realiz6 en un secuenciador automa-Weinberg para estéocus Existen
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Figura 1. Frecuencias alélicas ddbcus BOVRIBO (BBR) en la raza Maronegalele
frequencies of the BOVRIBO (BBR) locus in Maronesa breed).
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Figura 2. Alelos delocusmicrosatélite BOVRIBO en la raza bovina Maronesa. Programa
Pharmacia DNA Fragment Manager V1(2lleles of the BOVRIBO microsatellite focus in the
Maronesa cattle breed. Pharmacia DNA Fragment Manager V1.2 Program).

varias causas que han podido originar valor de la heterozigosidad media ob-
dicha desviacion como son: la consan- servada para estlcus en la raza
guinidad, el tamafio efectivo de la po- Maronesa, obteniéndose un valor del
blacion investigada (unido al nimero 75 p.100, que result6 ser similar a los
elevado de alelos observados en elobtenidos para estlbcus por Ruiz
locusBOVRIBO) o debido a unafuer- Castillo (1995) en otras poblaciones
te seleccion de los individuos. De he- ganaderas autdctonas ubicadas dentro
cho, en la préactica es dificil que se del territorio Peninsular: Pirenaica
cumplan las condiciones impuestas por (80,37 p.100), Asturiana (73,28 p.100),
la ley de Hardy-Weinberg. Rubia Gallega (72,12 p.100) y Retinta
Enlatablal, se muestratambiénel (77,31 p.100).
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En lafigura 1, se muestran las nuestro estudio, especificando en la
frecuencias génicas y el total de alelos parte inferior el tamafio (bp) de cada
obtenidos del estudio dielcusmicro- uno de ellos. Dicha figura representa
satélite BOVRIBO en la raza bovina el analisis de la electroforesis automa-
objeto de estudio. Como se aprecia entizada en el secuenciador automatico
el grafico hemos encontrado un total contecnologiafluorescente por medio
de 10 alelosentre 131y 149 bp, presen-del programa informaticharmacia
tando el alelo 137 la frecuencia mds DNA Fragment Manager V1.2
alta (0,3571) y los alelos 131y 141 la De los resultados obtenidos en la
mas baja (0,0089); este numero de realizacidén del presente estudio pode-
alelos resulté ser superior al obtenido mos destacar que los marcadores de
por Mooreet al.,, (1992), que encuen- ADN altamente polimérficos, como es
tra 9 alelos con un tamanfo entre 137 y el caso del sistema microsatélite
157 bp. Por su parte, Ruiz Castillo BOVRIBO, ofrecen propiedades im-
(1995) en los estudios realizados en 5 portantes para ser empleados en el
razas bovinas de la Peninsula Ibéricacampo de la caracterizacién racial, por
encontro 12 alelos en dicHocus si su facil identificacién por PCR (favo-
bien este autor no precisa el tamafio, recido por su pequefio tamafio) y por-
en pares de bases, de los alelos queque los genotipos, derivados de su
describey, por lo tanto, las frecuencias polimorfismo se identifican con gran
génicas obtenidas en ambos estudiosexactitud gracias a la aplicacion de las
no pueden ser comparadas. modernas técnicas electroforéticas con

En lafigura 2, se muestran grafica- el empleo de secuenciadores automa-
mente el total de alelos observados enticos.
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