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Resumen

Los animales de laboratorio no consangui-
neos, producidos en los bioterios para la inves-
tigacién, tienen una alta probabilidad de incre-
mentar su consanguinidad; asf como los anima-
les consanguineos, tienen una alta probabilidad
de alterar su homocigosis por la introgresién de
genes que no corresponden al genoma de los
mismos. El presente estudio tuvo como objeti-
vo analizar marcadores moleculares microsaté-
lites del adn extraido de ratones pertenecientes
a las colonias de ratones BALB/C//BIOULA,
C57BL/6//BIOULA y de ratas BIOULA:
Sprague-Dawley, producidas en el Bioterio de
la Universidad de Los Andes- Mérida (Vene-
zuela), las cuales se han mantenido durante 16
afios (32 generaciones) sucesivos e Ininterrum-
pidos, usando apareamientos hermanos con her-
manas en los ratones y empleando el sistema de
Robertson en las ratas. Los productos de am-
plificacién de los 14 microsatélites usados en el
analisis del adn de los ratones presentaron una
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Abstract

The outbred animals of laboratory, produced
in the laboratory animals facilities for the
investigation have a high probability of
increasing his consanguinity, as well as the
inbred animals, have a high probability of
altering his homocigosis by the introgression of
genes that do not correspond to the genome of
the same ones. The present study had as aim
analyze scoreboards molecular microsatellites
of the dna extracted from mice belonging to
the colonies of mice BALB/C//BIOULA,
C57BL/6//BIOULA and of rates BIOULA:
Sprague-Dawley, produced in the Bioterio
of the University of The Andes - Merida —
Venezuela. Which have been kept for 16 years
(32 generations) successive and uninterrupted
using matchings brothers with sisters in the mice
and using Robertson’s system in the rats. The
amplification products of 14 microsatellites used
in the analysis of the dna of the mice presented
an alone fiber and they coincided with quantity
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sola hebra y coincidieron en cantidad de pares
de bases a lo reportado en la base de datos de
The Jackson Laboratory, indicando que con-
servan su condicién de hmocigosis e isogenici-
dad. Los productos de amplificacién de los siete
microsatélites analizados para el adn de las ra-
tas presentaron sélo en cuatro microsatélites la
condicién de doble hebra; lo cual, para el total
de 32 animales analizados, representa una he-
terocigosis disminuida de 0,157 * 0,214 sd,
con un bajo polimorfismo génico, revelado en
el analisis estadistico realizado con el progra-
ma PopGen32. El estudio efectuado permitié
verificar la condicién genética de los animales
producidos en el Bioterio de la Universidad de

Los Andes-Mérida (Venezuela).

of base couples to brought The Jackson’s
Laboratory database, indicating that preserve
his condition of homocigosis and isogenicidad.
The amplification products of 7 microsatellites
analyzed for the dna of the rats presented only
in 4 microsatellites, the condition of double fiber
which in the total of 32 analyzed animals that
represents a diminished heterocigosis of 0,157
+ 0,214 sd, with a low polymorphism genetic,
revealed in the statistical analysis realized
with the program PopGen32. The realized
study allowed to check the genetic condition
of the animals produced in the bioterio of the

University of The Andes - Merida, Venezuela.
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Introduccién

a condicién del animal usado para la investigacién se determina por sus caracte-
risticas morfolégicas, fisiolégicas, bioquimicas o cualquier otra cualidad que defi-
na su fenotipo, el cual es el resultado de la interaccién entre su genotipo y el am-
biente. Por tanto, dado que el ambiente de los bioterios debe estar rigurosamente contro-
lado, tales caracteristicas derivan principalmente de su patrimonio genético, por lo que
el control y la preservacién de la calidad genética del animal de laboratorio deben ser
prioritarios (Melloy y Balk, 1993). En los tltimos 30 afios, se han publicado casos de
lineas y colonias de ratones y ratas que han perdido sus caracteristicas genéticas, conlle-
vando a la desvalorizacién de los resultados obtenidos, pérdida de tiempo y de recursos
(Benavides y Guénet, 2003). De manera que es necesario establecer controles genéticos
y fenotipicos de los ratones y las ratas utilizadas en la experimentacién, para garantizar
que los resultados obtenidos en ésta sean reproducibles y tengan importancia cientifica.
Con relacién al control genético, se debe tener presente que los roedores de laborato-
rio no consanguineos deben mantener un coeficiente de consanguinidad en un nivel bajo
(menor al 1% cada cuatro generaciones); es decir, los animales deben presentar un alto
grado de heterocigosis no definido que se relacione con una elevada variabilidad genéti-
ca (Festing, 1992; 1993; Berry y Cutler, 2007).
En los bioterios de produccién de animales de laboratorio, sin embargo, con el tiem-
po puede ocurrir algiin incremento en su consanguinidad, debido a que estos grupos son

mantenidos como colonias cerradas por largos periodos de tiempo, pudiendo conllevar a
una variabilidad genética disminuida (Benavides y Guénet, 2003; De Jesiis, 2003; Fes-
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ting, 1993). Situacién contraria puede ocurrir con los roedores de las colonias consan-
guineas, los cuales, por errores generalmente técnicos, pueden llegar a ser genéticamen-
te heterocigotos.

La condicién genética de los animales de laboratorio tiene un importante efecto en
los resultados experimentales; a pesar de esto, el analisis genético de las lineas no con-
sanguineas generalmente esta ausente en los bioterios (Shang et al., 2009); no asi para
los roedores consanguineos (Benavides et al., 2001).

En los bioterios, los ratones y las ratas se reproducen siguiendo esquemas de aparea-
mientos determinados. Los ratones denominados consanguineos se reproducen realizan-
do apareamientos hermanos por hermanas durante 20 generaciones, teniendo origen en
una sola pareja de fundacién logrando, de esta manera, que exista un 99% de homocigo-
sis en los individuos de la colonia, y de un 99% de isogenicidad entre los individuos que
forman la colonia (Benavides y Guénet, 2003); de esta manera, el investigador que uti-
liza animales consanguineos tiene la probabilidad de investigar en una genética definida.
Cuando se reproducen los ratones o ratas no consanguineos se utilizan diferentes esque-
mas de forma de mantener una alta variabilidad genética en éstos. Se trata del esquema
de reproduccién de Robertson (Wang, 1997).

Distintas técnicas han sido utilizadas para comprobar la condicién de homocigosis y
heterocigosis de los roedores utilizados para la investigacién, desde las que evaldan sola-
mente condiciones fenotipicas hasta las que valoran el genoma de los mismos (De Jests,
2003). En el presente estudio, se utilizé el analisis directo del ADN mediante la detec-
cién de marcadores moleculares microsatélites, usando la PCR y observando los produc-
tos de amplificacién, en geles de agarosa 2.5% (Love et al., 1990; Gibbs, 1990). Los
polimorfismos microsatélites se derivan, principalmente, de la variabilidad en la longi-
tud de la secuencia primaria, la cual se evidencia por la presencia de varios alelos (Hans,
2004; Serikawa et al., 2006); este analisis representa una herramienta valiosa en la va-
loracién genética de los roedores de laboratorio.

El analisis efectuado, en el caso de las lineas de ratas no consanguineas, se funda-
menta primero en la existencia de procesos que ocasionan cambios en la composicién ge-
nética de éstas (Hartl, 2001); y segundo, en que aunque no esté claro cuanta es la exten-
s16n de la variabilidad genética que puede ser esperada para un stock no consanguineo
(Kloting et al., 2003); sin embargo, se debe tener en cuenta que una media de 0.5724
de heterocigosidad implica que existe abundante variacién genética en la poblacién de
ratones Kumming (Shang et al., 2009).

Con respecto a la existencia de procesos dentro de las colonias de animales que cam-
bian la composicién genética de éstas, se pueden considerar: la deriva genética (modi-
ficaciones al azar de las frecuencias alélicas), la cual se presenta en los bioterios debido
a que, generalmente, se escoge un niimero pequefio de animales para ser utilizado en la
formacién de las nuevas parejas reproductoras dentro de los niicleos de fundacién, y que
no poseen una muestra representativa de los genes de sus ascendientes (Metler y Gregg,

1972; Suzuki et al., 1993).
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El segundo proceso es la seleccién, practica comtn en los bioterios, debido a la elec-
cién, segin las caracteristicas de los reproductores de una generacién para dar lugar a la
siguiente; en este caso, los efectos de la seleccién dependeran del nivel de variacién gené-
tica de la poblacién y de los individuos seleccionados (Ziniga et al., 2001).

El tercer proceso es la consanguinidad, la cual conduce al aumento de loci homoci-
gotos, ocasionando una reduccién en la heterocigosis, que conlleva a la disminucién de
la variabilidad genética, y a la aparicién de un descenso en las aptitudes biolégicas de
la colonia; tales como: la fertilidad, el ritmo de crecimiento y la viabilidad, entre otras
(Zuniga et al., 2001).

El cuarto y dltimo proceso puede afectar la composicién genética de los roedores de
laboratorio no consanguineos, es la mutacién; la misma puede fijarse o no, dependiendo
de si la misma ocurre en un animal que es reproductor. Ademas, pueden ser contraselec-
tivas; por ejemplo, aquellas que causan infertilidad (White y Lee, 1998).

En el caso de las lineas consanguineas, la genética puede ser alterada por las muta-
ciones, por la deriva genética, y también pueden ser afectadas por la introgresién de ge-
nes de otros roedores (como los roedores no consanguineos), conllevando a perder la con-
dicién de homocigosis de los animales.

Debido a los procesos antes sefialados, los cuales tienen influencia sobre la compo-
sicién genética de los roedores de laboratorio, se planteé realizar la evaluacién molecular
mediante el analisis de marcadores moleculares microsatélites de la homocigosis de rato-
nes BALB/C//BIOULA, C57BL/6//BIOULA y de la heterocigosis de ratas BIOULA: Spra-

gue-Dawley, del Bioterio de la Universidad de Los Andes-Venezuela, con la finalidad de
evaluar la condicién genética de los animales que se producen en éste.

Materiales y métodos

Animales

Se realizé la extracciéon del ADN genémico del total de ratas (32 ejemplares) que con-
forman para el momento del estudio el niicleo de fundacién de la colonia no consangui-
nea BIOULA: Sprague Dawley, y de las cuatro parejas que conforman el niicleo de fun-
dacién de las cepas BALB/c//BIOULA y de la C57BL/6//BIOULA, producidas en el Biote-
rio de la Universidad de Los Andes, de Mérida (Venezuela).

Extraccién de ADN

La extraccién del adn se realizé del tejido de oreja del ratén (Mus musculus) y de la rata
(Rattus norvergicus), mediante digestién del tejido con ananasa (20 mg/ml) (Gonzélez
etal., 2011), para lo cual se limpié y esterilizé el material de trabajo; se higienizé cada
oreja de los ratones y ratas a usar, con alcohol al 70%, para desinfectar y evitar contami-
naciones futuras. Se tomaron fragmentos de la oreja, de ~2 X2 mm, de cuatro de los ra-
tones del nicleo de fundacién de la cepa consanguinea C57BL/6//BIOU y de las 32 ra-
tas (16 machos y 16 hembras) pertenecientes al nicleo de fundacién de la linea Sprague
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Dauwley, en tubos eppendorf estériles, con 500 wL. de la solucién 1 (Buffer TE; NaCl
(Riedel-Haén) 0,4 M) pH 8.2.

La solucién de lavado fue descartada adicionando, posteriormente, 400 wL. de so-
lucién 1, més 40 wl. de sps (Sigma) al 10% y 8 wl. de Bromelina 20 mg/mL.). Las
muestras fueron incubadas en estufa Fabricante: Memmert (Alemania, modelo 255111),
a 37°C durante dos horas; transcurrido este periodo de tiempo, la temperatura de la es-
tufa fue aumentada a 65°C durante 15 minutos mas, con la finalidad de inactivar la en-
zima. Luego, se agregaron 300 uL. de NaCl (Riedel-Haén) 6M, agitando seguidamen-
te por inversién, hasta observar la homogenizacién de la solucién.

Las muestras fueron centrifugadas en frio durante 30 minutos a 12.000g en cen-
trifuga marca KHT modelo 420B-Taiwan. El sobrenadante se transfirié a tubos nuevos
y estériles, adicionando 1 volumen de isopropanol (Merck), mezclando por inversion.
Las muestras se dejaron durante 12-18 horas a 4°C en una nevera convencional de 287
L. marca: Mabe-Colombia. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a
12.000g en frio durante 30 minutos.

Finalmente, el precipitado fue recuperado y resuspendido en 100 uL. de agua ultra-
pura. [Las muestras de ADN se re-precipitaron, adicionandole 50 wl. de NaCl (Riedel-
Haén) 0,3M y 2,5 voliimenes de etanol absoluto (IMerck); se dejaron a —20°C (conge-
lador vertical FE22, —17°C, marca Electrolux-Venezuela), durante 12 horas; seguida-
mente se centrifugé durante 10 minutos a 12.000g, y se lavé el precipitado con 1 mL de
etanol 70% frio, secado en estufa, con rangos de temperatura de 0 —200°C-capacidad
53 Lts a 37°C, resuspendido y almacenado en 100 wl. de agua ultrapura.

Para la estimacién de la concentracién del ADN genémico obtenido se realizé una
dilucién del ADN en agua para, posteriormente, realizar las medidas de absorbencia a
260 y 280 nm, en un espectrofotémetro (Jenway, modelo 6305 Uv/Vis-Reino Unido).

La integridad del ADN se evalué mediante electroforesis (BIO-RAD wide mini-subcell
GT-Italia) en geles de agarosa (Agarose D-1 LE cQT X 100g., Scientific Trade Corp
Miami-EUA); para ello, se prepararon geles de agarosa al 0,9% en buffer TBE 0,5X, pH
8,2, empleandose como marcador de peso Hind III (Invitrogen) y revelado con bromu-
ro de etidio (PROMEGA). La electroforesis en agarosa fue realizada a 90 Voltios (fuente
de poder: BIO-RAD powerPac Basic™-EUA) durante 60 minutos, y las bandas fueron vi-
sualizadas en un transiluminador UV de 254 nm (BIO-RAD transilluminator uv 2000-
Eua). El registro fotogréfico se efectué con una camara digital (Sony Cyber-shot, mode-
lo Dsc-W 100, 8.1 megapixels-Brasil), dotado de un filtro (#15 orange 40,5 mm-EuA).

Microsatélites

Para el analisis del ADN de la linea BIOULA: Sprague Dawley, la seleccién de los micro-
satélites y la secuencia de los oligonucleétidos iniciadores, se realizé de acuerdo a los re-
sultados obtenidos por Serikawa et al. (1992); estos investigadores realizaron el mapeo
genético de rata mediante marcadores moleculares microsatélites (cuadro 1). De manera
que se seleccionaron cinco de los microsatélites que mostraron mayor polimorfismo gené-
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tico: R-12, R-43, R-99, R-119y R-145. La seleccién de los microsatélites D1 Mitl0

y DIMit]7 se realizé de acuerdo a la informacién que se encuentra en la direccién web

siguiente: http://rgd.mcw.edu (Rat Genome Database).
Cuadro 1

Secuencia de los oligonucleétidos iniciadores utilizados para
el analisis de los microsatélites de rata.

Microsatélites Oligonucleotidos iniciadores

R-12 Forward: 5- GAGATAGTTCAGAAGCCCATG-3’
Reverse: 5- AGGGAGTGGCAGCATTTAG- 3’

R-43 Forward: AAGCATAGCAGTGAATTGGTG-3’
Reverse: 5- TTCATCATCCTTTCATAAAGGC- 3’

R-99 Forward- 5- GCCCTATGTCTGAGTGTTGC- 3’
Reverse- 5- CTAGGTGAAGTGACAGGCCA- 3’

R-199 Forward- 5- CAAGGACTGAGTGCATGCTC- 3’
Reverse- 5- TTCTCTCTTGCTAGCTGCCA- 3’

R-145 Forward- 5- AGGAAATGGGTTTCAGTTCC-3’
Reverse- 5- CAGGATTCTGTGGCAATCTG- 3’

R103 Forward- 5-CATTTCTGAAACGTTGTTTCCTC -3’
Reverse-5’- AGGAAATTAAGAGAAGTTGGGACT- 3’

DI1Mitl7 Forward- 5-GTGTATGTATGCGTGCGTGC- 3’
Reverse- 5- TGGAAAGGGTGGAGACAAATG- 3’

Para el analisis del ADN de las cepas de ratones C57BL/6//BIOULA y BALB///BIOULAC:
la seleccién de los 14 microsatélites (cuadro 2) usados y la secuencia de los oligonucles-
tidos iniciadores; para el analisis del ADN se realizé, de acuerdo al listado de loci de ra-
t6n (que se encuentra en la direccién web: http://www.informatics.jax.org); los mismos
se seleccionaron de acuerdo al polimorfismo presentado entre cepas y la ubicacién en
distintos cromosomas.

Andlisis del ADN

El analisis del ADN se llevé a cabo mediante el ensayo de la PCR; la mezcla para PCR se
preparé conteniendo 100 ng de ADN con volumen final de 50 wl, adicionando a cada
tubo los siguientes reactivos: mezcla de dNTP (250 wM); MgCl2 (1,5 mM); par de oli-
gonucleétidos iniciadores (0,5 wM para el analisis del ADN de rata y 0,3 uM para el
ADN de ratén); | U/ul de Tag DNA polimerasa, buffer 1X y agua calidad ultrapura para
completar el volumen final de 50pl. LLa amplificacién fue realizada en termociclador Ge-
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neAmp PCR System 2400, empleando las siguientes condiciones: 4 minutos de des-
naturalizacién inicial a 95°C, 35 ciclos a 95°C durante 45 segundos; 47.5°C, 49.7°C,
50.3°C, 52.3°C, 54.4°C durante 45 segundos (dependiendo del oligonucleotido ini-
ciador usado); 72°C durante 30 segundos y un ciclo de elongacién final a 72°C duran-
te 4 minutos. Los oligonucleétidos iniciadores utilizados en el ensayo fueron adquiridos
a través de Eurofins MGW Operon. El tamano de los fragmentos obtenidos por PCR fue
evaluado por electroforesis en geles de agarosa al 2.5% en buffer TBE 1X pH 8,2 y re-
velados con bromuro de etidio (PROMEGA). La escalera de peso molecular utilizada fue
X174RF/Hae III (Life Technologies). Las muestras fueron corridas a 110 V (fuen-
te de poder: BIO-RAD powerPac Basic™, EUA) durante 70 minutos y las bandas fue-
ron visualizadas en un transiluminador UV de 254 nm (BIO-RAD transilluminator 2000-
Eua). El registro fotografico se efectué con una camara digital Sony Cyber-shot, modelo

DSC-W 100, 8.1 megapixels (Brasil), dotado de un filtro (#15 orange 40,5 mm- EuA).
Cuadro 2

Secuencia de los oligonucleétidos iniciadores utilizados para
el analisis de los microsatélites de ratén.

Microsatélites Oligonucleotidos iniciadores
DI1Mit14 forward: GCCAGACAGGGCTACATTGT
reverse: AGACTGAACTCTGGCCTCCA
D1Mit17 forward: GTGTCTGCCTTTGCACCTTT
reverse: CTGCTGTCTTTCCATCCACA
D5Mit254 forward: GTGCAGGCCTGAATTGAAAT
reverse: CAAAGTGCCTGTGCATGTG
D6Mit160 forward: AAGAGGACAGGCTAGTCTCGG
reverse: AGCAAAGCTGAAAAGAAAGGG
D8Mit46 forward GCCTGGGCTACATGAGACTC
reverse GGGAATTCCAATACACTAAAGGG
D10Mit10 forward: CCAGTCTCAAAACAACAACAAAC
reverse: | TGCACCTAGATTGCCTGA
D10Mit123 forward: AAACTGGATGCAAAGGAAAGG
reverse: GTTGATCTAATGGATCTTGCACA
D11Mit2 forward: TCCCAGAGGTCTCCAAGACA
reverse: CCACAGTGTGTGATGTCTTC
D11Mit31 forward: GCCTGAATTCACATGGTGG
reverse: AGAATAAGTAAACCCAGCTGCG

El cuadro continiia en la siguiente pdg.
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Continia cuadro 2

D13Mitl3 forward: CTGTGGTAAGTCCAGATTTG

reverse: GGAAAGAGTAGGAAGATGCC
D13Mit99 forward: CAACAGGCAGATTTGGTGG

reverse: JATAGTGGCAACTTTCAGATGGA
D14Mit193 forward: CTCTGGCTTCTAAACAAAACACTG

reverse: CATGTGGACGTGTGTATACATCC
D15Mit63 forward: ACCAATGATCGTTGATGCCT

reverse: TAATTTCACACTAGCAAAACCAAA
D17Mitl75 forward: TGGAAATCGGAGCCTCTG

reverse: 1| TGGAAAAGGTTGAGAGTAGATCA

Anadlisis estadistico

Los datos resultantes de los productos de amplificacién mediante PCR del ADN de rata,
fueron analizados mediante el programa PopGen 32 (Yeh et al., 1999), el cual se basa
en el analisis de poblaciones a través de la variacién genética existente entre y dentro de
poblaciones naturales, cuando se utilizan marcadores moleculares dominantes o co-domi-
nantes. Para realizar el analisis estadistico de los resultados, se calcularon los Rf del peso
molecular, el cual es calculado como el radio de la distancia migrada por el producto de
amplificacién problema con relacién al frente del colorante del marcador molecular; una
vez calculados los Rf de los productos de amplificados obtenidos para los distintos mi-
crosatélites, éstos se introdujeron en el programa estadistico PopGen2.

Resultados

Los siete loci microsatélites seleccionados para el analisis del ADN de rata presentaron
productos de amplificacién con las caracteristicas presentadas en el cuadro 3.
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Cuadro 3

Tamano de los productos de amplificacién para los loci microsatélite usados en

la evaluacién molecular de las ratas BIOULA: Sprague Dawley.

Locus Alelos Tamaifio (pb)* Condicién genética
Encontrado

D10Mit10 1 200 Monomérfico/monoalélico
DIMitl7 1 228 Monomérfico/monoalélico
R-12 1 151 Monomérfico/monoalélico
R-43 2 148, 178 Polimérfico

Monoalélico / bialélico
R-99 2 91, 109 Polimérfico

Monoalélico / bialélico
R-119 2 109, 128 Bialélico/ monomérfico
R-145 I 126 Bialélico/ monomérfico

*pb: pares de bases

Se pudo observar que los microsatélites D/OMit10, DIMit] 7 y R-12 mostraron
un comportamiento monomérfico (de una sola forma) y monoalélico (una sola hebra);
es decir, hebras que sélo presentaron 200, 228 y 151 pb., respectivamente. Los produc-
tos de amplificacién observados para los microsatélites R-43 y R-99, presentaron po-
limorfismo a pesar de que se observaron productos de amplificacién con una condicién
monoalélica (una sola hebra), algunos mostraron una cantidad de pares de base de 148
y otros de 178, para el microsatélite R-43; y para el R-99 se observaron microsatéli-
tes que tenian una sola hebra de 91 pb., y otros de 109 pb.; para estos microsatélites se
observaron, igualmente, algunos productos de amplificacién de dobles hebras, indican-
do la existencia de alelos de diferentes tamafios, pero en las mismas cantidades de pares

de bases observadas por separado; para el microsatélite R-43, de 148 y 178; y para el
R-99, de 91 y 109.
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Para los microsatélites R-119 y R-145, se observaron productos de amplificacién
con una sola forma (monomérfico), pero en una condicién bialélica (dos hebras); ejem-
plo de lo planteado se puede observar en la figura 1, la cual presenta el producto de am-
plificacién del microsatélite R-43; en ésta, se pueden observar hebras con 178 pb y he-
bras con 148 pb, en forma monoalélica; e igualmente se pueden observar ambas hebras,
pero en forma bialélica.

Figura 1

Productos de amplificacién del microsatélite R-43.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15 16 17 18

Carril 1: Control negativo. Carriles 2-9 y 11-18: Productos de amplificacién de muestras problemas. Ca-

rril 10: Marcador Molecular ®X174 Hae III.

Los resultados del analisis estadistico (cuadro 4), realizado con el programa Pog-
Gen 32 presentaron que las frecuencias alélicas, para el microsatélite R-7179, poseen la
proporcién maxima de heterocigotos, es decir, 0,5; mientras que para R-99 y R-143,
se observé la tendencia a la fijacién de un alelo, ya que la frecuencia de un alelo es muy
alta con respecto a la frecuencia del otro; por ejemplo, para R-43, la frecuencia del alelo
A es de 0,883 (aproximandose a 1), mientras que la frecuencia del alelo B es de 0,116

(acercandose a 0). Para DIMit1 7, DIOMit] 0, R-12 y R-145, las frecuencias son igua-

les a 1, debido a la existencia de un alelo tnico.
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Cuadro 4

Frecuencias alélicas de la colonia de ratas Sprague-Dawley para

los diferentes loci microsatélites evaluados.

Locus
Alelo | DIMitl7 | DIOMit10 | R-12 R-43 R99 | R-119 | R-145
A 1.000 1.000 1.000 | 0.883 | 0.725 | 0.500 | 1.000
B - - - 0.116 | 0.274 | 0.500 -

Los resultados de la medida de los Rf permitieron, a la vez, estimar el porcentaje de

loci polimérficos y monomérficos con respecto al total de microsatélites evaluados. El por-
centaje de loci polimérficos, para los microsatélites R-43, R-99, R-119, fue de 42.86%;

mientras que un porcentaje de 57.14%, esta representado por loci monomérficas, para

los microsatélites DIMitl 7, DIOMit10, R-12, R-145.

En el cuadro 5 se presentan los estadisticos de la variacién génica de la poblacién de
ratas Sprague-Dawley, para todos los loci microsatélites analizados, observandose que
el tamafio de la muestra para los loci R-12 y R-43 fue de 60, mientras que para el res-

to de los loci fue de 62. Esto se debe a que en ambos locus no se presenté la misma can-

tidad de producto de amplificacién para una de las muestras de ADN; por lo tanto, no se

reportan los alelos correspondientes a dichos locus en el analisis.

Cuadro 5

Variaciones génicas para todos los loci de la colonia de ratas Sprague-Dawley:

valores de Indice de Shanno’s y del coeficiente de heterocigosis de Nei’s.

Locus N Na Ne [

DI1Mitl7 62 1 0.000* 0.000*
D10Mit10 62 1 0.000* 0.000*
R-12 60 1 0.000* 0.000*
R-43 60 2 0.206 0.360
R-99 62 2 0.398 0.587
R-119 62 2 0.500 0.693
R-145 62 1 0.000 0.000
Promedio - - 0.157 0.234
SE - - 0.214 0.308

Tamafio de la muestra (N); nimero de alelos observados (n,); heterosis esperada (He); indice de fijacién (D);

desviacién significativa (¥); error estandar (SE), *ne = ntmero de alelos efectivos (Kimura y Crow, 1964).

#*] = [ndice de informacién de Shannon’s (Lewontin y Krakauer, 1973).
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La proporcién de homocigotos y heterocigotos observados para la colonia de ratas
fue de 0,791 = 0,367 y 0,208 = 0,376, respectivamente.

El promedio del niimero de alelos por locus, para toda la colonia, fue de 1,428 *+
0,534 y el promedio del niimero de alelos efectivos fue de 1,274 =+ 0,403. El valor (na)
indica el nimero de alelos observados para la colonia, mientras que el (ne) mide la fre-
cuencia de aparicién o la efectividad de estos alelos.

Como anteriormente se dijo, el Indice de Shanno’s, representa una medida de diver-
sidad genética, y la encontrada para la colonia en analisis con respecto a los microsatéli-
tes estudiados fue de 0,234 = 0,308, indicando una diversidad muy baja. Ambas me-
didas estiman la proporcién de heterocigotos esperados en una poblacién (cuadro 6).

Cuadro 6

Proporciones de heterocigosis para la colonia de ratas
Sprague-Dawley, calculadas mediante el programa
de analisis genético de poblaciones PopGen 32.

Locus Tamafio | Homo. Heter. | Homo | Heter. Hete. Esper.
muestra Obs. Obs. “Esp. *Esp. Nei*
D10mit10 62 1.000 0.000 | 1.000 | 0.000 0.000
DIMitl7 62 1.000 0.000 | 1.000 | 0.000 0.000
R-12 60 1.000 0.000 | 1.000 | 0.000 0.000
R-43 60 0.833 0.166 | 0.790 | 0.209 0.206
R-99 62 0.709 0.290 | 0.595 | 0.404 0.398
R-119 62 0.000 1.000 | 0.491 0.508 0.500
R-145 62 1.000 0.000 | 1.000 | 0.000 0.000
Promedio 61 0.791 0.208 | 0.839 | 0.160 0.157
Desv. Est. 0.367 0.367 | 0.218 | 0.218 0.214

AHeterocigosis esperada (Levene, 1949). *Heterocigosis esperada (Nei, 1973).

Los productos de amplificacién obtenidos en el analisis de los 14 loci microsatélites
del ADN de los ratones de las lineas BALB/c//BIOULA y C57BL/6//BIOULA y observados
en gel de agarosa al 2,5%, presentaron una condicién de un solo alelo para todos los mi-
crosatélites analizados (cuadro 7).
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Cuadro 7

Tamano de los productos de amplificacién para los loci microsatélite usados en
la evaluacién molecular de los ratones BALB/c//BIOULA y C57BL/6//BIOULA.

A

]

e Tamaiio (pb)* Tamaiio (pb)*
Locus 1 encontrado esperado

0

s

BALB/c// C57BL/6// BALB/c¢// C57BL/6//
BIOULA BIOULA BIOULA BIOULA

D1 Mitl7 1 176 170 176 170
DIMIT 14 1 198 180 198 180
D5 Mit254 1 144 136 144 136
D6 Mit160 1 135 135 135 135
D8Mit46 1 200 208 200 208
D10 Mit10 1 128 180 128 180
D10Mit123 1 149 141 149 141
D11 Mit2 1 112 122 112 122
DI 1mit31 |1 150 156 150 156
D13 Mitl3 1 138 148 138 148
D13Mit99 1 177 203 177 203
D14Mit193 1 132 122 132 122
D15 Mit63 1 124 146 124 146
DI17Mit175 1 104 110 104 110

*pb: pares de bases.
Di .,
1Scusion
Se asume que los roedores de laboratorio pertenecientes a las lineas no consanguineas se
caracterizan por su alto grado de heterogeneidad genética, reflejando la de la poblacién
humana; sin embargo, muchas lineas no consanguineas han sido mantenidas como co-

lonias estrictamente cerradas durante largo tiempo, decreciendo su variabilidad genéti-
ca (Kloting et al., 2003). El manejo reproductivo de las colonias no consanguineas esta
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dado por el apareamiento azaroso de los animales mantenidos en la colonia, por lo que
es necesario establecer sistemas de cruza especiales que eviten el aumento de los niveles
de consanguinidad en el grupo (De Jests y Torres, 2006). Los sistemas usados inten-
tan, por medio de cruces en rotacién, copiar los apareamientos al azar que se presentan
en las poblaciones naturales y, de esta manera, mantener la variabilidad genética dentro
de la colonia; entre estos sistemas se encuentran el de Poiley y el de Robertson; el pri-
mero, usado para colonias con grandes cantidades de parejas, y el segundo, para colo-
nias con pocas parejas.

Para mantener correctamente estos grupos de roedores no debe sobrepasarse del 1%
de endocria por generacién, tratando de cruzar siempre animales no emparentados. En
una colonia cerrada, esto es muy dificil de lograr; por lo tanto, dependera del tamano
inicial de la colonia. Lo ideal es contar con alrededor de 80 parejas reproductoras como
fundadores del niicleo; asi, el coeficiente de endocria F no llega a superar el 10% den-
tro de las 20 generaciones (Benavides y Guénet, 2003). Por consecuencia, es importan-
te que las lineas no consanguineas presenten un alto grado de diversidad genética indivi-
dual, aunque la heterogeneidad total nunca sea lograda.

La variabilidad genética detectada por técnicas como la PCR, se describe por la va-
riacién en las frecuencias alélicas. Las frecuencias genotipicas sélo se pueden calcular a
partir de las alélicas cuando hay equilibrio de Hardy-Weinberg. Sin embargo, las aléli-
cas siempre se pueden calcular a partir de las genotipicas.

Para esto, se calculan pardmetros como la proporcién de loci polimérficos (P) o po-
limorfismo (proporcién de loci con mas de un alelo) y la heterocigosis media (H), la cual
se determina obteniendo, primero, la frecuencia de individuos heterocigotos en cada lo-
cus y sacando, luego, el promedio de estas frecuencias con todos los loci; sin embargo,
existen distintos indices para medir diversidad genética, como el Indice de Shannon, el
Indice de fijacién y el coeficiente de heterocigosis de Nei’s, mediante los cuales se pue-
den deducir la variacién genética.

La colonia de ratas Sprague Dawley, del Bioterio de la Universidad de Los Andes,
se ha mantenido en reproduccién durante 16 afios (32 generaciones), en una colonia ce-
rrada, usando el esquema reproductivo de Robertson; éste consiste en agrupar una canti-
dad de parejas por blogues. En el caso de la colonia en estudio (B, B,... By), para rea-
lizar el apareamiento de los reproductores de la colonia de fundacién, se seleccionan los
machos de los bloques impares (B], Bs’ Bs’ B7) y se aparean con las hembras de los blo-
ques pares (Bz, B,, B, .By) y los machos de los bloques pares (Bz, B,, B, .By) vy se apa-
rean con las hembras de los bloques impares (B]’ Bs’ Bs’ B7), para formar nuevamente
los blogues (B, B,... By).

El analisis de marcadores moleculares microsatélites permitié inferir, a la colonia de
ratas Sprague Dawley, que la colonia ha perdido variabilidad genética; ya que se obser-
v6 un alto porcentaje de uniformidad genética para los productos de amplificacién de los
microsatélites D/0Mit10, DIMitl 7, R-145 y R-12 al analizar los valores de Rf a tra-
vés del estadistico de variacién génica, conocido como el indice de Shanno’s indicando
una diversidad genética muy baja para las ratas de esta colonia Sprague-Dawley. Este
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indice representa la probabilidad de que dos alelos de un mismo locus (elegidos al azar),
sean diferentes uno del otro. Las proporciones de homocigotos y heterocigotos esperados
(Levene, 1949), son una funcién de los loci polimérficos, del nimero de alelos por lo-
cus polimérficos y de las frecuencias alélicas bajo el supuesto de apareamiento netamen-
te al azar, notandose que las proporciones obtenidas para estos dos parametros fueron:
0,791 = 0,367 para la homocigosis y 0,208 = 0,376 para la heterocigosis. Estos va-
lores indican que la proporcién de heterocigotos se encuentra notablemente disminuida.

La diversidad genética de una poblacién es comtinmente medida calculando el pro-
medio de heterocigotos por locus (Nei y Roychoudhury, 1973). El método propuesto
por Nei y Roychoudhury (1973), es aplicable a cualquier poblacién, sin considerar el
nimero de alelos por locus, el patrén de fuerzas evolutivas tales como la mutacién, selec-
c16n y migracién y el método reproductivo del organismo usado. La estimacién de las he-
terocigosis esperadas mediante Levene (1949), asi como Nei’s y Roychoudhury (1973),
son realizadas asumiendo apareamiento al azar.

Es importante mencionar que los niimeros esperados deben ser muy similares a los
nimeros observados (aunque la prueba no especifica qué factor es determinante de la
concordancia), ya que los niimeros esperados se calculan de las frecuencias génicas de-
terminadas por las cifras observadas; y, como podemos ver, no existen mayores diferen-
cias entre ellas. Resultados similares fueron encontrados por Kloting et al. (2003), quie-
nes reportaron mas heterocigosidad en ratas Rj: sD (0.27 = 0.19), la cual fue significa-
tivamente diferente al de las ratas Crl: wisT (0.41 % 0.19) y las ratas silvestres (0.35 +
0.21), presentando una pérdida de alelos en las ratas outbred (no consanguineas), pro-
ducidas en cautiverio con relacién a las ratas silvestres; demostrando asi, que la designa-
cién de “outbred stock” o “colonia no consanguinea” no garantiza la variabilidad gené-
tica, ni fenotipica de las primeras.

En Venezuela se han reportado escasos estudios de este tipo; por ejemplo, los reali-
zados por De Jests (2003, 2006) y De Jests et al. (2005). En el caso reportado en este
trabajo, el resultado es el reflejo del manejo zootécnico que se le ha tenido que propor-
cionar a la linea a través de su historia (16 afos) de produccién en el Bioterio de la Uni-
versidad de Los Andes; ya que, como se mencioné anteriormente, existen procesos que
actan a largo plazo en contra del mantenimiento de la variabilidad genética de pobla-
ciones no consanguineas; especialmente si estas poblaciones son pequefias, siendo pro-
bable que alguno de los procesos mencionados (deriva genética, seleccién, consanguini-
dad y mutacién) hayan actuado en la colonia analizada, ya que ésta se compone y se ha
mantenido con un grupo pequefio de individuos; por lo que cada generacién descendien-
te del nuevo nicleo puede haber proporcionado una dotacién genética poco nutrida que
ha conllevado a las modificaciones en las frecuencias alélicas y, por ende, a un descenso
en la frecuencia de heterocigotos.

El analisis realizado permite planificar los apareamientos posteriores debido a que
se podran seleccionar los animales que presenten alelos en condicién bialélica y polimér-
fica para ser los futuros reproductores de las préximas generaciones; ello permitira in-
crementar la variabilidad genética de la misma, esperando lograr, en el futuro, un mayor
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polimorfismo en la colonia (Kiran et al., 2007), teniendo en cuenta la existencia de es-
tudios en los cuales se ha intentado recuperar la condicién de heterocigosis en colonias
de animales no consanguineos que, con el transcurso del tiempo, presentan la condicién
de homocigosis; por ejemplo: Kloting et al. (2003); Campino et al. (2002); Voigt et al.
(1997); Kloting et al. (1997), en los cuales se propusieron, basicamente, el aumento de
la variabilidad de las colonias en estudio mediante el cruce con grupos silvestres, cuya
alta variabilidad genética fue comprobada con anterioridad. LLa propuesta a seguir en el
bioterio sera la del analisis del polimorfismo de microsatélites para realizar la seleccién
de futuros reproductores dentro de la misma colonia de produccién que se ha manteni-
do durante 16 afios en el bioterio.

Debido a que los resultados obtenidos reflejan desviaciones estandares elevadas, este
estudio conlleva también a la decisién de examinar un mayor niimero de marcadores mi-
crosatélites, con la finalidad de obtener mayor informacién en el analisis (Serikawa et al.,
1992; Teppner et al., 2004; Smits et al., 2004; Weinshenker et al., 2005).

Con relacién a los resultados obtenidos en el analisis de los microsatélites para las ce-
pas consanguineas analizadas (BALB/c//BIOULA y C57BL/6//BIOULA), éstos son un refle-
jo de las condiciones de mantenimiento que han tenido los niicleos de fundacién de am-
bas cepas, los cuales se han mantenido en aisladores desde la llegada de las parejas que
le dio origen a la colonia (en el afio de 1995), lo cual ha permitido que estos animales se
mantengan en una condicién de consanguinidad, proporcionando homocigosis e isogeni-
cidad a lo largo del tiempo (32 generaciones) de produccién, ya que la reproduccién se
ha realizado mediante apareamientos monogémicos de hermanos con hermanas, seleccio-
nados del tercer parto de la pareja reproductora (P), fundamentado en que la consan-
guinidad (o endocria) es el acoplamiento entre individuos emparentados.

Y, por otro lado, la practica sistematica de la consanguinidad disminuye la frecuen-
cia de los genotipos heterocigotas y, paralelamente, el nimero limitado de progenitores
genera una progresiéon hacia el estado homoalélico (una sola variante alélica presente),
donde algunos alelos (en principio al azar) son fijados en ese grupo de animales. De esta
forma, cada linea consanguinea representa una coleccién tnica de genes (alelos) imposi-
ble de repetir (Benavides y Guénet, 2003). Ante lo planteado por estos autores, las ce-
pas de ratones consanguineos que fueron estudiados en este trabajo, ademés de demos-
trar un estado homoalélico, presenta semejanza con las lineas BALB/c y C57BL/6 clasi-
cas, debido a la paridad con la cantidad de pares de bases encontradas en el reporte de
la base de datos de The Jackson Laboratory.

No se descarta, sin embargo, la posibilidad de que las colonias presentes en el Bio-
terio de la Universidad de Los Andes, actualmente sean subcepas; esto, debido a que es
inevitable la divergencia de las lineas consanguineas, siendo éste un fenémeno lento pero
insidioso e inevitable. Ante esta situacién es necesario continuar el analisis de mayores
nimeros de microsatélites, con la finalidad de definir la posible divergencia con las cepas
denominadas clasicas o estandar y, a la vez, estandarizar la colonia existente.
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Conclusiones

La evaluacién de marcadores moleculares microsatélites permitié evaluar la condicién de
heterocigosis para las ratas no consanguineas BIOULA: Sprague Dawley y de homocigo-
sis para los ratones consanguineos BALB/c//BIOULA y C57BL/6//BIOULA.

Se encontré un estado homoalélico, similar al reportado en la base de datos de The
Jackson Laboratory para los ratones BALB/c//BIOULA y C57BL/6//BIOULA, para los dis-
tintos microsatélites analizados mediante PCR.

La condicién de heterocigotos en las ratas BIOULA: Sprague Dawley, se encuentra
notablemente disminuida, de acuerdo a los resultados estadisticos encontrados al anali-
zar los Rf de los productos de amplificacién de los distintos microsatélites usados, me-
diante el programa estadistico PopGen2.
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