Primeros estudios moleculares en el perro Cimarron del Uruguay
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RESUMEN

El perro Cimarrén es la unica raza canina autéctona en Uru-
guay. Dentro de un programa de conservacion y con objeto de
conocer la variabilidad genética de esta raza es importante el
analisis del ADN y dentro por consiguiente la utilizaciéon de
marcadores moleculares de ADN entre los que se encuentran
los denominados RAPD.

El objetivo del presente trabajo es evaluar una serie de 10 mar-
cadores RAPD en muestras de ADN de perros cimarrones me-
diante la metodologia de PCR. En el 70% de los marcadores se
logré amplificacion de loci. Los RAPD 401 y 403 mostraron
un mayor numero de loci polimérfico (58.33%), con un indice
de similitud del patrén de bandas de S=0.79 y 0.86 respectiva-
mente. Los valores obtenidos nos estarian indicando una ho-
mogeneidad gendmica en la muestra analizada. La utilizacion de
esta serie de RAPD en una muestra mayor de perros cimarro-
nes asi como en otras razas nos permitiran realizar estudios
comparativos de variabilidad poblacional.

Palabras Claves: Caninos, marcadores moleculares ADN,
RAPD.

SUMMARY

The Cimarrén dog is the only canine breed native in Uruguay.
In a conservation program of this breed is important to use
molecular DNA markers named RAPD to know the genetic
variability. The objective of this work is to evaluate a series of
10 RAPD markers in DNA samples of Cimarron dogs with the
PCR metodology. There were loci amplification in 70 % of the
markers. RAPD 401 and 403 had a higer number of polimor-
phic loci (58,33 %), with a band sharing frequency of S=0.79
and 0.86 respectively. This numbers would indicate us a geno-
mic homogenity in the analized sample. The use of this RAPD
series in a higer cimarron dog sample like en other breeds will
let us to do comparative studies of variability in populations.

Keywords: Canine, DNA molecular markers, RAPD.

INTRODUCCION

El Cimarron es la Ginica raza canina nati-
va del Uruguay encontrandose estrecha-
mente ligada a nuestro patrimonio his-
torico cultural (figura 1). Al ser el Ginico
recurso genético canino local, es de im-
portancia establecer un programa de
Preservacion de dicha raza (1).

Si bien se desconoce el origen de esta
raza autdctona se estima que se origind
a partir de cruzamientos de perros mas-
tines y lebreles introducidos por los es-
pafioles durante la conquista de Améri-
ca(2).

En el afio 1988 se fundo la Sociedad de
Criadores de perros Cimarrones con el
objetivo de preservar y rescatar las ca-
racteristicas de esta raza.

Una de las principales preocupaciones
de dicha Sociedad es el desconocimiento

de la consanguinidad media de
la poblacién y por ende au-
mentar los riesgos de aparea-
mientos endogamicos debido
al bajo numero de machos uti-
lizados como reproductores
(2).

Dentro de un Programa de
Preservacion de razas debe-
mos tener en cuenta la utili-
zacion de marcadores mole-
culares de ADN que permi-
ten conocer la variabilidad
genética poblacional. Un tipo
de marcadores polimorficos
denominados RAPD (Ran-
dom Amplification of Poly-

Figura 1. Aspecto fenotipico de ejemplares macho

morphic DNA) han sido ampliamente
utilizados para conocer y detectar la va-
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riabilidad genética en diversas especies
de mamiferos (3). Los RAPD son mar-
cadores con un modo de herencia domi-
nante permitiendo realizar estudios in-
tra e inter- raciales.

Estos marcadores se basan en la amplifi-
cacion de ADN gendémico mediante la
PCR utilizando cebadores oligonucleé-
tidos de pequefio tamaiio (10 mer) de se-
cuencia aleatoria. Lareaccion de PCR se
realiza en condiciones poco restrictivas
en la etapa de hibridizacion de los ceba-
dores por lo cual todas aquellas regiones
donde se produzca la unién de éstos, (en
lugares suficientemente proximos y si-
tuados en las cadenas opuestas del ADN)
, resultaran amplificadas (loci) (4). Como
resultado de las amplificaciones se ob-
tiene un patrén de bandas o fragmentos
de distinto peso molecular (pares de ba-
ses, pb) caracteristicos del cebador y del
ADN blanco. Las diferencias en el pa-
tron de bandas (polimorfismo) se pro-
ducen por diferencias entre individuos
debido a mutaciones en la secuencias de
unién de los cebadores (4, 5).

En el presente trabajo se evaltian una serie
de marcadores RAPD para detectar po-
limorfismo genético en una muestra po-
blacional de caninos de la raza cimarrén
utilizando mezclas de ADN asi como
muestras individuales.

MATERIALES YMETODOS

Preparacion de las muestras de
ADN

Se realiz6 la extraccion de ADN a partir
de sangre entera de 16 ejermplares hem-
bras (H) y 17 ejemplares machos (M) de
la raza canina cimarrén procedentes de
distintos criaderos del Pais. Para la ob-
tencion de ADN se utiliz6 la técnica con-
vencional de extraccion con solventes
organicos (Fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico) y precipitacién con etanol.
La concentracion de ADN se ajusto a 20
ug/ml por el método cuali-cuantitativo
con muestras de ADN de concentracién
conocida (6).

Se realizaron mezclas de ADN de la raza:
a: mezcla de cantidades iguales de ADN
provenientes de muestras de 10 anima-
les (5 H y 5 M), b: mezcla de cantidades
iguales de ADN de 5 H y ¢: mezcla de
cantidades iguales de 5 M.

Amplificaciones de los RAPD

Se estandarizaron las reacciones de PCR
para RAPD de la serie N° 5SUBC (Uni-
versity of British Columbia), utilizén-
dose 10 cebadores de esta serie (401, 402,
403,404,419, 425,432,433, 434, 436).
Las reacciones de PCR se realizaron en
un volumen final de 25 il conteniendo
10xPCR buffer (200mM, Tris-Hcel pH
8.4, 500 mM KCI), 1.5 mM MgCl,, 0.15
mM de cada dNTP, 0.2 mM de cebador
y 0.75 U de Taq polimerasa. El progra-
ma de PCR consisti6 en una desnaturali-
zacion del ADN a 94°C-2 min (1 ciclo)
seguido de 35 ciclos de 94°C-2 min/ 36°C-
1 min/72°C-1 min y una extensién final
de 5 min a 72°C (7).

Analisis estadistico

Para los RAPD 401 (figura 2) y 403 se
estudio el indice de similitud del patrén
de bandas (Band sharing frequency) uti-
lizando la formula

S=2N_/(N+N,)

donde:

N,, corresponde al nimero de bandas
comunes a los individuos a y b.

N, corresponde al nimero de bandas en
el individuo a.

N, corresponde al nimero de bandas en
el individuo b.

El valor promedio del indice de similitud
se calculo mediante la férmula
S=$i/n,

Siendo n el numero de comparaciones
efectuadas y S, el valor del indice para el
par analizado (4, 8). Para el calculo del
nimero promedio de alelos observados,
y calculo de polimorfismo de loci se uti-
lizé el software Freeware Popgene32
version 1.31.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el 70% de los marcadores analizados
se logré amplificacion de loci en el geno-
ma de perros cimarrones. Los marcado-
res RAPD 401 y 403 mostraron mayor
variabilidad de bandas observadas (7y 5
bandas respectivamente) con tamafios
variables de pares de base (pb), el RAPD
432 mostré 3 bandas de amplificacion,
los RAPD 419 y 433 mostraron 2 ban-
das de amplificacién. En los RAPD 425
y 434 se observé homogeneidad con una
sola banda de amplificacion mientras que
en el 30% de los RAPD no se
observé amplificacion (402, 404
y 436) (cuadro 1). El anélisis
promedio del indice de simili-
tud del patrén de bandas reali-
zado con los RAPD de mayor
variabilidad revelé un S=079
para el 401 y un S=0.86 para el
403. Los valores obtenidos para
estos dos marcadores nos esta-
rian indicando una homogenei-
dad en la muestra de animales
analizada.

En razas caninas autdctonas de
Espafia la utilizacion de marca-
dores RAPD mostraron su uti-
lidad para encontrar diferencias
entre individuos y diferencias
entre razas. A pesar de estos
hallazgos los autores demues-

Figura 2.Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio, donde se observa amplificaciones para el
marcador RAPD 401. 1 y 2: amplificaciones en
muestras de ADN de hembras cimarrones, 3 y 4:
amplificaciones en muestras de ADN de machos
cimarrones, 5: amplificaciones en mezcla (a) de ADN
de perros cimarrones, 6: marcador de peso molecular
100-1000 pb.

tran que la variabilidad genética
detectada por los RAPD en las
razas estudiadas es menor que
la detectada cuando se utilizan
marcadores microsatélites (4).
Por otro lado la utilizacién de
marcadores RAPD, provee de
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Cuadro 1. Secuencia, nimero y tamaiio en pares de bases de los loci amplificados con la serie RAPD S5UBC.

RAPD Secuencia Amplificacién N° Bandas Rango de tamaiio
(5°-3’) (Pb)
401 TAGGACAGTC 4: 7 743-1466
402 CCCGCCGTTG - = -
403 GGAAGGCTGT + 5 748-1171
404 TCTCTACGAC - = -
419 TACGTGCCCG + 2 710-1089
425 CGTCGGGCCT + 1 700
432 AGCGTCGACT + 3 460-2300
433 TCACGTGCCT + 2 340-890
434 TCGCTAGTCC + 1 830
436 GAGGGGGCCA - - -
una herramienta poderosa para analizar  que la técnica con marcadores microsa-  Agradecimientos

regiones del genoma canino que se en-
cuentran pobremente analizadas mediante
el mapeo de ligamiento con microsatéli-
tes (3). En nuestro trabajo los RAPD
401 y 403 mostraron un mayor nimero
de loci de amplificacion en el genoma de
esta raza. El andlisis del nimero de loci
polimérficos utilizando los RAPD 401
y 403 fue de 7 (58.33%) con un nimero
de alelos promedio de 1.58. Debemos
tener en cuenta que el uso de la técnica
con RAPD es menos costosa y laboriosa

télites permitiendo analizar mayor nu-
mero de muestras de ADN.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos permiten
confirmar la utilidad de la serie de mar-
cadores RAPD, SUBC para la realiza-
cion de estudios de variabilidad genética
en la raza Cimarrén del Uruguay, debién-
dose probar en otras razas para asi po-
der realizar estudios comparativos..
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