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RESUMEN

Se evalu6 la efectividad del fingerprinting de ADN para determinar la paternidad en un rebafio bovino con
casos de malformacion congénita de la pared abdominal. La técnica elegida fue el fingerprinting multilocus con la
sonda (CAC)s. Las muestras de ADN fueron obtenidas de sangre periférica por los métodos habituales, digeridas
con la enzima de restriccion Hae 111, transferidas a membranas de nylon e hibridadas. Se analizaron en forma
visual los patrones de banda obtenidos y los datos fueron procesados por el programa "PATER". A pesar de la alta
consanguinidad de las razas estudiadas, la probabilidad de paternidad (W) obtenida fue en un caso W = 0.80 y en
el otro W = 0.93, lo que demostro la efectividad de la sonda (CAC)s para determinar la paternidad de un mismo
toro sobre los dos terneros afectados.

Palabras claves: Fingerprinting, minisatélites, paternidad, bovinos, malformacién congénita.

INTRODUCCION

La ocurrencia de cuatro casos de terneros afectados congénitamente con malformacion de la pared abdominal,
provenientes de distintas madres y de cuatro toros, padres putativos, sugirid establecer la relacion genética paterna
de los terneros.

Las pruebas de identidad y determinacion de paternidad han requerido siempre del uso de polimorfismos de
origen genético. Los primeros utilizados fueron los grupos sanguineos, todavia en uso en bovinos y equinos,
seguidos por los de proteinas, enzimas y otros marcadores de origen inmunolégico. Los polimorfismos de
longitud de los fragmentos de restriccién (RFLPs: Restriction Fragments Lenght Polimorphism) han sido usados
extensamente para el estudio de variaciones genéticas en poblaciones humanas (Wainscoat y col., 1986). Sin
embargo, la variabilidad genética general del ADN humano y animal es baja, siendo de uso limitado en analisis de
paternidad. Las regiones hipervariables no codificantes del ADN humano (Wyman y White, 1980) denominadas
"minisatélites”, son marcadores altamente informativos en pruebas de identificacion.

Las sondas moleculares desarrolladas por Jeffreys y col. (1985) a partir de secuencias repetitivas de un intron de
la mioglobina humana, dieron origen a la técnica conocida como "fingerprinting de ADN" que ha revolucionado
la medicina forense y los estudios de paternidad en todo el mundo (Jeffreys y col.,, 1985, 1991); y que se ha
empleado extensamente en trabajos de investigacion en vegetales, animales domésticos y seres humanos (Georges
y col., 1988b; Buitkamp y col,, 1991; Ellegren y col., 1992; Schwaiger y col., 1992). Rapidamente se fueron
descubriendo otras sondas multilocus: Per, a-globina 3' HVR, M13 (Vassart y col.,, 1987), y oligonucledtidos
sintéticos simple cadena tipo (CAC)s (Schafer y col., 1988).

En el presente trabajo se empleo el fingerprinting de ADN multilocus con la sonda (CAC)s para determinar
paternidad en cuatro toros de un rebafio Cebl/Hereford y dos terneros afectados con malformacion abdominal
congénita.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron muestras de sangre con anticoagulante (EDTA 5%) de dos terneros malformados (foto 1), de las
madres correspondientes y los cuatro toros padres putativos.

Los terneros presentaban defecto de cierre de la linea alba desde el cartilago xifoides al pubis, con masculos
rectos y abdominales normales. Esta falla de formacion de la pared abdominal ventral resulté en la extrusion del
contenido abdominal como se observa en la foto 1.
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Los ADN de las ocho muestras fueron extraidos con fenol-cloroformo. La digestion se realizé segun las
especificaciones del fabricante con 10 unidades de la enzima de restriccion Hae I11! ug de ADN. Las muestras
individuales de 10 pg de ADN digerido se corrieron en geles de agarosa (0.8%-1%) de 25 cm de longitud a 15
volts durante 48 hs, con buffer de corrida TBE 1X. Los geles se tifieron con bromuro de etidio durante 30 min
para comprobar la digestién. Luego de los respectivos lavados de desnaturalizacion y neutralizacion del gel se
transfirieron las muestras de ADN a una membrana de nylon por la técnica de Southern blot (Maniatis y col., 1982).
El ADN se fijo a las membranas a 80°C durante 2 hs. La sonda (CAC)s fue sintetizada comercialmente2 y
conjugada con fosfatasa alcalina. Se prehibridaron las membranas con blogueante "QY blocking™? durante 45 min
a t° de hibridacion. La hibridacion se realizé con solucién "QY low stringency™+ a 35°C durante 45 min. Los
lavados realizados fueron: 4 lavados de 5 min con NaCl 0.75 M, 1% SDS a t° de hibridacion, 1 lavado de 5 min
con NaCl 0.75 M y 2 lavados de 5 min con Dietanolamina 100 mM, MgCl 1 mM a t° ambiente. La membrana de
nylon se embebi6 con sustrato quimioluminiscente "Quantum Yield Chemiluminescent"s y se expuso a una placa
radiografica por espacio de 1 hora a 37°C. La evaluacion de los patrones de bandas (mayores a 2 kb) se hizo en
forma visual, y los datos fueron procesados con el programa "PATER" (Pena y Nunes, 1990).

RESULTADOS Y DISCUSION
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Foto 2. Fingerprinting de ADN de dos terneros Cebu/Hereford con hernia abdominal congénita,
sus dos madres y los cuatro toros (padres putativos), usando sonda de oligonuclettidos (CAC)5.

El fingerprint es un patrén de bandas Unico y especifico del ADN de un individuo y en este trabajo se utiliza
para asignar el origen paterno de terneros con malformacién congénita de la pared abdominal. En la foto 2 se
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muestra el Fingerprinting de ADN de los animales estudiados. Las bandas que migraron a la misma altura y con la
misma intensidad de hibridacion se consideraron como un mismo alelo de un mismo locus (Pena y Chakraborty,
1994). El andlisis estadistico se efectu6 banda por banda. El procedimiento consistié en determinar aquellas
bandas presentes en la cria que no pudieron asignarse a la madre ("bandas testigo™) y evaluar cuantas de éstas
podian ser detectadas en el padre presunto.

Las probabilidades de paternidad (W) fueron evaluadas con la ayuda del programa PATER y dieron los
siguientes resultados: se adjudicé la paternidad de ambos productos al toro 1, con valores de W = 0.93 para el trio
toro 1/ternero 2/madre 2 (las 4 bandas testigo detectadas en la cria se encontraban presentes en el padre presunto)
y W =0.80 para el trio toro 1/ternero 1/madre 1 (las 2 bandas testigo observadas en la cria estaban presentes en el
padre presunto). No pudo observarse ninguna banda testigo en los patrones de bandas de los otros 3 toros del
rebafio, por lo que fueron excluidos como posibles padres, afirmando que los dos terneros afectados provenian de
un mismo padre.

Esta malformacion podria enmarcarse como una hernia ventral congénita, segin Runnels (1960) o dentro de
las anomalias externas del tronco descritas como Hernia Umbilical, Onfalocele y Gastriquisis por Rousseaux
(1994). Otro autor considera que la gran abertura xifopubiana con distopia visceral puede catalogarse como
celoschisis (Rousseaux, 1994).

El desarrollo anormal depende de un componente genético del feto y del efecto del ambiente en el cual se
desarrolla (Rousseaux, 1994). Esta supuesta herencia multifactorial de las malformaciones congénitas, también
aceptada en el hombre (Gelehrter y Collins, 1990; Thompson y Thompson 1991) y la participacion de distintas
madres en los cuatro casos observados, sugirio la blsqueda de un aporte genético paterno en las malformaciones.
Desafortunadamente sélo pudieron obtenerse muestras de sangre, a campo, de dos terneros, analizados en el
presente trabajo.

El hallazgo de que ambos terneros provenian del mismo padre refuerza la hipétesis de que este tipo de
malformaciones es el producto del ambiente mas la genética (Rousseaux, 1994) y ademas permitié aportar
informacion al productor sobre la posible contribucion genética en esta malformacion indicando el toro
responsable.

Tanto los métodos clasicos de determinacion de paternidad en medicina veterinaria (marcadores bioquimicos,
grupos sanguineos y moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad) como los que utilizan ADN
enfrentan generalmente la desventaja de trabajar con poblaciones animales de baja variabilidad genética. En el
fingerprinting de ADN esto se ve reflejado en los altos indices de bandas compartidas entre animales no
relacionados que van entre 0.40 y 0.70, segun las especies y razas estudiadas (Jeffreys y Morton, 1987; Georges y
col., 1988a; Hopkins y col., 1991). En humanos estos indices son del orden de 0.20-0.25, lo que genera valores de
Pl > 104 (PI = indice de Paternidad) y W > 99.99 en la mayoria de los test de paternidad, niveles dificilmente
alcanzados en animales domésticos. Sin embargo, dado su poder de informacién, su estabilidad somética y su
herencia mendeliana, el fingerprinting de ADN es una de las mejores pruebas disponibles en medicina veterinaria
para los estudios de paternidad, la individualizacién de embriones y los controles de identidad en semen. Debido
al bajo desarrollo de las sondas "single-locus” en especies domeésticas, la técnica de eleccidn sigue siendo el
fingerprinting con sondas multilocus como la empleada en este trabajo. En los Gltimos afios la gran difusion de la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ha permitido la incorporacién de nuevos marcadores de
ADN como son los minisatélites (SSLP) (Tautz, 1989) y el AP-PCR "arbitrary primed PCR". El uso de los
minisatélites para la certificacion de paternidad se ha generalizado en humanos y en las distintas especies de
animales domésticos, convirtiéndose actualmente en el procedimiento de mayor difusion (Gill y col., 1994; Zajc y
col.,, 1994).
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