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RESUMEN
Con el objeto de optimizar el analisis de
polimorfismos conformacionales de cadena

simple (SSCP) para la deteccion y genotipado
de los polimorfismos nucleotidicos simples (SNP)
presentes en una region del gen receptor de
hormona Luteinizante (LHR) bovino, se realizd un
experimento en dos fases. En la primera se realizd
un tamizaje molecular de 173 individuos mediante
un analisis SSCP exploratorio. Las muestras que
presentaron patrones electroforéticos diferenciales
fueron secuenciadas y aquellas con variaciones
nucleotidicas identificadas fueron utilizadas
en la segunda fase para la optimizacion de la
metodologia SSCP. Se evaluaron las condiciones
de la electroforesis variando la relacién acrilamida/
bis-acrilamida, porcentaje de la mezcla, intensidad
de corriente, porcentaje de glicerol y duracion
de la electroforesis. Los geles fueron tenidos en
una solucion de SYBER®safe, 0,7%, durante
25 minutos en agitacion suave y los patrones
electroforéticos fueron visualizados mediante
un transiluminador UV. La optimizacién de la
técnica fue asumida basada en la separacion,
nitidez y perceptibilidad de las bandas asi como la
deteccion de las mutaciones. Se consideré como
optimizado el sistema electroforético |. Se confirmo
la presencia del SNP rs41256848, ademas de la
deteccion de una variante ubicada en la posicion
1337 de la secuencia de referencia NM_174381.1.
En esta investigacion se optimiz6 un procedimiento
practico para la deteccion y genotipado de los
polimorfi smos presentes en el fragmento de LHR
bovino estudiado.

Palabras clave: Polimorfi smo, ADN, SNP, SSCP,
receptor, Luteinizante, bovino.
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ABSTRACT

In order to optimize the single strand conformational
polymorphism (SSCP) analysis, for detection and
genotyping of single nucleotide polymorphisms
(SNP) present in the bovine luteinizing hormone
receptor gene (LHR), an experiment was
conducted in two phases. First, a molecular
screening was performed by exploratory SSCP
on 173 individuals. Samples showing differential
electrophoretic patterns were sequenced and those
with identifi ed nucleotide variations were used in
the second stage for optimizing the SSCP method.
Electrophoresis conditions were evaluated by
varying the acrylamide/bis-acrylamide relationship,
percentage mix, current, glycerol percentage and
duration electrophoresis. Gels were stained in a
solution of SYBER®safe, 0.7%, for 25 minutes
under gentle stirring and electrophoretic patterns
were visualized through an UV transilluminator.
Optimization was assumed based on separation,
sharpness and perceptibility of the bands and
mutations detection. Was regarded as optimized
the electrophoretic system I. The SNP rs41256848
was confirmed, also a variant located at position
1337 of the reference sequence NM_174381.1. In
this research a practical method for detection and
genotyping of polymorphisms present in the bovine
LHR gene was optimized.

Keywords: Polymorphism, DNA, SNP, SSCP,
receptor, luteinizing, bovine.
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INTRODUCCION

La deteccién y el estudio de la variacion
genética son primordiales para dilucidar la
relacion existente entre el genoma y el fenotipo
de los individuos; esto permitiria mejorar la
comprension de la variacion fenotipica en las
especies ganaderas (FAO, 2007).

Enestas especies, el conocimientode la variacion
nucleotidica a través del genoma permitiria un
desarrollo mas efectivo de herramientas utiles
para mejorar el diagnostico de enfermedades
genéticas, asi como de las estrategias de
seleccion y mejoramiento genético animal para
rasgos productivos y reproductivos.

En el caso de los rasgos reproductivos, se
han descrito varios genes como candidatos
posicionales y biolégicos para el control de estos
rasgos, tales como /IGF1 factor de crecimiento
insulinico 1; LEP Leptina; FSHR receptor de
hormona foliculo estimulante; PR receptor de
progesterona; GnRHR receptor de hormona
liberadora de gonadotropinas y LHR receptor de
hormona Luteinizante, (Kim et al., 2009; Liefers
et al., 2005; Milazzotto et al., 2008; Yang et al.,
2011).

En cuanto al gen LHR (receptor de hormona
Luteinizante), se conoce que codifica ala proteina
LHR; esta proteina pertenece a la superfamilia
de receptores acoplados al nucleétido Guanina
o proteina G (Ascoli et al., 2002). Tiene un rol
fundamental en la regulacién de la actividad
reproductiva, ya que la accion de la hormona
luteinizante (LH) se produce por la union a este
receptor (Davis, 1994). Asi mismo, interviene
en la esteroidogénesis ovarica y ovulacién
en la hembra, ademas de la produccion de
testosterona en las células de Leydig del testiculo
(Ascoli et al., 2002).

De acuerdo a un reporte previo (Huhtaniemi,
2000),sehadetectadolapresenciade mutaciones
naturales en el dominio transmembrana de LHR;
donde algunas de ellas promueven alteraciones
de la funcién reproductiva en humanos. En
ganado bovino se han detectado polimorfismos
tanto en las regiones intrénicas como
codificantes (Hastings et al., 2006). Algunos de
los que han sido detectados en el exén 11 han
sido asociados a rasgos de fertilidad (Yu et al.,
2012). Con base a lo anterior, el conocimiento
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de la variacion nucleotidica de este exdn podria
permitir el desarrollo de estrategias para la
clasificacion en grupos genéticos o prediccién
del desempeirio reproductivo en ganado bovino.

Ademas, es importante destacar que la mayoria
de la variacion nucleotidica se encuentra en la
forma de polimorfismo nucleotidico simple SNP,
(Iniesta et al., 2005), siendo su densidad muy
alta en los genomas de diversos organismos
(Vignal et al, 2002), por lo que se requiere
de tecnologias adecuadas a fin de catalogar
la diversidad nucleotidica en las poblaciones
bovinas. La técnica de eleccién para evaluar
esta diversidad seria la secuenciacion de ADN.
Sin embargo, en Venezuela todavia constituye
una metodologia costosa cuando se trata de
evaluar un gran numero de individuos.

Existen una amplia variedad de métodos que
son utilizados para la deteccién de SNPs y que
pueden minimizar el impacto del alto costo de la
secuenciacion de ADN, incluyendo las técnicas
PCR-RFLP, Ecotilling, analisis de heteroduplex y
DGGE (Kakavas et al., 2008; Marson et al., 2008;
Tilletal.,2006). No obstante, unsolométodonoes
aplicable a todos los problemas de investigacion;
debe seleccionarse el mas adecuado para el
estudio que se esté realizando. En el caso de
la deteccion de nuevos polimorfismos, existen
herramientas tecnoldgicas de alto rendimiento
y baja relacion costo-beneficio, como el analisis
de polimorfismos conformacionales de cadena
simple (SSCP; Orita et al., 1989).

La ejecucion de la técnica PCR-SSCP involucra
la amplificacion por PCR de un segmento de
interés, después la desnaturalizacion del ADN
bicatenario (ADNbc) del fragmento amplificado,
utilizando una combinacién de calory formamida,
seguido de un enfriamiento rapido de la muestra
para impedir el apareamiento complementario
del ADN monocatenario (ADNmc); finalmente
se procede a la separacion electroforética en un
soporte no desnaturalizante (Teschauer et al.,
1996).

Si los fragmentos de ADNmc difieren en un
nucleétido simple, se promovera la adopcion de
conformaciones tridimensionales diferentes en
las cadenas simples (Nataraj et al., 1999). En
consecuencia, los cambios conformacionales
promoveran que las cadenas simples exhiban
movilidades electroforéticas diferentes entre si,
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e incluso con el ADN de doble cadena (Nataraj
et al., 1999; Dong y Zhu, 2005; Gasser et al.,
2007; Kakavas et al., 2008). Una vez realizada
la electroforesis, los fragmentos de ADN pueden
ser visualizados mediante técnicas diversas
como la auto radiografia de los segmentos
marcados, tincién con plata o con bromuro de
etidio y por fluorescencia a través del uso de
cebadores fluorescentes (Kakavas et al., 2008).

El analisis SSCP proporciona una potente
herramienta para la identificacién de patdgenos,
evaluacién de la variacion genética dentro y
entre muestras o poblaciones y como punto
importante, permite identificar mutaciones
desconocidas por lo que ha sido utilizado
para descubrir y genotipar SNPs en diversos
genomas (Cerquera et al., 2009; Sunnucks et al.,
2000; Bastos et al.,, 2001; Gonzalez et al., 2006;
Dong y Zhu, 2005; Paixao et al., 2006; Kakavas
et al., 2008; Martinez et al., 2008; Martinez et
al., 2010; Pazzola et al., 2010; Estrada-Cuzcano,
2013). Adicionalmente, esta técnica tiene
ventaja sobre otras metodologias basadas en
PCR para la deteccién de mutaciones, debido
a su simplicidad técnica (Kakavas et al., 2008;
Hayashi, 1991).

Basado enlo anterior, el analisis SSCP constituye
una técnica util para identificar y genotipar
polimorfismos en los genes que intervienen
en el proceso reproductivo del ganado bovino,
especificamente LHR. No obstante, es conocido
el hecho de que la tasa de deteccion de SNPs
por la técnica SSCP varia en funcién de diversos
factores como el tamafio del producto PCR
evaluado, la temperatura a la cual se realiza
la electroforesis, composicion de la matriz
(relacion acrilamida/bis-acrilamida), naturaleza
del tampén y la adicién de glicerol (Kalvatchev y
Draganov, 2005).

En Venezuela no existen reportes previos
de la aplicacion de este anadlisis para la
identificacién y genotipado de polimorfismos en
la especie bovina. Los resultados reportados
en estudios realizados en otros paises estan
referidos a fragmentos de PCR especificos,
y las condiciones SSCP utilizadas no pueden
aplicarse al fragmento del gen LHR objeto de
este estudio.

Por esta razon, el objetivo planteado en la
presente investigacion fue el de optimizar el
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analisis PCR-SSCP a fin de detectar y genotipar
las variaciones nucleotidicas presentes en el
exon 11 del genreceptor de hormona Luteinizante
bovina.

MATERIALES Y METODOS

Este experimento se realizd en dos fases; en la
primera fase se realizd un tamizaje molecular
de 173 individuos mediante un analisis SSCP
exploratorio. Las muestras que presentaron
patrones electroforéticos diferenciales fueron
secuenciadas y aquellas con variaciones
nucleotidicas identificadas, fueron utilizadas
en la segunda fase para la optimizacion de la
metodologia SSCP.

Fase 1. Obtencion y amplificacion de ADN

Se utilizaron 173 muestras pertenecientes al
banco de ADN del Laboratorio de Biotecnologia
Agricola del INIA-ESAT, provenientes de rebafios
bovinos Carora (98) y Criollo Limonero (75)
ubicados en los estados Lara, Zulia y Aragua.
El ADN gendmico fue aislado a partir de sangre
periférica refrigerada y conservada con EDTA
(acido etilendiaminotetraacético).

Se utilizé una metodologia de precipitacion salina
reportada por De La Rosa et al. (2013), la cual
se describe brevemente; 400ul de cada muestra
se solubilizaron con 1000ul de un tampoén (Tris-
Cl 20mM; pH 7,6) y se incubaron a temperatura
ambiente por diez minutos. Luego, las muestras
fueron centrifugadas a 20.800 RCF (fuerza
centrifuga relativa) por 20s y el sobrenadante
fue descartado.

Se incubaron las pastillas resultantes en una
solucion de lisis (EDTA 1mM, Tris-Cl 10mM, 0,1%
SDS; pH 8) a temperatura ambiente durante 20
minutos. Los residuos proteicos fueron digeridos
con proteinasa K (2,5ul, 20 mg.ml-1) durante
cuatro horas a 55°C. Para precipitar los residuos
peptidicos se utilizé acetato de potasio 5M y
centrifugacion a 20.800 RCF. El sobrenadante
se mezcld con una solucion de etanol absoluto
y acetato de sodio 0,12M a fin de promover
la precipitacién del ADN. Una vez aislado, el
ADN fue lavado dos veces con etanol al 70%
y solubilizado en un tampdn de conservacién
(Tris 10mM, EDTA 1mM; pH 8), la integridad
del ADN fue verificado por electroforesis en
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geles de agarosa al 0,8% con SYBR®Safe
incorporado (1/50.000) y la concentracion total
de ADN en las muestras se determiné mediante
espectrofotometria optica. Una vez realizado
esto, el ADN se mantuvo congelado a —56°C
hasta la realizacion de los analisis.

Se utilizé el par de cebadores
(F- CAAACTGACAGTCCCCCGCTTT;, R-
CCTCCGAGCATGACTGGAATGGC) descritos
por Milazzotto et al. (2008), para amplificar
mediante PCR un fragmento de 303pb
correspondiente a la region de interés del exén
11 del gen LHR. Se utilizé el estuche comercial
GoTag® Flexi (Promega) para las reacciones
de amplificacién. La mezcla de PCR tuvo un
volumen total de reaccién de 15 uL, con las
proporciones siguientes: buffer 1X, MgCl,2,1
mM, dNTPs0,2 mM, cada oligo 0,2 uM, Taq
1 Uy 50 ng de ADN gendmico. Se utilizd un
termociclador GenePro™ (Bioer Technology).
y un programa Touchdown (Korbie y Mattick,
2008), tal y como se especifica en el Cuadro 1.

Técnica de SSCP exploratoria

Una vez realizada la PCR, se adicion6 a
cada amplicon una solucion desnaturalizante
(formamida 95%: azul de bromofenol 0,5%:
EDTA 25 mM) en una proporcion 2:1 (ADN:
solucién). La mezcla se desnaturalizé a 95°C
durante 10 minutos, seguido de un enfriamiento
rapido. Luego, se colocaron a — 20°C durante

10 minutos; pasado este tiempo se procedio
a realizar las electroforesis en geles de
poliacrilamida.

Para la obtencion de los patrones SSCP, el
fragmento de LHR fue resuelto en geles de
poliacrilamida no desnaturalizante (37,5:1
acrilamida/bisacrilamida, desgasificada por
30 min en una bomba de vacio, BIORAD
Hydrotech™), al 6%, en buffer Tris Borato EDTA
0,5 x (TBE), 2% de glicerol, durante 3:00 horas,
a 30 mA constantes. Se utilizaron camaras de
electroforesis vertical duales ajustables (C.B.S
Cientific, SG-400-20, EUA), con vidrios de 20cm
X 22cm, peines y separadores plasticos de 2 mm
de espesor. Todas las electroforesis se realizaron
a una temperatura ambiental controlada entre
17°C y 19°C. Posterior a la electroforesis, los
geles fueron tefiidos en una solucion de TBE
(0,5X) y SYBER®safe, al 0,7%, durante 25
minutos en agitacién suave y los patrones
electroforéticos fueron visualizados a través de
un transiluminador UV UVITEC (Uviprochemi).

Secuenciacionde ADN a partir de las
muestras con patrones electroforéticos
diferenciales

Las muestras representativas de cada patron
electroforético  diferencial se amplificaron
nuevamente mediante PCR y los amplicones
obtenidos fueron sometidos a un protocolo de
secuenciacion capilar estandar (Macrogen Inc.,

Cuadro 1. Programa touchdown para la reaccion de PCR del fragmento estudiado del exén 11 de LHR.

Fase PCR Temperatura Tiempo
Desnaltr:Jirc?glzacién 95°C 5min

Desnaturalizacién 95°C 30seg
Hibridacion (-1°C/c)* C‘f(')OS 61°C 30seg
Extension 72°C 45seg
Desnaturalizacién 95°C 30seg
Hibridacion Cigg’s 51°C 30seg
Extension 72°C 45seg
Extension final 72°C 10min

*Disminucion de 1°C en cada ciclo de la primera ronda de amplificacion.
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Corea), en ambos sentidos. Las secuencias
fueron editadas y alineadas entre si utilizando
los programas DNABaser (Romania:
Heracle BioSoft SRL) y CodonCodeAligner
(CodonCodeCorporation, EUA). La secuencia
consenso fue comparada con la referencia
NM_174381.1 (Pruitt et al., 2013). Se compararon
los SNPs detectados con aquellos existentes
en la base de datos del Centro Nacional de
Investigacion Biotecnologica NCBI (Sherry et
al., 2001). A partir de las secuencias obtenidas,
se determinaron los genotipos de cada muestra.

Fase 2. Amplificacion de ADN

Las muestras que presentaron SNPs fueron
reamplificadas siguiendo la metodologia de la
fase 1.

Optimizacion de la técnica de SSCP

Para optimizarlas condiciones de laelectroforesis
se vario la relacion de acrilamida/bis-acrilamida,
porcentaje de la mezcla, intensidad de
corriente, porcentaje de glicerol y duracién de
la electroforesis (Cuadro 2), definiéndose siete
sistemas. Todas las electroforesis se realizaron
a temperatura ambiental entre 17°C y 19°C.

Los criterios tomados para seleccionarun sistema
fueron separacion, nitidez y perceptibilidad de
las bandas asi como la discriminacion de las
variantes genotipicas de los SNPs en funcion
de los patrones SSCP. En el caso en que dos
condiciones electroforéticas permitieran la
deteccidon de los SNPs, se utilizd el criterio de

tipo econdémico para la seleccion de la condicion
electroforética.

Correspondencia de los SNPs identificados
con los patrones SSCP obtenidos

Se determind visualmente la correspondencia
de los SNPs detectados por secuenciacion con
cada patron SSCP obtenido.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 1. Analisis SSCP exploratorio

En el fragmento de LHR analizado en la fase 1,
se detectaron cuatro patrones electroforéticos
(definidos como A, B, C, D) y cinco tamanos
moleculares de acuerdo a su movilidad
electroforética (Cuadro 3). Este numero de
patrones obtenidos no coincide con la cantidad
de patrones observados por Milazzotto et al.
(2008) al analizar un fragmento similar.

Durante el desarrollo de la fase 1 del ensayo,
se obtuvieron dos patrones de dos bandas (A 'y
B), un patron de cuatro bandas (C) y un patron
de tres bandas (D), cada uno con una banda
adicional correspondiente al ADN bicatenario
(Figura 1).

Segun Humphries et al. (1997), un producto de
PCR representa la amplificacion de dos alelos,
uno de cada par autosdomico; de manera que al
evaluar secuencias provenientes de individuos
homocigotos y heterocigotos, los patrones de
bandas que deberian obtenerse son dos y cuatro

Cuadro 2. Condiciones de la electroforesis utilizadas en el experimento B.

Relacién : i
Sistema Acrilamida/ Porcentaje de la Glicerol Amp/Watts Tlempo
Bis-acrilamida mezcla corrida (h)
I 37,5:1 6% 5% 30 mA 3:30
Il 49:1 10% 4% 12W 5
I 49:1 10% 4% 1B5W 6
v 49:1 10% 7% 12W 6:45
\Y, 49:1 10% 4% 1B5W 7
VI 100:1 10% 4% 1B5W 4:30
Vil 100:1 12% 4% 12W 6
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Cuadro 3. Tamafos moleculares de los patrones SSCP obtenidos a partir de la movilidad electroforética
del fragmento estudiado de LHR bovino durante la fase 1.

Producto PCR de LHR

Patrones SSCP
C

Fragmento de 303 pb
ubicado entre 1182 y 900/1300
1484

1000/1350 900/1000/1300/1350 900/1250/1300

Patrén SSCP (pb): Tamafio molecular de las bandas obtenidas

Modificado de Vasquez et al. (2014).

e b b ) b b b i i i i bt b b b b d

Banda ADN
bicatenario

Letras A, B, C y D identifican los patrones electroforéticos.
M = Marcador de peso molecular (100 pb).

Figura 1. Imagen de las bandas de ADN monocatenario y bicatenario obtenidas.

bandas simples respectivamente, ademas
de una banda adicional por el ADN de doble
cadena, ubicado en una posicion adelantada en
el gel comparado con las cadenas simples de
ADN. De acuerdo a lo reportado por este autor,
los dos patrones de dos bandas (A y B), podrian
corresponder a los dos homocigotos, el patrén
de cuatro bandas (C) al heterocigoto, y el patron
de tres bandas (D), corresponderia a un patron
atipico.

Por otra parte, se pudo constatar que los patrones
A, B y C son similares, en cuanto al numero de
bandas obtenido, a los patrones reportados por
Yu et al. (2012). Estos investigadores analizaron
la misma regién de LHR bovino evaluada en el
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presente ensayo, en un fragmento de menor
tamario, A pesar de que la separacion y nitidez
de las bandas obtenidas por estos investigadores
es mayor, discriminandose rapidamente Ila
diferencia entre los patrones electroforéticos.

El contraste entre ambos resultados en cuanto
a nitidez y separacion de las bandas, podria
deberse a que las condiciones de electroforesis
utiizadas por estos autores difieren a las
utilizadas en la Fase 1 del presente ensayo
en cuanto a tamafo del fragmento, relacion
acrilamida/bisacrilamida (39:1), porcentaje de
la mezcla (13%) y tiempo de corrida (8-10 h).
Teschauer et al. (1996), reporté que un aumento
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en el porcentaje de la mezcla del gel, incrementa
la nitidez de las bandas.

Polimorfismos nucleotidicos simples (SNPs)
detectados mediante secuenciacion

Mediante el alineamiento de secuencias
generadas de individuos con diferentes patrones
electroforéticos se pudo detectar la presencia
de dos polimorfismos o SNPs con respecto
a la secuencia de referencia NM_174381.1
(Cuadro 4). De éstos, la variacion rs41256848
ubicada en la posicion g.1410G>T habia
sido reportada previamente en la base de
datos dbSNP (Database of Single Nucleotide
Polymorphisms, 2015; Hastings et al., 2006;
Jansen et al.,, 2013; Yu et al., 2012); mientras
que la ubicada en g.1337C>T constituye una
variante que no habia sido reportada en la
base de datos de SNP del NCBI (Sherry et al.,
2001). A esta secuencia variante se le asigné
el niumero de entrada ss974751668 (Vasquez
et al., 2014), y recientemente se le asigné el
numero de referencia rs523043472 (Database
of Single Nucleotide Polymorphisms, 2015). El
SNP rs41256848 representa una transversion,
mientras que rs523043472 representa una
transicion.

De acuerdo a los resultados de la secuenciacion
de ADN, se observaron dos genotipos del
SNP rs523043472 y tres genotipos del SNP
rs41256848 (Cuadro 5).

Fase 2. Optimizacion de la técnica SSCP

Las condiciones utilizadas en los sistemas |, Il
y IV permitieron detectar los cuatro patrones
electroforéticos (Figura 2); los sistemas Ill, V' y

VII permitieron la deteccion de los patrones de
dos y tres bandas; sin embargo ninguno de los
tres sistemas permitio la deteccion del patron de
cuatro bandas (Figura 2). En el caso del sistema
VI, se obtienen bandas difusas, en las que no se
logra distinguir un patrén definido (Figura 2).

Asi mismo, el sistema | presentd la mejor
separacion y definicion de bandas comparado
con los sistemas Il y IV. Segun Teshauer
et al. (1996), la adicion de glicerol al gel de
poliacrilamida puede mejorar la separacion
de las bandas; por lo cual, el incremento de la
cantidad de glicerol hasta 5% en el sistema |, asi
como el aumento del tiempo de electroforesis
podria haber permitido mejorar la separacion
de las bandas al compararlas con los resultados
obtenidos en la fase 1, en los que se utilizaron
las mismas proporciones de acrilamida/
bisacrilamida, igual porcentaje de mezcla y
potencia.

Enelcasodelos sistemas Iy IV, especificamente
en los patrones de dos y tres bandas, se observa
mayor separacion entre las cadenas simples
complementarias, mientras que las bandas no
complementarias mas cercanas en el patrén C
casi no se separan; igualmente se observa en
esos dos sistemas, mayor nitidez de las bandas.
Segun Teshauer et al. (1996), el incremento
en el porcentaje de la mezcla del gel, mejora
la resolucién de las bandas pero disminuye la
separacion entre bandas muy cercanas. En el
caso del sistema Il probablemente se requeria
un mayor tiempo de electroforesis, lo cual fue
corroborado con el sistema IV. Pese a que los
sistemas Il y IV tienen como desventaja la mayor

Cuadro 4. Polimorfismos nucleotidicos simples (SNP) identificados en el fragmento estudiado del exén

11 del gen LHR.

Polimorfismos detectados

Ubicacion en

la referencia Cambio Cambio , . .
NM_174381.1  nycleotidico aminoacidico Tipo de mutacion Variante
1337 1337C>T Ala120Val Transicion rs523043472
1410 1410G>T Trip144Cys Transversion rs41256848

Modificado de Vasquez et al. (2014).
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Cuadro 5. Genotipos de los SNPs 1337C>T Y 1410G>T detectados por secuenciacion de ADN en los

productos de PCR.

Fragmento SNPs detectados
1337C>T 1410G>T
LHR
CT CC GG GT 1T
Sistemall Sistemalll

P Wb Baisal Bl . -

C A B C B B B B D B B '

Sistema |1|

Sistema IV

D B € € € D

D A DB C D

Sistema Vv

ES R R N P S e e :u-i

Pt it P g B et

A D ¢ B D

A

BEA B B

D

B C

Sistema VI  Sistema VI|

D C D C D

Sistemas: A, B, C, D, E. Patrones electroforéticos. A, B, C, D.

Figura 2. Imagenes de las resoluciones obtenidas con los diferentes sistemas electroforéticos

ensayados durante la fase 2.

cantidad de poliacrilamida requerida y el largo
tiempo para la electroforesis.

Las condiciones de electroforesis evaluadas en
los sistemas |, Il y IV permitieron la discriminacion
de los cuatro patrones electroforéticos. Pero, la
calidad de la imagen obtenida varié con cada
condicion electroforética (Figura 2), y difieren en
cuanto a la separacion y nitidez de las bandas.

Es importante resaltar que el factor temperatura
fue determinante durante la ejecucion de los
ensayos; el incremento de la temperatura
ambiental por encima de los 19°C, promovié
bandas de deficiente resolucion.
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Correspondencia de los SNPs detectados
con los patrones SSCP obtenidos

La determinacién de la correspondencia de
cada patron SSCP con las variantes alélicas
de los SNPs detectados por secuenciacion fue
complicada debido a la presencia de dos SNPs
en el fragmento amplificado del exén 11, por lo
que los patrones electroforéticos son el resultado
de las cuatro combinaciones alélicas presentes
en la muestra poblacional estudiada (Cuadro 6).

Los patrones Ay B corresponden a los individuos
homocigotos para ambos SNPs; la diferencia
en el desplazamiento de las bandas la produce
la variacion rs41256848, es decir tienen el
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Cuadro 6. Correspondencia de los patrones electroforéticos en el fragmento estudiado del exén 11
del gen LHR con los SNPs1337C>T Y 1410G>T.

Fragmento Patréon SSCP 1337C>T 1410G>T
D t' : 9 CT GG
Hn—d
|' Fl L
C CC GT
LHR
B CC GG
A CcC 1T

Modificado de Vasquez et al. (2014). El recuadro rojo indica el patron SSCP correspondiente a la combinacion
genotipica de ambos SNPs. La imagen que no tiene recuadro rojo es con fines comparativos.

mismo genotipo para el SNP rs523043472, pero
difieren en el segundo SNP. En cuanto al patron
C, se puede observar que es homocigoto para
la variacion rs523043472 y heterocigoto para el
SNP rs41256848.

Encuantoalaapariciondel patrén D, los hallazgos
de la secuenciacién de ADN permiten discernir
que este patron SSCP es consecuencia de la
combinacion de ambos SNPs (rs523043472 en
heterocigosis y rs41256848 en homocigosis),
ya que al estudiar los resultados reportados por
Yu et al. (2012), podemos observar que estos
investigadores detectan el SNP rs41256848,
pero no la variante rs523043472.

Asi mismo, debido a que en este ensayo, los
patrones A, B y C observados y los genotipos
de rs41256848 detectados por secuenciacion,
coinciden con los patrones y genotipos
observados por Yu et al. (2012), se asume que
la presencia de la variante rs523043472 en
homocigosis CC no enmascara los patrones A,
B y C; sin embargo, si este SNP se presenta en
heterocigosis CT, se promueve la aparicion de
un patrén SSCP diferente (D).
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CONCLUSIONES

Se destaca la optimizaciéon de la técnica PCR-
SSCP mediante el desarrollo de condiciones
adecuadas y repetibles que permiten con una
eficienciaalta, ladeteccionydiscriminacién de las
variantes genotipicas de los SNPs rs523043472
y rs41256848 ubicados en las posiciones 1337 y
1410 de la secuencia de referencia NM_174381.1
del gen LHR bovino.

Igualmente, se determina que las condiciones
Optimas para la deteccion de los SNP son las
descritas en el sistema |. Estas condiciones
incluyen  relacion  acrilamida/bis-acrilamida,
porcentaje de la mezcla, potencia, porcentaje de
glicerol, tiempo de electroforesis y temperatura
ambiental (Cuadro 2).

Asi mismo, el incremento del porcentaje de
glicerol y el tiempo de electroforesis a 5% y
3:30 horas respectivamente, mejoro la nitidez y
separacion de las bandas.
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