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1 RESUMEN

</ \-«’

El presente trabajo tiene como objetivo la aplicaciéon de técnicas de tipificacion < Y 2~ v

de DNA para avalar la identificacion electrénica, en algunas etapas de la cadena
camica dentro del Sistema de Identificacion y Registro Animal (S..LR.A),
implementada por parte del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca
(M.G.AP.). Se efectud la comparacnén del genotipo de DNA de las muestras
obtenidas en el lugar de cria (pelo) con los obtenidos en la segunda balanza
durante la faena (musculo). Se compararon 11 bovinos de un rodeo de 40
animales. Se analizé6 el DNA mediante un PCR-mdltiplex con 9 microsatélites en
un secuenciador automatico. El resultado de las muestras de pelo y miusculo
identificadas electronicamente como pertenecientes al mismo animal, coincidieron
en un 100%. Se concluye que no hubo fallas en la identificacion por chips y el
numero ordinal de faena durante estas etapas, por lo tanto el analisis de DNA
permitiria auditar el sistema de individualizacion electrénica que se estan
implementando en Uruguay segun la ley 17997 de Trazabilidad, contribuyendo a
consolidar el rastreo de cualquier evento a lo largo de toda la cadena carnica,
siendo una garantia para los consumidores y los mercados importadores de
nuestras carnes bovinas.

2 SUMMARY

The objective of this study was the application of DNA typing techniques to
affirm the identificator of traceability electronics, in a stage of the chain meat within
the system for the identification and registration through chip, implemented by the
Ministry of Livestock, Agriculture and Fisheries (MGAP). It to made comparison of
the genotypes of samples collected at source (hair) and the balance during the
second site (muscle). We compared 11 cattle from a herd of 40 animals. DNA was
analyzed by a PCR-multiplex of 9 short tandem repeat and an automatic
sequencer. The result of the samples of hair and muscle identified as belonging to
the same animal by these methods agreed by 100%. Therefore, there have been
no detected flaws in the tazability by chips and ordinal number of fishing during
these stages. It is concluded that DNA analysis would audit the electronic
traceability system being implemented in Uruguay by law 17997, helping to
consolidate a certificate of quality for our bovine meat.

/



3 INTRODUCCION

En la actualidad, con el creciente interés por parte de los consumidores de
conocer la procedencia y la forma de elaboracién de los alimentos que consume,
se han ido desarrollando diferentes técnicas para cumplir con dichos fines, entre
ellas tenemos la trazabilidad como modo de brindar transparencia a la cadena
alimentaria.

De acuerdo a la norma 1.S.0. (Organizacién Internacional de Estandarizacion)
se define la trazabilidad segun norma ISO 8402, 1994 como “Habilidad de trazar el
origen y la historia de transformaciones o localizaciones de una entidad
cualquiera, por medio de registros de informacién”.

Por otro lado exige la exacta y unica identificacion de cada entidad en la
cadena, con informacién referente a la identidad del animal, sus derivados y una
base de datos para almacenar registros reportando vinculos de interés como:
sexo, raza, edad, sistema productivo, tipo de alimentacién, procedencia,
movimientos, sanidad, comercializacién de productos.

A nivel mundial surgié6 como respuesta a la incertidumbre instaurada en el
correr de los dltimos afios por parte de los consumidores, ante la aparicién de
enfermedades trasmitidas por los alimentos (encefalopatia espongiforme bovina.
Esto produjo una caida importante en el consumo de carnes y como consecuencia
los gobiernos de los distintos paises implementaron normas de proteccién para los
consumidores, debido a la presion creada por los mismos. En particular, la Unién
Europea ha puesto en marcha un programa de trazabilidad a distintos productos
caricos, lo que generd cada vez mayores exigencias respecto a los paises
proveedores para que implementen programas similares (Arias, 2005).

La trazabilidad es de gran importancia para el Uruguay ya que exporta mas del
60% de lo faenado anuaimente, (Oficina de programacion y politicas
agropecuarias, O.P.Y.P.A., 2006) siendo por tanto un pais influenciado por las
exigencia de los mercados exteriores en este rubro, como la prevencion
problemas sanitarios como la Fiebre Aftosa. Por lo tanto esta herramienta permite
investigar sobre la inocuidad de los alimentos para adecuarse a los requerimientos
establecidos por diferentes mercados importadores (Fonseca, 2005).

En el 2002 el MGAP del Uruguay promovié un Sistema Nacional de
Informacién Ganadera (SNIG) para optimizar el sistema de trazabilidad grupal e
iniciar una fase piloto individual a través de caravanas electronicas; siendo uno de
los primeros paises del mundo al contar con esta tecnologia y acceder a mercados
como la Unién Europea (Piperno y Oliveira, 2005).



Considerando este importante avance realizado por el M.G.A.P. para impulsar
la trazabilidad de la carme uruguaya, seria favorable disponer de técnicas de
tipificacién de DNA para ser aplicadas en los animales incorporados al sistema, a
los efectos de verificar el origen de los mismos, determinar puntos de riesgo que
puedan afectar la identificacion electrénica (especialmente durante la pérdida de la
identificacién del animal durante el procesamiento en el frigorifico, punto de mayor
riesgo de perdida de identidad) y permitir el seguimiento de los cortes hasta su
depdsito y posteriormente el consumidor (del campo al plato).

La tipificacibn de DNA se realiza mediante marcadores moleculares
denominados microsatélites que ofrece una probabilidad cercana al 100% en la
identificacion de las diferentes muestras de animales.

Por lo tanto el presente trabajo presenta por objetivos primero desarrollar esta
tecnologia de tipificacion del DNA bovino, mediante la utilizacién de microsatélites
partiendo de muestras animales de diferente origen para comparar la exactitud de
la identificacion electrénica.

Segundo, demostrar la aplicabilidad de esta tecnologia como forma de apoyar
y avalar la etapa de la identificacion electrénica, a través de su comparaciéon de
muestras originadas a partir de los animales vivos (foliculos pilosos) respecto a las
obtenidas posteriores a su faena (tejido muscular).



4 REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 TRAZABILIDAD ELECTRONICA

El concepto de trazabilidad surge como la posibilidad de disponer de
informacién relativa a cada animal, incluyendo la raza, sexo, edad, procedencia,
movimientos, sistema productivo, tipo de alimentacién, problemas sanitarios,
medicamentos aplicados asi como el proceso de transporte, sacrificio, procesado
y comercializaciéon de productos o subproductos (Sienra, 2005).

Como se menciond anteriormente la misma constituye una herramienta que
implica el seguimiento del animal desde su nacimiento hasta los productos
derivados de la faena del mismo, pasando a través de la comercializaciéon y puesto
a disposicion del consumidor. Por ejemplo al transferir el nimero electronicamente
de una caravana al cédigo de barras sobre la carcaza, nos permite usar ese
nimero para correlacionar al animal vivo con la carcaza a través del proceso de
clasificacién y fabricacion (Smith, 2001).

4.1.1 Dispositivos iofrecuen uimiento de informacién

La identificacién electronica (IDE) en nuestro pais se efectia mediante
dispositivos pasivos por radiofrecuencia que consta de dos partes. a) el
identificador que contiene un transponder pasivo (sin baterias) colocado en el
animal y que contiene el cddigo de identificaciéon individual; b) Un tranceptor o
lector, que consta de un médulo de radio-frecuencia encargado de la emision de
ondas electromageéticas al transponder, éste ultimo emite una sefal con su codigo
correspondiente y luego el lector recepciona esta informacién y la interpreta. El
cédigo de identificacién individual, se obtiene como respuesta a su activacion por
el campo electromagnético emitido por el lector (Garin, 2002) (Crescionini, ribarne
20086).

Requisitos que deberia cumplir un buen identificador son:

permanente, Unico y que acompaiie al animal durante toda su vida,
minima la probabilidad de pérdida del dispositivo,

un instrumento adecuado para demostrar la propiedad del animal,
funcional a la certificaciéon de la hacienda y manejo realizado, cualquiera
sean los requisitos (produccién organica, apelacién de origen, objetivo
exportador, etc.)



¢ eficiente en el manejo del rodeo, mediante su lectura rapida y correcta
transmision de datos, facilitando las tareas de registro y, también, la
emisién de planillas,

o adecuado a las normas internacionales,
inalterable,

¢ no contamine ni dafie el producto (Garrido, 2006).

En conclusién que nos permita relacionar todos los movimientos dentro de
la cadena productiva. En rumiantes hay tres tipos de identificadores electrénicos:
transponedores inyectables, caravanas electrénicas bolos ruminales.

En Uruguay se ha optado en cada animal por el uso de dos caravanas: la
electronica y la visual.

En tanto que a nivel de frigorificos si bien se tatia con un nimero ordinal la
carcaza, en cambio los cortes de los animales cuando se troza la carcaza, y se
convierte en bifes, lomos, asados, 0 materia prima para la carne picada, tenemos
mayor dificultad para rastrear estas partes cuando las plantas industriales son muy
grandes ya que la misma se realiza mediante una etiqueta con cédigo de barra
que se deposita sobre el corte de carne (Smith, 2001).

El sistema de trazabilidad debera estar organizado en razén de sus
objetivos y tomando en cuenta las especies y sistemas de produccién. La
trazabilidad en la practica no constituye un sistema aislado sino que abarca
también aspectos de identificacién vinculantes al aspecto sanitario. Por su propia
naturaleza resulta fundamental recabar grandes volimenes de informacion,
almacenaria en forma coherente y posibilitar consuitas rapidas. (Sienra, 2005).

En términos generales esa informacién se recaba en un sitio (es una
entidad geografica unica y descriptible); en los lugares geograficos donde
estuvieron los animales. Por tanto, sitios como predios de produccién, ferias y
frigorificos entre otros deben ser identificados. La identificacion de los sitios
implica la asociacién de una identidad unica e inequivoca a cada sitio (fig. 1). Por
tanto, cada identidad esta asociada a sélo un sitio, y cada sitio tiene asociado sélo
una identidad. Dicha identidad en Uruguay est4 dada por el nimero de
establecimiento en DI.CO.SE. (S.I.R.A, 2007).
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CUANDO F3a-F2b | F2a-F1 L3

CON QUIENES Caravana N°1 Caravana N1 Caravana N°1
ESTUVO Caravana N°95 Caravana N°63 Caravana N°2
' Caravana N°96 Caravana N°64 Caravana N°3

Caravana N°n Caravana N°n Caravana N°n

F1: fecha de nacimiento; F2a. fecha de salida del sitio A; F2b: fecha de llegada al sitio B:
F3a: fecha de salida del sitio B; F3b: fecha de llegada al frigorifico.

Figura l: Preguntas basicas que debe contestar el sistema en su primera
etapa como: conocer su origen, donde estuvo y con quien.

4.1.3 Antecedentes de la trazabilidad a nivel mundial

La Unién Europea ha sido pionera en impulsar y poner en marcha un
programa de trazabilidad a partir de problemas detectados con la Encefalopatia
Espongiforme Bovina, su finalidad fue recuperar la confianza de los consumidores
respecto a distintos productos carnicos, lo que a su vez gener6 cada vez mayores
exigencias respecto a los paises proveedores para que implementen programas
similares (Arias, 2005).

En este item detallaremos algunos paises que por importancia, produccion
o localizacién nos situarian como referencia.

La Unién Europea es donde se normalizaron los sistemas de identificacion
animal y registro intracomunitario. La legislacién en cuanto a la identificaciéon y
registro de movimientos es una de la mas completa y exigente del mundo. Se
puso en marcha a partir de 1° de enero de 1998 al publicar el reglamento (CE)
820/97 del consejo. En el cual se establece un sistema de identificacion y registro
del ganado vacuno mediante marcas auriculares de identificacion, base de datos
informatizada, pasaporte animal y registros individuales llevados en cada
explotacion. Por otro lado el etiquetado de productos a base de carne vacuna.
Este fue posteriormente derogado y sustituido por el reglamento (CE) 1760-2000.



Del Parlamento Europeo y Consejo que modifica su base juridica, introduce
algunas novedades en cuanto al etiquetado de carne. En el reglamento (CE) N°
178/2002 se estable los principios y requisitos de la legislacién alimentaria, se
crea la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y se fijan procedimientos
relativo en cuanto a la seguridad alimentaria (Green, 2007)

La normativa tiene caracter horizontal por que es para todos los
productores, y vertical al aplicarse para grupos especificos (en cuanto a la
trazabilidad afectan a los siguientes productos; la carne leche y productos lacteos,
la pesca y sus productos, los huevos y los productos modificados genéticamente)
(Green, 2007).

En otros puntos del mundo como ser Canada desde el afio 1990 se creaba
el Consejo Consultivo Nacional para Identificacion de Animales orientado al a
sistema de identificacion electrénica de animales. En 1998 el sector privado
participa con el Estado para crear la agencia canadiense de identificacion bovina,
destinado a elaborar el programa canadiense de identificacion. En 1999 se
financia la base de datos para la identificacion nacional de animales. En el 2001 se
crea el programa canadiense de identificacion de animales para trazar y eliminar
fuentes de enfermedades.

En Estados Unidos a partir del 2003 se comienza a implementar un Sistema
de Identificacién Animal, con el siguiente calendario;
-julio 2005 sistema de atribucién de niumeros de identificacion.
-abril 2007 registro de sitios y de animales.
-enero 2008 identificacion de sitios y de animales obligatorio.
-enero 2009 obligacion de declaracion de movimiento de animales (Green, 2007).

Australia como sistema de identificacion utilizan la doble caravana: una es
la de origen, que acompafia al animal durante toda su vida; y otra es de
transaccion. El sistema de trazabilidad en Australia es financiado por los
productores y la industria a través de la Asociacién Ganadera de Australia, entidad
que se financia con fondos provenientes de impuestos pagados por los ganaderos.
El sistema de trazabilidad implementado en ese pais dio origen al NLIS (National
Livestock Identification System) (Green, 2007).

Nueva Zelanda tiene absolutamente extendido el uso de caravanas
plasticas (generalmente escritas a mano), con fines organizativos, de manejo del
rodeo y comerciales, pero no sanitarios, dado que la situacioén sanitaria en Nueva
Zelanda es excelente. Se trata de caravanas auriculares, plasticas o metalicas. Se
han llevado a cabo experiencias para que esa caravana secundaria incluya un
dispositivo de radiofrecuencia y se desechd la posibilidad de dispositivos
subcutéaneos a la par que se realizan estudios sobre técnicas de identificacién por
ADN. Hace ya algunos afos comenzdé un programa de identificacion animal
obligatorio, dividido en cuatro fases: uso de cddigos identificatorios; uso de
caravanas oficiales con cddigos Unicos e irrepetibles; procesamiento de datos e
informacién, intercambio de informacién con organismos sanitarios y asociaciones



de productores. En Nueva Zelanda el costo del programa de identificacion pesa
sobre los productores. Esa circunstancia, sumada a la falta de problemas
sanitarios, determina que a pesar de ser un importante productor de carmne a nivel
internacional, no sea uno de los paises mas avanzados en materia de
identificacion y trazabilidad (Garrido, 2006).

En Brasil se ha implementado el Sistema Brasilefio de Identificacién y
Certificacion de Origen Bovino (SISBOV) que intenta: identificar, registrar y
monitorear individualmente todos los bovinos nacidos en Brasil e importados. Los
procedimientos que en consecuencia se adopten deben ser previamente
aprobados por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAPA) de Brasil. Esta
normativa se aplica en todo el territorio nacional mediante dispositivos internos o
externos que permitan la identificacion y el monitoreo individual de los animales,
aprobados y autorizados por MAPA.

Esos dispositivos complementan el Documento de ldentificacién individual
que acompaiiara al animal durante toda su vida, desde el nacimiento registrando
los movimientos resultantes de transferencias o sacrificios. La Base de Datos es
de naturaleza oficial (Garrido, 2006).

En Argentina a partir de enero del 2007 se adoptd la sugerencia de {a Comisién
Nacional Asesora de Trazabilidad, en el sentido de extender la identificaciéon a
todo el rodeo, sin limitarla a la hacienda destinada a exportacion.

Se han realizado experiencias interesantes, como la llevada a cabo en el centro y
norte de Santa Fe, por el proyecto Trazar. Se identificé a mas de 50.000 animales
pertenecientes a 50 establecimientos, mediante caravana botdn con dispositivo de
radiofrecuencia en la oreja derecha, complementando la oficial del SENASA. Se
utilizé PDA con soft creado al efecto, capaz de registrar las distintas operaciones:
nacimientos, pesadas, vacunacién, etc. Los datos pasan a incorporarse a una
base que puede ser consultada por cada eslabén de la cadena productiva y por el
mismo consumidor desde la web (Garrido, 2006).
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4.1.4 Trazabilidad en nuestro pais
®

El Uruguay exporta 400.000 toneladas de carne bovina, lo que se
corresponde con mas del 73% de lo faenado anuaimente, siendo por tanto un pais:.
dependiente de los mercados exteriores en este rubro, (Peyrou. J, 2008) lo que
aproximadamente se corresponde con un 17,5% del total de ingresos que el pais

percibe por exportaciones (Direccién Estadisticas Agropecuarias D.I.E.A., 2007).

La exportacion de carnes en los ultimas dos décadas a tenido una marcada
tendencia al alza tanto en volimenes como en relacién a los ingresos creados lo
que se puede apreciar en la figura Il.
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Figu:a il: Evolucion de las exportaciones de Uruguay en los Ultimos
anos .

La produccién ganadera nacional se distribuye por todo nuestro territorio
abarcando aproximadamente un 87% de la superficie nacional, ocupando al 10%
de la poblacién econémicamente activa. Se cuenta con un stock afio vacuno de
12,2 millones de cabezas. E! stock vacuno del pais ha permanecido relativamente
estable en la década de los ‘90 en el entomo de las 10,5 millones de cabezas.
(LN.A.C., 2006)

Por lo tanto en un pais en el que el sector carico es esencial para su
economia, la trazabilidad es fundamental para mantener las exigencia de los
mercados importadores, especialmente si consideramos los flujos de hacienda

! Fuente: Peyrou J. 2006
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dentro del sector productivo que presentan diversas alternativas previo a la faena,
lo que dificulta su rastreo (Figura Ill).

CRIA RECRIA| INVERNADA| [
@
P N
Cabaiia \ - D
Proveedores‘ : ’ U
de Genética C . S
T
R
i
A
B
45 mil explotaciones: 56% Cria
22% Invernada
22% Ciclo Completo
Figura lll:  Flujos de Hacienda en la Cadena Carnica Bovina (10).

Por otro lado en Uruguay existen diversas formas de produccion, motivo
que resalta la importancia de que se cuente con un buen sistema de identificacion
y seguimiento de los movimientos de los animales. Los sistemas de produccion
ganaderos se caracterizan por tres sub-sectores, de cria, recria e invernada. Sin
embargo, se constatan diferentes opciones u orientaciones cuando se analiza la
informacién predial por establecimiento, existiendo productores especializados en
cada etapa y otros que realizan una combinacién de actividades (criador-recriador,
recriador-invernador y ciclo completo (I.N.A.C, 2006). La identificacién adecuada
permitiria la identificacién individual de los animales frente diferentes movimientos
(o sitios) y tratamientos que recibieran los mismos, ademas de mejorar el manejo
de informacién (computarizada) sin perder el rastro de cada animal.

4.1.4.1 Antecedentes

Formando parte de los antecedentes en base a la informacion consultada
se elabora un analisis FODA (fortalezas, debilidades, oportunidades y amenazas),
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como manera de destacar algunos aspectos en cuanto a la aplicacion de un
programa nacional de trazabilidad. En el mismo se establecen las fortalezas como
los aspectos positivos internos al proyecto y como contraposicién se presentan las
debilidades como caracteristicas negativas a superar. En referencia al medio
externo (0 entorno) se analizan las oportunidades (positivas) y las posibles
amenazas para el sistema que se esta implantando en Uruguay.

4.1.4.1.1 Fortalezas

e Se lograria una mejora en los mecanismos de fiscalizacién de los flujos de
haciendas entre los establecimientos, con o sin cambio de propiedad de los
animales, que se encuentra en una fase de transiciéon desde el registro
grupal (DIL.CO.SE. y Sanidad Animal) a un sistema de identificacion
individual.

e Es una herramienta que colabora con la gestion de los establecimientos
ganaderos, ya que permite almacenar toda la informacion de un mismo
animal de forma irrepetible a nivel mundial. Ademas la informacién se
continGia en el resto de la cadena de produccién. Este aspecto tiene que ver
con la responsabilidad de cada agente en el suministro de datos a los
organismos competentes y al derecho generado sobre la disponibilidad de
la informacién a lo largo de la cadena.

e Mejora la gestion productiva de los establecimientos agropecuarios
(ganancia de pesos, control de movimientos internos, aplicacion de
vacunas, aspectos reproductivos, etc) (S.1.R.A, 2007).

e Mejora el control del contrabando y el abigeato (S..R.A, 2007).

e Mejora el control y erradicacién de enfermedades (S.I.R.A, 2007).

e Mejora en control e identificacion de las causas de hallazgos de residuos
quimicos o biolégicos en productos pecuarios (S.I.R.A, 2007).

¢ Respalda los Programas de Aseguramiento de la Calidad (Carne Organica,



posibilitaria la obtencién de un mayor valor agregado al producto en
mercados mas exigentes. Para que dicha diferenciaciéon se convierta en
una oportunidad para todos los actores de la cadena carmica, deberia existir
una distribucion de ganancias que superen los costos que para cada sector
que la integra (distribucion mas equitativa).

La existencia de un mercado con tendencias crecientes a la bisqueda de
productos saludables y que ademas garanticen su inocuidad, esta
herramienta puede mejorar las alternativas comerciales de la carne vacuna.

Segun Tomas (2005) la estrategia a ser aplicada son el uso de
metodologias internacionalmente recomendadas al producto desde el
campo al plato como: andligsis de riesgo, técnicas de trazabilidad,
armonizacién de los estandares de seguridad alimentaria, aplicacién del
principio de equivalencia en los sistemas usados y medidas de control de
los peligros.

Permite posicionar a Uruguay como un abastecedor confiable de carne
bovina al mundo, respondiendo a las nuevas exigencias de los mercados.

4.1.4.1.3 Debilidades

En el caso de Uruguay el sector productor generaimente no tiene incidencia
en los negocios de comercializacion de came, tampoco existe niveles de
integracion con la industria que sean significativos. Por eso hasta el
momento los esfuerzos realizados por el sector productor a través de
diferentes experiencias piloto para la diferenciacion de cames, no le han
significado valor agregado a su producto y si han implicado aumento de
costos.

El sistema para brindar transparencia en referencia a la provisién de
alimentos de calidad, inocuos y nutritivos, deberan estar implicados todos
los actores que integran la cadena camica, como el productor, las plantas
procesadoras, la comercializacion y el consumidor (Tomas, 2005).

Las caravanas en nuestro pais se obtuvieron mediante licitacién la cual
efectio el SIRA, en esta se compraron dos millones de caravanasa un
costo estimado entre 7 u 8 millones de ddlares siendo esta compra en el
entorno de un 20% de menor valor que la anterior. Siendo el costo estimado
por dispositivo cercano a los 4 délares (Magallanes, 2008).

Los establecimientos de faena deberan contar con equipos y sistemas que
permitan el control electronico de la faena, teniendo como objetivo
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ISR I
organizar un programa de informacion electrénica de control que registre
automéaticamente y transmita en tiempo real los datos al I.N.A.C. <
Recientemente se estd implantando las cajas negras que constan de: /o

NS

el pesaje e identificacion de los animales desde su ingreso al:
establecimiento de faena hasta que se transforman en cortes de came
(Bianco y Chiappe, 2005).

e Otra debilidad presente actualmente se refiere a la falta de representacion
del Uruguay en el comité del CODEX encargado de la discusiéon de los
temas de inocuidad alimentaria mundial.

4.1.4.1.4 Amenazas

o Perdida de la identificacion de un animal por extravio del dispositivo, o que
hace perder su rastreo.

o Se requiere de un sistema de auditoria que brinde seguridad sobre el
desempeiio del sistema a nivel de cada pais, entre otras funciones.

4.1.4.2 Antecedentes a la trazabilidad electrénica de nuestro pais

El contralor de estos movimientos de los animales los realizaba DICOSE
(Direccion de Contralor de Semovientes) desde 1973. El que tiene como objetivos
asegurar el suministro de informacién y la calidad de la misma, a fin de garantizar
su utilizacion y disponibilidad por parte del las dependencia de los Servicios
ganaderos del MGAP y de los operadores del sistema productivo nacional. Sus
funciones son principalmente registrar y controlar la propiedad y existencia de
semovientes en establecimientos y en transito. Contando con un registro grupal
obligatorio constituido por una declaracién jurada anual efectuada por propietarios
de ganado y declaraciones adicionales para registrar cambios de propiedad y
localizacién de los animales. Desde la fecha de su creacién el sistema ha tenido
modificaciones no sustanciales (Duran, 2003). Por lo tanto los registros realizados
por DI.CO.SE. son en forma grupal o por tropa, se basaba en sus propios
registros, marca a fuego, guias de propiedad y el transito eran acreditadas por el
veterinario oficial y/o veterinario particular. Este control permite ir desde el animal
faenado hasta el establecimiento de origen

Como contexto de aplicacion de este tipo de tecnologia, el Uruguay en el

2002 se promovié una mejora en el sistema de identificacion y registro a través del
S.N.1.G.(Sistema Nacional de Identificacion Ganadero) para consolidar y optimizar
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el sistema de trazabilidad grupal llevado por DI.CO.SE. Permitiendo la introdL[&iOnf

gradual y voluntaria de un programa de trazabilidad individual, que permite un
registro del “animal identificado oficiaimente”. El SNIG comenzé a funcionar en
junio de 2004, el cual no tenia caracter de obllgatono Para mstrumentarlo el

|ectores para identificacién individual del ganado bovino y se opto por un doble
dispositivo de identificacion, uno de los cuales permite la identificacién visual
mediante una caravana y el otro componente debe poseer un dispositivo de
radiofrecuencia (Duran, 2003).

A continuacion se describen el Rol de los agentes que intervinieron en la
cadena en la implantacion del proceso de trazabilidad para el S.N.I.G. (Sienra
2006).

Productores: En el Sistema identificacion individual, se inscriben
voluntariamente en un r?lstro en el MGAP, y compran caravanas subsidiadas e
identifican su ganado ANO. En el sistema obligatorio grupal, tienen un registro
individual DICOSE, y realizan cambios de propiedad y movimientos a través de
una guia de propiedad y transito, ademas de realizar una declaracién jurada de
existencias animales y de sus predios al 30 de junio de cada afio.

Estado: A través de DICOSE controla todos los movimientos y propiedad de
semovientes. En SNIG controla los movimientos en forma individual.

Industria: Maneja la informacién que recibe de los transportistas y la vuelca
en su sistema de produccion. En el caso del plan piloto de Trazabilidad individual
la informacién se pierde al ingreso de la faena continuando con una informacién
de lote. En el caso de la informacién grupal sucede lo mismo. Toda la informacion
se vuelca al DICOSE y a INAC.

Consumidores: Los consumidores nacionales no tienen ningun rol
protagénico en la cadena productiva, se establece de hecho la calidad del
producto por los controles oficiales. A los consumidores extranjeros les llega el
producto a través de compradores, acopiadores. Las exigencias de cada pais
importador marcan la pauta de confianza del producto, en base a regulaciones,
realizando auditorias internacionales de nuestros procesos productivos e
industriales.

El SNIG y DICOSE ambos sistemas no se complementaban entre si, ni eran
sustitutos uno de otro ya que el Sistema DICOSE es obligatorio para todos ios
productores, mientras los productores que participan del SNIG deben cumplir
también con DICOSE.

En resumen en el 2002 el MGAP a través del (SNIG) permitié consolidar y
optimizar el sistema de trazabilidad grupal e iniciar una fase piloto individual a
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través de caravanas electronicas; siendo uno de los primeros paises del mundo al
contar con esta tecnologia y acceder a mercados como la Unién Europea (Piperno
y Oliveira, 2005).

4.1.4.3 Trazabilidad electrénica en Uruguay

Actualmente en el Uruguay se esta desarrollando un sistema de trazabilidad
electronica en la cadena cérnica a partir de la ley 17997 aprobada el 2 de Agosto
de 2006.

En particular, el gobieno estd impulsando a través de esta ley el S.L.RA., cuya
finalidad es crear la trazabilidad de los productos de origen animal en el territorio
nacional.

Los cometidos del S.I.R.A. son:

- Asignacion de codigos a los dispositivos de identificacion individual oficial.

- Capacitacion en los procedimientos del sistema.

- Inspeccion del funcionamiento del sistema

- Control de calidad de los procedimientos.

- Control de calidad en campo de los dispositivos de identificacién individual
oficiales.

- Gestidn del registro de agentes habilitados.

- Gestion del registro de lectores autorizados para los servicios de lectura del
sistema.

- Gestion de la informacion y permisos para la generacion de reportes.

- Elaboracién de informes de situacion y una edicién anual de las caracteristicas
de la ganaderia en Uruguay

- Planificacién de su estructura.

Actuaimente se esta instrumentando:

- Por parte del S.LR.A. dentro del MGAP, la primera etapa, comprendida entre el
1° de septiembre del afio 2006 y el 30 de marzo del 2010, donde tendra lugar el
inicio de la segunda etapa. En esta etapa se determina la obligacién de identificar
a todo ternero nacido dentro del territorio nacional dentro de sus primeros seis
meses de vida, (Sienra, 2006)

- A partir de abril del 2010 comenzard la segunda etapa, la cual permitiria

consolidar el sistema de monitoreo en el cual a partir de esta fecha todos los
bovinos del pais deberan necesariamente estar identificados electrénicamente.

La trazabilidad individual en la cadena camica bovina se realiza en dos
fases:
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1.- El registro de los sucesos que van de desde el nacimiento del ternero
hasta el ingreso del animal al frigorifico que comprende el S.|.R.A.

2.- El registro de los sucesos que ocurren desde la faena del animal hasta la
obtencion del producto cémico a ser comercializado por el consumidor final esta
en fase de implementacioén. (Sienra, 2006).

4.2 TRAZABILIDAD POR DNA: MARCADORES MOLECULARES

La trazabilidad por DNA, se realiza mediante marcadores moleculares del
DNA, que se incluyen en los marcadores genéticos (MG).

Los marcadores genéticos son locus o alelos cuyo fenotipo proporciona
informacién acerca de un cromosoma o un segmento de un cromosoma durante el
analisis genético (Tamarin, 1996). El estudio y desarrolio de las técnicas utilizadas
para la detecciéon de dichos polimorfismos, han sido estandarizadas en diferentes
Laboratorios. Las mismas estan avaladas por la Sociedad Internacional de
Genética Animal (ISAG) mediante el test de Comparacién Internacional que
bianualmente se realiza entre todos los laboratorios que trabajan en dicha area y
que son sus miembros institucionales (Kelly, 2005).

Los MG utilizados con este fin han sido seleccionados en base a las
siguientes caracteristicas:

-estar controlados por mecanismos de herencia mendeliana simple,

-ser polimérficos,

-ser estables durante toda la vida del individuo,

-poder ser analizados por técnicas reproducibles, fiables y precisas,

-no estén ligados (Aranguren y col, 2005).

Los tipos de marcadores utilizados actualmente para la identificacion
individual son microsatélites.

Los alelos que controlan los microsatélites son codominantes y por lo tanto
se determina el genotipo de un individuo.

Un buen marcador molecular para estudios genéticos debe reunir una serie
de caracteristicas para maximizar su utilidad, entre ellas, debe tener una buena
distribucién a lo largo del genoma y alto grado de polimorfismo. La técnica para
analizar el marcador debe ser rapida, practica y debe repetirse con fiabilidad en
otros laboratorios (Aranguren y col, 2005).

Existen tres tipos de marcadores moleculares, los cuales se clasifican como:
marcadores tipo |, tipo 1l y tipo lil.
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4.21 Marcad Tipo |

Los marcadores del tipo | son los loci que codifican para genes muy conservados
en mamiferos, son poco polimorficos, la mayoria tienen dos alelos, son utilizados
para la construccidn de mapas comparativos entre especies relacionadas.

4.2.2 Marcadores Tipo Il

Se caracteriza por presentar loci altamente polimorficos, cuyas secuencias
no siempre estan conservadas entre las especies, denominados microsatélites
(MS) siendo dtiles ademds para mapeos genéticos pues estan dispersos en el
genoma. De acuerdo a su longitud se forman diferentes variantes (alelos) del MS
en una raza. Cada individuo va a heredar uno del padre y otro de la madre
(Bowling, 1994).

4.2.2.1 Estructura de los Microsatélites

Los MS son marcadores moleculares constituidos por DNA, que se
encuentran generaimente en regiones no codificantes del genoma y distribuidos
de forma aleatoria y uniforme. Son fragmentos cortos de nucleétidos repetidos,
cuya secuencia repetida, por ejemplo puede ser: TGTGTGTG.... que varian en su
longitud segun el nimero de repeticiones (TG). Son secuencias cortas (2 a 6 pb)
de DNA repetido (n veces) ordenados en tandem. Los MS mas frecuentes son los
dinucléotidos, como por ejemplo, TG repetidos (poli (TG)n donde n es el nimero de
repeticiones de dinucléotidos. Los MS seleccionados para ser usados como MG
generaimente tienen un n mayor de 10 pero menor de 30 ya que son los que
presentan un buen grado de polimorfismo y son estables (Aranguren y col, 2005;
Moxon y Willis, 1999). El polimorfismo se debe a la proclividad a equivocarse de
la enzima DNA polimerasa en la replicacion del DNA; la que comete un error:
desajuste por deslizamiento entre las secuencias complementarias, luego de la
separaciébn de las cadenas de la doble hélice, produciendo eventualmente
aumento o disminucién de las repeticiones. Este proceso se puede observar en
la figura IV (Moxon y Willis, 1999).

Las mutaciones ocurren como consecuencia de la disminuciéon 0 aumento
de repetidos durante la meiosis y su frecuencua es mucho mas alta que la tasa
normal, siendo, por generacion, de 102 a 10°°. Seguin Bowling y col. (1997), si la
tasa de mutacién es mayor de 10 no interferiria en su utilizacién como MG.
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El origen y funcién de los MS aln hoy se encuentra en discusion; se postula
que las secuencias repetidas cumplirian una funcién de regulacién génica, “sitios
calientes” de recombinacién por su alta tasa de mutacién, empaquetamiento y
condensaciéon del DNA en los cromosomas eucariéticos durante el ciclo celular o
quizas estan asociados con enfermedades (Aranguren y col, 2005).
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Figura IV:  Producciéon de polimorfismo de los MS mediante deslizamiento
de la polimerasa®.

4.2.2.2 Caracteristicas y funciones de los Microsatélites

Las principales caracteristicas de los MS son:

Ser controlados por mecanismos de herencia mendeliana simple,
ser polimérficos,

ser estables durante toda la vida del individuo,

ser analizados por técnicas reproducibles, fiables y precisas.

eO0ooo

Dado su elevado nivel de polimorfismo, resultan utiles para definir un Unico
genotipo multilocus, de particular interés en estudios donde se requiera una escala
muy fina de resolucién y exactitud. Otros tipos de marcadores presentan algunas

2 Fuente: Moxon y Willis 1999
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limitaciones, siendo especialmente estos estudios los referidos a: analisis de
paternidades, parentescos, asignacién de individuos a raza, planificacién de
apareamientos y otros aspectos de indole reproductiva (servicios muiltiples).
Debido a particulares ventajas, el uso de microsatélites ha tenido un gran impacto
en el estudio de la genética de animales y plantas, desde su descubrimiento en
1989. El andlisis de los alelos de microsatélites se detectan como fragmentos
especificos de DNA cuya medida de los alelos es en pares de bases (pb)
(Aranguren y col, 2005).

Debido a que los microsatélites estan distribuidos a lo largo de todo el
genoma en los eucariotas: con baja frecuencia en las regiones codificantes, en los
telémeros. En estas ultimas regiones se ha descrito asociada a enfermedades, sin
embargo, ain se desconoce el significado funcional de estas secuencias
(Aranguren y col, 2005). Otras de las funciones de los MS adjudicadas son las que
actuarian en los procesos de regulacién de la informacién genética.

Por su alto grado de variacién, se utiliza la tipificacion de DNA para
identificaciéon individual, control de parentesco y andlisis de poblaciones (Kelly y
Postiglioni, 2002).

Presentan como ventajas las siguientes:

-Presentar un alto grado de polimorfismo (varios alelos) que aumenta la exactitud
de la identificacién individual y el diagnéstico de paternidad;

-Ser muy frecuentes en el genoma (estiméndose entre 50 y 100.000) pudiéndose
ampliar el nimero de MS testados para la resolucién de casos complejos;

-Estar distribuidos por todo el genoma;
-Presentar herencia simple y ser estables durante toda la vida del individuo;

-Poder ser analizados por técnicas reproducibles, fiables, precisas y
automatizables mediante el secuenciador automatico;

-No estar limitados a muestras frescas, pudiéndose analizar con muy pequefa
cantidad de material biolédgico y de diversos origenes (foliculo piloso, sangre,
semen, musculo etc.) (Kelly y col, 2005).

Estas ventajas permiten que sean utilizarlos para:

- Detectar QTL (Loci de caracteristicas cuantitativas) y por lo tanto utilizarios
para la investigacién de caracteristicas de produccién (Seleccién asistida
por marcadores) de diversos rasgos de interés productivo (came, leche,
resistencia a enfermedades etc.), que estan determinados por varios genes;

- Realizar la identificacién de los animales a lo largo de toda la cadena
carnica (trazabilidad) y solucionar casos de abigeato;

- Determinar la paternidad en animales de pedigri y en la resolucién de casos
donde se realizan servicios muiltiples. Este diagnéstico corrobora los
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registros genealdgicos con gran exactitud y por ende es un aporte a la
exactitud de la seleccién fenotipica realizada por la genética cuantitativa.
- Estudios raciales.

Aparte de ser usados para los test de paternidad, los MS son muy dtiles
para el mapeo génico, siendo también una herramienta de eleccién para estudiar
su asociacién con enfermedades genéticas, mejorar las caracteristicas de
performance (seleccién asistida por marcadores genéticos: MAS) y la construccién
de arboles filogenéticos (Kelly y Postiglioni 2002).

Los MS son recomendados por la Sociedad Internacional de Genética
Animal (ISAG) para realizar la verificacion de parentesco e identificaciéon individual.
Por eso a partir del ultimo test de comparacién internacional (2001/2002) el ISAG
ha resuelto chequear las técnicas de tipificacién de DNA, enviando solamente
muestras de DNA para ser analizadas con una bateria de 9 MS obligatorios para
bovinos. Dado que otorga una mayor eficiencia en el diagnéstico de pateridad;
ademas de ser una técnica fiable obteniendo resultados reproducibles (Kelly y
Postiglioni 1997).

4.2.2.3 Métodos de anadlisis: PCR y Separacién de Fragmentos

Para efectuar estos estudios, ha sido de gran importancia el desarrollo de ia
técnica de la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) por Mullis y colaboradores
(1986), la cual es una reaccion enzimética catalizada por la DNA polimerasa, que
permite la amplificacion o reproduccién «in vitro» de grandes cantidades de una
region particular del DNA, a partir de una pequefia cantidad original de DNA
molde. Esta enzima requiere, para la sintesis iniciadores o «primers», cuyas
secuencias son complementarias a la de las regiones flanqueantes 5' y 3' del
segmento particular de DNA que es especifico del sitio que se quiere amplificar,
Segln Aranguren y col, (2005).

Como la técnica de separacion de fragmentos manual tenemos la
electroforesis, la cual previo una amplificacién del DNA mediante técnicas de PCR
se procede a la evaluacion en geles de poliacrilamida (corrida electroforética)
(Rincén, 1999). En el cual se observan bandas correspondiendo al tamario de los
fragmentos.

En cuanto a la otra forma de separacién automatica de fragmento se usa el
Secuenciador que nos permite identificar los alelos del genotipo. A continuacion se
describe brevemente el mecanismo de accidn de este equipo (ABI Prism™ 310,
2001).
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El software de analisis GeneScan® analiza datos brutos sin clasificar los
alelos, solo cuantifica los fragmentos de DNA y determinar su tamafo a través de
las comparaciones con un marcador molecular interno (ROX 350) que contienen
fragmentos de tamafio estandar. Tiene la capacidad de leer hasta cuatro colores a
la vez (tres fluorocromos marcadores de microsatélites y un marcador de peso
molecular) segun la matriz utilizada.

Los tubos con las amplificaciones de la muestra son puestos en una
bandeja del equipo (Fig. V) la cual contiene un orden especifico correspondiente a
una planilla generada por la computadora, que es la que permite el analisis
automatico al ingresarlo en un programa del equipo (GeneScan).

La electroforesis se efectua a través de un electrodo catodo con un capilar
el cual absorbe el DNA de la muestra amplificada mediante una inyeccion
electroforética, el electrodo anodo se encuentra sumergido en el otro extremo del
capilar en un buffer. La muestra es sometida a electroforesis en el capilar a través
de un polimetro y sometido a una corriente se mueve del catodo hacia el anodo).
Cuando los fragmentos DNA llegan a una ventana de vidrio donde un laser
estimula a los fluorocromos, emitiendo rayos UV que activan su fluorescencia, y es
registrado y colectado por una camara digital. El software interpreta el resuitado,
calculando el tamafio segun el marcador de peso molecular haciendo un calculo
semilogaritmico y cuantifica el tamafio de los fragmentos (ABI Prism™ 310, 2001).

sty
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FiguraV: Introduccion de muestras amplificadas en la placa del
Secuenciados (ABI Prism™ 310, 2001).°.

Esta tecnologia desarrollada presenta las siguientes ventajas con respecto
a los métodos tradicionales:

-permite procesar gran cantidad de muestras;

-los resultados son obtenidos con gran precision pues detecta diferencias
moleculares de un par de base y procesa los datos electrénicamente facilitando su
interpretacioén,;

-disminuye el costo del analisis al compararse con las técnicas tradicionales o de
tipificacion de MS manual, pues se analiza una bateria de MS simultdneamente
(multiplex) con una sola amplificacion y una sola técnica;

-mayor exactitud en la identificacién individual especiaimente en aquellas razas
que presenta una menor variabilidad genética que otras, pues al estar los
individuos de la poblacion muy emparentados entre si y compartir los mismos
genes se necesita una alta eficiencia de los MG para diferenciar individuos
(Bowling, 1994).

4.2.2.4 Aplicaciones de los microsatélites

En cuanto a las aplicaciones tenemos las del punto de vista practico y aquellas
con fines de investigaciéon, que se describen a continuacion.

4.2.2.4.1 Identificacion Individual y Pruebas de Paternidades

El principio de las pruebas de patermidad utilizando marcadores genéticos
consiste en la comparacion del genotipo y/o fenotipo de la descendencia con el de
sus progenitores. Como principio «mendeliano», uno de los alelos que presenta un
individuo proviene del padre y el ofro de la madre, estas pruebas tienen un
porcentaje de exactitud del 97-99% dependiendo de la raza (Bowling, 1994).

Para seleccionar los marcadores a utilizar, estos deberian reunir las
caracteristicas descritas anteriormente y presentar ademas: alta variabilidad,
herencia estable (baja tasa de mutacion), elevada reproductividad y precision, no
poseer alelos «nulos», ser un procedimiento facil, réapido, econdmico,
potencialmente automatizable, que la informacién del genotipo pueda ser
transferida rapidamente, que la fuente de DNA no esté limitada Gnicamente a
muestras sanguineas frescas ni a grandes cantidades de DNA y por ditimo,
presente una segregacion independiente con otros marcadores al ser combinados
en la prueba.

3 Fuente: Empresa PE Biosystems, Modelo AB! PRISM 310, 2001.Pe Corporacién Business Ca, USA
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Anteriormente para estos test se detectaban mediante prueba de exclusion
con grupos sanguineos y polimorfismos proteicos que tenian una probabilidad de
de exclusion del padre entre un 84% a un 94%, (Bowling, 1994). Estando limitadas
a muestras de sangre fresca, usar diversas técnicas para su determinacion y estar
limitados al no poder aumentar el nimero de MG para resolucion de casos
complejos.

4.2.2.4.2 Mapas Genéticos y Genomica Comparativa

Otra aplicacidén, de los microsatélites es la construcciébn de mapas de
ligamientos completos y detallados; asi como la identificacion de regiones
cromosOmicas con genes de interés denominados loci de caracteristicas
cuantitativas (QTL’s). Para ello se requiere, que los alelos se segreguen
independientemente y que ademas puedan ser monitoreados a través del pedigri.
Asi, un mapa genético minado de marcadores se convierte en una herramienta
muy util para identificar genes responsables de caracteres de interés. Se trata de
buscar asociacién (ligamiento) entre alelos con cualquiera de los marcadores que
segreguen en poblaciones que presentan dicho caracter productivo, para
identificar regiones del genoma donde es mas probable que se encuentre el gen
responsable de ese caracter (Aranguren y col, 2005). Actualmente existen
proyectos internacionales para elaborar mapas genéticos en las principales
especies domeésticas, los cuales describen varios marcadores de este tipo.

Los MS también se usan para mapeo comparativo mediante la técnica de
“silico mapp”: es un acercamiento al mapeo genético comparativo utilizando
programas informaticos y el banco de DNA genémico, sirve para incrementar el
namero de genes y la expresion de secuencias identificada secuencias de anclaje.
Se aplicaria para comparar regiones de las secuencias de los cebadores
(conservadas) de diferentes especies de mamiferos entre distintas especies
(Faber y Medrano, 2003)

4.2.2.4.3 Estudios de Genética Poblacional

Representa una de las areas en donde los microsatélites han sido mas
ampliamente utilizados, ya que nos permite estimar los niveles de variabilidad
genética dentro de las poblaciones y analizar las relaciones genéticas existentes
entre las mismas. Este tipo de estudio es de gran importancia para realizar
estimaciones de la diversidad genética y de la consanguinidad existente en
poblaciones de animales domésticos en peligro de extincién. Durante los ultimos
anos se han realizado muchos estudios que han utilizado los microsatélites para
analisis filogenéticos, concluyendo que, con un buen nimero de loci analizados y
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con apropiadas tasas de mutacién, los microsatélites pueden dar una buena
aproximacién de la filogenia (Aranguren y col, 2005).

4.2.2.4.4 Trazabilidad

Para apoyar el sistema de la trazabilidad de la came se podria realizar a
futuro en un porcentaje de la poblacién el anélisis de DNA que permitiria certificar
su origen hasta el consumidor, determinando puntos de riesgo especialmente
durante la pérdida de identificacibn de la caravana en el frigorifico y
posteriormente en los cortes (c6digos de barra). Esta técnica proporciona una gran
fiabilidad a lo largo de la cadena camica, garantizando el origen y procesos
ocurridos durante la obtencion del producto que se consume. La utilidad del
andlisis de DNA permitiria reafirmar los métodos de trazabilidad electrénica
utilizados en la produccién ganadera que se estan implementando en Uruguay
desde el 2004 y ser un certificado de origen de nuestras cames bovinas. (Ghirardi,
J. y col., 2007, Felmer. R. y col., 2006)

Ademas se podria extraccion de pelo del ternero al ser caravaneado y
guardado en un sobre por dos afios en una institucion estatal y cuando se detecte
algin evento sanitario o por solicitud del consumidor sea rastreada la muestra y
confirmada o no su identidad mediante el analisis de DNA. Lo que aportaria un
sistema que permitiria controlar fehacientemente el sistema de identificacion
electrénica, garantizando al consumidor el mantenimiento de la misma.

4.2.3 Marcadores Tipo lil

Dentro de esta clase tenemos los SNP (polimorfismos de nucleétidos
simple): Son marcadores que producen cambios en un nucleétido por otro en la
secuencia de DNA, o sea que seria la posicion de una base con secuencias
alternativas en el genoma de DNA. Se considera para que sea un SNP, que el
alelo menos frecuente deberia tener un frecuencia de 1% o mayor. La mayoria de
este tipo de polimorfismo presenta s6lo dos tipos de alelos (bialélica), y por ello
son referidas algunas veces como marcadores bialélicos. Presentan una
frecuencia baja de sustitucion estimandose entre 1x10° y 5x10° de nuclettidos
por afio en posicidn neutrales mamifero. La probabilidad de que dos bases
independientes cambien en una posicion simple es muy baja (Rincon, 2002).

La tendencia en la mutacion es la prevalecia de dos tipos de SNP. Los
mecanismos de mutacion tampoco resultan en transiciones: purina-purina (A-G) o
pirimidina- pirimidina (C-T) intercambiando: purina- pirimidina o pirimidina-purina.
Con la presencia solamente de dos alelos, la méaxima heterocigosidad esperada
para cada SNP es de solamente 50%, siendo por lo tanto menos informativo que
las regiones satélites de DNA (minisatélites y microsatélites), las cuales
generalmente presentan multiples alelos y sus valores de heterocigosis superan el
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70%. En forma general, para la construccion de mapas genéticos a partir de SNP
son requeridos hasta 3 veces mas marcadores comparativamente que con los MS
(Viginal y col., 2002).

Aunque muchos de los SNP's se localizan en regiones no codificantes, un
nimero importante de estas mutaciones que corresponden a sitios de genes
codificantes asociandose a enfermedades u otra expresién fenotipica. Su alta
frecuencia en el genoma y su baja tasa de mutacion, hacen que se constituyan
como elementos deseables para la construcciéon de mapas genéticos (Aranguren y
col, 2005).

El costo estimado del analisis de los microsatélites en bovinos en nuestro pais
a la escala que esta trabajando (100 a 300 muestras) es de 25 délares por lectura.
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§ MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIALES

Se utilizo una muestra constituida por 11 animales especie Bovino,
subespecie Bos taurus, raza Hereford cruza, categoria terneras, las mismas
pertenecen a un rodeo experimental de 40 terneras bolita que I.N.L.A. (Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria) pertenecientes a un convenio con la
C.N.F.R. (Comisién Nacional de Fomento Rural), estas terneras integraban otros
experimentos del instituto que financié la investigacion realizada.

Los animales se encontraban localizados en la estaciéon experimental de
ILN.LA. Las Brujas, Ruta 48 Km. 10 Departamento de Canelones, en cuyas
instalaciones se desarroll6 la fase de investigacion en su laboratorio biotecnologia.

En la estacidn experimental se identificO a todo el rodeo con doble
dispositivo (bolo intraruminal y caravana) la caravana electrénica en la oreja

derecha y una caravana visual con el nimero correspondiente al niGmero chip en
la oreja izquierda.

5.2 EXTRACCION DE MUESTRAS

A continuacién se detallan los protocolos utilizados para la extraccion de las
muestras:

- Extraccién de pelo:
El 9 de Marzo de 2005 se extrajo pelo con foliculo piloso, para ello se arrancod

el pelo del mechén de la cola y se guardaron en sobres de papel con la
identificacién correspondiente (protocolo 1).
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Protocolo 1: Extraccion de pelo en bovinos.
a) Se arranca varios pelos de la cola (20 a 30) lo mas limpios posibles y
observando que tengan foliculo piloso (bulbo).

b) No contaminar el foliculo piloso durante la manipulacion. No debe
estar contaminado con las manos, ni materias fecales.

¢) Colocar dentro de un sobre de papel, sellarlo y escribir el nombre del
animal, el RP o N° de caravana

d) Conservar a temperatura ambiente.

-Extraccion de musculo

Las muestras de musculo se obtuvieron en el frigorifico Solis en las fechas 23 de
septiembre y 13 de octubre donde se tomaron por cada media carcasa muestras
del musculo del cuello, luego de pasar la segunda balanza.

Protocolo 2: Extraccién de musculo en bovinos.

a) A cada media carcasa se le extrajo una muestra con un peso cercano
a 50 gramos.

b) Para la extraccién se utilizan guantes, tijera y pinza de diseccion.

c) Entre muestras al instrumental se le efectia en enjuague en una
solucién con hipoclorito de sodio al 5%, evitando la contaminacion
entre muestras.

d) Las muestras extraidas son colocadas en una bolsita de nylon
identificado las mismas con el numero ordinal de faena y el
correspondiente del chip. Utilizando los colores negro o rojo
correspondiendo a cada media carcaza.

e) Dichas muestras fueron refrigeradas a 5° C (Celsius) hasta su analisis
y luego congeladas.
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§.3 METODOS DE ANALISIS DE LABORATORIO

Los anélisis de laboratorio se realizaron en la Unidad de Biotecnologia del
.LN.LA. Las Brujas Ruta 48 Km. 10.

5.3.1 Extraccién de DNA

Una vez ingresado las muestras al laboratorio se registraron asignandole el
namero del laboratorio que es correlativo al ingreso de muestras, como ejemplo
1/06 corresponderia a la primera muestra ingresada en el aiio 2006. Este N° es el
que se utiliza dentro del mismo hasta el momento de ia emisiéon de los resultados.
Se lleva doble registro en cuaderno de entrada y en archivos Excel donde esta la
ubicacién de la muestra conservada.

A continuacion se detallan los protocolos utilizados para la extraccion de
DNA de pelo y musculo.

Protocolo 3: extraccién de DNA a partir de foliculos pilosos.

a) Se tomaron con pinza entre 5 a 8 pelos con bulbo piloso, dependiendo del
tamafio de los mismos.

b) Se cortaron los pelos préximos al bulbo, descartando el resto del pelo.
Tanto la pinza como la tijera se limpian entre muestras con hipoclorito de
Na al 5%.

¢) Estos se colocaron en tubos eppendorf de 0,5 ml rotulados con el nimero
de laboratorio.

d) Se colocaron 100 pl de Buffer de lisis de pelo; Formado por: Buffer Stock
(Tween 20, Buffer 10 x de PCR (sin magnesio), MgCl> 25mM agua MQ
hasta completar 50ml) y 0,5 pl de proteinasa K Fermentas® (20mg/ml) se
le afiade antes de su uso.

e) Incubar los buibos a 60 °C durante 45 minutos y desnaturalizar la
proteinasa K a 95° C. por 45 minutos, en Termociclador (Marca Techne,
modelo Genius, procedencia Inglaterra).

f) Usar 2 a 4 yl de muestra de DNA de pelo para la reacciéon de PCR.

g) Almacenar en refrigerador a 4° C.
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Protocolo 4: Extraccion de DNA de musculo
a) Se pesan 300 mg de musculo en balanza.

b) Mezclar la muestra de musculo en 5 ml de Buffer de lisis (Tris 50nM,
pH 8, EDTA 20nM, 5% SDS) y Proteinasa K (20 mg/ml), a 37 °C toda
la noche agitando gentilmente incubandolo en una estufa (marca
Hybair, modelo Mini oven, USA.).

c) Extraer 500 ul del lisado y realizar la extraccion con 250 ul de
fenocloroformo isoamilico. Agitar y extraer el sobrenadante (sin
centrifugar) a otro tubo.

d) Precipitar el DNA genémico con 50 ul de NaCl. 2 M y 900 ul de etanol
absoluto.

e) Centrifugar a 13000 RPM por 10 minutos, tirar el sobrenadante sin que
caiga el pellet. Centrifuga (marca Heraeus, modelo Biofuge pico).

f) Lavar el pellet de DNA con 500 ul de etanol 70%. Dejar escurriendo el
alcohol por 10 minutos.

g) Resuspender el pellet en 50 ul de agua de MQ (ultra pura) y 2 ul de
RNasa (10 mg/mi), dejar toda la noche el pellet para su disolucion y
para que actue la enzima y elimine los RNAm de las proteinas del
musculo.

h) Evaluar el DNA en gel de azarosa y/o espectofotometro.

30



A0
/@/

;

2of
2 Evaluacién del DNA &‘ |

La valoracion del DNA se efectu6 mediante una corrida electroforética én
de agarosa.

Protocolo 6: Evaluacién de DNA gendmico (ailto peso molecular).

a) Se disuelve 0,8 gr de agarosa (Sigma A9539, ICN 00668) en Buffer TAE
1X hasta completar los 100 ml buffer (500 mi de agua destilada y 10 ml de
Buffer 50X). Preparacion del Tae 50X: TRIS base 242gr, Acido Acético
Glacial 57,1ml, EDTA 0.5M (pH 8.0) 100ml y H2O destilada hasta
completar 1000 mi.

b) Calentar y agitar hasta que la agarosa se disuelva bien en un microonda.

c) Una vez tibio volcar la soluciéon en el molde de la cuba de electroforesis
con los peines, verificando que no queden burbujas.

d) Se deja enfriar, se quitan los peines y se introduce en el molde de la cuba
de electroforesis (Marca CosmoBio Co. Ltd, modelo i-Mupid.j, origen
Japén), sumergiéndolo en el buffer TAE 1x.

e) Luego se le coloca 2 pl de muestras de DNA en cada pocillo con buffer de
carga 6x (0,25% bromophenol blue, 0,25% xylene cyanol FF y 40%
sucrose en agua).

f) En el ultimo pocillo la muestra control de DNA (50ngr/ul). Esta muestra
nos permite determinar si es DNA de alto peso molecular, la
concentracion y las condiciones.

g) Se corre a 100 volt durante 20 min.

h) Se tifie el gel sumergiéndolo en buffer TAE 1x con bromuro de etidio
durante 15 a 20 min.

i) Se lee a través un transiluminador (marca Dinco & Rhenium, modelo
Transilumineitor, USA) y se le toma una foto.
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§.3.3 Amplificacién del DNA

Se realiza un multiplex que es la amplificacién simuitanea de los 9
microsatélites (STR), el mismo es un kit de desarrolio nacional realizado en el INIA
(KIT-INIA) (Kelly y col. 2005), cuyo disefio experimental se realizara transferencia
tecnoldgica a empresas.
Basicamente el protocolo esta constituido con fos 9 MS bovinos que son
obligatorios segun las normas de la Sociedad Internacional de Genética Animal
(ISAG), cada uno marcado con un fluorocromo: FAM de color azul que se utiliza
para los siguientes: TGLA227; BM2113; ETH10; SPS115. El fluorocromo HEX
(verde), en los siguientes microsatélites: TGLA126; TGLA122; INRA023. Por
ultimo es TAMRA de color amarillo para los microsatélites ETH225; BM1824.

Los cebadores (primers) se observan en el cuadro |

Cuadro l.- Cebadores: Forward (F), Reverse (R) de los 9 MS bovinos del Kit-

INIA de la Unidad de Biotecnologia.

MS__| Cebadores” Cita Bibliogréfica
f FORWARD REVERSE
BM7824__| GAG CAA GGT GTT TTT CCAATC | CAT TCT CCA ACT GCT TCC T1G Bishop y col. 1994
BM2113__ | GCT GCC TTC TAC CAAATACCC | CTT CCT GAG AGA AGC AAC ACC___| Sunden y col. 1993
WRAO23 | GAGTAGAGCTACAAGATARACTTC | TAACTACAGGGT GTT AGA TGAACT | Vaiman D. y col. 1994 |
c
(ETH10 | GTTCAGGACTGG GCC TGC TAAGA | CCT GCA GCC GAC TTT CTC TTC TC | Sofinas Toldo. col.
1993
[ETH226__| GAT CAC CTT GCC ACTATT TCCT__| ACA TGA CAG CCA GCT GCTACT ___| Steflen y col.1993
[SPS115 | APA GTG ACA CAA CAG AACGAGIGTCCTAGTTIGGCTGIG  [ISAG
CTTCTCCAG _
TGLAT22 | CCC TCC 1CC AGG TAAATC AGC | AAT CAC ATG GCA AAT AAG TAC ATA | Kappes y col. 1997
[TGLA126 | GTA ATT TAG AAT GAG AGA TTGGTCTCIATICTGTGAATATTCC  |ISAG
GGCTTCT
[TGLA227 | CGAATICCAAATCTGTTAATTTGCT | ACA GAC AGAAAC TCAATG AAA | Kappes y col. 1997
GCA

*A: Adinina, C: Citosina, G: Guanina, T: Timina.

La amplificacién en muitiplex con 9 MS obligatorios por el ISAG del KIT-INIA se

describe e

n el protocolo N° 7
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Protocolo 7: Amplificacién del DNA por PCR-multiplex

a) Se realiza un mdltiplex con el Kit-INIA constituido basicamente por un
MIX de PCR con:

-Cloruro de Magnesio

-dNTP’s (Fermentas®)

-Buffer 10X (Fermentas®)

-Dieciocho cebadores (forward y reverse) de los 9 microsatélite (tabla II)

marcados con fluorocromo (Alfa-DNA®)

-HotStar DNA polimerasa (Fermentas®)

-Agua MQ (ultra pura).

b) Se rotulan tubos eppendorf de 200 pl con el N° de analisis.

Se de adiciona 13 pl del Mix de PCR a cada tubo rotulado y luego 2 ul de
DNA de pelo o musculo. Obteniéndose un volumen final de 15 yl total en
cada tubo.

c) Se centrifugan 10 y se colocan en un Termociclador (marca Techne,
Modelo genius, procedencia Inglaterra)

d) Se programan los ciclos para la técnica de PCR para amplificacién de
DNA bovino, la cual sigue los siguientes pasos:

1- Desnaturalizacion a 95° C durante 10 minutos;

2- 31 Ciclos de - Desnaturalizacién: 94° C por 45 segundos;
- Hibridacién de primers con el DNA blanco a 61° C
durante 45 segundos,
- Extension a 72° C por 60 segundos.

3- Una ultima etapa de extension de 72° C durante 60 minutos.

¢) Se aimacena a-20° C.

Luego de amplificadas las muestras se corren en el secuenciador automatico
ABI 310 (ver protocolo 8).
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Protocolo 8: Preparacién de muestras para el Secuenciador ABI 310
(Applied Biosystems, modelo 310 Genetic Analyzer, procedencia USA)

a) Calentar la placa del equipo a 60° C mientras se preparan las
muestras.

b) En tubos eppendorff de 200 pl se coloca 11.5 yl de formamida
ultrapura con 0.5 pl Gene Scan 500 ROX Size Standard (medidor de
peso molecular).

c) A la mezcla se le adiciona 1 ul del producto amplificado de cada
muestra a ser analizada, cuidando mantener el orden que se ingresé
en el Sample Sheet (programa del secuenciador) con ia ubicacion de
cada una de las mismas. A su vez se introduce una muestra control
de la ISAG para estandarizar la lectura en pares de bases.

d) Se inicia la corrida electroforética automatica ia cual se realiza a en
15 volt y a una temperatura de 55° C.

e) Verificar que efectivamente se este analizando los fragmentos por en
el programa GENSCAN del Secuenciador.
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5.4 METODO DE ANALISIS DE DATOS

5.4.1 Lectura de los datos del Secuenciador

Los valores recolectados por el GENSCAN durante la corrida de las
muestras en el secuenciador son llevados a otro programa Genotyper®3.7 (NT
Software, procedencia USA), donde se observan los electroferograma segun el
rango de pares de bases de los diferentes MS (cuadro ).

Cuadro Il.- MS que integran el KIT_INIA con su rango de peso molecular y

fluorocromo
MS Rango de peso molecular Fluorocromo
164-212
187-229
129-159
TGLA227 59-109 FAM
BM2113 110-140 FAM
ETH10 182-228 FAM
SPS115 229-259 FAM
TGLA126 99-125 HEX
TGLA122 129-187 HEX

En las figuras VII, VIll y IX se observa electroferogramas en el cual se
encuentra el pico correspondiente a los pares de bases del alelo de un
determinado MS de acuerdo al color y el largo de pares de bases.

En base al rango de variacibn que presenta cada microsatélite
{polimorfismo) es io que nos permite identificar a cada individuo con una certeza
cercana al 100% utilizando solamente 9 microsatélites.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO.

De acuerdo al protocolo presentado y aprobado por la Comisiéon de Tesis de
Grado, se proponia comparar ambas tipificaciones de DNA (pelo y musculo) de
cada animal y se calcularia el porcentaje de coincidencia entre si. Ademas se
compararia dicha identificacion con los otros identificadores electrénicos y numero
ordinal generado por el Frigorifico luego de la segunda balanza mediante el
método de Chi cuadrado de contingencia o el método de MODECOD (SAS).
Dichos métodos no han sido aplicar debido a los resultados obtenidos. En cambio
se evalud la eficiencia del Kit DNA como identificador individual de las muestras,
determinandose el grado de polimorfismo de los microsatélites obtenidos en el
presente ensayo obtenido mediante el indice de heterocogocidad en la poblacion
estudiada.
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El indice de heterocigocidad individual se corresponde con 1- ¥ (pi®). Siendo pi la
frecuencia génica.

indice de heterocigocidad global es el promedio del indice de heterocigocidad
individual de todos los MS. Es un indicador de indice de polimorfismo existente.
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6 RESULTADOS

A continuacién se presentan los geles con los resultados de la extraccion de DNA
de pelo (Fig. VI) y de musculo (Fig. VII).

Figura VI:  Corrida electroforética del DNA obtenido de pelo se indica con
la flecha roja, que sefala el DNA correspondiente a las terneras. Este DNA
resulté de bajo peso molecular por estar fragmentado. En cambio los
controles de DNA que fue extraido de sangre (en el pocillo 1 y 12) sefialados
con flechas azules son de mejor calidad al presentar alto peso molecular (sin
fragmentarse).

Como se observa el DNA de pelo es de menor calidad por su bajo peso
molecular y difuso lo que indica que esta degradado. En cambio los controles 1 v
12 tienen alto peso molecular y diferentes concentraciones. Sin embargo las
muestras de DNA de pelo amplificaron los 9 MS como se puede ver en el cuadro
lll'y en la figuras de los electroferogramas.

En la Fig. VII se muestra la corrida electroforética del DNA de musculo, en la
cual se aprecian las bandas en todos los carriles y ademas se visualizan las
bandas del marcador de peso molecular y la muestra control 4143. Se observa
que el musculo dic DNA de alto peso molecular come el control y de gran cantidad
dada la intensidad presentada.

En el cuadro lll se constata que amplificaron todas estas muestras de DNA, y
los electroferogramas.
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Figura VII: Corrida electroforética del DNA de musculo de las siguientes muestras:
Control de DNA 4143, A6, B6, A9, B9, A12, A16, B16, A17, B17, A166, A167, A168, A169,
A170 y el marcador de peso molecular FastRullerTM DNA Ladder, Midele Range, dando la
primer banda a los 5000 pares de bases (de izquierda a derecha respectivamente). Los
resultados obtenidos han sido leidos teniendo como muestra de referencia la muestra 4143
la cual ha sido testada para el test de comparacién internacional ( 1.S.A.G.).

Para la identificacién de los fragmentos de las muestras amplificadas por

PCR fueron analizadas en un secuenciador y posteriormente los datos
recolectados durante la corrida por el programa GENESCAN® y analizados por el
programa Genotyper® cuya interpretacién se grafica como electrofenogramas
(Fig. VI, IX y X). Con el multiplex del INIA se observaron los 9 microsatélites
amplificados para cada animal a partir de las muestras de DNA, los resultados en
pares de bases se exponen en el cuadro |l
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Figura VIlI: Electrofenograma de los microsatélites TGLA126, TGLA122 e INRA023,
para las siguientes muestras de arriba abajo: 4143 que es un control testado por la .S.A.G.,
muestra 4299 de pelo y de sus respectivas carcazas 5 A, 5 B correspondientes los alelos
(picos) al mismo animal.
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Figura IX: Electrofenogramas azules con los alelos (pares de base) de los MS: TGLA
227, BM 2113, ETH 10 y SPS 115, pertenecientes a la muestra 4143, 4249 y sus respectivas
carcazas 5ay 5b.
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Figura X: Electrofenogramas de los microsatélites amarillos, con los alelos (pares de
base) de los MS: ETH 225 y BM 1824, pertenecientes a la muestra 4143, 4299 y sus
respectivas carcasas 5A y 5B.
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En el cuadro il se resumen todas las muestras testadas para los MS y su

interpretaciéon en peso molecular.

Cuadro lll: Se muestran los 11 genotipos de DNA para 9 microsatélites en pares
de base, pertenecientes a las diferentes muestras: pelo y media carcasa (Ay B) y
su correspondencia con un mismo chip y N° ordinal.

N. Fecha N TOLA | BM SPS [ TGLA [ TOLA | INRA | ETH | BM
Lgmg_m Faena  ordinal Muestra| 227 | 2113 [ETH10| 118 | 128 | 122 23 225 | 1824
$143 CONTROL 9397 [ 133137 219 | 248 | 115121 |144/151| 208 | 144/152 | 1801190
4179 6 131005 28631149 pelo | 81 141 2177221 | 2487260 [ 1171121 143 | 214 | 146/150 | 178180

muscA | 81 141 (2177221 | 248260 | 1177121 143 | 214 | 146/150 | 178/180
muscB | 81 141 | 217/221 | 248/260 | 117121 | 143 | 214 | 146/150 | 178/180
4185 166 23/9/05 26572104 pelo | 91/93 [133/139| 221 252 | 117 | 169 |206/214| 148 182
muscA | 91783 | 1331139 221 | 252 | 117 | 169 |206214| 148 182
musc8 | 9183 (1331139 | 221 | 252 | 117 | 169 [206214| 148 182
4189 16 131005 28631150 pelo | 81/91 (1371139 | 217 (2567260 121 |[141/183| 214 | 1401146 | 178
muscA | 81/91 [137/139| 217 |256/260| 121 (1417183 | 214 | 140/146| 178
muscB | 81/91 |137/139 | 217 | 256/260| 121 | 141/183| 214 | 140/146 | 178
4280 170 23/9/05 26572108 pelo | 81/91 | 133/135 [ 2177221 [ 252260 | 115 | 1431147 | 208214 | 1401150 | 178/182
muscA | 8191 (133135 (2177221 [ 2521260 | 115 | 143/147 | 208/214 | 140/150 | 178/182
musc,B | 81/91 | 133/135 | 217/221 | 252/260 | 115 | 143/147 | 208/214 | 140150 | 178/182
4281 9 13/10/05 28631145 pelo | 89 |135M41]219/221| 248 | 1171123 | 141/143 | 208/214 | 144/148 | 182/188
muscA | 89 | 135141 |219/221| 248 | 1171123 | 141/143 | 208/214 | 144/148 | 1827188
. muscB | 89 |135141 (210221 | 248 | 1171123 | 1411143 | 2087214 | 144/148 | 182/188
4283 167 1310/05 28631147 pelo | 81/87 | 133 2177221 | 248/256 | 115/117 | 1411169 | 214 | 140/150 | 182/190
muscA | 81/87 | 133 |217/221 | 248256 | 115/117 | 1411169 | 214 | 140/150 | 182/190
musc,B | 81/87 | 133 | 217/221 | 248/256 | 115/117 | 1411169 | 214 | 140/150 | 182/190
4267 168  23/9/05 26572110 pelo | 81/89 | 133137 | 221 | 248284 | 115/117 | 143/169 | 214 140 182
muscA | 81789 | 133137 | 221 |248/254 | 115117 | 1431169 | 214 140 182
musc,B | 81/89 | 133137 | 221 | 248/254 [ 115/117 | 1431169 | 214 140 182
4288 169 23/9/05 26572112 pelo | 93 [137/139 |21/221 | 248/260 | 117 | 143 |206/208 | 146/148 | 178/162
muscA | 93 |137/139 | 210/221 | 248/260 | 117 | 143 | 206/208 | 146/148 | 178/182
muscB | 93 |137/139 |219/221 (248260 ] 117 | 143 | 206/208 | 148/148 | 1781182
4289 17 13/10/05 2863144 pelo | 89 |125/139 |217/221| 260 | 115117 | 1411143 | 2021214 | 140/148 | 178/182
muscA | 89 (125/38 |217/221( 260 | 115/117 | 141/143 | 2021214 | 140/148 | 178/182
musc,B | 89 [125/139 |217/221| 260 | 115/117 | 141/143 | 202/214 | 140/148 | 178/182
4201 12 23/9/05 26572108 pelo | 81/91 | 133 |217/221| 248 | 1151211611169 214 | 140/150 | 182/188
muscA | 8191 | 133 |2172221| 248 | 1151211811189 214 | 1401150 | 1821188
muscB | 8191 | 133 (217221 | 248 | 115121161169 [ 214 | 140/150 | 1821188
4209 5  23/8/05 26572106 pelo | 8191 | 133141 (2177219 260 | 115 (151161 206 | 140/148 | 178
muscA | 81/91 133141 (217219 260 | 115 |[151/161| 206 | 140/148 | 178
musc,B | 81/01 {13341 217219 | 260 | 115 | 151M61| 208 | 140148 | 178

-N°. Laboratorio: numero de laboratorio.

-N° ordinal: nimero ordinal de faena.
-Musc, A: muestra de tejido muscular de una media carcaza.
-Musc, B muestra de tejido muscular de la otra media carcaza.
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Frecuencia génica

El estudio estadistico para determinar el grado de polimorfismo existente en cada
MS y en la totalidad de los 9 para éste ensayo se calculé segin la cantidad de
alelos que presentaban, su frecuencia génica y el indice de heterocigocidad (IH).

Siendo la frecuencia génica igual al nimero de alelos diferentes para dicho MS

sobre el total de alelos de la muestra siendo 22 alelos para cada MS.

Cuadro V. alelos, numero de alelos, frecuencias génicas e indice de

heterocigocidad para los diferentes MS.

[TGLA227 |
JAlelos n° alelos Frgénica IHET
81 8 0,3636 0,1322
85 1 0,0455 0,0021
89 5 0,2273 0,0517
91 5 0,2273 0,0517
93 3 0,1364 0,0186
5 alelos 22 1,0000 0,2562
0,7438
n° alelos Frgénica IHET
8 0,3636 0,1322
3 0,1364 0,0186
221 11 0,5000 0,2500
3 alelos 22 1,0000 0,4008
0,5992
TGLA 126
Alelos n° alelos Frgénica IHET
115 8 0,3636 0,1322
117 9 0,4091 0,16874
121 4 0,1818 0,0331
123 1 0,0455 0,0021
4 alelos 22 1,0000 0,3347
0,6653

-n° alelos: numero de alelos
-Fr génica: frecuencia génica
-IHET: frecuencia génica al cuadrado.

[(BM2113 ]

Alelos n®alelos Frgénica |HET
125 1 0,0456  0,0021
133 8 0,3636 0,1322
135 2 0,0009 0,0083
137 3 0,1364 0,0186
139 4 0,1818  0,0331
141 4 0,1818 0,0331

6 alelos 22 08182 0,2273
0,7727
[8P8 116]

Alelos n° alelos Frgénica IHET
248 8 0,3636 0,1322
252 3 0,1364 0,0186
254 1 0,0455 0,0021
256 2 0,0808 0,0083
260 8 0,3636 0,1322

§ alelos 22 1,0000 0,29339
0,7066

TGLA 127

Alelos n° alelos Frgénica |HET
141 4 0,1818 0,0331
143 8 0,3636 0,1322
147 1 0,0455 0,0021
151 1 0,0455 0,0021
161 2 0,0008 0,0083
169 5 0,2273 0,0517
183 1 0,0455 0,0021

7 alelos 22 1,0000 0,2314
0,7686
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Cuadro V: alelos, numero de alelos, frecuencias génicas e indice de
heterocigocidad para los diferentes MS (continuacion)

[ INRA 23 | [ETH 225 ] '

Alelos n° alelos Frgénica IHET Alelos n°alelos Frgénica IHET
202 1 0,0455 0,0021 140 8 0,3636 0,1322
206 4 01818 10,0331 144 1 0,0455  0,0021
208 3 01384 00186 146 3 01364 00186
214 14 06364 0,4050 148 6 0,2727 0,0744

4alelos 22 1,0000 0,4587 150 4 0,1818  0,0331
0,5413 5 alelos 22 1,0000 0,2603
0,7397

[ BMm 1824

Alelos n°® alelos Frgénica IHET
178 8 0,3636 0,1322
180 1 0,0455 0,0021
182 10 0,4545 0,2066
188 2 0,0909 0,0083
190 1 0,0455 0,0021

5 alelos 22 1,0000 10,3512
0,6488

-n° alelos: numero de alelos
-Fr génica: frecuencia génica
-IHET: frecuencia génica al cuadrado.

El indice de heterocigocidad individual (presentado en color rojo) se corresponde
con 1- ¥ (pi?). Siendo pi la frecuencia génica se representa en los cuadros IVy V.

indice de heterocigocidad global es el promedio del indice de heterocigocidad
individual de todos los MS. Es un indicador de indice de polimorfismo existente.

INDICE DE He global
0,6873
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7 DISCUSION

En los resultados obtenidos representados en el cuadro 1li, permiiic
observar que la identidad para cada animal es tnica, con la utilizaciéon de ©
microsatélites por animal teniendo en cuenta que los genotipos de estos
microsatélites no fueron compartidos por ningun individuo. Lo que indica en éste
caso un 100% de identidad de los 11 animales del estudio con la aplicacion del
KIT INIA para tipificacion de DNA bovino.

Por otro lado se verificod una total coincidencia de los genotipos entre las

tres muestras analizadas para cada animal, la de origen (pelo) y las de tejidos
musculares (A y B) por lo tanto se asume que pertenecen a un mismo animal, no
habiendo pérdida de la identidad en- las etapas analizadas. Estas corresponden
desde el, engorde, transporte y faena, corroborandose en ambos resultados; el de
la identificacion electronica aplicada a estos animales con la de DNA.
Teniendo en cuenta el precio de la ¢aravana en el marcado actual (2US$) y la de
los tres analisis de DNA (75U$S), a pesar de ser ésta ditima una técnica costosa,
estos resultados demuestran que presentan una alta exactitud para demostrar la
identidad de cada animal, partiendo de diferentes tipos de muestras que
contengan DNA (pelo, musculo, etc.). Lo que permite detectar cualquier tipo de
cambio en la individualizacion durante el transporte hasta la faena. Este dato se
.confirma con el IH global bastante elevado de 70% (0,6873) que presenta esta
muestra utilizando el Kit de DNA con 9 MS muy polimérficos (rango de 0,773 para
BM2113 y el mas bajo de 0,541 para INRA23). Por lo cual se puede considerar
una herramienta de identificacién confiable, inalterable y capaz de rastrear la
procedencia de la came, mediante identidad en cualquier etapa de la cadena
carnica. A pesar de que no fueron evaluadas las otras etapas como: el
procesamiento de los cortes dentro del frigorifico y posterior traslado a los
diferentes centros de venta y/o exportacion, que son las que presentan mas
riesgos. En este caso su aplicacion serviria para detectar posibles efrores en esos
puntos de riesgo y permitiria auditar eualquier caso particular donde se requiera
verificar el sistema de trazabilidad. Este costo podria verse disminuido aplicandose
la tipificacién de DNA sobre un porcentaje reducido de los animales, incluidos en
el sistema de trazabilidad. Por otro lado al disponer de una herramienta de control
y verificacion para los otros métodos de trazabilidad que se usan en.la produccién
ganadera, contribuirian a la certificacion de origen de ‘nuestra came. Como
consecuencia se podria percibir mayor valor de nuestra came, considerando !a
importancia en nuestro pais de la exportacion de came (73% del total faenado,
Jiménez de Aréchaga y col, 2007) y que actualmente los mercados importadores
aumentan en cantidad, asi como en la demanda de came de gran calidad,
especialmente por aquellos paises con mayores exigencias y poder adquisitivo.



Esta tecnologia ya se estd aplicando en aigunos paises de mundo como
ejemplo Japén que lo utiliza como método para el consumo interno (Chavez y col.
2005). ‘

Si se considera que existe una demanda creciente en el mercado mundial
por carnes naturales y con garantias de origen e inocuas, se puede esperar que
Uruguay adoptando estos sistemas de trazabilidad (electronica y auditoria con
DNA) permitia asegurar dichas condiciones y se mejoraria su posicionamiento en
mercado exportador de carnes.

Otra ventaja que presenta esta técnica dada su especificidad es que
permitiria detectar la especie animal a la cual pertenece la came a analizar;
pudiendo ser una herramienta de utilidad en casos de fraude en la
comercializacién de la carne, ofreciéndose como mecanismo de control.
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8 CONCLUSION

Se concluye que:

- La tipificacién de DNA bovino seria una tecnologia adecuada para avalar
la identificacién que se realiza por medio electrébnico dentro del programa de
trazabilidad, existiendo en este caso una total coincidencia entre ambos sistemas
de identificacién.

- Esta técnica debido a su alta eficiencia podria verificar el buen
funcionamiento de la identificacién electronica analizando solo a un porcentaje del
total de individuos, desde el inicio de la cadena (pelo al momento de colocar el
chip) hasta el producto final (carne de consumo), como forma de asegurar el
cumplimiento de las reglamentaciones referente a la trazabilidad electrénica,
podria ser utilizada para su fiscalizacion, debido a su alta especificidad a
consecuencia del gran polimorfismo existente dentro de cada microsatélite.

- Los sistemas de identificaciéon mediante DNA tiene como ventaja de que
no es necesario fijar una marca al animal solo requiere la extraccion de muestra
con DNA la cual debe ser almacenada durante la vida del animal y los productos
derivados del mismo. Por otro lado se mantiene constante durante la vida animal
hasta los productos (carne) no pudiendo ser removidos ni aiterados y logrando ser
analizado sin una previa identificacion sobre el producto en cualquier etapa de la
cadena.

45



9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- ABl PRIM 310 Genetic Analyzer. (2001). Manual de Usuario. Foster city, USA.
Disponible en www.appliedbiosystems.com (20/8/2006).

2- Adib P., (2005) Trazabilidad en la cadena carnica y en el comercio
internacional. En Trazabilidad y diferenciacién de calidad de procesos y productos
agroalimentarios en el MERCOSUR: Cadena Céarnica Bovina. 1. 18 p.

3- Aranguren J., Roman R., Isea W., Villasmil Y., Jordana J., (2005) Los
microsatélites (STR's), marcadores moleculares de DNA por excelencia para
programas de conservacion: una revisidn. Archivos Latinoamericanos de
Produccién Animal; 13: 30-42.

4- Arias F. (2005). La trazabilidad del ganado. Curso: “Trazabilidad vy
diferenciacion de calidad de procesos y productos agroalimentarios en el
MERCOSUR”. Montevideo, Uruguay. ed Facultad Veterinaria. en CD ROM.

5- Bianco M. y Chiappe M. (2005). Estado actual de los sistemas de trazabilidad
para los bovinos de carne. En Trazabilidad y diferenciacién de calidad de procesos
y productos agroalimentarios en el MERCOSUR: Cadena Carnica Bovina.
Montevideo. 1. 34-48.

6- Bishop M., Kappes S., Keele J., Stone R., Sunden S., Hawkins G., Solinas S.,
Fries R., Grosz M., Yoo J., Beattie C. (1994). A genetic linkage map for cattle.
Genetic. 136: 619.

7- Bowling A. (1994). Population genetics of Basin feral horses. Animal Genetics
25 (1): 67-74.

8- Bowling A. (1996). Parentage testing of horses. Horse’s genetics. Ed CAB
INTERNATIONAL. Cambridge. 82-96.

9- Bowling A., Eggleson-Stott M., Byrns G., Clark R., Dileanis S., Wictum E.,
(1997). Validation of microsatéllites markers for routine horse parentage testing.
Animal Genetics 28: 247-252.

10- CURSO INTERNACIONAL DE ALTA ESPECIALIZACION. CD: Trazabilidad y
diferenciaciébn de calidad de procesos y productos agroalimentarios en el
MERCOSUR: Cadena Cérnica Bovina. Montevideo, 4-13 de julio 2005. Organiza:
Asociacion de Universidades Grupo Montevideo, AUGM. Embajada de Francia en
Uruguay — PREMER (Programme Regional pour les pays du Mercosur et le Chili).
Programa Cooperativo para el Desarrollo Tecnolégico Agroalimentario y

46



Agroindustrial del Cono Sur - PROCISUR- e Instituto Interamericano de
Cooperacién para la Agricultura —lICA-, Uruguay.

11- Camara de Representantes ROU. (2006) Ley N° 17.997 de fecha 2 de agosto
2006 del Sistema de Identificacion y Registro Animal. CAmara de representantes.
Disponible en www.presidencia.gub.uy/decretos/2004041502.htm (21/10/2007).

12- Chavez R., Feimer R., Floody H., Catrileo A., Sagredo R., Iraira S., Foich C.,
(2005). Implementaciéon de un sistema de trazabilidad molecular de la carne
bovina: seleccion de la muestra bioldgica definitiva y evaluacién practica en una
planta de procesamiento de carne. En: XXX Reunién Anual de SOCHIPA,
Temuco, Chile. Libro de resumenes, Pp 37-38.

13- Crescionini E., Iribarne G. (2006) Capacidad de lectura de tres métodos de
identificacién animal y presentacién para gestién de la informacioén productiva. Ed
Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica, Montevideo. 86p.

14- D.ILE.A. www.mgap.gub.uy/diea/Anuario2007/pages/a-indice.html
(21/10/2007).

15- Duran H. (2003). Informe: Los pasos hacia la identificacién individual oficial en
Uruguay. Revista: Revista del Plan Agropecuario 108, 24-26.

16- Faber C., Medrano J. (2003). Putative in silico mapping of DNA sequence to
livestock genome maps using SSLP flanking sequences. Animal Genetics. 34: 11-
18.

17- Felmer R., Chavez R., Catrileo A., Rojas C., (2006). Tecnologias actuales y
emergentes para la identificacion animal y su aplicaciéon en la trazabilidad animal.
Arch. Med. Vet. 38, 3, 197-206.

18- Fonseca D. (2005). El cencerro digital. En América Econdmica; 295: 34-35.

19- Garin D. (2002). Desarrollo de bolos ruminales para la identificacién
electrénica de corderos y efectos de su utilizacién. Barcelona. Departament de
Ciencia Animal i dels aliments Universitat Autbnoma de Barcelona. 139 p.

20- Garrido S. (2006). Trazabilidad de carnes: sistemas, coyuntura y futuro.
Disponible en
http://produccionovina.com.ar/produccion_organica_y_trazabilidad/31-

trazabilidad comparada.htm (15/3/2007).

21- Ghirardi J., Caja G., Hernandez-Jover M., Sanchez A. (2007) Trazabilidad de
bovinos y su carne mediante un sistema basado en el uso de la identificacion
electronica y los marcadores moleculares_http://www.aida-

47



itea.org/jornada38/genetical/trazabilidad y genetica _de poblaciones/tgp2 ghirardi
.pdf (15/04/2008).

22- Green R, (2007). La exigencia de la trazabilidad en los diferentes paises del
mundo. Trazabilidad de carnes en el mercado mundial. En PROCISUR. Ed Urbana
Impresos. Montevideo. pp 7-47.

23- LN.A.C. www.inac.gub.uy/. (20/8/2006).

24- 1.S.A.G. www.isag.org.uk. (20/8/2006).

25- Jiménez de Arechaga M., Ponce J., Ponce R. (2007). Informe: La carne que
vigja. Revista El Pais agropecuario; 142: 12-14.

26- Kappes S.M., Keele, JW., Stone RT., Mcgraw RA., Sonstegard TS., Smith
TPL., Lépez-Corrales NL., Beattie CW. (1997). A second-generation linkage map
of the bovine genome. Genome Research; 7: 235.

27- Kelly L, Pedemonte A, Solares E, Cardozo O, Aguerre V, Capdeville F. (2006).
Verificacion mediante analisis de DNA de la trazabilidad electrénica de carne
bovina desde su establecimiento a la faena. En Jornadas de buiatria. XXXIV,
Paysandu, Uruguay. 34: 192-194.

28- Kelly L, Solares E, Cardozo O, Aguerre V, Capdeville F. (2005) Avances de la
tipificacion de DNA bovino en una poblacién cruza de Hereford del Uruguay. En
Jornadas de buiatria. XXXIll, Paysandu, Uruguay. 33: 216-218.

29- Kelly L., Postiglioni A., (2002). Avances de la tipificacion de DNA bovino en
una poblacion cruza de Hereford del Uruguay. En Jornadas de buiatria XXXIII. 9-
11 de junio 2005, Paysandu, Uruguay. 33: 40- 44.

30- Kelly L., Postiglioni A. (1997). Marcadores Genéticos en equinos: |-
Actualizacion de metodologias. Facultad de Veterinaria (Montevideo).
Julio/Septiembre 1997. Vol. 33. (N° 135): 10 - 12.

31- Magallanes J.2008. Trazabilidad: prioridad nacional
http://www.presidencia.gub.uy/_web/noticias/2008/03/2008032701.htm(20/8/2006).

32- Moxon R., Willis Ch. (1999). Microsatélites de ADN. Cientific American; 208:
68 - 74.

33- Mullis K., Faloona F., Scharf S., Saika R., Horn G., Erlich H. (1986). Specific

enzymatic amplification of DNA in vitro: the polymerase chain reaction. Cold Spring
Harb. Symp. Quant Biol 51, 263-273.

48



34- Peyrou J., (2007). Comportamiento del sector carne vacuna en 2007 vy
perspectivas para 2008. Disponible en
www.mgap.gqub.uy/opypa/ANUARIOS/Anuario06/htm/index.htm (20/4/2008).

35- Peyrou J., llundain M. (2006). Comportamiento del sector carne vacuna en
2006 y perspectivas para 2007. Disponible en
www.mgap.gub.uy/opypa/ANUARIOS/Anuario06/htm/index.htm (15/3/2007).

36- Piperno P., Olivera R. (2005). Sistema nacional de informacion ganadera una
nueva herramienta para la salud animal. En Jornadas de Buiatria. XXXIII,
Paysandi, Uruguay. 33: 40-41.

37- Reglamento oficial de inspeccion veterinaria de productos de origen animal,
parte 1. (1983). Montevideo. M.A.P.; D.G.S.G.; Division industria animal. 121p.

38- Rincén G. (2002) Marcadores genéticos moleculares aplicados en estudios de
variabilidad poblacional. CD: Curso de Posgrado Veterinaria-PEDECIBA:
“Aplicaciones de la genética molecular de la genética molecular en la produccion,
sanidad y reproduccién animal’.Facultad Veterinaria-UDELAR. 39-44p.

39- S.N.I.G._ www.snig.Trazabilidad - Traz _Individual. (20/8/2006).

40- Sienra R. (2005). Trazabilidad animal en el Uruguay: necesidad, posibilidades
y opciones. Disponible en
www.planagro.com.uy/informacion/trazabilidad/trazab_uy.htm (20/8/2006).

41- Sienra R. (2006) Trazabilidad. Veterinarios. 6: 3-16.

42- S.|.R.A. www.inac.gub.uy/S.I.R.A.%20propuesta.pdf. (21/10/2007).

[ ———

43- Smith G. (2001) Trazabilidad. Disponible en
www.planagro.com.uy/informacion/trazabilidad/traza_garysmith.htm (21/10/2007).

44- Solinas Toldo S., Fries R., Steffen P., Niebergs HL. (1993) Physically mapped,
cosmid- derived microsatellite markers as anchor loci on bovine chromosomes.
Mamm Genome. 4: 720.

45- Stalling R., Ford A., Nelson D., Torney D., Hildebrand C. y Moyzis R. (1991).
Evolution and distribution of (GT)n repetitive sequences in human genomes.
Genomics 10.807-815.

46- Steffen P., Eggen A., Dietz AB., Womack RA., Stranzinger G., fries R.(1993)

Insolation and mapping of polymorphic microsatellites in cattle. Anim Genet. 24:
121.

49



47- Sunden SLF., Stone RT., Bishop MD., Kappes SM., Keele JW., Beattie CW.
(1993). A highly polymorphic bovine microsatellite locus: BM 2113. Animal genet.
24: 69.

48- Thomas J. (2005). Herramientas recomendadas para el control de procesos
cadena carnica bovina. “Enfoque del campo a la mesa”. Curso: “Trazabilidad y
diferenciacién de calidad de procesos y productos agroalimentarios en el
MERCOSUR". Montevideo, Uruguay. ed Facultad Veterinaria. en CD ROM.

49- Tamarin R., (1996). Principios de genética. 4%. ed Barcelona, ed. Reverté,
607p.

50- Vaiman D., Mercier D. (1994). A set of 99 cattle microsatélites:
characterisation, syneny mapping, and polymorphism. Mamm. Genonm. 5:288-
297.

51- Viginal A., Milan D., SanCristobal M., Eggen A., (2002). A review on SNP and

other types of molecular markers and their use in animal genetics. Genet. Sel.; 34:
275-305.

50



	103_0006612
	103_0006613
	103_0006614
	103_0006615
	103_0006616
	103_0006617
	103_0006618
	103_0006619
	103_0006620
	103_0006621
	103_0006622
	103_0006623
	103_0006624
	103_0006625
	103_0006626
	103_0006627
	103_0006628
	103_0006629
	103_0006630
	103_0006631
	103_0006632
	103_0006633
	103_0006634
	103_0006635
	103_0006636
	103_0006637
	103_0006638
	103_0006639
	103_0006640
	103_0006641
	103_0006642
	103_0006643
	103_0006644
	103_0006645
	103_0006646
	103_0006647
	103_0006648
	103_0006649
	103_0006650
	103_0006651
	103_0006652
	103_0006653
	103_0006654
	103_0006655
	103_0006656
	103_0006657
	103_0006658
	103_0006659
	103_0006660
	103_0006661
	103_0006662
	103_0006663
	103_0006664
	103_0006665

