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Obijetivos

e Técnicas de colecta de muestras
e Extraccion de ADN de diferentes tipos de muestra
* Analisis de paternidad por microsatélite

* Analisis de paternidad y genes de mejoramiento genético por SNPs
* TruSeq Bovine Parentage Sequencing Panel — lllumina

* Bioinformatica y bioestadistica para analisis de datos




Actividades desarrolladas

* Colecta de muestras biologicas y extraccion de ADN de las mismas.
* Analisis de paternidad por medio de la técnica de microsatélites.

e Uso del Secuenciador MiSeq y el kit TruSeq Bovine Parentage
Sequencing Panel para analisis de paternidad y de genes de
mejoramiento genético por SNPs.

 Cursos sobre bioinformatica y bioestadistica para analisis de datos.

* Analisis de datos y redaccion de informes sobre paternidad y genes
de produccion.




éTest de paternidad bovino?

 La industria de ganado bovino de registro se
ha basado fundamentalmente en la
comercializacion de sementales y pie de cria
con registro genealdgico (pedigri), lo que en
cierta medida indica su valor genético.

* Es requisito indispensable para la
estimacion de parametros y valores
genéticos para mejoramiento geneético.

WIKE BUDDY.
YEAA I'VE TAKEN
THE MASK OFF AND
1T TURNS OUT
va NOT Your
FATHER!




Art. 32°. De la inscripcion de los nacimientos

La inscripcion de los terneros, generalmente deberd ser solicitada por el criador, sin embargo
en casos de animales nacidos durante transportes, locales de venta, o exposiciones; la solicitud
de inscripcidn deberd ser requerida como criador por guien resulte comprador.

En los casos de ventas de animales con crias que no hayan llegado a la edad de la inspeccion
para el control, el criador de los animales deberd obligatoriamente presentar, previo a la
venta, la solicitud de control e inscripcion de la cria correspondiente. Al realizar la inspeccidn
las crias podrén ser aceptadas o rechazadas. Las aceptadas llevardn los datos que
correspondan al criador original pero constara la propiedad del nuevo adquiriente.

La inspeccidn para el control al pie da la madre debera realizarse antes de los 9 meses de edad.
S5i por algin motivo de fuerza mayor los terneros requieren ser destetados sin contar con el
control al pie de la madre, el propietario deberd solicitar por escrito a la CRZ/ACBP la
autorizacion para realizar el destete anticipadamente. Los terneros que cuenten con una

verificacion previa al pie de la madre realizada por un técnico autorizado y es presentado en
un formulario proveido por la ACBP podran ser controlados.

hcﬁ terneros que no cumplan con estas condiciones para poder ser controlados deberan contar
con analisis de ADN.

Art. 262. Servicio de monta natural (MM}

Los criadores gque deseen inscribir los servicios por MN a Corral o a Campo, deberan completar
los formularios oficiales de la ACBP, en el cual se identificaran las hembras con sus nimeros de
RP y ACBP, segin corresponda. Ademas deberd comunicarse en la planilla, las fechas de
entrada y salida de servicio del toro con sus nimeros de RP y ACBP, segun corresponda.

Para los casos de monta natural con toros de propiedad de terceros se debera adjuntar, la
comunicacion de préstamo firmada por el propietario del reproductor, en el formulario de la
ACBP establecido para el efecto. En todos los casos, el criador debera adjuntar copia del
resultado de ADN de los toros utilizados.

En los casos de que se utilice reproductores de las categorias de Registro Avanzado vy
Definitivo, se deberd adjuntar copia del pedigree expedido por la ORZ/ARP.

Art. 18 Registro Controlado

Se considerara Brangus de Registro Controlado a los productos de apareamiento de servicios
colectivo, la inscripcion y procesamiento de dichos registros estard exclusivamente a cargo de
la ACEP.

La cruza entre reproductores 3/8 podra ser categorizado como 3/8 Avanzado o Definitivo,
previa realizacion de andlisis de ADNL con resultado positivo.

Los toros reproductores utilizados en rodeos de servicio colectivo, necesariamente deberan
tener el mismo quebrado o variedad; no permitiéndose toros de diferentes gquebrados o
variedades en un mismo rodeo.

REPRODUCTOR REPRODUCTOR
Controlado 1Gen Definitivo

CRIA/PRODUCTO
Controlado 2Gen.

Art. 48°. Inspecciones y supervision.

La ACBP podr3, de oficio y en todo momento, ordenar toda clase de investigacion, examenes,
identificacion, tipificacion de sangre o ADN, presencia de productos hormonales prohibidos a
nivel nacional de cualquier animal inscripto; podra controlar o concursar todos los registros del
criador; verificar las inspecciones de su archivo y controlar la existencia del mismo, con el
proposito de aclarar o dilucidar cualguier aspecto en el que la ACBP esté interesada. Los
propietarios deberdn promover todas las facilidades necesarias para realizar las inspecciones.
Estas inspecciones podran ser o no preavisadas, y se podran realizar en forma parcial o total
del plantel a ser supervisado. 5Se realizaran sin cargo para el criador.

Sobre el resultado de la supervision. la ACBP nodra tomar resoluciones de indole informativo,



Tecnlcas de muestreo para extraccmn de ADN
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Extraccion de ADN

* Rapida
* Proteinasa K
e <100 ug/uL ADN

* Lenta
* Proteinasa K

* Fenol, Cloroformo:lsoamil, Isopropanol
y acetato de sodio

e >250 ng/ulL de ADN




Microsatélites

* Los microsatélites (STR - short tandem repeat) son secuencias de ADN
en las que un fragmento (de 2 a 6 PB) se repite de manera
consecutiva.

* La variacion en el numero de repeticiones, y no la secuencia repetida,
crea diferentes alelos.

AGAT
p Trepeats \\./f .
4 B repeats -
4 OSrepeats -
- 10repeats @y <+
ilrepeats -
p12repeats <+

N J
o

Target region
(Short Tandem Repeats)




Microsatélites - Usos
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Analisis de paternidad por microsatélite

* Los marcadores:
 Alta variabilidad (elevado polimorfismo).
* Herencia estable (baja tasa de mutacion).
* Elevada reproductividad y precision.

* Ser un procedimiento facil, rapido, econdmico, potencialmente
automatizable.

* La fuente de ADN no debe estar limitada unicamente a muestras sanguineas
frescas ni a grandes cantidades de ADN.

* Presentar una segregacion independiente con otros marcadores al ser
combinados en la prueba.




Analisis de paternidad por microsatélite

* Sociedad Internacional de Genética Animal (ISAG) y la Food and
Agriculture Organization (FAO) han seleccionado y estandarizado
diferentes microsatélites en las distintas especies de animales
domésticas:

* Bovinos, equinos, porcinos, caninos, ovinos, caprinos






Marcadores paternidad bovinos (por ISAG)

Panel ISAG

* BM1818; BM1824; BM2113; ETH10; ETH225; ETH3; INRA23; SPS115;
TGLA122; TGLA126; TGLA227 e TGLAS3.

Panel extra
* BRR; RMO06; RMO067; CSRM60; SPS113; INRA63, TGLA57, BM1706




éMejoramiento genético?

 Ciencia para incrementar la
productividad, la resistencia al medio
ambiente y a las enfermedades
presentes en el mismo, generando
una mejor adaptacion de las especies
y calidad de sus productos, por medio
de modificaciones del genotipo.




SNPs

* Polimorfismo de un solo 1 P g N, NA o i
nucledétido o SNP (Single B~ TN o A GA
Nucleotide Polymorphism) ; AlT|c©

* Variacion en la secuencia de ADN que afecta a una sola base de una
secuencia del genoma.

* Una de estas variaciones debe darse al menos en 1% de la poblacion
para ser considerada como un SNP.

* Los SNPs indican una localizacion cromosomica que es probable que
esté estrechamente asociada con un fenotipo dado.




TruSeq Bovine Parentage Sequencing Panel

TruSeq Bovine Parentage Sequencing Panel Content

Description No. of SNPs
SNPs Used for Parentage Assessment

ISAG Core SNP Targets 100

ISAG Additional SNP Targets 100

Variant Targets Associated with Genetic Disorders/iDiseases

Prenatal/Perinatal Lethal Conditions (HH1, HH3, HH4, MH1, etc) 12
Postnatal/Adult Lethal Conditions (Citrullinemia, Congenital Muscular Dystonia, Cardiomyopathy, Myoclonus, etc) 17
Monlethal, Adverse Conditions (Marfan Syndrome, Mulefoot, Protoporphyria, Hemophilia A, etc) 19

Variant Targets Associated with Economically Valuable Traits

Male Fertility 1
Growth and Appearance 4
Meat Quality 4
Milk Quality 6

Total Number of SNP/Variant Targets 263




Hybridize Oligo Pool
Hanrds-an: 15 minutes

Total: 1 hour 353 minutes

Reagents: BYP1, OHS2, AZD1, ACF1

e Remove Unbound Oligos

Hands-on: 20 minuies
Heagents: L4, W1, LIET

Extend and Ligate Bound Oligos
Hands-on: & minutes

[otal; 5l minuies

Reagents: ELM4

Amplify Libraries

Hands-on: 20 minutes

lotal; 1 hour B minuies - 2 hours 15 minutes
Opticnal Overnight Incubation Reagents: PMM2, TOP1, NaOH, Index 15, Index i

Clean Up Libraries

Hards-on: 20 minuies

lztal: 50 minuiss

Heagents: EET, AMPure XP beads, EtOH

Mormalize Libraries
Hands-an: 30 mmnuteas

Safe Stepping Paint Total: 1 hour 20 minutes
SeTs SIORPTY P Reagents: LNAT, LNB1, LNW1, LNS2, NaOH

Pool Libraries

Hands-on: 10 minuies
Safe Stopping Point Heagents: HT1




Welcome to lllumina MiSeq
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E" ' Teste de Progénie ABCGIL/EMBRAPA L
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I l a I S I S e a I O S Comparagdo dos valores geneticos pora produgdo de leite estimados

entre animais de um mesmo rebanho

EITEIRO

Proprietario: Fulano de Tal

Os resultados a seguir referem-se & comparagio entre animais genotipados de um mesmo rebanho,

P DatOS e n fo r m ato VC F por meio de seus v'alores genéticos para producio de leite, que foram estimados a partir de informacgdes
genealogicas, fenotipicas e gendmicas. Os resultados ndo se prestam a qualquer tipo de comparagdo entre

animais de diferentes rebanhos e niio garantem que os animais melhor classificados, no gréfico abaixo, terdo

um desempenho superior caso participem do pré-teste e do teste de progénie do Gir Leiteiro. O objetivo da

L P rog ra ma GOlde n H e I iX — entrega desses resultados é que a informaglo auxilie os criadores a escolherem, dentre os animais

disponiveis em seu rebanho, aqueles com melhor potencial genético para producio de leite, melhorando o

CO nve rti r' d a to S e n fo r m ato processo de tomada de decisdo quanto a qual(is) animal(is) podera(ao) ser inscrito(s) no Teste de Progénie

conduzido pela ABCGIL e pela Embrapa. Para que se tenha uma base de comparacdo, a linha tracejada acima

do eixo horizontal corresponde ao valor de um desvio-padrio acima da média do grupo de 66 animais

d e a | e I O S A y B : submetidos a essa etapa da pré-selecdo, enquanto a linha tracejada abaixo do eixo horizontal corresponde

ao valor de um desvio-padrio abaixo da média desse mesmo grupo £ extremamente importante ressaltar
° A A que o resultado ndio é apropriado para ser usado como pega de promogio para a comercializagdo do proprio
animal ou mesmo do seu sémen
* AB

* BB

Touros do Produtor: Fulano de Tal

1 2 3 R} 5

Figura 1. Exemplo do resultado final entregue a cada um dos 22 produtores participantes da 9* Prova de Pré-selecdo para o Teste
de Progénie ABCGIL/Embrapa




1° Grupo - Touros com Previsdo de Resultados em 2021

Marcadores Moleculares'
B-LGB¢ DGAT 15 BLAD®

Sémen Disponivel

DUMPS’ cvme Central IA

AR 3
Nog%do lejro
.,.._0‘1’ g Y,

Apolo FIV Extreme RC do Moinho 4986M 34 MR Andis Altaextreme Legitima Ravena das Trés Passagens NG NG NG NG NG NG v 3 Indisponivel
| Elino FIV Shottle da Tropical 240G 34  Picston Shotle-ET Espanhola Fiasco MAM AA AMA2  AB AK i 0 V' AtaGenecs |
| Horizonte FIV Xa 8803)  3/4  Hornland Jayz-ET Balada X.A AA A2A2 BB AK TL D) v CRV Lagoa
:_@H“Lilfp_m_nershock 4228k 34 MRAllees SHT Aftershock ICH Canela Teatro AA AAT  AA AK T 0 v Indisponivel
JPZ Olimpio Argeu Linda FIV 5381W 3/4  Argeu Leduc Santa Luccia TE Linda do SPA NG NG NG NG TL 0 NG Alta Genetics
| Oisis da Divisa Luxo Aftershock 28370 34 MRAtees SHT Aftershock Botique JM Monte Alverne AA AA2  AB AK it 0 v Indisponivel
?ﬁ:stico FIV Santa Luzia 15668 3/4  Gillette Jordan Aduana DF AA A1A2 BB AK TL T v ABS Pecplan
 Arpoador Lamina Aftershock FIV NT §753) 58  MSAllees SHT Aftershock Lama Preta Lamina Pioneiro AA A1A2  AB AK T 0 V. AlaGenetics
" Brooklin Rancho Tunin 5385W 58  Gilletie Windbrook Olinda Terra Vermelha AA A2A2  AB KK i ™ V. Semex
| Caligula Aftershack FIV da Xapetuba 5654R &8 MR Allees SHT Aftershock Harmonia Terra Vermelha A AA2 M KK i i) V. AlaGenetics
WC_antor Wildman A da Xapetuba 6831P 5/8  Ladys-Manor Wildman-ET Iguana Palma AA A2A2 BB AK TL T v CRV Lagoa
| Deano FIV Goldwyn da Tropical 76408 /8  Braedale Goldwyn Pilanga Sanséo OG AB AAZ  AB KK i ) V. Accelerated Genelics
Destino Jayven FIV F. Congonhas 7900Q 5/8  Stouder Jayven-ET Neves da C.A Boa Vista NG A2A2 AB AK TL Lo v ABS Pecplan
Detetive Jayven FIV F. Congonhas 7901Q 5/  Stouder Jayven-ET Bibiana FIV Sanséo da Troplcai AB A2A2 AA AK TL D v Alta Genetics
Eldorado FIV da Prata JAC 0583Q 58  Gen-Mark Stmatic Sanchez Harmonia Terra Vermelha AA A2A2 BB AK TL L) v CRV Lagoa
' Logan FIV Rio do Lete 53000  5/8  Picston Shotle-ET Laranja Santa Luzia M AA2 BB AK i ™ V. CRVlagoa
' Quincas da Terra Vermelha 22530 58  Mountfield Altaexacter Lalila TE Terra Vermelha AB AIA2  AB AK T ™ V. AlaGeneics
_Earoa Reitor Sansao Gerard 8700K 5/8  Schillview Oman Gerard Franca TE Sansao RPM Santo Antonio AB A2A2 AB AK TL ™ v ABS pecplan
' REC Florentino Shottle 5200  5/8 Picston Shotle-ET RBC Colcheia AA A2A2  AA AK L 0 V. Indisponivel
ngmano Jocko FIV WTF da Estiva 1763 5/8  Jocko Besne Zumira 982 WTF Da Estiva AA A2A2 BB AK TL D v Select Sires
Valente FIV da Prata JAC 0584Q 5/8  Picston Shottle-ET Harmonia Terra Vermelha AA A1A2 AB AK TL D v Alta Genetics
| Batuque Diamante Java 5127N  PS  Diamante Valinhos Lama Preta Kamuela Lheros AA A2 BB AK i ™ V. Semex
.Eeét;aque FIV Fausto Morada Corinthiana 5383w PS Fausto Polo ltatina Jalita Tutti Morada Corinthiana AB A2A2 BB AK TL 0 TV Alta Genetics
Poderoso Fausto 0G 1000P. PS  Fausto Polo ltaina Esparta Windstar OG AA A1A1 BB AK TL 0 v CRV Lagoa
H”S-ur% ista FIV das Arabias || 6637S PS Turbante Touch das Arabias Bailarina das Arabias AA A2A2 AA AK TL iLe) v CRV Lagoa
Turbo das Arabias 0079 PS  Turbante Touch das Arabias Preta Jewel das Arabias AA A2A2 AB AK 11 D v Accelerated Genetics

'CR - Composicdo Racial, NG - Ndo Genotipado,’Kappa-Caseina (Alelo A - Menor rendimento para produgao de queijo, Alelo B - Maior rendimento para produgao de queijo), ‘Beta-Caseina (A1 - Associado a
problemas nutricionais e de satide em humanos, A2 - maior produgéo de leite e proteina), ‘Beta-Lactoglobulina (Alelo A - Aumento na produgéo de leite, Alelo B - Maior teor de proteina e gordura no leite), ‘DGAT1
(Alelo A - Aumento na produgao de leite e de proteina, Alelo K - Diminuigao na produgéo de proteina e aumento na produgéo de gordura no leite), "BLAD (BL - Animal heterozigoto - portador do alelo para BLAD, TL -
Animal homozigoto - ndo portador do alelo para BLAD), *DUMPS (DP - Animal heterozigoto - portador do alelo para DUMPS, TD - Anifnal homozigoto - ndo portador do alelo para DUMPS), *CVM (CV- Animal
heterozigoto - portador do alelo para CVM, TV - Animal homozigoto - ndo portador do alelo para CVM).



Conclusion

* Durante mis practicas en el Embrapa Gado de Leite adquiri
conocimientos y capacitaciones en todas las areas mencionadas.

e Aprender nuevas y valiosas tecnologias que son de gran importancia
socioecondmica para el pais.

* El programa de Vinculacion es una excelente plataforma para la
formacion continua de investigadores y la implementacion de nuevas
tecnologias a nivel nacional.




Perspectivas

* Implementar estas nuevas biotecnologias a nivel nacional para hacer
una mejora en la industria ganadera y en la investigacion sobre
mejoramiento genético del ganado local.
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LUKE, | am
our
FARMER!

Muchas
- gracias

Dra. Johanna Leiva
johileiva@gmail.com
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