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Evaluacion de microsatélites para la verificacion de
paternidad de las razas Beefmaster y Charolais en el
noreste de Meéxico

Evaluation of microsatellite markers for parentage verification in
Beefmaster and Charolais cattle from northeast of Mexico

Elma Laura Salazar Marroquind, Maurilio Gonzalez Paza, Alejandro del Bosque Gonzalezb,
Diana Reséndez-Péreza, Hugo A. Barrera-Saldana@, Ana Maria Sifuentes-Rincéna

RESUMEN

En la industria pecuaria, la identificacion o asignacion de paternidad se ha basado en el uso de sistemas de tipificacion sanguinea.
Actualmente, el uso de marcadores moleculares basados en microsatélites ha demostrado ser una herramienta altamente especifica para
la identificacion de individuos. En el presente trabajo se evaluaron nueve marcadores microsatélites de los recomendados por la Sociedad
Internacional de Genética Animal, los cuales demostraron ser altamente polimérficos en poblaciones de las razas Charolais y
Beefmaster. Para determinar la eficiencia de estos marcadores se establecié el nimero y tamano de alelos por locus. Se determiné
la heterocigocidad esperada y el poder de exclusion. Se encontrd que la heterocigocidad esperada fue de 0.825 para Beefmaster y 0.732
para la Charolais. Las probabilidades de exclusion fueron 0.999935 y 0.999677 para Beefmaster y Charolais, respectivamente, mientras
se conozca el genotipo de uno de los padres. El panel de marcadores probado fue informativo en ambas razas, lo que hace posible
su uso en la verificacion de paternidad.

PALABRAS CLAVE: Microsatélites, Bovinos, Paternidad, Ganado de carne.

ABSTRACT

In animal production, traditionally the verification of the paternity was based on blood typing system. Nowadays, the use of molecular
markers has been demostrating to be a valuable tool for the exact genetic identification of each individual. In this project, a panel
of nine microsatellite markers from those recomended by the International Society of Animal Genetics were evaluated in Beefmaster
and Charolais cattle. Expected heterozygocity was 0.825 for Beefmaster and 0.732 for Charolais cattle. These results indicate that
the panel of microsatellite markers was informative in individuals from both breeds, with a high exclusion power (0.999935 and
0.9999677 for Beefmaster and Charolais, respectively). Therefore it can be used in the paternity verification.

KEY WORDS: Microsatellite, Bovine, Paternity, Beef cattle.

El principal interés de la industria ganadera es el
mejoramiento genético de los hatos para aumentar
su produccién y calidad, y asi competir con mejores
ventajas en los mercados nacionales e
internacionales. La correcta identificacion de los
individuos que conforman una poblacion, es un

Cattle industry is mainly focused on genetic
improvement of breeds in order to increase their
production and quality, and thus better compete in
domestic and international markets. Proper
identification of the individuals that form a particular
population is indispensable for estimating the
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requisito indispensable para la estimacion de
parametros que permitan el diseno de estrategias
de mejoramiento genético mas efectivas(d).

El enorme progreso en el mapeo de genomas de
especies de interés econémico(@, ha provisto a la
industria pecuaria con marcadores moleculares que
permiten la identificacion genética de los individuos
(3.4); su aplicacion en la verificacién o asignacion
de pedigri estd reemplazando a las pruebas cléasicas
de indentificacién basadas en la tipificacion de
grupos sanguineos(®).

Los microsatélites (elementos repetitivos de di, tri
y tetra nucledtidos) son marcadores que se
encuentran distribuidos a lo largo del genoma, y
tienen la caracteristica de ser altamente
polimorficos, razén por la cual se han establecido
entre otras aplicaciones, como una herramienta
valiosa para el diseno de pruebas de laboratorio
para la identificacion de individuos(46). En un
esfuerzo por estandarizar el uso de estos
marcadores, la Sociedad Internacional de Genética
Animal (ISAG, por sus siglas en inglés) ha
recomendado un panel de marcadores microsa-
télites, para el estudio de diversidad genética del
ganado bovino(7); sin embargo, su uso como
marcadores genéticos, requiere el establecimiento
de sus frecuencias alélicas y genotipicas en las
poblaciones donde seran utilizados®), ya que esta
informacion permitira establecer la probabilidad
de que dos individuos compartan un genotipo
especifico por casualidad o porque existe una
relacion real de filiacion entre ambos®). Basandose
en el hecho de que no existe informacién genotipica
de la raza Beefmaster y que tanto ésta como la
Charolais son las mas comercializadas en el noreste
de México, se establecié como objetivo del presente
trabajo la evaluacion de nueve marcadores
microsatélites, para establecer su eficiencia en la
identificacion de individuos de las razas Beefmaster
y Charolais, en la zona norte del estado de
Tamaulipas, México.

Se obtuvieron muestras de sangre de individuos de
diferentes edades, procedentes de dos ranchos
ubicados en Reynosa, Tam. En el caso de la raza
Beefmaster se muestrearon 40 hembras y 39 machos

parameters that allow design of more effective
genetic improvement strategies(Y).

Progress in the genome mapping of economically
important species(@ has provided the livestock
industry with molecular markers that can genetically
identify individuals(34). Use of these markers in
pedigree verification and assignment is replacing
the classic testing based on blood types®).

Microsatellites (i.e. repetitive elements of di-, tri-
and tetranucleotides) are highly polymorphic
markers, distributed throughout the genome. This
makes them a valuable tool in design of individual
identification laboratory tests, among other uses
(4.8). In an effort to standardize the use of these
markers, the International Society of Animal
Genetics (ISAG) has recommended a microsatellite
markers panel for study of bovine cattle genetic
diversity(7). However, their use as genetic markers
requires that their allelic and genotypic frequencies
be established for the subject population(®), in order
to demonstrate the probability of two individuals
sharing a specific genotype, be it by chance or due
to filial relationship between them(®).

In northeast of Mexico, Beefmaster and Charolais
cattle are the most important beef-breeds exploited.
Until now, does not exist genotypic information for
these breeds. This study aimed at evaluating nine
microsatellite markers to establish their efficiency in
the individualsi identification of Beefmaster and
Charolais breeds from the north region of Tamaulipas,
Mexico.

Blood samples were obtained from individuals of
different ages from two ranches in Reynosa,
Tamaulipas. For the Beefmaster breed 40 females
and 39 males (n=79) were sampled, and for the
Charolais 45 females and 4 males (n=49) were
sampled. The genealogy of the individuals in the study
was unknown for both populations.

Genomic DNA was extracted from the samples using
a precipitation technique with salts, as described by
Salazar-Marroquin@®. The microsatellite markers used
in genotypification were: SPS115 (also known as
D156), BM1824 (a.k.a. D1S34), BM2113 (a.k.a.
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(n=79), mientras que de la Charolais se
muestrearon 45 hembras y 4 machos (n=49). En
ninguna de las poblaciones se conoce la genealogia
de los individuos utilizados en este estudio.

Se extrajo el DNA genomico utilizando la técnica
de precipitacién con sales, descrita por Salazar-
Marroquin(®. Los marcadores microsatélites
utilizados para la genotipificacion fueron SPS115,
BM1824, BM2113, ETH10, ETH225, TGLA53,
TGLA126, INRAO037 e INRAO023, los cuales
también pueden ser identificados con la siguiente
nomenclatura: D15, D1S34, D2S26, D5S3, D9S1,
D16S3, D20S1, D10S12 y D3S10, respectivamente.
Seis de estos marcadores, pertenecen a la lista de
los nueve marcadores recomendados por la ISAG
para llevar a cabo pruebas de paternidad en
bovinos(7). La secuencia de todos los marcadores
utilizados, se encuentra disponible en bases de datos
de dominio publico(). La optimizacion de las PCRis
se llevo a cabo evaluando un marcador por
reaccion, y variando pardmetros como son las
concentraciones de los iniciadores y del DNA. Los
iniciadores fueron marcados con IRD 800, marcaje
recomendado por el distribuidor del secuenciador
(The Global IR? System, LICOR. Inc)®). Todas
las reacciones se hicieron en un volumen final de
10 ml, utilizando 0.125 U/ml de Taq DNA
polimerasa y 0.4 mM de dNTPs. Se utiliz6 un
termociclador programable de la compania Perkin
Elmer (PT 9700) para las amplificaciones, con el
método 1TouchdownT(0), el cual consistié en un
ciclo de 10 min a 95 °C, 5 ciclos de tres pasos: 95
°C 45 seg, 62 °C 45 seg (la temperatura se
disminuy6 2 °C cada ciclo), 72 °C 45 seg, 25
ciclos con los siguientes pasos 95 °C 45 seg, 55 °C
45 seg, 72 °C 45 seqg vy, finalmente, un ciclo a 72
°C por 10 min.

Para el anélisis de los tamanos alélicos, los
productos de PCR se corrieron en geles de
poliacrilamida-bisacrilamida desnaturalizante al
6.5% y posteriormente fueron analizados en el
secuenciador semiautomatizado de la marca
LICOR y con el software SAGA se obtuvo el
tamano y nimero de alelos(®).

Se estimaron dos tipos de probabilidad de exclusién
por locus. El tipo 1 (Pgq) es la probabilidad de
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D2S26), ETH10 (a.k.a. D5S5), ETH225 (a.k.a.
D9S1), TGLA53 (a.k.a. D16S3), TGLA126
(a.k.a. D20S1), INRAO037 (a.k.a. D10S12) and
INRAO23 (a.k.a. D3S10). Six of these markers
are from the list of nine markers recommended
by the ISAG for bovine parentage tests(7). The
sequence of utilized markers is available in public
domain databases(?). Optimization of the PCRis
was done by evaluating one marker per reaction
and varying parameters such as primers and
DNA concentrations. Primers were label with
IRD800, as recommended by the sequencer
manufacturer (The Global IR2 System, LICOR.
Inc.)3). Final volume for each PCR reaction
was 10 ml, using 0.125 U/ml Tag DNA
polymerase and 0.4 mM dNTPs. Touchdown
procedure was performed on a Perkin-Elmer
PT9700 thermal cycler(10). Briefly, this consists
of one 10 min cycle at 95 °C; 5 three-step cycles
of 95 °C 45 sec, 62 °C 45 sec (temperature was
reduced 2 °C each cycle), 72 °C 45 sec; 25
cycles with the following steps 95 °C 45 sec, 55
°C 45 sec, 72 °C 45 sec; and finally one cycle
at 72 °C 10 min.

For allelic size analysis, the PCR products were
electrophoresed on a 6.5% denaturing
polyacrylamide-bisacrilamide gel and then
analyzed in a LICOR sequencer. Allelic size and
number were obtained with the SAGA
software(3).

Two types of exclusion probability were
estimated per locus. Type 1 (Pgp) means the
exclusion probability if a second parent is absent
and Type 2 (Pgp), is the exclusion probability if
a second parent genotype is present. These
parameters were obtained from the observed
allelic frequencies, using the Cervus 2.0
program(11,12,13) Observed heterozygocity (Ho),
expected heterozygocity (He) and polymorphic
information content (PIC)(15) were also
calculated with Cervus 2.0.

The analysis revealed that the markers were
polymorphic. The largest number of alleles for
both breeds was 12 in the TGLAS53 loci, while
the smallest number was 6 in the TGLA126 locus



Elma Laura Salazar Marroquin, et al. / Téc Pecu Méx 2004;42(3):429-435

Cuadro 1. Tamafios y frecuencias de los alelos de los loci estudiados en cada una de las razas
Table 1. Allele size and frequency of studied loci in Beefmaster and Charolais cattle

Allele Frecuency Allele Frecuency Allele Frecuency
Loci size Beefmaster Charolais Loci size  Beefmaster Charolais Loci size Beefmaster Charolais
D15 240 0.0612 ETH10 202 0.5577 INRAO37 114 0.1218
242 0.1373 0.3367 204 0.2436 118 0.0204
244 0.2157 0.0918 206 0.2692 120 0.0064 0.0102
246 0.0392 0.1327 208 0.2372 122 0.0705 0.0102
248 0.0490 0.1327 210 0.0577 124 0.0192
250 0.0882 0.2245 212 0.1026 0.9286 126 0.1026 0.4592
252 0.0686 0.0204 214 0.0064 0.0306 128 0.3782 0.2245
254 0.1078 216 0.0256 0.0408 130 0.0897 0.0204
258 0.0784 132 0.1410 0.2245
ETH225 137 0.0833 134 0.0449
D1S34 176 0.0385 0.2041 139 0.1303 0.0408 136 0.0064
178 0.0833 0.0714 141 0.0192 0.0408 138 0.0064
180 0.1731 0.3776 143 0.0128 0.1735 146 0.0128 0.0306
182 0.4359 0.0102 145 0.1346 0.2347
184 0.0513 0.0102 147 0.3077 0.2347 BM2113 123 0.0064
186 0.0577 0.2449 149 0.0449 0.1531 125 0.1218 0.1429
188 0.1346 0.0816 151 0.0769 0.0510 127 0.0064
190 0.0256 153 0.0705 129 0.0256 0.0306
155 0.1026 0.0408 131 0.0256 0.3367
TGLA53 151 0.0128 0.0408 157 0.0192 133 0.2115 0.1939
153 0.0128 0.1429 135 0.1603 0.0918
155 0.1154 0.0408 INRAO23 193 0.0128 0.0102 137 0.1218 0.1020
157 0.2051 0.1122 195 0.0128 0.0204 139 0.0833 0.0612
159 0.2308 0.1020 197 0.0577 0.0408 141 0.2179 0.0408
161 0.1154 0.0918 199 0.0256 0.0510 143 0.0192
163 0.0385 0.0816 201 0.1538 0.1429
165 0.0557 0.1633 203 0.1923 0.0714 TGLAl1l26 117 0.2821 0.2347
167 0.0256 0.1429 205 0.1090 0.1735 119 0.2308 0.3367
169 0.0449 0.05102 207 0.0513 0.1020 121 0.2115 0.0612
171 0.1090 209 0.1410 0.1122 123 0.1410 0.0816
175 0.0306 211 0.2244 0.0204 125 0.0705 0.2041
177 213 0.1939 127 0.0641 0.0816
179 0.0321 215 0.0192 0.0612

exclusion de un locus en ausencia del genotipo de
un segundo padre. El tipo 2 (Pg) es la probabilidad
de exclusion dado el genotipo de un segundo padre;
estos parametros se obtuvieron a partir de las
frecuencias alélicas observadas, utilizando el
programa Cervus 2.0.(11,12,13) | a heterocigocidad
observada (Ho), la heterocigocidad esperada (He)
y el contenido de informacion polimérfica
(P1C)(15), también fueron calculadas con el
programa CERVUS 2.0.

El anélisis revelé que todos los marcadores fueron
polimorficos. ElI numero mayor de alelos para
ambas razas fue de 12 en los loci TGLAS53, mientras

in the Beefmaster and 3 in the ETH10 locus in the
Charolais (Table 1).

Average expected heterocygocity for the panel of
9 loci was 0.825 for Beefmaster and 0.732 for
Charolais cattle. PIC values for the panel of 9 loci
were 0.798 for Beefmaster and 0.699 for Charolais.
The number of homozygotic and heterozygotic
individuals, as well as the PIC for each locus is
shown in Figure 1. The Beefmaster cattle presented
a higher number of alleles (9.78) per locus as
compared to Charolais cattle (7.89). This could be
explained by the hybridosis of Beefmaster cattle
(Hereford, Shorthorn and Brahaman breeds).
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que el nimero menor de alelos fue de seis para el
locus TGLA126 en la raza Beefmaster y de tres para
el locus ETH10 en la raza Charolais (Cuadro 1).

El promedio de heterocigocidad esperada para los
loci en conjunto fue de 0.825 para Beefmaster y de
0.732 para Charolais, y el valor de PIC para todos
los loci fue de 0.798 y de 0.699, respectivamente.
El numero de individuos homocigotos y
heterocigotos, asi como el PIC obtenido para cada
uno de los loci se muestra en la Figura 1. La raza
Beefmaster presentd mayor variabilidad genética
que la Charolais, con promedios de alelos por locus
de 9.78 y 7.89, respectivamente; esto puede
deberse al hecho de que la Beefmaster es producto
de la mezcla de tres razas (Shorthorn, Hereford y
Brahman). Los datos obtenidos de las frecuencias
alélicas revelan el polimorfismo de los
microsatélites indicando su grado de informatividad.
Este parametro varia de una raza a otra, asi como
entre hatos; por ejemplo, Stockburger(16) reporta
la presencia de solo tres alelos para el locus D1S34
en la raza Hereford, con una frecuencia de 0.774,
por lo que este marcador se considera poco
informativo; por el contrario, en las dos razas
analizadas en nuestro estudio, este locus resulto
ser informativo, ya que en la raza Beefmaster se
presentaron ocho alelos, todos con una frecuencia
no mayor de 0.43, en tanto que en la raza Charolais
se encontraron siete alelos con frecuencias hasta
de 0.37. Los marcadores denominados TGLA53 e
INRAOQ23, resultaron ser altamente polimorficos e
informativos en las dos razas estudiadas,
presentando de 11 a 12 alelos, todos con una
frecuencia menor de 0.3.

Es importante mencionar que a mayor nimero de
heterocigotos mayor variabilidad genética; sin
embargo, también influye el nimero de individuos
con genotipos homocigotos por locus; por ejemplo,
en la raza Charolais el locus TGLA126 presenta
un PIC de 0.739, con un total de 24 individuos
homocigotos cuyos genotipos se componen de cuatro
alelos diferentes; por el contrario, el locus
INRAO37 que presenta un total de 12 individuos
homocigotos, se esperaria mayor informatividad, sin
embargo este presenta un PIC de 0.638 debido a que
el numero total de genotipos homocigotos esta dado

Allelic frequencies obtained for the tested
microsatellites indicate a high informative content.
This parameter varies among breeds and herds.
For example, Stockburger in 1999 reported only
three alleles for locus D1S34 on Hereford cattle,
with an allelic frequency of 0.774, hence concluding
that it has a low informative content. However,
the same locus was highly informative for the two
breeds tested in this work, Beefmaster cattle had
eight different alleles, and with frequency values
less than 0.43; for Charolais cattle we obtained
seven alleles, with frequency values less than 0.37.
Markers TGLA053 and INRAO26 were the most
polymorphic, having between 11 and 12 alleles,
with frequency values less than 0.3.

The number of heterocygotes influences the genetic
variability; however the individuals carrying
homocygotic genotype also affect this parameter.
For example, in Charolais cattle locus TGLA126

Figura 1. Contenido de informacion polimérfica de dos
razas de ganado bovino productor de carne

Figure 1. Polymorphic information content (PIC) for two
beef-breeds
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por solo dos alelos diferentes. El locus con menor
contenido de informacién polimoérfica fue el ETH10
en la raza Charolais, ya que 42 de los individuos
analizados, fueron homocigotos para el alelo 212,
por lo que se considera poco informativo (Figura 1).

La estimacion del Pgq y Pgo para el panel completo
de marcadores fue de 0.997483/0.999935 para
Beefmaster y de 0.992729/0.999677 para Charolais.
Durante el analisis se pudo observar que en la raza
Charolais, algunos de los loci evaluados, la prueba de
desviacion al equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W)
no fue realizada por el programa Cervus; la
explicacion mas probable es el tamano de muestra,
ya que la prueba no procede cuando hay pocos
individuos a analizar(11). Sin embargo, tal y como
se especifica por los autores del programa, esto no
significa que los loci cumplan las expectativas de
equilibrio H-W, por lo que se recomienda
incrementar el tamano de muestra, o bien tomar
con cautela los resultados de exclusion obtenidos.

En la raza Beefmaster, tres loci BM2113, ETH10
e INRA23, presentaron desviacion al equilibrio de
H-W con un nivel de significancia de 1%. Puesto
que esta desviacion se presenta en tres loci, una
de las explicaciones podria ser que estos loci
estan siendo seleccionados en el hato estudiado.
Existen reportes en donde los loci ETH10 vy
BM2113, han sido asociados con crecimiento y
ganancia de peso al nacer, respectivamente(17,18):
sin embargo, se deberan hacer puebas especificas
para descartar otros factores que afectan el
equilibrio H-W, tales como tamano de muestra,
consanguinidad, etc.(14).

Uno de los principales requerimientos para la
aplicacion de estrategias de mejoramiento genético
exitosas son el conocimiento de la paternidad de
los individuos. En el presente trabajo se logro
evaluar la utilidad de un panel de nueve marcadores
microsatélites para la identificacion de individuos
de las razas Charolais y Beefmaster. La aplicacién
del panel evaluado permite el establecimiento de
un servicio de prueba de paternidad, que sirva a
los criadores de ganado para resolver los problemas
asociados a la falta o incorrecta asignacion de
identidad de los animales que conforman un hato.
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has a PIC value of 0.739, having 24 homocygotic
individuals with four different alleles, meanwhile
the INRAO037 locus has 12 homocygotic individuals
but its PIC value was 0.638 due to the fact that all
the homocygotes were represented for two different
alleles.

The locus with the lowest polymorphic information
content was ETH10 in the Charolais, since 42 of
the analyzed individuals were homozygotic for allele
212, making it relatively uninformative (Figure 1).

Estimation of Pgq and Pgy for the complete panel
of markers was 0.997483/0.999935 for Beefmaster
and 0.992729/0.999677 for Charolais. During the
analysis the Hardy-Weinberg (H-W) Equilibrium
deviation test was not done by the Cervus program
for some of the evaluated Charolais loci. Small
sample size is the most likely explanation for this
as the test is not run when only a few individuals
are to be analyzed(1). As specified by the
programis authors, this does not necessarily mean
that the loci meet H-W Equilibrium expectations,
and if this occurs it is recommended that sample
size be increased or that the resulting exclusion
results be used with caution.

Three loci (BM2113, ETH10 and INRA23) in the
Beefmaster breed had an H-W Equilibrium
deviation with a 1% significance level. Given that
this deviation occurs in three loci it may be that
these loci are being selected for in the studied herd.
There are reports associating BM2113 with weight
gain at birth and ETH10 with growth(17,18)
However, specific tests must be done to discount
other factors that can affect the H-W Equilibrium,
such as sample size, consanguinity, etc.(14),

One of the main requirements for application of
successful genetic improvement strategies is
knowledge of individual parentage. In the present
study the applicability of a panel of nine
microsatellite markers for identification of
individuals in the Beefmaster and Charolais cattle
breeds was evaluated. Application of the evaluated
panel allows establishment of a parentage test
service for cattle breeders to resolve problems
associated with incorrect assignment of parentage
in animals from a herd.
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