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El control eficiente de los registros de filiación en la
crianza de perros es de gran importancia, se
incrementa la demanda de sistemas de tipaje más
confiables. Gracias al desarrollo de la biotecnología y
la identificación de secuencias repetitivas en los
genomas mamíferos, han surgido nuevos métodos de
identificación genética.

En la actualidad se conocen dos clases principales
de secuencias repetitivas: los minisatélites (2) y los
microsatélites (4). Los microsatélites consisten en se-
cuencias cortas de 1 a 4 nucleótidos repetidos entre
10 y 50 veces a lo largo de todos los genomas mamí-
feros, y constituyen una herramienta adecuada para
los análisis de paternidad en caninos (6), con un grado
de confiabilidad del 95-99% (3).

El propósito de este trabajo fue ajustar las condi-
ciones de trabajo con 6 microsatélites caninos, para
emplearlos como método de registro de filiación.
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RESUMEN: Debido al importante papel que cumplen los microsatélites como marcadores en el genoma
canino, se trabajó en la estandarización de la PCR de los microsatélites LEI 008, LEI 002, LEI 004, LEI
101, LEI 111 y VIAS-D 10, para ser empleados en pruebas de paternidad en perros.
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ABSTRACT: Due to microsatellites provide an adequate basis for assigning paternity in pedigree,  we
worked to standardize the PCR of LEI 008, LEI 002, LEI 004, LEI 101, LEI 111 and VIAS-D 10
microsatellites in order to be used in paternity tests in dogs.
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 La extracción del material genético se realizó a
partir de 1mL de sangre al seguir el método descrito
por Jean Pierre (1). La amplificación por PCR de los
microsatélites LEI 008, LEI 002, LEI 004, LEI 101, LEI
111 y VIAS-D 10 se realizó mediante el procedimiento
general sugerido por Zajk y col. 1997, con algunas mo-
dificaciones. Las reacciones de amplificación proce-
dieron en 25mL, se probaron concentraciones de MgCl

2

desde 0.5mM hasta 3mM, y se obtuvieron buenos re-
sultados a partir de 1.5mM, por tanto se llevó a cabo la
reacción a 1.5mM. con la que se logró  visualizar me-
jor los alelos. Además, la mezcla contenía 0.8mM de
cada cebador, 100mM de cada dNTP, 1u de Taq
Polimerasa y 100ng de ADN. Se probaron varias tem-
peraturas de hibridación que oscilan entre los 55°C y
los 62°C, y adquirieron los mejores resultados a 60°C,
con tiempos de hibridación y elongación de 30 segun-
dos. Se aumentó también el número de ciclos desde
30 hasta 35.
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Para la tipificación se emplearon 2.5mL del producto
de PCR, la corrida se realizó en geles de acrilamida
denaturalizantes (6M de urea) al 6% a 40W de poten-
cia, en cada caso se emplearon los marcadores de
peso molecular correspondientes con el rango de talla
mostrado por los diferentes alelos en cada locus. La
detección se realizó con el empleo de métodos no
radiactivos como es la tinción con plata, que además
de eliminar el riesgo que conlleva la manipulación de
isótopos radiactivos disminuye en gran medida el cos-
to económico de la tipificación (5).

Teniendo en cuenta los resultados que se obtienen
con el empleo de estos marcadores, se recomienda
continuar trabajando, con la idea de introducir este
método como prueba de los registros de filiación y en
las disputas de paternidad en caninos.
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