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INTRODUCCION

La identificacion de los animales, precisa y sin errores,
es parte fundamental en todo proceso en el que se acu-
mule informacion para hacer una posterior valoracion de
los individuos en funcion de la misma. Los errores en la
asignacion de paternidad tienen unas repercusiones nega-
tivas graves y contrastadas en la ganancia genética de los
modelos en los cuales el modelo de evaluacién a utilizar
sea el modelo animal (Gelderman y cols,. 1986; Wiggans
y cols., 1988). Segiin Ron y cols. (1996) los errores en las
asignaciones de paternidad observadas por distintos auto-
res para ganado vacuno de leche europeo oscilan entre
un 4 y un 30%.

Lo que a priori parece una premisa elemental, ha re-
velado ser uno de los puntos criticos en los planes de me-
jora de caprino, especialmente en lo relativo al control
geneal6gico. En este sentido, en Canarias, concurren fac-
tores de diversa indole que agravan mas aln el problema,
pudiéndose destacar los siguientes :

* Manejo extensivo de grandes rebaios con monta na-
tural libre y varios sementales simultineamente.

¢ Habitos arraigados de manejo reproductivo en anima-
les estabulados que, atin cuando practican monta na-
tural dirigida, usan simultanea o consecutivamente
mas de un semental para la cubricion, incluso cuando
se trata de pequeiios lotes de hembras.

¢ Escasa difusién de la practica de técnicas reproducti-
vas como la sincronizacién de celos y la inseminacion
artificial.

Desde la Asociacién Nacional de Criadores de Cabra
Canaria se aborda el problema del control de paternidad
a corto y medio plazo a dos niveles:

e Planteidndose pricticas de manejo en la cubricién ba-
sadas en la alternancia de machos que, por un lado,
nos garanticen las asignaciones de paternidad con un
porcentaje minimo de error y por otro se interpongan
en la menor medida posible con los habitos de mane-
jo e intereses del ganadero.

* Complementando el manejo anterior, en los casos de
duda, con la determinacion de la paternidad median-
te el uso de marcadores genéticos .

En el presente trabajo se exponen, solamente, la me-
todologia y los resultados obtenidos en el uso de una ba-
teria concreta de marcadores genéticos para la determi-
nacion de la paternidad.

Los marcadores genéticos son estructuras variables de
unos individuos a otros que no han sido objeto de la se-
leccién dirigida por el hombre. Presentan, al menos, dos
variantes detectables. La identificacion de las variantes
paterna y materna de un mismo marcador en distintos in-
dividuos, permite, en muchas ocasiones, diferenciarlos
unos de otros y controlar la filiacion de los mismos. Estos
marcadores deben cumplir algunos requisitos:

Ser estables a lo largo de la vida de un individuo,

s Estar controlados por un solo gen o locus genético

* Las técnicas empleadas para su caracterizacién deben
ser cientificamente probadas, reproducibles y precisas.
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Tabla 1. Caracteristicas de los microsatélites usados en tres reacciones miltiples

Marcador Cebadores: directo y reverso Tamano (pb) Referencia

=
I

BM8125 HEX CTCTATCTGTGGAAAAGGTGGG 00-127 Bishop et al. 1994
GGGGGTTAGACTTCAACATACG
CSSMO031 HEX CCAAGTTTAGTACTTGTAAGTAGA 128-173 Moore at al. 1994
GACTCTCTAGCACTTTATCTGTGT
ILSTOO5 HEX GGAAGCAATGAAATCTATAGCC 175-190 Brezinsky et al. 1993
TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC
CSSM066 TET ACCAAATCCTTTCTGCCAGCTGA 175-255 Moore et al. 1995
AATTTAATGCACTGAGGAGCTTGG
ILSTO11 TET GCTTGCTACATGGAAAGTGC 265-285 Brezinsky et al. 1993
CTAAAATGCACGAGCCCTACC
McM53 FAM GCAGTTGTAGAGTCAGATGA 75-105 Smith et al. 1995
GACAAAGCGTGATGTCAGGTGT
BM6526 FAM CATGCCAAACAATATCCSGC 145-190 Bishop et al. 1994
TGAAGGTAGAGAGCAAGCAGC
e Son muy frecuentes y estan repartidos por todo el cas, incluso aunque el ADN esté bastante degradado,
ADN vy, a menudo, presentando un alto grado de po- lo que permite el estudio de muestras muy antiguas.
limorfismo en cuanto al nimero de repeticiones de la * Las técnicas empleadas para la deteccion de la varia-
secuencia. hilidad son muy simples en comparacion con otras
e El modelo de herencia es mendeliano y los alelos de- técnicas de investigacion del polimorfismo del ADN.
tectados presentan codominancia.
s Se necesitan cantidades muy pequenas de material Estas caracteristicas han llevado a considerar a los mi-
biolégico para la determinacion de las variantes aléli- crosatélites como los marcadores genéticos de eleccién

para conseguir, no solo la identificacion y control de la
Afi “6n famili genealogia, sino también una mejor apreciacién y carac-
Grafico 1. Representacién familiar terizacion de la diversidad genética de las razas.

para un marcador genérico

. —— . MATERIAL Y METODOS

i Los animales usados en este trabajo fueron hembras
adultas, machos adultos y crias de ambos sexos de los tres
/ /,\ s tipos étnicos procedentes de La Finca del Pico del Institu-
\ \ to Canario de Investigaciones Agrarias, estando garantiza-

da la variabilidad genética de los animales ya que se tra-
[Awis] ta de un rebano heterogéneo compuesto por individuos

Mudre procedentes de distintas granjas y zonas de las islas. En to-
tal se ha trabajado con 113 muestras de sangre, siendo 24
procedentes del tipo palmero, 17 del tipo majorero y 72
del tipo tinerfeno. En este estudio basicamente se ha bus-

/\ /\Jf\/\\.\_/ 100 cado valorar una bateria concreta y contrastada de mi-

k: S SEETSERIE crosatélites que nos sirvan como herramienta eficaz en la
[ Ao L] Eauh . . .

asignacion de paternidades dudosas, después de haber
e aplicado unas pautas especificas de manejo reproductivo.

Dado el caracter eminentemente aplicado se ha recurrido
a un panel de marcadores propuesto por Braganga y cols.
(1999) para rumiantes domésticos en general.

Se extrae el ADN de una muestra sangre mediante la-
vados sucesivos en TE (Tris HCl 10 mM, pH 7.5; EDTA 1
mM, pH 8) y posterior digestion con Proteinasa K. Se am-
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plifican especificamente los microsatélites con una reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki, 1985), pa-
ra ello se emplean cebadores marcados con fluorocromos
que permitiran la caracterizacién alélica con un secuen-
ciador automatico «ABI 373». Se emplean reacciones de
amplificaciéon multiples para aminorar los costes tanto de
los reactivos como del tiempo empleados en la realiza-
cion de la parte experimental de este trabajo.

Los microsatélites usados se exponen en la Tabla 1 asi
como los fluorocromos con los que han sido marcados
cada uno de ellos.

Un sistema informatico analiza los datos recogidos del
secuenciador automatico y proporciona informacién del
tamano de los fragmentos estudiados y se identifican las
diferentes variantes presentes en cada uno de los micro-
satélites.

A partir de los datos obtenidos de la tipificacién de ca-
da individuo se siguen una serie de estudios y calculos
que permiten obtener una informacién muy valiosa de la
poblacién en estudio

Identificacién individual: Este registro configura una
férmula genética que se espera sea distinta para cada uno
de los ejemplares que se estudie. Permite comprobar en
cualquier momento la identidad de un individuo sencilla-

mente comparando una nueva muestra con la férmula
que hay registrada.

Control genealdgico: Se compara la férmula genética
de cada individuo con la de sus padres y se determina si
puede o no ser hijo de ellos,

Célculo de frecuencias alélicas: Se hace por recuento
directo de las variantes presentes en el total de la muestra
para un marcador concreto.

Contenido de Informacién Polimdrfica (PIC): Este pa-
rametro refleja el polimorfismo detectado v es un indica-
dor de la calidad de los marcadores en estudios genéticos
(de segregacion, de identificacion y control de paterni-
dad, de poblacién) Para su célculo se usa la férmula pro-
puesta por Bolstein y cols., (1980).

Probabilidad de exclusién «a priori» (PE) y combinada
(PEC): Es la probabilidad de un marcador para detectar a
priori una paternidad falsa en una poblacién concreta con
unas frecuencias alélicas determinadas. Esta misma pro-
babilidad expresada para una bateria de marcadores se
denomina probabilidad de exclusion combinada. Para
calcular la probabilidad de exclusién por locus se usa la
formula desarrollada por Jamieson (1994). La combinada
resulta de multiplicar la probabilidades los marcadores de
la bateria.

Tabla 2. Alelos y frecuencias alélicas encontrados para el total de la base muestral
de los tres tipos de la A.C.C.

BM6526 H (168) 0,027
I (170) 0,069
G (166) 0,124
F (164) 0,023
S (190) 0,115
Q (186) 0,198
M (178) 0,069
R (188) 0,350
L{176) 0,023
BM8125 M (119) 0,050
L(117) 0,469
K (115) 0,217
N (121) 0,201
P (125) 0,061
CSSM31 S (145) 0,009
Q (141) 0,066
L(131) 0,447
P (139) 0,219
U (149) 0,066
V (151) 0,133
B (161) 0,057
ILSTS005 M (181) 0,807
N (183) 0,165
L(179) 0,009
K(177) 0,013

CSSM66 E (182) 0,115
G (186) 0,509

S (210) 0,076

T(212) 0,211

Z(222) 0,009

] (242) 0,048

N (250) 0,014

| (240) 0,014

ILSTSO11 N (280) 0,733
P (284) 0,074

O (282) 0,098

M (278) 0,079

H (268) 0,014

MCM53 Q (97) 0,078
0 (93) 0,417

U (105) 0,108

R (99) 0,139

P (95) 0,126

S(101) 0,008

T(103) 0,091

L (87) 0,008

M (89) 0,021
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Tabla 3. Contenido de informacién polimérfica,
probabilidad de exclusién y probabilidad de exclusion
conjunta de los microsatélites estudiados

BM6526 0,83 9 0,616
MCM53 0,75 9 0,519
CSSM31 0,69 7 0,507
BM8125 0,64 5 0,444
CSSM66 0,64 8 0,382
ILSTSO11 0,41 5 0,256
ILSTS005 0,35 5 0,192
PEC 0,991
RESULTADOS Y DISCUSION

Estos resultados nos permiten hacer una valoracién
del interés que podrian tener estos microsatélites en la re-
solucion de paternidades dudosas en la A.C.C., sobre to-
do como complemento de la aplicacion de unas pautas
adecuadas de apareamientos alternativos. (Grafico 1)

En la Tabla 2 se recogen las frecuencias de las distin-
tas variantes o alelos en cada marcador microsatélite pa-
ra el total de la base muestral, estando expresados los ale-
los en pares de bases (bp) y las frecuencias (f) referidas a
la unidad.

En la Tabla 3 se plasman los resultados de los calculos
hechos a partir de las frecuencias alélicas previas, para
obtener el PIC y la PE de cada uno de los marcadores ti-
pificados asi como la probabilidad de exclusion combi-
nada (PEC) de la totalidad de los mismos.

nformacidn asociaciones

Tal y como se observa en la tabla los marcadores se
han ordenado de mayor a menor en cuanto a su conteni-
do de informacién polimdérfica y en cuanto a su poder de
exclusion, siendo clara la correlacion positiva entre am-
bos parametros.

Otro aspecto destacable (Grafico 1) es la evolucién de
la PEC vista de forma progresiva, segun se van incorpo-
rando microsatélites de mayor a menor de acuerdo con
sus probabilidades de exclusion, con lo cual observamos
como la probabilidad de exclusion combinada aumenta
muy significativamente al principio para hacerlo de forma
mucho menos relevante en los Gltimos.

En cualquier caso, probabilidades de exclusiébn com-
binada de los niveles obtenidos parecen mas que sufi-
cientes para hacer discriminaciones entre los posibles pa-
dres ya que en nuestro caso, todas las paternidades
dudosas fueron resueltas con éxito.

La bateria de microsatélites utilizada demuestra ser
plenamente eficaz para la determinacién de paternida-
des dudosas y asumible econémicamente en el contex-
to del plan de mejora de la A.C.C., especialmente si se
plantea asociada a las pautas de manejo reproductivo
propuestas.

Grafico 2. Evolucion progresiva de la probabilidad
de exclusién de la bateria de marcadores
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