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RESUMEN

En este trabajo se caracteriza la poblacion
bovina Mostrenca de la Estacion Biologica de
Dofiana (340 muestras) con 26 microsatélites de
ADN recomendados por laFAOQ para estudios de
biodiversidad bovina, entre los que se encuen-
tran los 9 marcadores del panel internacional
para pruebas de paternidad en bovino. Los
microsatélites se han amplificado mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y los
fragmentos amplificados se han separado me-
diante electroforesis en un secuenciador auto-
matico ABI 377XL. Todos los microsatélites utili-
zados han resultado polimoérficos y se han en-
contrado entre 3 alelos para el BM8125y 10 para
el ETH225, con un niimero medio de alelos de 6,7.
La heterocigosidad media esperada ha sido
0,6244 y la observada 0,6115. Se ha llevado a
cabo la comprobacion de paternidades y mater-
nidades con estos microsatélites, lo que ha
servido para establecer una bateria de 10-12
microsatélites con una probabilidad de exclusion
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a priori superioral 99,9 p.100 que puede resultar
muy util para realizar controles de filiacién en
esta raza bovina con unas peculiaridades de
manejo muy especiales dada su condicion de
raza en estado asilvestrado dentro de unareser-
va biolégica protegida en la que no esta permitida
la ganaderia como tal.

SUMMARY

In this work the Mostrenca bovine population
that lives in the Estacion Biolégica de Dofiana
(340 animals) has been studied with 26
microsatellites recommended by FAO for bovine
biodiversity studies. The 9 microsatellites of the
international panel for parentage control are
included in this study. These markers were
amplified by mean of the polymerase chainreaction
(PCR) technique andto getthe size separation of
the obtained fragments we have developed
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electrophoresis in polyacrylamide gel in an
automatic sequencer ABI377XL. All the
microsatellites have been polymorphic and
between 3 (BM8125) and 10 (ETH225) alleles
have been found with an average value of 6,7.
The expected heterozigosity has been 0.6244
and the observed heterozigosity 0.6115. The
paternity and maternity have been checked with
these microsatellites and this has been used to
make a paternity panel with 10-12 markers and
an a priori exclusion probability higher than 99.9
percent. This panelis useful to check paternity in
this bovine breed that have a very special
management: itis a feral breed that lives inside a
restricted biologic reserve where the livestockis
not allowed.

INTRODUCCION

LarazaMostrencao Marismefiaes
un fenémeno destacado dentro de la
produccién animal espafiola ya que es
la tnica entidad racial que se explota
en régimen de asilvestramiento. Esta
peculiaridad, por un lado la hace un
exponente de la produccion natural y
ecolégica de carne de bovino, y por
otro le confiere un lugar en el extraor-
dinario ecosistema del Parque Nacio-
nal de Dofanay su periferia, donde ha
demostrado desde hace muchos siglos
una completa sostenibilidad. La Esta-
cion Biol6gicade Dofiana (EBD) esun
instituto de investigacion y, como tal,
utiliza el ganado que gestiona como
objeto de investigacion, y es conside-
rado como un animal salvaje mas de
Dofiana, no un animal doméstico.

Segun Sanchez Belda (2000), pue-
de tratarse de una raza descendiente
directa de Bos taurus macroceros o
su descendiente directo Bos taurus
tartesus, con los que guardaria una
gran relacion filogenética debido al

peculiar sistema de explotacion de la
raza y su aislamiento secular en las
marismas de Guadalquivir. Por esta
razén la raza Mostrenca congtituiria
una joya zootécnica de incalculable
valor. Ademas, por sulocalizacion cer-
cana a los puertos de Palos y Sevilla,
los cuales mantuvieron e monopolio
parala exportacion alas Indias tras €
descubrimiento de América (Rodero
et al., 1992), se presupone que esta
razainfluyé de una manera destacada
en laformacion de los bovinos criollos
|atinoamericanos.

La caracterizacion genética por
medio de una bateria de 26 micro-
satélites homologada a nivel interna-
ciona nos permitira en primer lugar
establecer el perfil genético de la po-
blaciény en segundo lugar dejar arma-
da la metodologia necesaria para €l
control genealGgico sistematico y ruti-
nario de los animales, basada en la
aplicacion de una bateria minima de
microsatélites escogidos de los 26 an-
teriores, en funcion de su contenido de
informacion polimorfica (PIC) y pro-
babilidad de exclusion combinada a
priori (PEC) mostrado, asi como por
suposibilidadesdeandlisisenMULTI-
PLEX. Debido al sistema de explota-
cion aplicado es ésta la Unica via para
conocer las relaciones familiares de
los animales, algo imprescindible para
la correcta gestion de los programas
genéticos.

MATERIAL Y METODOS

Se haanalizado lapoblacion bovina
Mostrencade la Estacién Biol 6gicade
Dofiana (340 muestras). Se ha extrai-
do sangre de todos los animales en
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tubos con EDTA K, como anticoagu-
lante y utilizando e sistema Vacu-
tainer® pararealizar las extracciones.
El ADN delas muestras se ha extraido
mediante el Kit BLOODCLEAN de
purificacion de ADN (BIOTOOLS -
Biotechnological & Medical Labora-
tories, S.A. Madrid, Espafia) siguiendo
las indicaciones del fabricante para
este kit.

Se han estudiado los 26 microsa-
télites siguientes: BM1314, ILSTSG,
TGLAS3, ETH10, ETH225, MM12,
CSSM66, TGLA122, CRSRM®60,
HEL13, INRA63, HEL9, BM2113,
TGLA227,INRA35,ETH3,HAUT24,
ILSTS011,BM1824, ETH185 HAUT27,
INRA32, INRA37,BM 1818, BM 8125,
SPS115. Los microsatélites se amplifi-
can mediante latécnica de lareaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)
segun la metodologia de Martinez et
al. (2000). Se disefian varias reaccio-
nes multiplex para reducir el nimero
dereaccionesy los costes de los expe-
rimentos. Para realizar la separacion
por tamarios de | os fragmentos obteni-
dos mediantelaPCR se someten estos
a una electroforesis en gel de polia-
crilamida en un secuenciador automé
ticoABI 377XL (Applied Biosys-tems,
Foster City, CA, USA). El andlisis de
los fragmentos y latipificacion alélica
se realiza mediante los programas
informéticos Genescan Analisys 3.1.2
y Genotyper 2.5 respectivamente.

Con objeto de conocer el perfil ge-
nético de la raza se han calculado las
frecuencias aélicas y las heteroci-
gosidades mediante el programa
informatico Genetix version 4.01
(Belkhir, 1999). Se ha redizado una
prueba de equilibrio segin Guo y
Thompson (1992) con € algoritmo en

cadena de Monte Carlo Markov, me-
diante el programa informatico
GENEPORP version 3.1¢c (Raymond y
Rousset, 1995). Se ha calculado el
contenido de informacion polimorfica
(PIC) con la férmula propuesta por
Botstein et al. (1980).

El control de filiacion se redlizara
en aquellos individuos de los que se
conozcan sus padres comparando las
formulas genéticas de éstos con la del
animal en cuestion. En el caso de que
no se sepa cua es el progenitor se
cruzara lainformacion de cada uno de
ellos con los més probables, emplean-
do el programa RELATEDNESS
v5.0.8 (Quellery Goodnight 1989), para
completar al maximo los datos genea-
l6gicos del registro. Para evaluar la
utilidad de estos microsatélites para
redlizar controles de filiacion en esta
raza, se hacal culado laprobabilidad de
exclusiona priori (PE) decadaunode
ellos mediante la formula de Jamieson
(1994), y la probabilidad de exclusion
combinada a priori (PEC) para un
conjunto de sistemas mediante la for-
mula de Huguet (1988).

RESULTADOS Y DISCUSION

Enlatabla| sereflejanlosvalores
de PIC gue indican qué marcadores
son masinformativosen estaraza(va-
lores superiores a0,5), cudles son me-
dianamente informativos (valores en-
tre 0,25y 0,5) y cudles son poco infor-
mativos (valores inferiores a 0,25).
Exceptuando el SPS115, el restodelos
marcadores son muy informativos y
por tanto son Utiles para valorar la
variabilidad genética de la vaca Mos-
trenca.
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Tablal. Microsatélitesanalizados, nimero
de alelos obtenido, valores de PIC (conte-
nido de informacion polimorfica), Hetero-
cigosidad y de PE (probabilidad de exclu-
sion a priori) de cada uno de ellos.
(Microsatellites analysed, alleles obtained number
(NA), PIC values (Polymorphic information
content), heterozigosity and a priori exclusion
probability (PE) of each microsatellite).

Microsatélites NUmero PIC Heteroci- PE

de alelos gosidad
BM1314 9 0,73 0,77 0,55
ILSTS6 9 0,73 0,76 0,55
TGLA53 9 0,72 0,75 0,55
ETH10 6 0,71 0,75 0,53
ETH225 10 068 072 051
MM12 6 068 073 049
CSSM66 9 0,67 071 048
TGLA122 8 0,67 0,71 0,48
CRSRM60 6 0,65 0,70 0,46
HEL13 5 0,65 0,70 0,45
INRAG3 4 0,65 0,70 0,44
HEL9 8 062 068 043
BM2113 7 0,60 063 042
TGLA227 7 0,58 0,62 0,40
INRA35 7 0,57 0,62 0,39
ETH3 8 0,56 0,63 0,37
HAUT24 6 056 063 0,35
ILSTS011 8 054 062 0,34
BM1824 6 053 059 0,34
ETH185 5 0,49 0,54 0,31
HAUT27 7 0,46 0,49 0,29
INRA32 5 0,43 0,53 0,24
INRA37 7 0,42 0,44 0,25
BM1818 4 0,40 044 0,23
BM8125 3 040 050 0,22
SPS115 5 0,28 0,29 0,15

Todos los microsatélites utilizados
han resultado polimérficos y se han
encontrado entre 3 alelos para el
BM8125 y 10 para el ETH225 (tabla
), con un nimero medio de alelos de

6,7. Laheterocigosidad media espera-
da ha sido 0,6244 y la observada
0,6115. Los valores de las heteroci-
gosidades son semejantes alos encon-
trados por otros autores en diversas
razasbovinasespafiolas(Matin-Burriel
et al., 1999) y europeas, pero el nime-
ro medio de alelos encontrado en la
vaca Mostrenca es ligeramente supe-
rior al hallado por estos autores
(Kantanen et al ., 2000; Hanslik et al .,
2000; Edwards et al., 2000). Estos
resultados nos indican que la vaca
Mostrencatiene unaelevada variabili-
dad genéticaapesar detratarsedeuna
raza en peligro de extincién, que ade-
mas no muestra desequilibrio Hardy-
Weinberg.

En latabla | sedetallanlosvalores
de PE paracadamarcador. A partir de
estos datos se ha disefiado un panel
basico de 13 microsatélites cuya pro-
babilidad de exclusién combinada a
priori (PEC) es 0,9998. Se prepara
otro panel adicional de otros 7 micro-
satélites paracasos de control defilia-
cion gque no puedan resolverse con el
panel béasico. LaPEC de los dos pane-
les es 0,9999.

El control defiliacion se haredliza-
do en aquellosindividuos delos que se
conozcan sus padres comparando las
formulas genéticas de éstos con la del
animal en cuestion. En los casos en
gue no se conocia cuales eran los
progenitores se ha cruzado lainforma-
cién de cada uno de ellos con los més
probables, empleando el programa
RELATEDNESS v.5.0.8 para com-
pletar a maximo losdatos geneal 6gicos
del registro. En la mayoria de los ca-
sos, se comprobé la maternidad segin
lainformacion que se tenia de campo.
Para hacer |a asignacion de padres se
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ha empleado el programa antes men-
cionado.

Esto constituye una poderosa he-
rramienta para controlar la genealogia
delosanimales, queasu vez esfunda-
mental para organizar un esquema ro-
tatorio de apareamientos que conlleve
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