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Asociacion Nacional de Criadores
de Ganado Merino

Estimacion del nivel de
diferenciacion genética de la raza
merina mediante ADN Microsatélite

INTRODUCCION

En la raza Merina han existido tradicionalmente dife-
rentes Tipos (lineas de animales que se han reproducido
durante muchas generaciones entre si sin introduccién de
genotipos de otros tipos o lineas) que manifestaban dife-
rencias morfolégicas, productivas y adaptativas a determi-
nadas condiciones ambientales de las zonas geogréficas
de influencia. Entre estas lineas tradicionales encontra-
mos las denominadas como Granda, Perales, Amezua,
Hidalgo, L6pez Montenegro, Pedro Escribano (Andalucia)
y Serena. Algunos de estos tipos han influido en determi-
nadas razas derivadas del merino, mientras que otras se
han mantenido totalmente cerradas en nuestro pais. Con
el paso del tiempo esta separacién de poblaciones ha ido
decreciendo debido a los acoplamientos entre ellas, sur-
giendo por aislamiento nuevas lineas como pueden ser las
de las ganaderias del Centro de Hinojosa del Duque,
D.Ramén Jordan de Urries, Aranguez, Ayuso... Las explo-
taciones en las que se mantienen estas lineas son de gran-
des dimensiones con un gran nimero de animales y utili-
zan un sistema de explotacion tradicional. Estan distribui-
das principalmente en Andalucia y Extremadura, cuna del
Merino.

La caracterizacion genética de las diferentes lineas
ofrecerd una herramienta indispensable para valorar la
posible utilizacién de alguna de éstas lineas por adaptar-
se a las caracteristicas demandadas por el consumidor. Su
seleccion y expansion evitaria la necesidad de introducir
genotipos de otras razas para satisfacer estas demandas.
Por otra parte el conocer la situacién censal y la variabili-
dad de cada una de estas lineas permitird el disefio de
estrategias para el mantenimiento de estas lineas como un
seguro de futuro.

El estudio de la variabilidad genética intrarracial y su
estructura poblacional, nos indicard la situacién en cuan-
to a la variabilidad inter e intraganaderia e inter e intra-
linea, permitiéndonos conocer su evolucién en un pasa-
do reciente y la tendencia en el futuro préximo de man-
tenerse el actual sistema de cria.

Como la clasificacion de estas lineas, basdndonos en
caracteres morfolégicos solamente, no siempre se aseme-
ja a los datos histdricos o genéticos hemos genotipado a
los animales para 33 marcadores de ADN. De estos 33
marcadores se seleccionardn los 6ptimos para realizar
control de filiacién en la raza. De esta forma la Aso-
ciacion Nacional de Criadores de Ganado Merino podra
realizar un control exhaustivo de las genealogias de los
animales que van a ser inscritos en el Libro Genealégico
y los que van a entrar a formar parte de su Esquema de
Seleccién.

MATERIAL Y METODOS

Se han muestreado los animales de las ganaderfas
que mantenian alguno de los 7 tipos tradicionales y de
animales merino no pertenecientes a ninguna linea en
concreto. A este grupo se le ha llamado poblacién indi-
ferenciada. La seleccion de las ganaderias (Tabla 1) se
realiz6 mediante el anilisis del pedigri y de los antece-
dentes histéricos, que presentan la mayor proporcién de
animales con un 100% de influcncia genética de cada
una de las lineas histéricas de esta raza que se pretendi-
an estudiar. La Asociaciéon de Criadores de Ganado
Merino ha sido la encargada de seleccionar a los anima-
les en base a su morfologia dentro de las ganaderias
seleccionadas.
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Tabla 1. Ganaderias seleccionadas para el estudio

GANADERIA
ADy B HNOS. ARAGON DONOSO
AS CALERAS Y CALDERAS
BB BENAZAIRE S.A.
DB A.D.LSA.
DM DIEGO MORCILLO FERNANDEZ
E CENSYRA
EC PEDRO ESCRIBANO CASTRO
FC SOLETA S.L.
FD FLORENTINO DOMINGUEZ LOPEZ
FM FERNANDO MENAYA GARCIA
HD CENTRO DE SELECCION OVINO
HQ J.A.DE QUINTANA GOMEZ-BRAVO
JO JOAQUIN ORTIZ BARRUECO
LF LUCIANO FERNANDEZ MORILLO
SR EXPLOTACION SAN RAFAEL S. L.
ZG MANUEL PEREZ ZUBIZARRETA

En la tabla 2 se presentan los animales preselecciona-
dos en cada uno de las lineas Merino. El Merino Negro se
ha incluido en lo estudios como una linea mas. Ademas
hemos genotipado 25 animales de la raza lle de France
para tener una referencia de distancia. En las lineas
Amezua y Perales se ha analizado un nimero reducido de
animales ya que no se encuentran mds animales de dichas
lineas.

Asi se han genotipado un total de 235 animales, 210
animales de la raza Merina (incluido el Merino Negro), y
25 de la raza lle de France. Para ello hemos utilizado san-
gre entera obtenida por puncién de la vena yugular
mediante vacutainer estériles que contenian de anticoa-
gulante EDTA tripotasico.

El DNA se ha extraido de sangre utilizando el método

“Salting Out” (Miller et al., 1988) o utilizando Chelex 100

MUNICIPIO PROVINCIA
GUARENA BADAJOZ
ALBURQUERQUE BADAJOZ
BADAJOZ BADAJOZ
BADAJOZ BADAJOZ
CASTUERA BADAJOZ
BADAJOZ BADAJOZ
POZOBLANCO CORDOBA
REAL DE LA JARA SEVILLA
CAMPOLUGAS CACERES
ROCA DE LA SIERRA BADAJOZ
HINOJOSA DEL DUQUE CORDOBA
CAMPANARIO BADAJOZ
MEDELLIN BADAJOZ
CASTUERA BADAJOZ
MERIDA BADAJOZ
TRUJILLO CACERES

Resin, segun describié Walsh et al (1991) anadiéndole
proteinasa K.

Hemos aplificado en estas poblaciones 33 marcado-
res de ADN de tipo microsatélite (Azor et al., 2004) va
que son los marcadores de eleccién para la caracteriza-
cion genética de las poblaciones y los estudios de varia-
bilidad genética debido a las propiedades que presentan
(Jarne and Lagoda, 1996), existiendo un elevado nimero
de trabajos en los que se estima la variabilidad genética
de diferentes razas ovinas y la diversidad genética entre
ellas (Rendo et al., 2004; Arora and Bhatia, 2004; Pariset
et al., 2002; Arranz et al., 2001a, 2001b, 1998; Muigai et
al., 2001; Stahlberger-Saitbekova et al., 2001; Diez-
Tascon et al. 2000, Gutierrez et al., 2000; Buchanan et
al., 1994).

Para el estudio de la variabilidad poblacional y entre

Figura 1. Tipos y n° de animales analizados
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lineas hemos estimado diversos parimetros que se expo-
nen en los resultados del trabajo.

RESULTADOS
Variabilidad genética dentro y entre lineas

En el conjunto de todos los animales que hemos ana-
lizado en este trabajo se han encontrado 363 alelos (figu-
ra 1). El nimero de alelos por locus ha oscilado entre osci-
lando entre 6 y 19 por linea entre 97 y 263. Las dos line-
as que han presentado menos alelos han sido Amezua y
Perales debido al reducido ndmero de animales analiza-
dos. El nimero medio de alelos por locus desde 3 en la
linea Perales hasta 7,9 en la linea L6pez Montenegro.

Los valores de las heterocigosidades medias han osci-
lado, para el caso de la heterocigosidad esperada, entre
0,53 de la linea Perales y 0,72 de la linea Ldpez-
Montenegro. En el caso de la heterocigosidad observada
ésta ha oscilado entre el 55% de la linea Amezua y el el
71% de la linea Escribano (tabla 2).

Tabla 2. Valores de heterocigosidades medias
(esperada y observada) para cada una de las lineas de la
raza Merino Espaiol

LINEA | He Ho
AMEZUA 0,5585 0,5505
GRANDA 0,7085 0,6717
HIDALGO 0,6965 0,6636

LOPEZ MONT 0,7206 0,6840
PERALES 0,5363 0,6494
SERENA 0,7007 0,6687

ESCRIBANO 0,6237 0,7173

A partir de las frecuencias alélicas de los marcadores
estudiados hemos estimado los valores de los estadisticos
F de Wright (F,, Fg, y F) (Wright, 1965, 1978) con el fin
de determinar la tasa de consanguinidad y la intensidad
de fijacién que ha tenido lugar en las poblaciones objeto
de estudio.

En la tabla 3 se recogen los valores de estos pardme-
tros junto con el error estandar y los intervalos de confian-
za con una fiabilidad del 95%, calculados tomando todas
las lineas como una tnica poblacion y la raza lle de
France. En este caso el nivel de diferenciacion genética

Tabla 3. Estadisticos F de Wright en toda la poblacion de
animales estudiados: Merino Espaiiol e llle de France

F

ST 15

0,17904 011396  0,07345
";‘;‘f’;[r‘:zie 0,12474-  0,07988-  0,02953 -
(95%) 023645 015708  0,11045

(Fs;) entre ambas razas ha sido del 11,4%, es decir, el
11,4% de la variabilidad se debe a las diferencias debidas
al efecto raza, el resto es debido a diferencias individua-
les.

Cuando estimamos estos pardmetros para las lineas
tradicionales de la raza Merina (tabla 4) el grado de dife-
renciacién genética entre las lineas se ve reducido hasta
casi 3 veces con respecto a entre razas, siendo tan sélo el
3.9% de la variabilidad genética total en la raza Merina
debida a diferencias entre lineas, el resto es debido a dife-
rencias entre los individuos. Rendo et al., (2004) encontra-
ron un valor del indice F;en 9 razas ovinas del norte de
Espana inferior al que hemos encontrado (F; = 0,029), a
pesar de que nuestro indice de diferenciacion es entre
lineas y no entre razas.

En este caso el valor de F, obtenido ha sido mds bajo
lo que indica que dentro de cada una de las lineas tradi-
cionales existe una alta variabilidad genética. El grado de
consanguinidad en este caso también es inferior al ante-
rior debido a los métodos reproductivos utilizados en la
raza lle de France que hacen se incremente la homocigo-
sis.

Tabla 4. Estadisticos-F de Wright de las lineas
tradicionales de la raza Merino Espaniol

| I.-Ii F'\l | FI\
Lineas
tradicionales 0,101+0,023 0,039+0,005 0,064+0,022
del Merino

Hemos estimado los valores F; en cada una de las line-
as. Este valor que indica el defecto o exceso de heteroci-
gotos en cada una de las subpoblaciones. Cuando esta
cifra se aproxima a cero o incluso inferior es indicativo de
una poblacién no consanguinea y cuando se aproxima a
1 estariamos ante lo contrario. Los valores de F superio-
res a 0.10 estan indicando una baja resolucién en estudios
de diferenciacion genética. Cuando calculamos el valor
de los F; con su intervalo de confianza en cada una de las
lineas de la raza merina determinados utilizando 1000
permutaciones de los alelos en el interior de cada linea
para todos los locus (tabla 5), observamos que la linea

Tabla 5. Valores FIS de todas las lineas
de la raza Merino Espaniol

AMEZUA 0,22968
GRANDA 0,07333
HIDALGO 0,08381

HINOJOSA 0,11535
LOPEZ-MONTENEGRO 0,06590
PEDRO ESCRIBANO -0,08955
PERALES 0,01739
SERENA 0,07163

MERINO NEGRO -0,01489
INDIFERENCIADA -0,00718
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Amezua presenta un menor variabilidad genética seguida
de la linea Hinojosa. En el primer caso esto es debido a
que solamente hemos dispuesto de 3 animales en esta
linea. El resto de lineas han presentado unos valores infe-
riores a 0.10 y casi el 43% de las lineas han presentado
unos valores negativos.

Calculo de distancias genéticas entre lineas

La distancia genética entre poblaciones puede ser
definida en términos estadfsticos midiendo el nimero de
variaciones alélicas de cada locus que se han acumulado
entre dos poblaciones que divergieron entre si a partir de
una poblacién ancestral (Dobzhansky, 1976). Hemos esti-
mado la distancia genética de Nei (1972) (Tabla 6). Seguin
los valores obtenido la mayor distancia es la existente
entre las lineas Amezua y Escribano y el menor estimado
de distancia se ha dado entre Lopez Montenegro y
Serena.

Al representar grificamente la distancia entre las 7
lineas tradicionales del merino se confirma lo anterior-
mente senalado en lo que a cercania genética entre las
lineas tradicionales se refiere. Hemos representado grifi-
camente estas distancias en un dendrograma para ver la
forma de agruparse de estas lineas (figura 2). También se
ha incluido en el grafico la raza lle de France. Para esta
representacion hemos utilizado el método estiandar
UPGMA (método no ponderado de grupos usando pro-
medios aritméticos) desarrollado por Farris (1972) y
Tateno (1982), mediante un Bootstrapping basado en el
remuestreo de las frecuencias en los loci (Weir, 1990), uti-
lizando para ello 1000 permutaciones con sustitucion de
los individuos (Felsenstein, 1985).

En el dendrograma se observa claramente el aleja-
miento existente entre la raza lle de France con el resto de
poblaciones. Las lineas Amezua y Escribano son las mas
alejadas del resto de lineas y Serena y Lépez Montenegro
son las que mas cercania genética presentan. No obstan-
te las lineas Granda, Hidalgo, Lépez Montenegro y

nformacidén asociaciones

Figura 2. Cladograma de distancias entre
las lineas de la raza Merino Espanol

—
—

-
1

AM: Amezua, GR: Granda, H: Hidalgo, LM: Lépez Montenegro, ES:
Escribano, PE: Perales, SE: Sertena, MN: Merino Negro, IN: Poblacion
indiferenciada (cruces con gran influencia de Hidalgo, Serena y
Granda), IF: lle de France

Serena se agrupan en el mismo cluster, muy préximas a
la poblacién indiferenciada debido a la influencia de las
anteriores en la formacion de ésta. El resto de lineas pre-
sentan un mayor alejamiento genético de las anteriores.
La informacién proporcionada por marcadores mole-
culares neutros de tipo microsatélite describe similitudes
entre poblaciones debidas a antecedentes comunes.
Ponzoni (1997) establece que la informacion de marcado-
res moleculares neutros permite asegurar que poblaciones
cuya apariencia y rendimientos son similares, son en rea-
lidad diferentes, pero no que poblaciones cuya apariencia
y rendimientos son diferentes sean genéticamente iguales.

Tabla 6. Distancias genéticas (Nei, 1972) de las lineas tradicionales de Merino Espaiiol

AM PR
GR 0.381 Bkl
H 0.340 0.154 et
LM 0.341 0.130 0.110 -
ES 0.851 0.398 0.410 0.373
PE 0.455 0.368 0.241 0.297
SE 0.314 0.163 0.117 0.097
MN 0.581 0.272 0.273 0.192
IN 0.499 0.153 0.220 0.146

0.603 sass
0.453 0.299 oy

0.466 0.480 0.283 ik

0.340 0.395 0.234 0.273 i

AM: Amezua, GR: Granda, H: Hidalgo, LM: Lopez Montenegro, ES: Escribano, PE: Perales, SE: Sertena, MN: Merino Negro,
IN: Poblacién indiferenciada (cruces con gran influencia de Hidalgo, Serena y Granda).
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CONCLUSIONES

A la vista de los datos obtenidos la mayor parte de las
lineas de la raza Merina mantienen una importante varia-
cién genética que deberia ser mantenida con una adecua-
da planificacién de los apareamientos entre otras actua-
ciones. De esta forma se asegura la capacidad adaptativa
de estas lineas a los sistemas de produccién donde se des-
envuelven y evitar los efectos negativos de un incremen-
to desmesurado en los niveles de endogamia. El pequefio
nimero de animales analizados en las lineas Amezua y
perales han afectado claramente a su variacién genética.

Actualmente a pesar de la influencia existente entre
las lineas, ain existe un cierto nivel de diferenciacién
entre ellas. Las lineas Granda, Hidalgo, Serena y Lépez
Montenegro son las que se han presentado mas préximas
en el claster y las lineas Amezua, Perales y Escribano pre-
sentan una mayor independencia genética en el dendro-
grama. :
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