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Resultados del control de filiacio
en la raza ovina Segurena

INTRODUCCION

Utilizacion de los microsatélites
en control de filiacion

Desde mediados de 1980 la verificacion de la paterni-
dad viene siendo utilizada para el control y saneamiento de
los registros genealégicos y en el comercio internacional de
especies domésticas como el ganado vacuno y equino.
Actualmente los laboratorios de genética practicamente
han sustituido las técnicas clasicas de grupos y polimorfis-
mos sanguineos por la tipificacién de secuencias microsa-
télites. Los avances técnicos en el analisis de ADN y la efi-
cacia de la metodologia han facilitando su rapida
implantacioén.

Los microsatélites se encuentran distribuidos al azar por
todo el genoma, son muy abundantes, exhiben gran poli-
morfismo y son faciles de identificar, estas circunstancias
hacen que se utilicen como marcadores genéticos y son
los que han despertado mas interés para realizar pruebas
identificacion individual, control de paternidad y para la
caracterizacién de poblaciones.

Como la forma de herencia de cada microsatélite es
codominante, un individuo no puede tener un determina-
do alelo si éste no esta presente en al menos uno de sus pro-
genitores. Cualquier alelo no materno debe proceder del
padre, y si el supuesto padre carece de este alelo no pue-
de ser el verdadero padre. Cuando se comparan los geno-
tipos de un marcador, obtenidos en un individuo y sus pro-
genitores, las combinaciones posibles originan diversos
dictdmenes:

e Compatible. El individuo es compatible con la madre
y el padre propuestos. El genotipo del individuo es fruto
de la combinacién de los alelos presentes en los genoti-
pos de ambos progenitores.

e No padre ni madre. El individuo es incompatible con
la madre y con el padre propuestos. El genotipo del indi-
viduo no puede de ninguna manera surgir de la combina-
cion alélica de los genotipos de los progenitores.

e No padre. El individuo es compatible con la madre
propuesta pero incompatible con el padre propuesto. El

padre no comparte ningtn alelo con el individuo, sin embar-
go la madre si lo hace.

e No madre. El individuo es compatible con el padre
propuesto pero incompatible con la madre propuesta. La
madre no comparte ningin alelo con el individuo, sin
embargo el padre si lo hace.

e No padre o madre. Uno de los dos progenitores pro-
puestos es incompatible con el individuo, pero no se pue-
de determinar cual de ellos es el incompatible. En este caso
uno de los alelos del genotipo del individuo estd presente
en ambos progenitores pero el otro no estd en ninguno de
ellos. No se puede saber cual de ellos aporté dicho alelo.

e Compatible sin tener en cuenta la madre. El indivi-
duo es compatible con el padre pero se ha realizado el
control de filiacién sin tener en cuenta la madre por diver-
s0s motivos (madre muerta, desconocida, etc.).

e Compatible sin tener en cuenta el padre. El individuo
es compatible con la madre pero se ha realizado el control
de filiacién sin tener en cuenta el padre por diversos moti-
vos (padre muerto, desconocido, etc.).

Ejemplo:
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Casos posibles de dictamen

Genotipos
Padre N Q N P N O IR M P
Madre KP MM LL MR LP
Hijo KN MO JN N P OoP
Resultado Compatible No padre No madre No padre ni madre No padre o madre

Caso de un cordero compatible con sus padres con siete microsatélites

CRSD247 - MAF65 MAF209 BM8125 TGLA122 ILSTS11

Padre
Madre KP MM LL
Hijo KN MO LN

MR LO SU NR

MR LP SU NN

Caso de exclusion de un padre y una madre con ocho microsatélites

= N = = == = =

CRSD247

HSC MN NN NN
MAF65 MO NO NO
MAF209 MM MQ MQ
BM8125 oP op oP
TGLA122 I U U

ILSTST1 MO MO MO
TGLA122 NO PR oP

No padrel ni madre 1

KM LM

LO MO No padres o madre 1
LQ MM No madre 1

oP PQ

KT 1] No madre 1

MR OR

PQ NP No padre 1 ni madre 1

Dictamen: El cordero es compatible con el padre 2 y la madre 2. Se excluyen el padre 1y la madre 1.

Las pruebas de verificacion de la paternidad tienen enfo-
ques distintos en el hombre y los animales, a pesar de usar
la misma metodologia. En ambos casos la exclusién de un
progenitor es cierta al 100% cuando no hay posibilidad de
transmision de un determinado alelo presente en el indivi-
duo por parte del supuesto progenitor aunque se acepta
que ante la posibilidad de una mutacién inesperada se
deberia excluir un progenitor o ambos con mas de un mar-
cador. En el caso de que no se detecte ninguna incompa-
tibilidad en los marcadores analizados, se considera al pro-
genitor como compatible y por lo tanto valido para figurar
como tal en los registros genealdgicos animales.

Se podria dar el caso de la necesidad de demostrar la fia-
bilidad del dictamen de compatibilidad. Se trata de algo
habitual en los casos de pruebas de paternidad en el hom-
bre en los que la compatibilidad de un padre debe ir acom-
pafada por una probabilidad de paternidad a posteriori. Es
un calculo complejo que no suele ser empleado en mundo
animal y que se suple con una estrategia que consiste en la
seleccién de una bateria de marcadores con una probabi-
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lidad de exclusion a priori alta en la poblacién a la que per-
tenecen los progenitores y el individuo en cuestion.

Probabilidad de exclusion

Uno de los primeros planteamientos para hacer prue-
bas de paternidad fiables, es la necesidad de detectar la
mayoria de paternidades falsas que se presenten. Para la
evaluacion de la capacidad de un marcador de excluir una
paternidad falsa se han desarrollado férmulas dependien-
do de la necesidad de excluir un sélo progenitor o los dos.
La combinacién de la probabilidad de exclusion de varios
marcadores permite escoger los mas indicados para llegar
facilmente a valores del 0,999.

La eficacia de un sistema genético para dilucidar un
test de paternidad, viene determinada por la probabilidad
de exclusion (PE) de dicho sistema en una poblacién y esta
en funcién del polimorfismo del sistema y de las frecuen-
cias de los alelos que lo componen.




La combinacion de las probabilidades de exclusion de
los diferentes loci (PEC), tiene un valor que se utiliza para
determinar la eficacia a priori de un conjunto marcadores
genéticos para resolver casos de paternidad discutible en
una poblacién dada.

La raza ovina Segurefia cuenta con una Asociacién de
Criadores (ANCOS) con sede en Huéscar (Granada) y des-
de 1999 se viene desarrollando un esquema de seleccion.
Dentro de las actividades que se desarrollan en dicho esque-
ma, se encuentra el control de filiacion de los animales del
nucleo selectivo de la raza. El objetivo de realizar tales
controles de filiacion es obtener una informacion genea-
l6gica precisa con la que se podran realizar valoraciones
genéticas mas fiables de los animales que garanticen un
mayor progreso genético de la raza.

MATERIAL Y METODOS

Se han analizado 1.000 animales de la raza ovina Segure-
fia inscritos en el Libro Genealdgico y pertenecientes al niicleo
selectivo. El ADN se ha extraido de muestras de sangre median-
te el Kit BLOODCLEAN de Purificacion de ADN (BIOTOOLS
— Biotechnological & Medical Laboratories, S.A. Madrid, Espa-
fia), siguiendo las indicaciones del fabricante para este kit.

Para realizar los controles se ha utilizado un panel de
10 marcadores microsatélites (Tabla 1). Los microsatélites
se han amplificado en 2 reacciones mdltiplex mediante la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Los fragmentos obtenidos mediante la PCR se han someti-
do a una electroforesis en un secuenciador automatico
ABI377XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). El
analisis de los fragmentos y la tipificacién alélica se ha rea-
lizado mediante los programas informaticos Genescan Ana-
lisys 3.1.2 y Genotyper 2.5 respectivamente.

La Probabilidad de Exclusién a priori por marcador (PE)
y para el conjunto de los marcadores (PEC) se ha calcula-
do con el programa informéatico Cervus 2.0 (Marshall y

cols., 1998). El control de filiacion se ha realizado com-
parando la férmula genética del cordero con la del padre
y la de la madre propuestos.

RESULTADOS

Se han analizado todos los machos utilizados para Inse-
minacion Artificial y se ha comprobado su filiacion siempre
que ha sido posible. Se han realizado controles en 18 gana-
derfas. En total se han realizado 480 controles de filiacién.

La Probabilidad de Exclusién Combinada a priori (PEC)
del panel de microsatélites empleado es 0,9998 cuando se
conocen los dos progenitores, disminuyendo este valor has-
ta 0,9928 cuando sélo se conoce uno de ellos. El panel de
microsatélites utilizado ha resultado eficaz para resolver
practicamente todos los controles de filiacién realizados.
Solamente en un caso se ha obtenido un dictamen de «No
Padre o Madre» y este caso se ha resuelto introduciendo un
segundo panel de microsatélites adicional.

Tabla 1: Microsatélites analizados, niimero de alelos por marcador (NA), Heterocigosidad observada (Ho),
Heterocigosidad esperada (He), Contenido de Informacién Polimérfica (PIC), Probabilidad de Exclusién
conociendo s6lo uno de los progenitores (PE1) y conociendo los dos progenitores (PE2)

CSRD247 0.768 0.801 0.771 0.438 0.613
HSC 14 0.893 0.889 0.875 0.626 0.771
MAF209 11 0.652 0.650 0.610 0.250 0.428
MAF65 6 0.688 0.713 0.662 0.293 0.466
SPS115 7 0.685 0.772 0.734 0.381 0.559
BM8125 6 0.820 0.762 0.725 0.367 0.548
BM1824 6 0.676 0.705 0.657 0.289 0.464
CSSM66 14 0.838 0.856 0.835 0.540 0.703
ILSTSO11 7 0.568 0.599 0.570 0.213 0.396
TGLA122 10 0.598 0.744 0.713 0.361 0.545
Media 9.40 0.719 0.749 0.715 0.9928 0.9998
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Los resultados obtenidos en las 18 ganaderias analiza- Tabla 2: Resultados de los controles de filiacion
das se observan en la Tabla 2. El 82,2% de los corderos
han resultado compatibles bien con los dos progenitores pro-
puestos o bien con sélo uno de ellos (padre o madre). Se Compatible (C) 311 (64,9%)
han encontrado un 17,8 % de incompatibilidades, tanto
con ambos progenitores como con s6lo uno de ellos (padre

nformacidén asociaciones

Dictamen

Compatible sin tener en cuenta la madre (CSM) 46 (9,6%)

o madre). . . o
En la tabla 3 pueden observarse los resultados de los Compatible sin tener en cuenta el padre (CSF) 37 (7,7%)
controles de filiacién por ganaderias. En algunas ganade- No Padre (NP) 41 (8,5%)
rias no pudo comprobarse la filiacion registrada en el Libro No Madre (NM) 17 (3.5%)
Genealégico (columna SC) por no disponerse de las mues- . !
tras de los progenitores. No Padre ni Madre (NPNM) 28 (5,8%)

Tabla 3: Resultados de los controles de filiacion por ganaderias

GANADERIA C (%) CSM (%) CSP (%) NP (%) NM (%) | NPNM (%) SC (%)
1 28 35,7 14,3 — — — 3,6 46,4

2 40 62.5 10 — 10 7,5 10 —
3 60 66,7 10 6,7 3,3 8,3 5 —
4 17 76,4 — 5,9 5,9 5,9 5,9 —
5 44 50 6,8 29,6 — 4,5 6,8 2,3
6 7 57,1 — 28.6 — — — 14,3
7 33 33,3 6,1 6,1 45,4 — 9,1 —
8 1 — — — — — 100 —
9 23 30,4 17,4 26,1 43 — 4,3 17,4
10 19 63,2 5,3 10,5 10,5 — 5,3 5,3
11 17 88,2 5,9 — 5,9 — — —
12 7 100 — — — _ _ _
13 37 62,2 2,7 2,7 13,5 5,4 13,5 —
14 43 74,4 20,9 4,7 — — — —
15 39 79.4 10,3 — 2,6 2,6 5,1 —
16 48 68,7 12,5 4,2 6,2 — 4,2 4,2
17 35 65,6 5,7 8,6 8,6 2,9 2,9 5,7
18 7 57,1 14,3 — 28,6 — — —

NCF: Ndmero de controles de Filiacion realizados en cada ganaderia; C: Compatible; CSM: Compatible sin tener en cuenta la madre; CSP:
Compatible sin tener en cuenta el padre; NP: No padre; NM: No madre; NPNM: No padre ni madre; SC: no se realiza el control de filiacion.
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DISCUSION

El panel de microsatélites es eficaz para realizar controles
de filiacién en la raza ovina Segurefa, habiéndose obteni-
do una Probabilidad de Exclusién Combinada a priori (PEC)
de 0,9998. El valor que se obtiene cuando sélo se dispone
de uno de los progenitores (PEC1) es inferior (0,9928) con
lo que disminuye la eficacia del panel de marcadores a la
hora de detectar un progenitor falsamente atribuido.

Se han resuelto todos los controles de filiacion realiza-
dos excepto uno, en el que se obtuvo un dictamen de «No
padre o madre». Para resolver este control ha sido necesa-
rio analizar un panel de microsatélites adicional.

En 7 ganaderias no se ha podido realizar el control de filia-
cion por diversas razones como son que la madre y el padre
propuestos ya habian muerto cuando se realizé la toma de
muestras o bien habian sido vendidos a otra ganaderia o se
desconocia la identidad del padre, de la madre o de ambos.
Este dltimo caso es el més frecuente en el caso de los machos
del centro de Inseminacion Artificial (Ganaderia 1).

En el 82,2% de los casos, los corderos han resultado
compatibles con los progenitores propuestos, mientras que
en un 17,8% de los casos, el cordero es incompatible con
los dos progenitores propuestos o con uno de ellos. Este
resultado global es esperanzador pues indica que en las
ganaderias analizadas hasta el momento, el registro de las
genealogias por parte de los ganaderos es acertado, aunque
cuando se analizan los resultados por ganaderia se obser-
van discrepancias (Tabla 3). Llama la atencion el alto por-
centaje de incompatibilidades con el padre encontrado en
las ganaderias 7 y 18. En el caso de la ganaderia 7, ademas
hay un 9,1% de incompatibilidades con el padre y con la
madre. Todos los animales a los que se les ha realizado
control de filiacién son de Inseminacion Artificial, por lo que
se podria pensar en un error en el registro de la Insemina-
cion Artificial. En el caso concreto de la ganaderia 7, se

emplearon varios machos para inseminar y todos ellos tie-
nen hijos compatibles e incompatibles, con lo que se des-
cartaria un posible error en la inseminacion. El hecho de que
en esta misma ganaderia se encuentre un 9,1% de los casos
incompatibles con el padre y con la madre hace pensar
mas bien en un registro de genealogias deficiente. En cual-
quier caso, los resultados aconsejan un registro mas estric-
to de las ovejas inseminadas para disminuir estos casos de
incompatibilidades.

El porcentaje de incompatibilidades con la madre detec-
tadas es un 3,5% (Tabla 2), lo que en principio no es un mal
resultado e indica que en general, el registro de las mater-
nidades es mas eficaz que en el caso de las paternidades
(8,5% de incompatibilidades). Se ha encontrado un 5,8 %
de casos de incompatibilidad de padre y madre, que podria
ser debido a un cambio de corderos al nacimiento.

Durante este afo se seguiran analizando mas ganade-
rias pertenecientes al nlcleo selectivo y se analizaran tam-
bién animales en monta natural, para lo que serd necesa-
rio hacer asignaciones de paternidades y/o maternidades.
Para hacer estas asignaciones se ha probado ya la eficacia
de este mismo panel de microsatélites y en las primeras
pruebas realizadas ha mostrado ser eficaz, pudiéndose asig-
nar correctamente mds de un 85% de los padres y madres.
En los casos en que no se puede asignar la paternidad o
maternidad (dos o mas padres o madres compatibles) habra
que analizar, ademas del panel principal, el panel de micro-
satélites adicional.
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