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En los paises desarrollados el ganado caprino tiene una repercusión económica importante y ya se 
está utilizando la selección a nivel génico en reproductores potencialmente interesantes para 
proteínas lácteas tales como la caseina a-s1 (1 ). Por ello, una correcta asignación de paternidad en 
grupos interreproductores es un requisito previo para llevar a cabo un programa de mejora. Las 
pruebas convencionales de paternidad permiten resolver muchos casos, aunque no todos; el tiempo 
y el coste económico que implican, nos han llevado a utilizar el polimorfismo genético a nivel de 
ADN basado en loci de repeticiones en tántem de motivos nucleotídicos simples (microsatélites o 
VNRTP) en el ganado caprino como rutina. 
Nuestro grupo de investigación ha desarrollado una metodología específica para la detección alélica 
de 5 microsatélites ya descritos en cabras (2, 3, 4) utilizando PCR multiplex y realizando la 
genotipificación de cada individuo en un secuenciador Perkin-Elmer ABI y aplicando el programa 
GENESCAN de la misma casa comercial, en el Servicio de Secuenciación de Proteínas y Acidos 
Nucleicos de la Universidad de Córdoba. Al mismo tiempo hemos clonado y secuenciadp 9 nuevos 
microsatélites caprinos, 5 de los cuales podrían ser hipervariables y que en la actualidad nos 
disponemos a caracterizar poblacionalmente. Ambas baterías de microsatélites nos permitirán 
asignar paternidades con una probabilidad de error negligible. 

Material animal: Se han caracterizado 6 ganaderías de la raza Murciano-Granadina todas ellas en 
control lechero pertenecientes a la Asocación de Criadores de Raza Murciano-Granadina (ACRIMUR) 
de Murcia, cuya estructura de cruce aprioríatica es parcialmente conocida, para los 5 microsatélites 
ya descritos (2, 3, 4). Se usan muestras de sangre completa congelada para las extracciones y 
purificaciones de ADN (5), aunque rutinariamente trabajamos con sangre diluida 1 :20 (6). 

Características de los microsatélites estudiados: Se han escogido todos los loci microsatélites del 
tipo (gt)n modificados (2, 3, 4). 

PCR multiplex: Se ha utilizado un termiciclador de ADN (Perkin-Elmer) con un ciclo de 1 O' 94 º C 
("hot start")(7); A los 5' se añaden 0'7 unidades de polimerasa; 35x(30" a 94ºC, 30" a 53 º C, 
3 =" a 72 ºC) 1 O' a 72 ºC. La concentración de cada pareja de oligonucleótidos es: 20nM para el 
SR-CRSP-1 ; 200nM para SR-CRSP-5; 35nM para SR-CRSP-8; 50nM para SR-CRSP-9; 16nM para 
INRA-011-C. El volumen de reacción fue de 25 ul de sangre diluida 1 :20 y 2'5nM de Cl 2Mg. El 
tampón fue suministrado por Biometra Ltd . versión 2.0. 

Genotipificación de microsatélites: Los productos de PCR son desnaturalizados, mantenidos en hielo 
y posteriormente cargados en un gel de secuenciación estándar de acrilamida desnaturalizante 
aplicadoa un secuenciador ABI 373. Las señales fluorescentes de los productos de PCR marcados 
con los fluorocromos (JOE, TAMRA y FAM) son analizados por el programa GENESCAN 672. Los 
tamaños de cada producto de PCR son asignados por referencia con el estándar interno (ROX) 
añadido antes de la desnaturalización . 

Protocolo de búsqueda de los 9 nuevos microsatélites: El ADN genómico ha sido obtenido según 
Wang et al (5). Para la construcción de una genoteca parcial de ADN caprino hemos llevado a cabo 
una digestión completa con Sau3A 1, posterior recuperación de fragmentos (200-400 pb) e inserción 
en el plásmido pUC18 previamente linearizado con 8amH1 (6) . La exploración de la genoteca así 
construida se ha llevado a cabo transfgormando células competentes (Pharmacia), y transfiriendo 
y fijando los transformantes a membranas de nylon; la sonda usada para detección de clones 
portadores de microsatélites es un oligonucleótido (tg)7t marcado con digoxigenina (6) . De los 
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clones positivos hemos extraido y purificado los plásmidos cuya secuenciación es directa con los 
cebadores universales del fago M 13. Los programas PrimerSelect (DNASTAR) v 3.03 y O ligo 
(National Biosciences lnc.} v 4.05 nos han permitido diseñar las parejas de cebadores para cada uno 
de los 9 microsatélites encontrados. 

Resultados y Discusión: La tabla 1 proporciona las frecuencias de cada microsatélite rastreado en 
las 6 ganaderías estudiadas, el parámetro denominado contenido de información polimórfica (PIC). 
la heterozigosidad esperada en el equilibrio (H} asi como la probabilidad de exclusión de cada locus 
(PE} (8) . En la Tabla 2 detallamos las secuencias de los 9 nuevos microsatélites encontrados cuyos 
códigos de acceso al GenBank son U80587, U80588, U80589, U80590, U80591 , U80592, 
U80593, U80594 y U80595 para los microsatélites que hemos denominado CHIRUCO 1, 
CHIRUC02, CHIRUC03, CHIRUC04, CHIRUC05, CHIRUC06, CHITUC07, CHIRUC08 y CHIRUC09 
respectivamente. 

Tabla 1.- Valores de frecuencias alélicas en 5 ganaderías diferentes para los 5 loci microsatélites 
estudiados. PIC: contenido de información polimórfica. H: heterozigosidad esperada en el equilibrio. 
PE: probabilidad de exclusión de paternidad. 

Locus Ale/os(frecuendas) N Ganadería PIC H PE 

SR-CRSP- 1 137(.34) 139(.02)141(.03)143(.14) 78 OC.ACRIMUR 0.71 0 .75 0.53 
145(.05} 147(.32) 151 (.1} 

INRA011 99( .13) 113(.023)115(.19)117(.09) 64 Vl.ACRIMUR 0.87 0 .88 0.75 
119(.17)121(.08)131(.02)133(.007) 
135(.03)137(.08)139(.02)141(.11) 
143(.02)147(.03) 

SR-CRSP-5 166(.1) 168(.11) 170(.02)172(.008) 106 WS.ACRIMUR 0.73 0.75 0.48 
174(.12) 176(.44) 178(.05) 180(.11) 
182(.033) 184(.009} 

SR-CRSP-8 217(.3)219( .14)221 (.15)225( .005) 94 EP.ACRIMUR 0.71 0.75 0 .55 
237( .33)239(.06)241 (.015) 

SR-CRSP-9 120(.08)128(.25)130(.2) 132(.28) 71 OR.ACRIMUR 0 .77 0.80 0.57 
134(.007) 136(.085) 138(.049) 
140(.042)144(.007) 

Una pnmera aprox1mac1Ón a la evaluación de los microsatélites estudiados en la venftcactón de 
paternidad nos ha proporcionado 26 parejas madre-hija erróneamente atribuidas de un total de 250. 
La probabilidad de exclusión de parentesco conjunta que proporcionan los 5 loci analizados en las 
cinco ganaderías mostradas de raza Murciano-Granadina resulta ser igual a 0.99. Por otra parte 
podemos suponer que cinco de los nueve nuevos microsatétlites clonados por nosotros pueden ser 
hipervariables por lo que una vez reastreadas las poblaciones para un total de 1 O loci, podemos 
estimar que la probabilidad de exclusión de parentesco supere el valor 0 .999 (utilizando los datos 
promedio obtenidos de los indicadores de variabilidad PIC, H y número de alelos para 1 O loci). Por 
tanto los resultados obtenidos nos afirman en nuestra primera idea de la necesidad de un número 
no muy elevado de microsatélites para poder realizar controles de paternidad en ganaderías 
completas. 
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Tabla 2 .· Secuencias de los 9 fragmentos de ADN con microsatélites clonados por nosotros an 
ooblaciones de le reza Murciano-Granadina. 

LOCUS :MU80587 ::iA 

l 4aaqc~4qt.q aqgaagc.aqa g ccct.act.qa c. t.qca cc.aaa t..:: ac.c.aqaa c.c::.ct. ct.J.a t. 
ól t.catt.cctta aqqgcc.c tqi: gac.qgcccat. o~ac.qc.c.ct. 1:c.lt.aat.tt .lt.t.caoacc.: 

:.~l tcacc.a qc.qa tqagt:at.ct.o c c.c. :.qc. c. t.t. c <:. c t t.t.t.QtCt. :.:::.Jaaac.aq g cc.ac.aatoa 

~ :J 1 .icac.t.cc.ot..:. ct.t.ccccaac c::..:icst.0~9 tc;::.'ltgtg:~ :. .::.:e.ge.cea tct. t : -• -::::. :. :.: 
~41 c.c.t.aqt.aqct. aaqt.t.qt.qt.c c.g .:i.ct.ct.t.c.q ccaaccccat. auacaqr.aqc 

LOCOS :HUSOSBB ·:so bp .:-1 -JUN- 1991 

LOCOS 

wcus 

LOCTJS 

l t.oat<ti:cat c. cact. t.or.-"o t ':".":Aoaact.<'lt. .iaacaoc.ac : : ~J. t.c c.caac. .1 c..: c. ~ ~: : -:. :. 

61 qcac.t.t.qttt. ccc. t.ct.ac.ta. ac.t.a c.ac.c.aa t.ct.itatt.qc aaacc.ggata qct.acccacc 
121 a aact.C<9.Qgc cqtqtt.t.cc.c ;iqec.c.ctttt. acc.at.aqaqt cc.lt.t.ccc.ac caatoqaa t.o 
181 c.aa9c.aqaac. t cat.qgqt.qt. aactttctca ctq t.qgc aat. t. .. l.laaa qr.a q cltQt.a tacct. 
~ .¡ l t.ct t. t. t.att. t t c ta.acct.oc c.qgct.qcac.a c.J.aqa9at.aa c.:.lcAaaacc a.:."l.itolt.oa ,J 
30 1 dooaqcct.cq gt.c cct.cacla qact.at.cc.J.c C.J..J.cc aQa.J.a .:..::: ::: t.o:.q t.t •11.lt.at.':.-:-:- -::: 
J6 l d t. t. t acaac.:i ., .. tl ct. t.t.:: :-:~. :. -. : ::::e.ce.Je t •r.H. tt t.a; .; :.1 t t. t.at t. :i: ·:.-.. ;-.: :-. : ·:·,--: 
-lZl cataact.t.t.t. c t.caaaact.t. c .:iac.t.ccttc t.qaa t.tac. c c. .ldt.c t.cct.t t qc...:iqaqtt.t.-:: 
481 aqac.acacac dcd c a c ac.ac a c a c acac..sc a cacgqt.t.ca t.:.r.c.qc. c.a ct. qa c.aat.t.t.at. 
S4 l qaaaqc:ata.\ c.q"'-at.qaaag qgcc.t cct:tq cctqqaqaat. 

CHUBOSB9 )67 bp ::JA ") 1 -Jt.m- l 991 

.J.dCt.04Qqt.C at.t. tt.attqa qc t. CC ':.00.J.t t.C.lOCtQt..JC c :.::.J.dd CCdC dCt.Ot. t. .:t. to 
~ 1 "J .J. t..) t. t.t.c:::.1 tr..1 c t.":.:. .lOC ':':-"• C3 Ct. ':': : - -:::te. e. ..::-.; · .: : - :.::: t ct.: ..... -. i :t:: : .:. 

- ~! .; :.c..at.t..l.:it. c .· •. ;t.':OdC<ltt. ::.l.JC':..l':.:..J t ·• . :.t:.J.•1....:t. t - ~-. : :: t. C "'.:.J.0 •/1l...1t..J :. :::; t.-:J 
: •.n ttt.J.t t.t.J.J<i .itc t: t.Qat.t.a a. c.a:. :.c.c.:.q t :r.:. .:.J.'l.-tar. -: ·:.:.:.:.:.iact c::::.Jtct..::i-t•1 
-~ -: l c.~qtgtqc.q t.i:rt.ac.qtqt:g ::. qt.g::.J.c.Jt.t : .;..oc.c.atqt. :: : -:_,;:_ c.ct:t t o t.q.J.cc.: ::: . ...Lo 
JOl adctqt.aqcc cqc caqqct.c c. c ct.qc.ccat. g:gaat.c. c.tcc .1c~caaqaac c.ct-:¡qa gt.qq 
361 qtc.qcCJ 

: HU80590 2) 9 bp Ol -JUN-1991 

l gt1t.Cat.t.c1.:a qt.qcaccc.a c t.aaac4tt.a4 a .sao4oaa4t. t.atat.t.t.Cc!d cc.qgc.tqt.qt. 
61 qtgt.qtgr.qt. g t.gt.gaqt.qc. r, t g-r.gt. ::;c.gc. .:¡c.qi:qc.qv¡t. q:..lt.qtqtqt. gc.qt.qt.qt.t c 

~ 21 aqt.t.qct.CJQ :,-: .;;t.q t.ct.qa c c c t.t.t .: : 1.l ccc c .st.qqac c.q:t.a q tcaqg ct.c ccccac.c 
:e1 cac.qgaac.c.c. t.ccaqccaag a.ac.a ccg:c.J'1 c.qggtaqcca c.c.c.ccac.cc.c cdqt. c.qa c.c 

CHU3059l ~S l bp :-: !A MAM 9 l - JUN-l 'i91 

l qac.c.sa.att.a aoccccaaqc tact.9gaaaq c. c aqgt.gqtg cct.caqqaacl IJ.lCaaaqt c a 
ci l cta oaac.taq ttailaga c a a act gccca a q gtt q t g tqt.a t. =r.:.qc.qt.qc.q tqt.q tqtatc 
L~ l cqt.qc g c.qc. c ::.:i t.a t gt.crt.g tqt.gtqc.gc.c t.oc.q c.qtqtq : .r.: .:i c.ct.qc.q t. c t.qto t.gc.q 
~ l:H t.qt.qc.ctgtg t. ct.qtgt.qc.q tqt.gtgt.at.q r.qtg:tgtqtg :. .:;t.t.J.toaaq ggg c. g:g.J..gqt 
241 qcagacaQa t. e 

UX:U:.> ...:HU80592 :'.:56 bp :NA .'1A.."1 O l -JUN-1 9 ~ 7 

gat.c aa<"Jacc c.c.ocaaa qgc. c t..lqqt.aqaq tt.Q.l t.qgaaq caaacaqc a g At.ot.aqat.qq 
til dgqcggagqc ::..J.aqaar.c.tc .Jqggagt.t.Jr. c .J.ct.acct tt a-:.J.ccc.ac t.q cc.gcc.qcc.qc 

: 21 c.c.ccc.qc c.qc c. 1.Jott.9ct : -:- .1or..~q t c-:.c t.C3c tct..at.a :.:..l.::::cc.l t. a oac o g:c.Jqcc 
.9 1 c acc.lqqctt. :::.::c cq cc.cc::. ~Q.l.J.t.tc:.:c .J.agc a agaac ..l ::=:;i.J.qt.gg g t. t.g cc.J.t. t. t. 

.:: ~ l tCU.Ct.CC.JQ qggat.c 
LCCUS CHU80593 3'17 bp MAM Jl -JUN - 1997 

:..xus 

1 9qq.19qcc t. c ccc.c.qqact.a c:!:l"aqgtqaq aa9aqa.sccc t.Jc cattct.q tqt t at. tac .J. 
01 c t cr:cac.t.t.t. t.t.t.ct t t.ca t. • :-.q t.t. tacc dat. tt.a t. aa c. t:. c::.o t.tcat. ctataa~t. t. 

, 21 qct.:.q .J.cta.J. i:.qccc.t. ...:.Jdo ct..:-:cc:. -:cc r:'".•:ttatqtat -:::.::t t a at.ca t.1Jt.c t;:.1..1ct.c 
,91 t tc.ac.qqc.ct ::: t. t.:it. c..;09c ..:..c.:: :..laAto t c-:::c:.t.c t.c.Jt. :. : :.=aaqcc t c tjt..::c.:idat. 
.:.; 1 OCt.C.CClCCt r;t.cqc.qccc t -.J':CCCt. ·JCC :. : .:ccc.:iacc ·::::.Jqt.J.Qtt. .ll.'.C.OCCt;:t.Ct. 
jQ l qC.J. c t. ct.cac t q t..J.dCt. t qq r. r .. "l C.lCCt.Ct. qtgt.CCC.Jqq t.t.C.Jt.C.la t.c qr.a.J.Ct..J.J.t.t. 
161 t.4cac:qt.ctc c.ctc.ccc 

CHU80594 -142 bp MAM OI-JUN- l991 

.ltatta t.t.'.lt ..::.Jcc ata t.gt cct.agc tatq acaqc.qgttt at t. .ltc t.c c.t tqgc.gaca.qa 
61 ttt att.qaqa t.ataa r. c.ta c t.t.acc t.a t.aq t t.c.J.ccca t t t..::.laqt.adc.a taattca.-'it.a 

:~ 1 t.tt.caaat9t at.cca aagt.g tt.ct.qcaacc atc .J.t.cac .J.a t.t .l..l t.t t aaa aaccotaaat. 

~: ~ ~~~~~;~¡~~ ~~~~~~~~~ z~~~;~~~~ ~;:~::~:~~ ~~~~~;~~~= :=~~::;:;~ 
301 aat t tt.t. t.qt t .::t. t t.c.J.t t. t. c•1g ccc.gaag q.1c. c.ccctcc ttcctqcqgc c. c..tcacccco 
361 cccaqact a q tt.t tt.at.qt.c c.cccacca9q qt.ctttqct. t. dac .saqt.ga t. t ctatat.aaa 
~21 gCCCdCCt.t.t. taatttCadC ce 

wcus CHUS0595 )60 bp CNA MAM Ol-JUN- 1997 

l qat.caaatoc t.tt. t c ttt.t.c ct.ctgacaa.s at t.a:q.Jt t tt. q:.c.c .at.t.tqg g t.qt.gtgt.gt 

!~ ~ ~~~=~~~: ~~=~~~:: ;:~~::aqt: gqar.qcta c a tc.c a .saac a g aaaa t.ac tt.a 
'. 
81 

. aaa ac.ccct.tt.c t c:.t.t.g aac aa qtt..J.qt.t.ct.c 
_: .¡i aqt:aatctat ccccac. c a a c .ac.ccct.gtag qcc.1oaaaag c. :::.. : .;ractc a c cc.ic caacc 

~O l ~:~:~~~:~~ ~.~~~~~~~~ge. ttcc-::.aaoaa a q .;iqaatc ta .sccaoct.t.t.g .Jaaaatatc .:i 
t.q.:; c t c .lcac. oqt.aaaac.gt. ..::::..--:c. cc.acaq c.gcqaqagac 
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