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INTRODUCCION

Los distintos tipos de polimorfismos de DNA se han mostrado como los
marcadores mas Utiles para el control de parentesco y la identificacion individual,
tanto en seres humanos (Alford et al., 1994), como en animales domésticos (Pepin
et al., 1995). Entre ellos, los empleados con mayor frecuencia, son los microsatélites
o secuencias STR (Simple Tandem Repeats), debido a que pueden ser analizados
mediante PCR y por lo tanto, la prueba de parentesco se realiza de una manera
facil, rapida y con unas necesidades-minimas de material biolégico. La gran variedad
de microsatélites descritos en las distintas especies de animales domésticos,
permite disefiar reacciones de amplificacién para varios marcadores (“multiplex”), de
modo que con una sola manipulacion laboratorial se analizan varios loci
independientes de forma simultanea y se alcanza un alto poder de resolucion de
genealogias dudosas (Heyen et al., 1997).

Ademds, se ha observado una elevada conservacion de este tipo de
marcadores STR entre especies filogenéticamente cercanas, especialmente entre
las distintas especies de rumiantes (Forbes et al., 1995; Pepin et al., 1995), de forma
que un mismo marcador puede ser amplificado en individuos de especies distintas.

El proposito del presente trabajo es disefiar un sistema de control
genealogico, basado en técnicas “multiplex”, que pueda utilizarse en las tres
especies de rumiantes domésticos (vaca, oveja y cabra) indistintamente y que
alcance un poder de exclusion a priori superior al 99,9%.

MATERIAL Y METODOS

El DNA se ha obtenido a partir de muestras de sangre o semen, utilizando el
procedimiento de Miller et al. (1988).

lLos marcadores utilizados y su localizacién cromosdmica, asi como las
condiciones de PCR en cada reaccién “multiplex” se detallan en la tabla 1.

Los productos de la reacciéon de PCR se mezclaron en las proporciones
siguientes: 1 (Fam); 1,3 (Hex), 2 (Tet) y 5,7 de H,0, respectivamente. Previamente a
la migracién electroforética se afiadié 1 pl de la mezcla anterior, 0,5 pl del estdndar
de tamafio (GENESCAN-350%), 4 ul formamida y 0,5 pl de tampén de carga (25 mM
EDTA, 50 mg/ml azul dextrano). La mezcla final se desnaturalizé durante 4 minutos
a 94°C y se hizo migrar sobre un gel de secuenciacion (4,25% poliacrilamida, 7M de
urea), durante 2 horas, en un secuenciador automatico ABI377. Los productos se
analizaron con los programas de Applied-Biosystem: GeneScan para el andlisis de
tamanos y Genotyper 2.1 para la asignacion de los alelos.

Los parametros de variabilidad se han estimado a partir 32 muestras de
ganado vacuno y otras tantas de ganado ovino, en ambos casos procedentes de 4
razas diferentes; ademas de 52 muestras de ganado caprino pertenecientes a un
solo rebafio de raza Saanen. El calculo del poder de exclusion en un problema de
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parentesco se realiz6 utilizando las expresiones Pg para individuos elegidos al azar
en la poblacion y Ps, para individuos emparentados, propuestas por Jamieson
(1994). Para el contenido en informacion del polimorfismo (PIC) se ha empleado la
formula de Botstein et al. (1980). El computo de exclusién conjunta P¢ para varios

polimorfismos se ha calculado utilizando la expresion: P =1~ HPE‘.
i=l
Donde Pg; es la probabilidad de exclusion de cada marcador y n el namero
total de marcadores.

Tabla 1. Marcadores utilizados, localizacion cromosémica, condiciones de PCR vy
composicion de las reacciones “multiplex”

Multiplex Locus Cromosoma Fluorocromo Tm-ciclos pM primers
BM8125 17V, 170, 17C FAM 58°C-30X 0,225
M1 CSSM31 24V, 230, 24C FAM 58°C-30X 0,225
ILSTS5 10V, 70, 10C FAM 58°C-30X 0,115
BM1818 23V, 200, 23C FAM 58°C-30X 0,275
INRAG 3V, 10, 3C TET 56°C-30X 0,225
M2 CSSM66 14V, 90, 14C TET 56°C-30X 0,225
ILSTS11 14V, 90, 14C TET 56°C-30X 0,225
McM53 6V, 60, 6C HEX 58°C-30X 0,225
M3 RM0O0O6  7V,50,7C HEX 58°C-30X 0,225
BM6526 27V, 260, 27C HEX 58°C-30X 0,225

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se incluyen los porcentajes de exclusion Pg y Ps,, asi como el
contenido en informacion del polimorfismo (PIC), que ha presentado cada marcador
por separado y los valores P¢ para cada reaccién "multiplex” y para el total de
reacciones.

Tabla 2. PIC y porcentaje de exclusién de parentesco: Pe entre individuos elegidos al
azar, Pgy entre individuos emparentados, P exclusion conjunta.
VACUNO 1 OVINO CAPRINO
Mult. Locus Pg Ps, PIC Pe Ps, PIC Pe Psn PIC
BM8125 | 27,06 4464 46,00 | 58,57 6228 7540 | 61,31 63,39 77,40
M1 CSSM371 | 51,74 59,70 7050 | 79,10 69,22 8860 | 71,37 6509 83,50
ILSTSS 18,38 39,70 36,80 | 61,21 6322 77,40 | 52,57 34,02 70,40
BM1818 | 4523 5582 6440 | 72,96 67,30 8490 | 4154 51,06 58,50
Pc(M1) | 84,26 94,06 99,09 98,60 96,93 95,87
INRAB 63,72 6441 7920 | 49,85 5903 69,30 | 64,88 64,53 79,70
M2 CSSM66 | 73,06 6141 8510 | 72,97 6753 8520 | 50,18 57,97 68,80
ILSTS11 | 50,42 58,70 6560 | 51,52 58,35 68,70 | 53,20 60,20 71,50
Pc(M2) | 9515 94,05 93,43 94,46 91,81 94,07
McM53 79,80 69,53 98,20 | 73,34 6756 8530 | 6144 62,81 76,70
M3 RMO006 61,79 63,14 7720 | 7220 67,27 84,70 | 76,12 68,47 87,00
BM6526 | 72,07 66,88 84,10 67,78 6582 81,90 | 8265 70,36 90,70
Pc(M3) | 97,84 96,28 97,61 96,37 98,40 96,52

Pc 99,983 99,986 99,996 99,992 99,996 99,991
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La informacion, expresada como PIC, indica que la variabilidad de cada
marcador es, en general, elevada en todas las especies, oscilando entre el 65% vy el
85% en la mayoria de los marcadores. En el caso de BM8125 y ILSTS5 se detectan
valores bajos en ganado vacuno (36-46%) y altos en ganado ovino y caprino, reflejo
de la diferencia en el nimero de alelos identificados en cada especie.

Por lo que se refiere al poder de exclusion entre individuos elegidos al azar
“Pe”, los marcadores se comportan de manera muy diversa en funcién de la especie
elegida. En el contexto de las reacciones “multiplex” la que se muestra mas eficaz en
el conjunto de las especies es la M3 ya que, aunque la M1 contiene 4 marcadores,
dos de ellos, mencionados en el parrafo anterior, (BM8125 y ILSTS5) presentan
porcentajes de exclusion muy bajos en el ganado vacuno.

El poder de exclusion de los 10 microsatélites en conjunto, ya sea entre
individuos elegidos al azar o entre individuos emparentados, se considera muy
satisfactorio, siendo en todos los casos mayor del 99,9%. Hay que tener en cuenta
que los indices de exclusion se calculan en funcidon de las frecuencias génicas de
cada poblacidn y los que aqui se presentan estan estimados a partir de una mezcla
racial de individuos no relacionados entre si (en el caso del ganado vacuno y ovino).
Esto supondria una mayor diversidad alélica y, en consecuencia, una sobrestimacion
del poder de exclusiéon real en condiciones de campo (analisis de individuos
pertenecientes al mismo rebafio y con alto grado de parentesco entre ellos). De
todas formas, los analisis realizados en nuestro laboratorio (Arranz et al., 1995), en
rebafios pertenecientes a diversas razas de vacas y ovejas, indican que el poder de
exclusion no se ve disminuido en condiciones de campo, salvo en casos muy
excepcionales de varias generaciones de endogamia. Resultados similares se
observan también en el caso del ganado caprino analizado en el presente estudio,
donde la muestra pertenece a un rebafio “real” de produccion de leche y los poderes
de exclusion son muy elevados.

De los 10 marcadores empleados, dos de ellos (CSSM66 y ILST11) se
encuentran ligados en las tres especies animales con distancias superiores a 20 cM,
por lo que, el efecto del ligamiento sobre el poder de exclusion resulta practicamente
inapreciable (Chakrabarty & Li, 1983).

A la vista de estos resultados, el sistema que proponemos puede ser
considerado util en el proceso rutinario de diagnéstico de parentesco en cualquiera
de las tres especies de rumiantes domésticos.
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