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En los paises desarrollados el ganado caprino tiene una repercusién econémica importante y ya se
estd utilizando la seleccion a nivel génico en reproductores potencialmente interesantes para
proteinas lacteas tales como la caseina ag, (1). Por ello, una correcta asignacion 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 econdmico que implican, nos han llevado a utilizar el polimorfismo genético a nivel de
ADN basado en loci de repeticiones en tantem de motivos nucleotidicos simples (microsatélites o
VNRTP} en el ganado caprino como rutina.

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado una metodologia especifica para la deteccion alélica
de 5 microsatélites ya descritos en cabras (2, 3, 4} utilizando PCR multiplex y realizando la
genotipificacién de cada individuo en un secuenciador Perkin-Elmer ABI y aplicando el programa
GENESCAN de la misma casa comercial, en el Servicio de Secuenciacion de Proteinas y Acidos
Nucleicos de la Universidad de Cérdoba. Al mismo tiempo hemos clonado y secuenciadp 9 nuevos
microsatélites caprinos, 5 de los cuales podrian ser hipervariables y que en la actualidad nos
disponemos a caracterizar poblacionalmente. Ambas baterias de microsatélites nos permitiran
asignar paternidades con una probabilidad de error negligible.

Material animal: Se han caracterizado 6 ganaderias de la raza Murciano-Granadina todas ellas en
control lechero pertenecientes a la Asocacion de Criadores de Raza Murciano-Granadina {ACRIMUR}
de Murcia, cuya estructura de cruce aprioriatica 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).

Caracteristicas 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 10" 94°C
(*hot start*}(7); A los 5’ se anaden 0’7 unidades de polimerasa; 35x{30'" a 94°C, 30" a 53°C,
3=""a72°C) 10" a 72°C. La concentracién de cada pareja de oligonucleétidos 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 reaccién fue de 25 ul de sangre diluida 1:20 y 2’5nM de Cl,Mg. El
tampon fue suministrado por Biometra Ltd. version 2.0.

Genotipificacién de microsatélites: Los productos de PCR son desnaturalizados, mantenidos en hielo
y posteriormente cargados en un gel de secuenciacién estandar de acrilamida desnaturalizante
aplicadoa un secuenciador ABI 373. Las senales fluorescentes de los productos de PCR marcados
con los fluorocromos (JOE, TAMRA y FAM) son analizados por el programa GENESCAN 672. Los
tamanos de cada producto de PCR son asignados por referencia con el estandar interno (ROX)
anadido antes de la desnaturalizacion.

Protocolo de baGsqueda de los 9 nuevos microsatélites: El ADN genémico ha sido obtenido segin
Wang et al {5). Para la construccion de una genoteca parcial de ADN caprino hemos llevado a cabo
una digestion completa con Sau3A1, posterior recuperacion de fragmentos (200-400 pb) e insercion
en el plasmido pUC18 previamente linearizado con BamH1 (6). La exploracién de la genoteca asi
construida se ha llevado a cabo transfgormando células competentes (Pharmacia), y transfiriendo
y fijando los transformantes a membranas de nylon; la sonda usada para deteccion de clones
portadores de microsatélites es un oligonucleétido (tg)7t marcado con digoxigenina (6). De los
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clones positivos hemos extraido y purificado los plasmidos cuya secuenciacion es directa con los
cebadores universales del fago M13. Los programas PrimerSelect (DNASTAR) v 3.03 y Oligo
(National Biosciences Inc.) v 4.05 nos han permitido disefar las parejas de cebadores para cada uno
de los 9 microsatélites encontrados.

Resultados y Discusion: La tabla 1 proporciona las frecuencias de cada microsatélite rastreado en
las 6 ganaderias estudiadas, el parametro denominado contenido de informacién polimorfica (PIC),
la heterozigosidad esperada en el equilibrio (H) asi como la probabilidad de exclusién de cada locus
(PE) (8). En la Tabla 2 detallamos las secuencias de los 9 nuevos microsatélites encontrados cuyos
codigos de acceso al GenBank son U80587, U80588, U80589, U80590, U80591, UBO592,
Us0593, U80594 y UBO595 para los microsatélites que hemos denominado CHIRUCO1,
CHIRUCO2, CHIRUCO3, CHIRUCO4, CHIRUCO5, CHIRUCOS6, CHITUCO7, CHIRUCOS8 y CHIRUCOS
respectivamente.

Tabla 1.- Valores de frecuencias alélicas en 5 ganaderias diferentes para los 5 loci microsatélites
estudiados. PIC: contenido de informacion polimérfica. H: heterozigosidad esperada en el equilibrio.
PE: probabilidad de exclusion de paternidad.

Locus Alelos(frecuencias) N  Ganaderia PIC H PE

SR-CRSP-1 137(.34)139(.02)141(.03)143(.14) 78 OC.ACRIMUR 0.71 0.76 0.53
145(.05)147(.32)151(.1)

INRAO11  99(.13)113{.023)115(.19)117(.09) 64 VI.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 0.756 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) 84 EP.ACRIMUR 0.71 0.76 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 primera aproximacion a la evaluacion de los microsatélites estudiados en la verificacion de
paternidad nos ha proporcionado 26 parejas madre-hija erroneamente atribuidas de un total de 250.
La probabilidad de exclusién de parentesco conjunta que proporcionan los 5 loci analizados en las
cinco ganaderias mostradas de raza Murciano-Granadina resulta ser igual a 0.99. Por otra parte
podemos suponer que cinco de fos nueve nuevos microsatétlites clonados por nosotros pueden ser
hipervariables por lo que una vez reastreadas las poblaciones para un total de 10 loci, podemos
estimar que la probabilidad de exclusion de parentesco supere el valor 0.999 {(utilizando los datos
promedio obtenidos de los indicadores de variabilidad PIC, H y nimero de alelos para 10 loci). Por
tanto los resultados obtenidos nos afirman en nuestra primera idea de la necesidad de un nGimero
no muy elevado de microsatélites para poder realizar controles de paternidad en ganaderias
completas.
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Tabla 2.- Secusncias de los 9 fragmentos de ADN con microsatélites clonados por nosatros en

noblaciones de Ia raza Murciano-Granadina.
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Totattcat ctataaqguet
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01-JUN-1997
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4CCagettty daaaatatca
cigtctacag tgcgagagac



