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1. RESUMEN

La crisis de confianza de los consumidores desatada en los ultimos
anos por la aparicion de distintas enfermedades transmisibles al hombre
como la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), ha supuesto una
creciente sensibilizacion de todos los sectores en los temas relacionados con
la seguridad alimentaria. En este sentido la trazabilidad se ha convertido en

una herramienta fundamental al servicio de la calidad alimentaria.

En la presente memoria se propone el establecimiento de un sistema
de trazabilidad genética basado en marcadores de ADN. Se ha realizado un

estudio comparativo de la eficiencia entre microsatélites y SNPs.

En el estudio se han utilizado un total de 675 muestras de animales
procedentes de dos razas bovinas del norte de Aragon: Parda de Montana y
Pirenaica. El muestreo se llevé a cabo en el periodo comprendido entre el
ano 2004 y 2005; en una primera fase se tomaron muestras de sangre de los
reproductores y descendientes, y posteriormente se tomaron muestras de
carne de animales descendientes que fueron sacrificados en matadero. Toda
la informacion obtenida se ha almacenado en una base de datos que
permite, conjuntamente con un programa disenado, gestionar y verificar el

sistema de trazabilidad.

Se han estimado las frecuencias alélicas de un gran numero de SNPs
en diferentes razas espanolas, eligiéndose para el estudio aquellos SNPs que

presentaban frecuencias intermedias.

Los marcadores de ADN utilizados han demostrado su utilidad en
identificacion, paternidad y trazabilidad con poderes de exclusion superiores
al 99% para microsatélites y superiores al 96% para SNPs. De igual modo se
han obtenido valores de probabilidades de identidad del orden de 10-° para
microsatélites y de 107 para SNPs, por lo que las probabilidades de
encontrar individuos al azar que compartan los mismos genotipos son 1:100

millones para microsatélites y 1:1 millon para SNPs. Ademas, y como método
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complementario de trazabilidad ha sido demostrada la aplicabilidad de estos

paneles en la asignacion de individuos a raza o poblacion.

Diferentes parametros genéticos (probabilidad de identidad y
heterocigosidad) han sido calculados tanto en progenitores como en
descendientes. Se ha detectado una clara correlacion entre las variables de
ambos grupos de animales y mediante un analisis de regresion se han
obtenido una serie de modelos matematicos que permiten predecir con una
elevada fiabilidad el comportamiento de las variables en los descendientes a

partir de la informacion de los progenitores.

En relacion a los SNPs incluidos en el panel utilizado en el presente
trabajo, se ha demostrado que el SNP g.329C>T (AJ496781) ubicado en el
cromosoma 26, se encuentra en una region duplicada, hecho que podria
justificar las frecuencias intermedias detectadas por otros autores. Se
recomienda la exclusion de este marcador o, cualquier otro con similares
caracteristicas, de cualquier panel de marcadores genéticos destinado a
estudios de identificacion, trazabilidad y asociacion a determinadas

patologias tanto en las especies animales como en la especie humana.

Los paneles de SNPs presentan una ventaja frente a los microsatélites
ya que pueden incluirse SNPs de regiones codificantes que sirvan
simultaneamente para identificacion genética y para establecer posibles
asociaciones con caracteres productivos. En el presente estudio se ha
analizado el SNP ¢.1455A>G (U02564) del exon 12 de la transferrina bovina
que supone un cambio aminoacidico Asp/Gly, que nos ha permitido asociar

el gen de la transferrina a cantidad de grasa en la leche.
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SUMMARY

The consumers” lack of confidence after the Bovine Spongiform
Encephalopathy (BSE) outbreak has supposed an increasing awareness on
issues related to food safety. In this sense, the development of a traceability

system has become necessary to ensure food safety.

In this work we proposed the establishment of a genetic traceability
system based on DNA markers: microsatellites and SNPs. A comparative

study of the efficiency of both methods has been performed.

The study was carried out using a total of 675 samples belonging to
animals from “Parda de Montana” and “Pirenaica” breeds. Sampling was
conducted in the period between 2004 and 2005. In the earlier phase blood
samples were taken from ancestors and descendants. Later, meat samples
were taken from offspring at the slaughterhouse. All the information data
was stored in a database linked to software that allows, to manage and to

verify the traceability system.

The allelic frequencies of a large number of SNPs in different Spanish
cattle breeds have been estimated. Those showing intermediate frequencies

were selected.

The DNA markers used in this work have demonstrated their
usefulness in identification, paternity testing and traceability with power of
exclusion over 99 % for microsatellites and greater than 96 % for SNPs.
Match probability values have been obtained in the order of 10° for
microsatellites and of 10-7 for SNPs. This implies that the chances of finding
random individuals sharing identical allelic profile are 1:100 million for
microsatellites and 1:1 million for SNPs. Moreover, and as complementary
traceability method it has been demonstrated the applicability of these

panels in the assignment of individuals to breeds.

Some genetic parameters (match probability and heterozygosity) have

been calculated in parents and offspring. A correlation has been detected
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between variables in both groups of animals. Mathematical models were
obtained by regression analysis to predict, with high reliability, the

offspring’s variables using the parental information.

For the SNPs included in the panel used in this work, it has been
demonstrated that the g.329C>T SNP (AJ496781) on chromosome 26 is
located in a duplicated region. This fact might justify the intermediate
frequencies detected by other authors. We recommend discarding this SNP,
or any other with similar characteristics, of any molecular marker panel to

be used in animal identification, traceability and animal pathology studies.

SNPs represent an advantage over the microsatellites since SNPs
located in coding regions could be used, simultaneously, for genetic
identification and to determine possible associations with quantitative traits.
In the present study the c.1455A>G SNP (U02564) identified at exon 12 of

bovine transferrin gene has been associated with milk-fat yield.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion

En la actualidad no se puede hablar de calidad en alimentacién sin
hablar de seguridad alimentaria, la que se ha convertido en los tltimos anos
en una de las mayores preocupaciones de los consumidores en los paises
desarrollados. A ello han contribuido de forma importante diversas crisis
relacionadas con la produccion animal en general y la produccion de carne
de una forma especifica. Dentro de todos los riesgos que preocupan en este
momento a los consumidores, ninguno de ellos es comparable con la crisis
de confianza, a todos los niveles, desatada por la aparicion de la
Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), impulsando asi la necesidad de
garantizar el origen de los animales y de sus productos y establecer un
sistema fiable de seguimiento desde que el animal nace hasta que su carne

es comercializada.

Un sistema seguro de identificacion individual, que asegure en todo
momento el seguimiento del animal vivo o sus productos, no solo resulta
imprescindible para asegurar la calidad sanitaria de los productos, sino
también como un sistema de garantizar la calidad de los productos por su
pertenencia a determinadas “marcas de calidad” o “denominaciones

especificas”.

La Union Europea (UE) mediante la Regulacion (EC) No 1760/2000,
adoptada en Julio de 2000 establece la obligatoriedad de trazar el origen del
animal y de establecer un sistema de trazabilidad integral para la carne de
vacuno. Ademas de todos los sistemas de identificacion y registro presentes
en la reglamentacion comunitaria y la derivada en cada pais miembro de la
Union Europea, existe un sistema de identificacion de animales y productos

basado en el ADN contenido en los mismos.

La identificacion individual mediante el ADN ofrece un instrumento
potente para controlar y autentificar los sistemas de identificacion

tradicionales (crotales, tatuajes, sistemas electronicos...), puesto que la
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informacion genética contenida por un individuo es inalterable durante toda
su vida, esta presente en cada parte de su organismo y es Unica en cada
sujeto. Esto hace que el sistema posea una objetividad, repetibilidad y

seguridad no alcanzable con ningun otro sistema de identificacion actual.

Actualmente los métodos genéticos de identificacion genética
individual se basan en la utilizacion de marcadores microsatélites aunque en
los ultimos afnos y debido principalmente a las posibilidades de
automatizacion de la tipificacion de SNPs, estos ultimos se estan
proponiendo como posibles marcadores de eleccion a aplicar en un futuro
proximo. A este respecto la Sociedad Internacional de Genética Animal
(ISAG), aunque sigue recomendando para la identificacion genética los
microsatélites, consciente de la evolucion del desarrollo de metodologias
para la tipificacion de SNPs, pretende promover en un futuro préximo el
desarrollo de un panel de SNPs comun y estandarizado internacionalmente.
Para ello resulta imprescindible el analisis de distintos SNPs en diferentes
razas, por lo que el trabajo desarrollado en la presente memoria puede

contribuir, y de hecho esta contribuyendo, al desarrollo de dicho panel.

Los perfiles de ADN obtenidos para cada individuo, utilizando
microsatélites o SNPs, pueden garantizar la trazabilidad de la carne hasta el
animal de origen, ya que van a permitir discriminar si dos muestras son la

misma o son muestras distintas.
2.2. Objetivos

Dada la importancia de la trazabilidad de la carne de bovino, el
objetivo general de esta memoria es el establecimiento de un sistema mas
seguro de identificacion individual mediante el empleo de dos tipos de
marcadores moleculares, microsatélites y SNPs, que posibilite la verificacion

del sistema establecido por la UE.

Para alcanzar este objetivo general nos proponemos los siguientes

objetivos especificos:

10
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1. Control de todos los reproductores y descendientes de dos
explotaciones de razas Parda de Montana y Pirenaica del Pirineo Aragonés,

en el periodo comprendido entre los anos 2004 y 2005.

2. Creacion de una base de datos y software asociado que permita
tanto el almacenamiento de datos como el seguimiento de los animales y de

las muestras.

3. Genotipado de todas las muestras obtenidas mediante marcadores

microsatélites y SNPs.

4. Calculo de frecuencias alélicas de un conjunto de SNPs en

diferentes razas espanolas.

5. Eleccion de un panel de SNPs adecuado a razas espanolas basado
en sus caracteristicas: frecuencias alélicas, facilidad de tipificacion,

posibilidad de asociacion a caracteres productivos.

6. Calculo de diferentes parametros genéticos con los dos tipos de

marcadores: porcentaje de exclusion y probabilidad de identidad.

7. Establecimiento de un sistema de trazabilidad basado en el

genotipado de progenitores.

8. Utilizacion de la asignacion a raza como método complementario al

sistema de trazabilidad.

9. Comparacion de la eficacia de los dos tipos de marcadores

utilizados.

11
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La carne de vacuno es un alimento basico en toda dieta equilibrada ya
que nos aporta proteinas y vitaminas esenciales, ademas de representar una
fuente importante de minerales, como el hierro, que desempenan un papel

importante en nuestro organismo.

Las crisis alimentarias ocurridas en la Union Europea (UE), como son
el anuncio de la relacion entre la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) y
una nueva variante de la enfermedad de Creutzfeldt Jacob (Smith et al.
2004), la contaminacion de alimentos animales con dioxinas (Puntaric et al.
2000), los brotes de lengua azul (Mertens et al. 2005) o la influenza aviar
(Peiris et al. 2007), han llevado a una disminucion en el consumo de carne
particularmente en Europa. Esto ha hecho reaccionar a los gobiernos y a la
industria carnica y trabajar con el objetivo de restablecer la confianza de los
consumidores (Boenke 2002; Brambilla & De Filippis 2005; Verbeke et al.
2007). Para conseguirlo, los poderes publicos han considerado la necesidad
de poder localizar el origen de los alimentos, tanto los destinados
directamente al consumo como aquellos dirigidos a la alimentacion animal.
Las consecuencias derivadas de las crisis en los diferentes sectores
implicados plantearon la necesidad de proteger el funcionamiento adecuado
del mercado para evitar sobresaltos como el ocurrido en el ano 2000, donde
se reporté una caida de la produccion de vacuno del 70% a raiz de la
aparicion de la Encefalopatia Espongiforme Bovina, hundiendo el sector de
la carne de vacuno en aquel momento. Para restablecer la confianza del
consumidor, resultaba fundamental controlar la procedencia de la carne y
mostrarsela al cliente, ofrecerle los datos sobre su origen y alimentacion
controlados, asi como presentarle los datos de registros de la ganaderia, del

matadero, etc.

Por otra parte, el creciente interés en las dos ultimas décadas en
Europa por los productos con identidad local o regional (Negrini et al. 2008),
impuls6 también la creacion de un marco legal de proteccion de alimentos

regionales mediante las identificaciones geograficas protegidas (IGP) o las

15



Revisién Bibliogrdfica

denominaciones de origen (D.O). Estos sistemas contribuyen al incremento
de la confianza de los consumidores, ya que proporcionan la informacion de
procedencia, las caracteristicas especificas del producto y la proteccion de

estos contra fraudes o imitaciones (Ilbery & Kneafsey 2000).

En la Uniéon Europea, se han promulgado textos legislativos
conducentes a aplicar mecanismos de rastreo que permitan conferir mayor
seguridad a la sanidad animal, la salud publica, el comercio internacional y
la certificacion (Vallat 2001). Asi el Libro Blanco de la Seguridad Alimentaria
creado como medida comunitaria en enero de 2000 establecié6 como objetivo
principal garantizar un alto grado de seguridad alimentaria y la necesidad de
recuperar la confianza del consumidor alterada tras las “crisis alimentarias”.
Ademas, consideraba como un aspecto esencial de la seguridad alimentaria
la necesidad de implantar sistemas o procedimientos de rastreabilidad de los
alimentos “desde la granja a la mesa”, mediante el establecimiento de un
sistema de trazabilidad o rastreabilidad que permitiera mantener el control
de origen de los productos y la identidad de los animales desde el criador
hasta la venta al pormenor (McKean 2001), asi como asegurar el vinculo
entre el animal y la carne que proviene de él (Ammendrup & Fussel 2001;

Caporale et al. 2001).

Aunque un sistema de trazabilidad no puede por si mismo garantizar
la seguridad alimentaria ni la calidad de los productos, resulta una

herramienta indispensable para poder conseguir ambas cualidades.
3.1. Trazabilidad
3.1.1. Conceptos y definiciones

El término “trazabilidad” proviene de la traduccion literal del inglés
“traceability” y aunque la Real Academia de la Lengua Espanola (RAE) en su
“Diccionario panhispanico de dudas” (2005) lo acepta como sinonimo de
“rastreabilidad”, desaconseja su uso porque dice que trazabilidad deriva en
castellano del verbo “trazar” que no tiene significado analogo al verbo inglés

“to trace” que significa “rastrear o seguir la pista”. Por tanto, segun la RAE
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deberia utilizarse el término rastreabilidad. Sin embargo, en publicaciones
en castellano aparecen ambos términos y aunque no esté oficialmente
admitido como tal, se esta utilizando el término trazabilidad con mucha mas
frecuencia que el correspondiente término castellano, es por ello que en esta

tesis utilizaremos el término trazabilidad.

Existen diferentes definiciones de trazabilidad, algunas de las cuales

seran comentadas a continuacion.

La comision del Codex Alimentarius, creada en 1963 por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para desarrollar normas
y reglamentos alimentarios, define trazabilidad como la capacidad para
seguir el movimiento de un alimento a través de etapa(s) especificada(s) de la

produccion, transformacion y distribucion.

Para la Organizacion Internacional de Estandarizacion (International
Organization for Standardization, ISO), cuya finalidad es la coordinacion de
las normas nacionales en consonancia con el Acta Final de la Organizacion
Mundial del Comercio (OMC), trazabilidad es: “la capacidad de rastrear la
historia, uso o posicion de un articulo o actividad mediante los registros de
identificacion. Cuando se consideren productos, la trazabilidad puede
relacionarse con el origen de materiales y partes, la historia de tratamiento,

y la distribucion y la posicion del producto después de la entrega”.

En este sentido han sido editadas una familia de normas conocidas
como la familia de normas ISO 22000 que recoge un conjunto de aspectos
necesarios para la consecucion de una correcta gestion de la seguridad
alimentaria. En ese marco ISO 22005 proporciona un modelo sencillo y
ordenado para establecer un sistema de trazabilidad en las empresas
alimentarias en base a los conceptos del Codex Alimentarius, por eso ha
sido editada recientemente la norma ISO 22005:2007 — “Traceability in the

feed and food chain - General principles and basic requirements for system
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design and implementations”. Esta norma establece los principios y

requerimientos para el disefio e implementacion de sistemas de trazabilidad

Por su parte el Reglamento (CE) n°® 178/2002, del Parlamento Europeo
y del Consejo, de 28 de enero de 2002 (http://eur-lex.europa.eu/pri/es/oj/
dat/2002/1 031/1 03120020201es00010024.pdf) por el que se establecen
los principios y los requisitos generales de la legislacion alimentaria, crean la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria en la cual se fijan
procedimientos relativos a la seguridad alimentaria, acoge el concepto de
trazabilidad como: “la posibilidad de encontrar y seguir el rastro, a través de
todas las etapas de produccion, transformacion y distribucion, de un
alimento, un pienso, un animal destinado a la produccion de alimentos o
una sustancia destinados a ser incorporados en alimentos o piensos o con

probabilidad de serlo”.

Todas estas definiciones de trazabilidad nos permiten considerarla
como una herramienta de gestion, que lleva consigo la identificacion de
cualquier producto dentro de la cadena alimentaria conectando materias
primas con procesos tecnologicos de transformacion. De esta manera se
podra autentificar de forma objetiva el origen de un producto; localizar el
origen de la causa de un riesgo manifiesto en la cadena alimentaria de
manera rapida y eficaz pudiéndose proceder a retiradas y recuperaciones
especificas y precisas de productos. Ademas, facilitar a los consumidores y a
las empresas alimentarias informacion apropiada y que las autoridades de
control puedan llevar a cabo determinaciones de riesgo, evitandose

perturbaciones innecesarias del comercio.

Esto permitira una respuesta efectiva y por tanto una mayor seguridad
alimentaria, garantizando el acceso a productos inocuos y de calidad a los
consumidores, que tienen derecho a la proteccion, derecho especificamente
reconocido por la Constitucion Espanola y la Ley General de Defensa de los

Consumidores y Usuarios.
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En conclusion podemos decir que el concepto de trazabilidad se
encuentra estrechamente vinculado a garantia, seguridad y calidad,
respaldado evidentemente por un marco legal que comentaremos a

continuacion.

3.1.2. Legislacion sobre trazabilidad

Aunque el concepto de trazabilidad no es un concepto nuevo en el
campo de la seguridad alimentaria, es la primera vez que existe un texto
legal comunitario que lo impone explicitamente a distintos sectores de la
cadena alimentaria. En dicho texto (Reglamento 178/2002) se especifica
claramente el objetivo y los resultados previstos con la aplicacion de los
sistemas de trazabilidad, pero sin concretar la forma de hacerlo. Este
planteamiento deja a la industria y a los demas sectores un mayor margen

de flexibilidad en la aplicacion del requisito de trazabilidad.

Desde el punto de vista de trazabilidad los articulos de mayor interés
dentro de este Reglamento son el 18 y 19, ya que introducen la

obligatoriedad de la trazabilidad y establecen las siguientes obligaciones:

1. En todas las etapas de la produccion, la transformacion y la
distribucion debera asegurarse la trazabilidad de los alimentos, los piensos,
los animales destinados a la produccion de alimentos y de cualquier otra
sustancia destinada a ser incorporada en un alimento o un pienso, o con

probabilidad de serlo.

2. Los explotadores de empresas alimentarias y de empresas de
piensos deberan poder identificar a cualquier persona que les haya
suministrado un alimento, un pienso, un animal destinado a la produccion
de alimentos, o cualquier sustancia destinada a ser incorporada en un
alimento o un pienso, o con probabilidad de serlo. Para tal fin, dichos
explotadores pondran en practica sistemas y procedimientos que permitan
poner esta informacion a disposicion de las autoridades competentes si estas

asi lo solicitan.
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3. Los explotadores de empresas alimentarias y de empresas de
piensos deberan poner en practica sistemas y procedimientos para
identificar a las empresas a las que hayan suministrado sus productos.
Pondran esta informacion a disposicion de las autoridades competentes si

estas asi lo solicitan.

4. Los alimentos o los piensos comercializados o con probabilidad de
comercializarse en la Comunidad Europea deberan estar adecuadamente
etiquetados o identificados para facilitar su trazabilidad mediante
documentacion o informacion pertinente, de acuerdo con los requisitos

exigidos en disposiciones mas especificas.

El cumplimiento del articulo 18 de este Reglamento puede alcanzarse
segun diversas metodologias, desde procedimientos simples, basados en
sistemas manuales (identificacion manual y archivo de los registros
asociados), hasta la utilizacion de herramientas mas complejas que
aprovechan las nuevas tecnologias y los sistemas de informacion (codigos de
barra para la transferencia de informacion, identificacion por
radiofrecuencia, etc.). En esencia, un sistema de trazabilidad no deja de ser
una herramienta de comunicacion que pone a nuestro alcance informacion
relacionada con la cadena alimentaria, datos que pueden ser utilizados con

diversos objetivos.

Por lo que en caso de producirse un fallo de seguridad alimentaria se
garantizaria la retirada del producto; ya que en todos los casos e
independientemente del procedimiento empleado para asegurar la
trazabilidad, podra conocerse la historia completa del producto alimentario

desde su origen hasta el consumo y viceversa.

Aunque en el Reglamento 178/2002 no se especifique como hacerlo,
parece claro que para establecer un sistema que garantice una relacion entre
la identificacion de la carne y/o del producto de que se trate y el animal o los

animales correspondientes a través de todas las etapas de produccion,
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transformacion y distribucion, es necesario conservar registros adecuados de

todos los eslabones de la cadena como son:

e Registro de explotaciones

e Identificacion de los animales

e Registro de los movimientos de los animales
e Controles en los mataderos

e Etiquetado de los productos
Existe ademas otra legislacion horizontal relacionada:

Real Decreto 1808/1991 (http://www.boe.es/g/es/bases datos/doc.
php?coleccion=iber lex&id=1991/30678) por el que se regulan las menciones
o marcas que permiten identificar el lote al que pertenece un producto

alimenticio.

Real Decreto 2207/1995 (http://www.boe.es/g/es/bases datos/doc.
php?coleccion=iberlex&id=1996/04449&txtlen=1000) sobre normas de

higiene relativas a los productos alimenticios.

Real Decreto 1334/1999 (http://www.boe.es/boe/dias/1999/08/24/
pdfs/A31410-31418.pdf) por el que se aprueba la Norma general de

etiquetado, presentacion y publicidad de los productos alimenticios.

Real Decreto 1801/2003 (http://www.boe.es/boe/dias/2004-01-10/
pdfs /A00906-00916.pdf) sobre seguridad general de los productos.

Ademas de esta legislacion de caracter horizontal, existe normativa
especifica de diferentes sectores en la que ya se considera el concepto de

Trazabilidad como es el caso del sector carnico.

Reglamento 1760/2000 (http://europa.eu.int/ eurlex/pri/es/oj/dat/
2000/1_204/1_20420000811es00010010.pdf) que establece sistemas de
identificacion y registro de los animales de la especie bovina y relativo al

etiquetado de la carne de vacuno y productos a base de carne de vacuno.
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Reglamento 1825/2000 (http://europa.eu.int/eurlex/pri/es/ oj/dat/
2000/1_216/1_21620000826es00080012.pdf) por el que se establecen
disposiciones de aplicacion del Reglamento 1760/2000.

Real Decreto 1376/2003 (http://www.boe.es/boe_gallego/dias/2003-
11-24 /pdfs /A02413-02420.pdf) por el que se establecen las condiciones
sanitarias de produccion, almacenamiento y comercializacion de las carnes

frescas y sus derivados en establecimientos de comercio al por menor.

Real Decreto 1698/2003 (http://www.boe.es/boe/dias/2003-12-20/
pdfs /A45345-45350.pdf) por el que se establecen disposiciones de aplicacion
de los Reglamentos comunitarios sobre el sistema de etiquetado de la carne

de vacuno.
3.2. Trazabilidad convencional

En la actualidad el mercado de la carne de vacuno es de los mas
avanzados en la implantacion de sistemas de trazabilidad. Para aumentar la
confianza de los consumidores, mantener un alto nivel de proteccion de la
salud y reforzar la estabilidad sostenible del mercado de carne de vacuno, se
elabor6 el Reglamento (CE) 1760/2000 del Parlamento Europeo y del
Consejo de Europa de 17 de julio de 2000, que establece un sistema de
identificacion y registro de los animales de la especie bovina y regula el
etiquetado de la carne de vacuno y de los productos a base de carne de

vacuno.

Este reglamento en su Titulo I “Identificacién y registro de los animales
de la especie bovina” incluye en su articulo 3 los elementos que forman parte

de este sistema, que son:

- Marcas auriculares, destinadas a identificar individualmente a cada
animal

- Bases de datos informatizadas

- Pasaporte para los animales

- Registros individuales llevados en cada explotacion
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En su Titulo II “Etiquetado de la carne de vacuno y de los productos a
base de carne de vacuno” en el articulo 11 establece que los agentes
economicos u organizaciones estan obligados a etiquetar la carne en todas
las fases de la comercializacion. Esto garantizara una relacion entre la
identificacion de las canales, cuartos o trozos de carne y el animal o el grupo
de animales correspondientes. La etiqueta debe contener un numero de
referencia o codigo de referencia que garantice la relacion entre la carne y el
animal o los animales. Dicho numero podra ser el niumero de identificacion
del animal del que proceda la carne de vacuno o el numero de identificacion
correspondiente a un grupo de animales, el numero de autorizacion del
matadero en el que haya sido sacrificado el animal o grupo de animales, el
Estado miembro o tercer pais en el que se encuentre el matadero y
finalmente el numero de autorizacion de la sala de despiece en la que haya
sido despiezada la canal o el grupo de canales junto con el Estado miembro

o tercer pais en el que se encuentre la sala de despiece.
3.2.1. Elementos del Sistema de identificacion en ganado bovino

Uno de los principales requisitos de la trazabilidad de animales y sus
subproductos es la implementacion de un sistema de identificacion animal.
Actualmente existen una serie de tecnologias en aplicacion o desarrollo de
identificacion animal o sus productos. Dentro de los métodos clasicos, se
pueden destacar el marcaje de la cola, tatuajes, marcas de fuego, marcas de
frio, crotales o caravanas, que pueden ser de metal o plastico y los chips
electronicos. También existen métodos biomeétricos tales como la huella
nasal, imagenes digitales de retina e iris y la huella genética (Felmer et al
2006). De todos estos métodos nos centraremos en el empleo de marcas
auriculares o crotales por ser las que aparecen recomendadas en el

Reglamento (CE) 1760/2000 y las aplicables mayoritariamente en Espana.
1. Marcas auriculares

El Reglamento (CE) 1760/2000 establece un sistema de identificacion

y registro de los animales de la especie bovina, que supone que los animales
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nacidos después de Enero de 1998, o que después de esa fecha se destinen
al comercio intracomunitario, deben estar identificados mediante dos marcas
auriculares (crotales). Estas marcas son autorizadas por la autoridad
competente y se colocan en cada oreja del animal, tienen el mismo y Unico
codigo de identificacion y son de plastico anaranjado con un codigo de
identificacion individual de 14 caracteres que incluye el codigo del pais, un
digito de control, digito de la comunidad auténoma y el numero de

identificacion del animal (Figura 1):

codige: Siempre Gero | Digite de Control
Digite de [a
Comunidad Autérnoma

Codigo del Pais

Codigo de barras

N* de [dentificacion
© del animal

Figura 1. Marcas auriculares utilizadas en Espana para identificacion

individual de animales de la especie bovina.
2. Documento de Identificaciéon de Bovinos (DIB)

Se establece como obligatorio un Documento de Identificacion de
Bovinos (Figura 2) que debe ser individual para cada animal, expedido
dentro de los 14 dias posteriores a la notificacion del nacimiento, o desde la
reidentificacion en el caso de animales importados. Se expide también
cuando los animales proceden de otro pais de la UE, ya que el DIB debe
acompanar al animal cuando sea trasladado. En caso de muerte debe ser
restituido a la autoridad competente en el plazo de 7 dias y en caso de

animales exportados, también sera restituido a la autoridad que lo expide.

Para los animales nacidos a partir de enero de 2000, los Documentos
de Identificacion tienen un nuevo formato, con mas datos y constaran, al
menos, de dos ejemplares, uno que acompanara al animal cuando abandone

la explotacion y otro que permanecera siempre en poder del ganadero o, en
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su caso, de la autoridad competente y que sera la base para solicitar todas
las ayudas al sector bovino. Estos documentos son expedidos por la
autoridad competente y contienen los datos del animal (numero de
identificacion, fecha de nacimiento, sexo, raza, origen de la madre,
explotacion de nacimiento y si ha nacido en Espana); los datos de la
explotacion (codigo, titular y la fecha de incorporacion del animal a la
explotacion); datos de la muerte, sacrificio o exportacion a pais no
perteneciente a la U.E; los datos sobre primas, asi como todos sus
movimientos, donde se incluyen la explotacion de origen, de destino y la
fecha. Al contener los datos personalizados del propietario del animal y de la
explotacion en la que reside, en caso de cambio de explotacion, el nuevo

propietario debe solicitar un nuevo documento.

DOCUMENTO DE IDCENTIFICACION PARA BOVINOS
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moeere ';'1";"];2';05"‘“ Jedie ajerrplar de scompanaTients de enimal
==ty T T TET 1T 1110 [R3 71 1 TH T TR
Fima o soflo &0 la MUMERD DE IDENTIFICACION
sulsrided coimpete -te ]

l Ramadro rerarvacdn pa-R anciar &l idactificatvn da los larme da lidia |

OATOS DEL ANIMAL
FECGHA LDE NACGIMIENTO SEXO: MASCHOD A, MAGIDO EN ESPATLA
Cadign de fa Madra EXPLOTACION DE MACIMIENTO

DATOS DE LA EXPLOTACION

i | Wik FECHA DE INCORPORACION 4 LA EXPLOTASEIN

fodigo I i T FL_AF
L S = i
OATOS DE LA MUERTE, SAGRIFICIO O EXPORTAGION A PAIS NO PERTENECIENTE A LA UE.
Puerio en explolacikin Sacrifcado en Matadaro Exportado a otra pais x
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! DATOS SOBRE PRIMAS
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FEGHA DE ORIGEMN DE D=5TIND

Figura 2: Documento de Identificacion de Bovinos (DIB).
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3. Libros de registro de las explotaciones

Se llevaran a cabo los registros individuales en cada explotacion
ganadera y se notificaran a la autoridad competente los nacimientos y
muertes de animales, asi como la entrada o salida de animales de la
explotacion. El registro podra ser manual o informatizado, en un formato
aprobado por la autoridad competente, ser accesible y conservarlo al menos

durante tres anos.
4. Bases de datos informatizadas

La informacion referente a la explotacion y a los animales debera estar
en una base de datos informatizada que permita, a partir del codigo de
explotacion, conocer el censo en una fecha concreta o dado el numero de
crotal del animal, conocer todo el historial de sus movimientos desde el

momento del nacimiento.

El Real Decreto 1980/1998 (http://www.boe.es/g/es/bases datos/doc.
php?coleccion=iberlex&id=1998/23140) por el que se establece un Sistema de
Identificacion y registro de los animales de la especie bovina, dispone en su
articulo 12, que el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion y las
Comunidades Autonomas, en sus respectivos ambitos competenciales,
constituiran una base de datos informatizada de conformidad a lo
establecido en la Directiva 97/12/CE (http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/
LexUriServ.do?uri=CELEX:31997L0012:ES:HTML) relativa a problemas de
politica sanitaria en materia de intercambios intracomunitarios de animales

de la especie bovina y porcina.

Asimismo, el Real Decreto 1716/2000 (http://www.boe.es/boe/dias/
2000/10/25/pdf/A36737-36753.pdf) sobre normas sanitarias para el
intercambio intracomunitario de animales de las especies bovina y porcina
dispone que las Comunidades Autonomas implantaran un sistema de redes
de vigilancia epidemiologica con el doble objetivo de facilitar los intercambios

intracomunitarios de los animales de la especie bovina y porcina, y recoger
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datos epidemiologicos que permitan la vigilancia de las enfermedades y el

control de su movimiento.

Estas disposiciones constituyen la base legal del Sistema Nacional de
Identificacion y Registro de los Movimientos de los Bovinos (SIMOGAN) que
constituye una base de datos de ambito nacional controlada por la
Administracion Central, en la que quedan registradas todas las
explotaciones bovinas existentes en Espana, incluidos los mataderos, todos
los animales bovinos y sus movimientos. Permite conocer en un momento
dado los datos individuales de todos los animales presentes en cualquier
explotacion de Espana, asi como, para un animal individual dado, todas las
explotaciones por las que ha pasado a lo largo de su vida, desde su
nacimiento o importacion, hasta su sacrificio o exportacion. Recientemente
se ha creado el Sistema integral de trazabilidad animal (SITRAN), que es un
sistema multiespecie que incorpora las bases de datos para animales vivos

SIMOGAN y SIMOPORC que muy pronto dejaran de estar operativas.

En la Comunidad Auténoma de Aragon toda la informacion esta
contenida en la base de datos SITRAN, que es el Sistema Integrado de
Trazabilidad Animal que contiene la identificacion de todas las explotaciones
de interés ganadero, sus titulares, datos de animales, movimientos, etc. y
esta gestionado por la Direccion General de Alimentacion. Este sistema

agrupa:

« RIIA: Registro de Identificacion Individual de Animales. Para aquellas
especies para las que la legislacion exige identificacion individual;
contiene toda la informacion referida a cada animal. (RD 728/2007
http:/ /www.boe.es/boe/dias /2007 /06/29/pdfs /A28189-28200.pd{).

« REGA: Registro de Explotaciones Ganaderas multiespecie. Contiene
los datos de las explotaciones, titulares, ubicacion, etc. (RD 479/2004
http:/ /www.boe.es/boe/dias/2004 /04 /13 /pdfs/A14978-14983.pdf).

« REMO: Registro de Movimientos de animales (por ejemplo bovino) o de

lotes de animales (como en el caso del porcino) (RD 728/2007).
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La Comunidad Autonoma de Aragon posee la informacion de su
territorio, mantiene su propio servidor y los datos se actualizan a través de

la aplicacion desarrollada.
3.2.2. Etiquetado de la carne de vacuno

Segun el Reglamento (CE) 1760 la definicion de etiquetado es la
aplicacion de una etiqueta a uno o varios trozos de carne o a su material
envasado, o en el caso de productos no preenvasados, el suministro de
informacion por escrito y de manera visible en el punto de venta. Por su
parte el Real Decreto 1698/2003 de 12 de diciembre establece las
disposiciones de aplicacion de los reglamentos comunitarios sobre el sistema
de etiquetado de la carne de vacuno (Reglamento CE 1760/2000). Se
establecen las menciones obligatorias que deben de figurar en el etiquetado
de la carne para asegurar su trazabilidad: nimero o codigo de referencia que
garantice la relacion entre la carne y el animal o los animales, nombre del
pais de nacimiento, nombre del pais de engorde, nombre del pais de

sacrificio, nimero de autorizacion sanitaria del matadero y EM o Tercer.
3.3. Trazabilidad genética

Hasta el momento se han explicado en que consisten los métodos
implementados tradicionalmente para el establecimiento de sistemas de
trazabilidad que contribuyan a aumentar la seguridad de los consumidores,
asi como la legislacion que respalda este tipo de procedimientos. Sin
embargo, estos métodos convencionales de identificacion y verificacion, como
son los clasicos crotales o los registros utilizados por décadas, estan sujetos
a riesgos de pérdida accidental de informacion en algunos puntos de la
cadena de produccion (Capoferri et al. 2005). Por tanto se hace necesario el
empleo de otros métodos mas fiables que permitan identificar el animal o el
origen del producto de forma infalible, y que sean seguros contra fraudes
permitiéndonos verificar a posteriori el origen de la carne (Arana et al. 2002),
ya que con los métodos tradicionales los fraudes no pueden ser

completamente evitados (Orru et al. 2006).
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En este sentido la identificacion individual mediante los marcadores
moleculares del ADN ofrece un instrumento potente y seguro para verificar
los sistemas convencionales de identificacion como crotales, tatuajes,
sistemas electronicos, entre otros. Asi como para autentificar la procedencia
de determinadas marcas de calidad como son las indicaciones geograficas
protegidas (IGP), denominaciones de origen (DO) y especialidades
tradicionales garantizadas, ofreciendo maximas garantias e informacion
objetiva a los consumidores y agentes economicos del sector dedicados a la

comercializacion de los alimentos (Viana et al. 2005)
3.3.1. Identificacion genética

El principio de identificacion genética animal se basa en el hecho de
que, a excepcion de los gemelos monocigéticos y de los clones, cada animal
es portador de una combinacion Unica de bases nitrogenadas en el acido
desoxirribonucleico (ADN) (Cunningham & Meghen 2001). Ademas esta
informacion genética es unica en cada sujeto, inalterable durante toda su
vida y esta presente en cada parte de su organismo, en cualquier célula
nucleada. Esto hace que el sistema posea una objetividad, repetibilidad y

seguridad no alcanzable con ninguin otro sistema de identificacion actual.

Si tenemos en cuenta que el genoma de cada animal contiene
aproximadamente 3x10° pares de bases (pb), las posibilidades que existen de
variacion entre los distintos individuos son enormes (Griffiths et al. 2000).
Esta variacion genética se genera y mantiene fundamentalmente por tres

Procesos:

v' las mutaciones que suponen cambios de bases o bien adicién o
pérdida de algunas de ellas,

v la recombinaciéon genética que permite el intercambio de
fragmentos de cromosomas homologos,

v' la combinaciéon al azar durante la meiosis de cromosomas de
origen paterno y materno en cada generacion en las especies de

reproduccion sexual.
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Todos estos fenomenos son la base que posibilita, estudiando
determinadas senales genéticas, la diferenciacion de individuos, auin estando
muy emparentados, y que sea practicamente imposible la existencia de
individuos genéticamente idénticos (siempre exceptuando a gemelos

monocigoticos y clones).

3.3.2. Marcadores moleculares aplicados a la identificacion individual y
trazabilidad

Los marcadores moleculares son fragmentos de ADN que sirven de
referencia para seguir la transmision de un segmento de cromosoma de una
generacion a otra, siendo, en un sentido restringido, una entidad genética
que manifiesta polimorfismo y se hereda de forma mendeliana. Su uso ha
demostrado ser una herramienta muy util en la identificacion individual
(Glowatzki-Mullis et al. 1995; Usha et al. 1995; Heyen et al. 1997; Pakstis et
al. 2007) y por tanto puede ser utilizada en identificacion de piezas de carne,
permitiendo la verificacion de sistemas de trazabilidad. (Meghen et al. 1998;
Cunningham 2000; Portelle et al. 2000; Sancristobal-Gaudy et al. 2000;
Cunningham & Meghen 2001; Shackell et al. 2001; Stanford et al. 2001).

El gran avance de la tecnologia del ADN esta permitiendo el desarrollo
de métodos de identificacion genética de facil aplicacion, poco costosos, muy
sensibles y automatizables. Actualmente los métodos utilizados se basan en
el uso de marcadores moleculares de ADN (Sancristobal-Gaudy et al. 2000;

Sherman et al. 2004).

Los marcadores de ADN necesitan reunir una serie de caracteristicas
para ser utilizables en identificacion genética, y por tanto poder ser usados

como sistema de trazabilidad (Ferreira & Grattapaglia 1995).

e Que sean muy polimorficos, es decir que presenten distintas formas
genéticas (alelos) en una poblacion que nos permitan diferenciar los
individuos.

e Que estén distribuidos por todos los cromosomas de una especie para

obtener informacion representativa de la posible variacion existente.
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¢ Que sean independientes del estado fisico y desarrollo del individuo.

Que tengan un bajo coste tanto en la obtencion como en la aplicacion
para que no se encarezca excesivamente el analisis. Su deteccion en
numerosos individuos debe ser facil, rapida y barata.

e Que sean publicos y no estén sometidos a ningun tipo de patente.

¢ Que su interpretacion sea sencilla y objetiva.

¢ Que requieran poca cantidad y calidad de muestra.

e Que sean reproducibles en cualquier experimento de laboratorio, es
decir, utilizar marcadores contrastados internacionalmente que
permitan la repeticion del analisis en cualquier laboratorio y el
intercambio de informacion de animales analizados en diferentes
laboratorios.

e Que sean automatizables para aumentar el rendimiento y abaratar los
costes.

e Que sean estables para que las mutaciones no puedan influir en los
resultados.

e Que tengan preferiblemente herencia codominante. Segun el tipo de
aplicacion del marcador, la tecnologia elegida debe ser capaz de
detectar las diferentes formas del marcador, es decir, distinguir entre
un homocigoto y un heterocigoto.

e Que sean discriminantes, o sea, capaces de detectar diferencias entre
individuos estrechamente emparentados.

e Que no estén sujetos a influencias ambientales. La inferencia del
genotipo de un marcador debe ser independiente del ambiente en que
vive el individuo o de su etapa de desarrollo.

e Que sean neutros. El alelo presente en el locus del marcador es

independiente de la presion de seleccion que se ejerce sobre el

individuo y no tiene ninguan efecto sobre ella. Esta afirmacion suele ser
una suposicion porque, generalmente, no hay datos disponibles que

confirmen o nieguen esta propiedad.

Para que se den muchas de estas caracteristicas, los marcadores

deben ser susceptibles de ser analizados mediante la Reaccion en Cadena de
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la Polimerasa (PCR) (Mullis & Faloona 1987), esta técnica ha impulsado
enormemente el desarrollo de la genética molecular gracias a su gran

fiabilidad, rapidez y repetibilidad.

Desde principios del siglo XX ya se viene trabajando con los que
probablemente pueden considerarse los primeros marcadores genéticos, los
grupos sanguineos, a los que siguieron otros marcadores como los
polimorfismos bioquimicos o las inmunoglobulinas del HLA (Human
Leucocyte Antigen). Sin embargo, el escaso numero de variantes polimorficas
limit6 mucho su empleo, ademas con el descubrimiento de otros tipos de

marcadores estos dejaron de emplearse.
3.4. Marcadores moleculares utilizados en el presente trabajo

Existen diferentes marcadores genéticos cada uno con sus ventajas e
inconvenientes. En este apartado se van a explicar los utilizados en el
presente trabajo por sus especiales caracteristicas y por ser los que mas
frecuentemente se estan empleando en la actualidad para identificacion

genética, nos referimos a los Microsatélites y los SNPs.
3.4.1. Microsatélites o STR (Short Tandem Repeat)

Los loci microsatélites (Litt & Luty 1989; Koreth et al. 1996), también
conocidos como SSR ("Simple Sequence Repeat") o STR (Short Tandem
Repeat) consisten en repeticiones de secuencias cortas (2-8pb) (Chambers &
MacAvoy 2000) que han sido descritos en la mayoria de las especies y
poseen una tasa de mutacion que oscila entre 103 y 105 (Bowcock et al.
1994; Forbes et al. 1995; Brinkmann et al. 1998). Presentan herencia

codominante y son faciles de detectar metodolégicamente.

La existencia de microsatélites en genomas eucariotas, concretamente
en levaduras y vertebrados fue descrita inicialmente por Hamada y
colaboradores (1982), donde son muy frecuentes, bien distribuidos (Tautz
1989; Weber & May 1989) y mucho mas polimoérficos que los loci

hipervariables formados por minisatélites, constituyendo la clase de
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marcadores moleculares mas polimorficos que se conocen (Ferreira &
Grattapaglia 1995; Cornide 2002). Aportan un alto grado de informacion
debido al elevado niimero de alelos por locus que presentan (Baumung et al.
2004). Por todo esto hasta el momento aparecen como la herramienta mas
poderosa de discriminacion genética entre animales (Blott et al. 1999). El
polimorfismo, es decir la variacion entre los distintos individuos, se basa en
el numero de veces que se repite el “motivo”. Se ha senalado que los
elementos mas repetidos en mamiferos son extensiones de dinucleétidos,

siendo la mas comun la repeticion CA.

Los microsatélites han demostrado ser marcadores muy informativos
para estudios poblacionales, con un alto grado de polimorfismo (Vignal et al.
2002), cuyo numero medio de alelos por locus puede variar en un rango muy
amplio, en trabajos llevados a cabo en bovinos se han detectado de 5 a 16
(Sanz et al. 2007). Actualmente se utilizan también en analisis forenses
(Cydne et al. 2000), pruebas de paternidad (Mommens et al. 1998; Schnabel
et al. 2000; Sanz et al. 2002), estudios de biodiversidad (Peelman et al. 1998;
Martin-Burriel et al. 1999; Martin-Burriel et al. 2007), analisis filogenéticos
(Ritz et al. 2000; Tapio et al. 2006), construccion de mapas de ligamiento o
como marcadores para la deteccion de QTLs de importancia econémica en
produccion animal (Arranz et al. 1998; Imai et al. 2007). Por las ventajas que
poseen estos marcadores, se ha trabajado ampliamente en la busqueda y
empleo en diferentes especies de interés en ganaderia, tales como ovino
(Dietz et al. 1993; Buchanan & Thue 1998); caprino (Kemp et al. 1995),
porcino (Moran 1993) y bovino (Fries et al. 1990; Vaiman et al. 1994,
Ciampolini et al. 1995; Usha et al. 1995; Moazami-Goudarzi et al. 1997,
Martin-Burriel et al. 1999; Giovambattista et al. 2000; Uffo 2003; Liron et al.
2006).

Actualmente no existe obligatoriedad impuesta por ningun organismo
oficial que indique los marcadores genéticos que deben utilizarse para una
correcta identificacion de los animales y productos derivados. Sin embargo,
la Sociedad Internacional de Genética Animal (ISAG:

http:/ /www.isag.org.uk), que es una organizacion que favorece el
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intercambio a nivel internacional de informacion y reactivos entre sus
miembros, con el objetivo de estandarizar los marcadores y técnicas
utilizadas internacionalmente para la identificacion animal en las distintas
especies domésticas; teniendo en cuenta los marcadores genéticos bovinos
descritos y sus caracteristicas, sugiere a nivel internacional un grupo de
microsatélites (Tabla 1). Estos son los marcadores recomendados como mas
apropiados para llevar a cabo pruebas de identificacion y de filiacion, que
garanticen una correcta identificacion y permitan una estandarizacion a

nivel internacional.

Teniendo esto en cuenta, diversas asociaciones de ganaderos de razas
bovinas complementan la informacion contenida en sus libros genealogicos
con datos genotipicos de estos microsatélites, llevando asi un control mas

exhaustivo se sus animales.

Tabla 1: Microsatélites recomendados por la ISAG para identificacion
genética y chequeos de parentesco en la especies bovina

(http:/ /www.isag.org.uk/journal/comparisonguide.asp).

Microsatélite |Cromosoma| Tamano (pb) [N° alelos Referencia
ETH225 (D9S1) 9 140-158 8 (Steffen et al. 1993)
INRAO23 (D3S10) 3 196-222 10 (Vaiman et al. 1994)
ETH104 (D5S3) 5 209-223 7 (Toldo et al. 1993)
BM2113 (D2S26) 2 125-143 10 (Bishop et al. 1994)
BM1824 (D1S34) 1 178-190 5 (Bishop et al. 1994)
TGLA227 (D18S1) 18 77-97 10 (Georges & Massey 1992)
TGLA126 (D20S1) 20 113-125 7 (Georges & Massey 1992)
TGLA122 (D21S6) 21 137-183 15 (Georges & Massey 1992)
SPS115 (D15) 15 246-260 7 (Moore & Byrne 1993)

Un estudio de simulacion ha mostrado que un conjunto de 8 o mas
microsatélites parecen ser suficientes para conseguir alcanzar la
identificacion individual en ganado bovino sea cual sea la estructura de la
poblacion muestreada (Arana et al. 2002). Asi, la determinaciéon del perfil de

ADN mediante el uso de estos microsatélites, puede confirmar o rechazar la
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identidad de dos muestras distintas de ADN a un nivel de probabilidad del
99.9% y puede utilizarse como herramienta para el proceso la verificacion y

revision al azar de la trazabilidad de los animales y la carne.

3.4.2. SNPs: Polimorfismos de una base (Single Nucleotide

Polymorphism)

Son los marcadores de mas reciente utilizacion, pero que se estan
desarrollando muy rapidamente en los ultimos anos. Consisten en la
sustitucion de un nucleétido por otro. Se encuentran distribuidos por todo el
genoma y pueden encontrarse tanto en regiones codificantes como no
codificantes (Sachidanandam et al. 2001). Actualmente sabemos que estos
polimorfismos son muy abundantes en el genoma de los mamiferos y se
calcula la existencia de un SNP por cada 1000 pares de bases en humanos
(Wang et al. 1998) o 1 por cada 500 pares de bases en raton (Lindblad-Toh et
al. 2000) y bovino (Heaton et al. 2001b). Si tenemos en cuenta que el tamano
promedio del genoma de los mamiferos es de 3.000 millones de pares de
bases se puede prever que las secuencias de ADN de 2 individuos pueden
llegar a diferir en unos 3 millones de posiciones, lo que implica un gran
potencial para identificacion. Son marcadores muy atractivos desde el punto
de vista de su empleo en identificacion ya que son genéticamente estables en
mamiferos (Markovtsova et al. 2000; Nielsen 2000; Thomson et al. 2000),
abundantes en bovino (Heaton et al. 2001a), tienen baja tasa de mutacion
del orden de 10-8 (Nachman & Crowell 2000; Kondrashov 2003), bajas tasas
de error en el genotipado (Kennedy et al. 2003), la interpretacion de los
resultados es menos compleja que el caso de otros marcadores (Krawczak
1999), permiten la representacion de los genotipos mediante una “firma
digital de ADN” (Fries & Durstewitz 2001) y ofrecen un alto potencial para la
automatizacion (Kruglyak 1997; Wang et al. 1998; Lindblad-Toh et al. 2000).

En este tipo de polimorfismos pueden estar presentes cualquiera de
los cuatro nucledtidos en cualquier posicion en el genoma, por lo tanto se
debe suponer que cada SNP tendria cuatro alelos. Teoéricamente esto es

posible, pero en la practica la mayoria de los SNPs tienen solamente dos
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variantes, la secuencia original y la version mutada. Esto se debe a la via en
que estos aparecen y se distribuyen en una poblacion. Un SNP se origina
cuando ocurre una mutacion puntual en el genoma, convirtiendo un
nucleodtido en otro. Si la mutacion ocurre en los gametos de un individuo,
puede heredarse por uno o mas descendientes y después de muchas
generaciones, el SNP puede establecerse en la poblacion. Para que se
produzca un tercer alelo, una nueva mutacion debe ocurrir en la misma
posicion en el genoma de otro individuo, y este individuo y su descendencia
deben reproducirse de forma tal que el nuevo alelo quede establecido. Esto
no es imposible, pero es poco probable, por lo tanto la mayoria de los SNPs

son bialelicos (Brookes 1999).

El método mas directo para detectarlos es la secuenciacion de
segmentos de ADN previamente amplificados por PCR. Una vez localizado el
SNP se pueden utilizar diversas técnicas para su analisis, como son:
extension del primer (Pastinen et al. 1996), pirosecuenciacion (Ronaghi et al.
1998), espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption-Time of Flight) (Andersen & Mann 2000), microarrays o
microchips de DNA (Schena et al. 1998) y discriminacion alélica mediante
PCR a tiempo real usando sondas TagMan (Livak et al. 1995) o utilizando
cebadores modificados en 3’ (Liu et al. 1997) que también se puede realizar

en PCR estandar.

Debido a las ventajas que ofrecen este tipo de marcadores y a la
diversidad de meétodos disponibles para su estudio se estan utilizando
frecuentemente en diversas especies en estudios de identificacion y
paternidad (Heaton et al. 2002; Li et al. 2006; Pakstis et al. 2007; Van
Eenennaam et al. 2007), caracterizacion de poblaciones (Inagaki et al. 2002),
estudios de biodiversidad (Ben-Ari et al. 2005; Twito et al. 2007), busqueda
de asociacion con caracteres cuantitativos (Page et al. 2002; Stone et al
20095), estudios de trazabilidad (Sauer et al. 2002; Capoferri et al. 2005;
Goffaux et al. 2005) y elaboracion de mapas de ligamiento (Snelling et al.

20035), entre otros.
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Los SNPs con frecuencias intermedias son los mas utiles y los datos

actuales indican que es suficiente una cantidad entre 25-50 SNPs para la

identificacion segura del ganado y de la carne (Heaton et al. 2002). Weller y

colaboradores (2006) establecieron mediante estudios de simulacion que

para obtener una probabilidad de identidad equivalente a la obtenida con un

panel de 8 microsatélites serian necesarios 18 SNPs, y por cada microsatélite

adicional se necesitarian entre 2-2,5 SNPs adicionales.

En el presente trabajo se han utilizado un total de 20 SNPs de los

cuales 16 se encuentran en regiones intronicas y 4 en regiones exonicas. En

la Tabla 2 se muestran los SNPs analizados, localizacion cromosémica,

numero de acceso del GenBank y referencia.

Tabla 2: SNPs utilizados en este trabajo para identificacion.

Nombre Cromosomft/ SNP N° acceso Referencia
SNP Localizacion (GenBank)
ClA/G 1/ex6n A/G snpl455 U02564 (Laurent & Rodellar 2001)
C2A/G 2/intrén A/Gsnpl09 AF458963 (Stone et al. 2002)
C4C/G 4 /intrén C/Gsnp361 AF458965 (Stone et al. 2002)
C5A/C 5/intrén A/C snp261 AF458966 (Stone et al. 2002)
Co6A/G 6/intrén A/Gsnpl03 AF465155 (Heaton et al. 2001b)
C7C/T 7 /ex6n Cc/T AY738459.1 (Ordovas et al. 2006)
C8C/T 8/intrén C/Tsnp300 AF465157 (Stone et al. 2002)
C10C/T 10/intrén C/T snp396 AF465158 (Stone et al. 2002)
Cl1A/G 11/intrén A/Gsnplll AF465160
C12A/G 12/intréon A/G snp 107 AJ496770 (Werner et al. 2004)
C13A/G 13/intréon A/G snp252 AF465161 (Heaton et al. 2002)
C17A/G 17 /intréon A/Gsnp302 AF465165 (Stone et al. 2002)
C18G/T 18/intrén G/Tsnp453 AF465167 (Stone et al. 2002)
Cl19C/G 19/ex6n C/G AF285607.2 (Roy et al. 2001)
C20C/T 20/intrén C/T snp 233 AJ505155 (Werner et al. 2004)
Cc21C/G 21/intrén C/G snpl37 AF465171 (Stone et al. 2002)
C23C/T 23/intrén C/Tsnp 338 AF465172 (Stone et al. 2002)
C24A/G 24 /intrén A/G snp 397 AF465175 (Stone et al. 2002)
C26C/T 26/intrén C/T snp 329 AJ496781 (Werner et al. 2004)
C29A/G 29/ex6n A/G snp 4558 AF248054 (Smith et al. 2000)

De estos 20 SNPs los 4 localizados en regiones exonicas (SNP C1A/G,
SNP C7C/T, SNP C19C/G y SNP C29A/G) han sido asociados a diferentes
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caracteres productivos por otros autores. En el SNP denominado C1 se ha
llevado a cabo un estudio de asociacion que se mostrara en el Capitulo de
resultados. Estos marcadores resultan de interés no solo por su aplicacion a
la identificacion y trazabilidad, sino por su posible asociacion con caracteres
productivos y uso en trabajos de seleccion asistida por marcadores (MAS:

Marker Assisted Selection)
3.4.2.1. SNPs localizados en regiones exonicas

Los QTL (Quantitative Trait Loci) son considerados regiones del
genoma en la que se encuentra uno o varios genes con un efecto significativo
sobre un caracter de interés economico. Aunque la mayoria de los caracteres
productivos presentan variacion continua y estan controlados por varios
genes con un efecto pequeno pero acumulativo sobre el caracter; existen
genes para algunos caracteres que explican un elevado porcentaje de la
variacion fenotipica (Winter et al. 2002; Van Laere et al. 2003; Roy et al.

2006).

Actualmente se sabe que hay cientos de QTLs distribuidos por todo el
genoma bovino (http://bovineqtlv2.tamu.edu/home.php) (Polineni 2004).
Ademas la secuencia del genoma bovino ha permitido identificar un elevado
numero de genes que se encuentran en estas regiones QTL, esta informacion
es muy util en la identificacion de polimorfismos que pudieran influenciar

caracteres productivos en el ganado bovino.

Como se ha mencionado anteriormente en este trabajo han sido
utilizados 20 SNPs de los que hay 4 que estan localizados en regiones
exonicas para los que se ha demostrado su relacion con caracteres

cuantitativos, los cuales pasaremos a describir brevemente:
3.4.2.1.1. SNP en el gen de la transferrina

La transferrina es la proteina que transporta a través de la sangre el
hierro absorbido en el intestino y el liberado por el catabolismo de la

hemoglobina hacia los sitios de almacenamiento (higado y sistema reticulo-
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endotelial). Esta proteina es altamente polimérfica en muchas especies y en
bovino se han detectado 10 variantes proteicas de acuerdo a su movilidad

electroforética.

Laurent y Rodellar (2001) detectaron un SNP c.1455A>G (U02564) en
el exon 12 del gen de la transferrina bovina localizado en el cromosoma 1.
Este polimorfismo es detectado en animales con serotipos A/Doy D2/E y
produce un cambio aminoacidico Asp/Gly en la posicion 469 del péptido,
esta mutacion permite la distincion de dos grupos de variantes de
transferrina: D2 (c.1455G (U02564)-Gly) y A, E y D: (c.1455A
(U02564)—~>Asp). Este gen esta ubicado en una region donde se han

localizado cuatro QTL (Tabla 3 y Figura 3).

Tabla 3: QTLs en la region del cromosoma 1 donde esta ubicado el gen

de la transferrina.

QTL Id Nombre caracter Marcador inicial | Marcador final
BMS1789 BMS4014
64 Birth Weight
(113.5cM) (148.21cM)
s Adjusted Weaning BMS1789 BMS4014
weight (113.5¢cM) (148.21cM)
66 Adjusted Yearling BMS1789 BMS4014
weight (113.5cM) (148.21cM)
BL28 BM3205
408 Adjusted Fat
(121.47cM) (127.441cM)

Al estar ubicado en esta region involucrada en varios caracteres
cuantitativos, este polimorfismo ha sido empleado para llevar a cabo un
estudio de asociacion utilizando una muestra de vacas con valores

estimados de produccion extremos en cantidad de grasa en la leche.
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Figura 3: Ubicacion relativa del gen de la transferrina bovina relativa a

los QTLs encontrados en la region.

3.4.2.1.2. SNP en el gen de la calpaina

Dentro de los factores bioquimicos y genéticos que se han identificado
como responsables del ablandamiento de la carne se encuentra el sistema
proteolitico de las calpainas. Las proteasas i-calpaina y m-calpaina son las
dos enzimas responsables del ablandamiento postmortem, aunque se ha
indicado que la i-calpaina es la principal enzima. El gen de la i-calpaina se
localiza en el cromosoma 29 (Smith et al. 2000) en una region QTL para la
terneza de la carne (Casas et al. 2000; Smith et al. 2000) (Figura 4) y se han
identificado diferentes polimorfismos en el gen que causan cambios en la
composicion de aminoacidos en la proteina, los cuales han sido utilizados
para asociar este gen con la terneza de la carne (Page et al. 2002; Casas et

al. 2005).

Este polimorfismo ha sido incluido en el panel no solamente por su
asociacion con el caracter terneza de la carne, sino también con la intencion

de valorar su potencial en identificacion.
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Figura 4: Ubicacion relativa del gen de la i-calpaina bovina relativa a

los QTL encontrados en la region.

3.4.2.1.3. SNP en el gen de la Proteina Transportadora de Acidos Grasos
1 (FATP1)

La Proteina Transportadora de Acidos Grasos 1 (Fatty Acid Transport
Protein, FATP1) es una proteina integral de membrana que facilita el
transporte de acidos grasos de cadena larga a través de la membrana
plasmatica. El gen de la FATP1 ha sido mapeado en el cromosoma 7
(Ordovas et al. 2005) donde han sido descritos numerosos QTL relacionados
con la grasa. En este trabajo hemos utilizado un SNP C/T localizado en el
nucleotido 789 de la secuencia de mRNA (Ordovas et al. 2008), que tanto por
su funcion fisiolégica como su localizacion cromosomica hacen que pueda
considerarse como gen candidato involucrado en la determinacion de

engrasamiento en ganado bovino (Ordovas 2006)
3.4.2.1.4. SNP en el gen de la Sintasa de Acidos Grasos (FASN)

La Sintasa de Acidos Grasos (FASN) es una enzima citosélica que
cataliza la sintesis de acidos grasos saturados de cadena larga, por lo que es

clave en el metabolismo lipidico. En bovino ha sido mapeado el gen en el
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cromosoma 19 (Roy et al. 2001) cercano a regiones QTL (Figura 5). El
polimorfismo G/C ubicado en el exon 1 no traducible ha sido utilizado en
este trabajo ya que ha sido demostrada ademas su asociaciéon con contenido
de grasa en leche (Roy et al. 2006), debido a la modificacion de un sitio de

union del factor de transcripcion Spl (Ordovas et al. 2008).

FoscCia
CSSMO065 =
69.830 .
Fat percentage E EAT
Backfat EBV i 3\
CIOBT34 4 FASN
77.386

> Birth Weight

BiC1013 /

Figura 5: Ubicacion relativa del gen de la FASN bovina relativa a los

QTL encontrados en la region.
3.5. Aplicacion de la identificacion individual a la trazabilidad

Los sistemas de trazabilidad basados en identificacion convencional de
animales no son infalibles, ya que una vez que el animal va al matadero
comienza un proceso de cambio de tipos de identificacion que sustituyen los
crotales por un sistema de etiquetado, pudiendo inducir a errores en la
identificacion. Es decir, el seguimiento de la carne tiene un punto en la
cadena alimentaria que resulta de vital importancia, y es a partir del
momento en que el animal llega al matadero y la canal va ser dividida en

numerosas partes que pueden tener diferentes destinos.

Para evitar errores debido a la pérdida de la identificacion, se estan

desarrollando sistemas de verificacion que puedan asegurar totalmente la
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trazabilidad del animal en cada una de las etapas de la cadena de

produccion, en especial después del despiece del animal.

A continuacion se exponen dos de dichos sistemas: la comparacion de

perfiles y la asignacion individual a raza o poblacion.
3.5.1. Comparacion de perfiles

La trazabilidad molecular se basa especificamente en la comparacion
de perfiles de marcadores moleculares de ADN obtenidos para cada
individuo, como son los microsatélites (Sancristobal-Gaudy et al. 2000;
Arana et al. 2002; Vazquez et al. 2004) o SNPs (Capoferri et al. 2005; Goffaux
et al. 2005), que pueden garantizar la trazabilidad de la carne hasta el
animal de origen permitiendo discriminar si dos muestras son la misma o

son muestras distintas.

La logica de un sistema de trazabilidad molecular opera con la toma de
una muestra biolégica de origen de cada animal antes de que se pierda la
identidad individual del mismo (ej.: antes de la pérdida de los crotales). Esta
muestra, convenientemente identificada, se almacena por un periodo no
inferior a la “vida util” del producto carne, hasta que el animal es consumido
por completo. Posteriormente y en el eventual caso que en algin punto de la
cadena (frigorifico, supermercado o consumidor) se quiera establecer el
origen de un determinado corte de carne, se toma una segunda muestra del
mismo (muestra problema). Tanto para la muestra de origen como para la
muestra problema se determina un perfil especifico de ADN. Estos perfiles
son comparados entre si, pudiendo establecerse si ambas huellas genéticas
son idénticas o no. Si se trata de muestras pertenecientes al mismo animal,
el perfil genético va a ser el mismo, independientemente del tipo de muestra
de que se trate (Figura 6). Puede tratarse de cualquier tejido del animal vivo
(sangre, pelo, piel, cartilago, semen, etc,) o bien un trozo de tejido obtenido
de una pieza de la canal (carne, grasa, etc.), o de alimentos procesados, que

han podido ser sometidos a diversos tratamientos, tanto fisicos como
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quimicos. En todos esos supuestos, el perfil genético sera el mismo si se

trata de muestras del mismo animal.

w ®, 0 e = e

W

A\

(@) (b)

Systematic carcass (c) ? Sampling of de-boned
sampling Batch No primals and retail cuts
2 =
Genetic analysis = (d) = Genetic analysis

= =

Figura 6: Esquema que representa tanto la toma de muestras de forma
sistematica de animal vivo y canales (A) como de productos procesados (B)

para su posterior genotipado e identificacion (Cunningham & Meghen 2001).

Si dos muestras corresponden al mismo animal, deberan tener
necesariamente el mismo genotipo para todos los marcadores estudiados. La
probabilidad de que dos muestras que no pertenecen al mismo animal
tengan el mismo genotipo para todos los marcadores analizados por efecto
del azar depende del numero de marcadores estudiados, de forma que al
aumentar el numero de marcadores, dicha probabilidad disminuye
exponencialmente (Sancristobal-Gaudy et al. 2000; Arana et al. 2002). La
Figura 7 nos muestra la probabilidad de que dos muestras coincidan al azar
segun el numero de microsatélites analizados. Como puede observarse, con
un numero de 9 microsatélites (los recomendados por la ISAG), la
probabilidad de que el genotipo de dos individuos coincida por azar es de
109, lo que nos indica que es practicamente imposible que dos muestras
presenten el mismo genotipo a no ser que se trate de la misma muestra o de

gemelos monocigoticos.
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Figura 7: Probabilidad (en ordenadas, escala logaritmica) de que el
genotipo de dos muestras coincida por azar segun el numero de

microsatélites analizados (Vazquez et al. 2004).

El sistema de trazabilidad genética ideal pasaria por el analisis de los
marcadores moleculares en todos los animales vivos. Sin embargo, y aunque
el analisis de los marcadores de ADN resulta cada vez mas economico,
resultaria extremadamente caro hacer analizar todos los individuos que van

destinados a matadero.

Una alternativa que se esta aplicando en algunos paises consiste en
tomar muestras para identificacion de todos los individuos, pudiendo ser un
momento idéneo al marcar el ternero con el crotal correspondiente. Para este
cometido existen ya sistemas en el mercado que facilitan la obtencion de una
muestra de pabellon auricular en el momento de colocacion del crotal
(Vazquez et al. 2004), aunque se puede obtener cualquier tipo de muestra
como pelo o papel impregnado en sangre, etc, siempre que cumplan los
requisitos especificados con anterioridad. Los sistemas de obtencion de la
muestra facilitan asimismo una sistematica que permite el almacenado de

las muestras. De esta forma, la identidad de un determinado individuo
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durante el proceso de cria o de cualquier pieza de carne durante el proceso
de comercializacion se puede comparar con la muestra inicial en controles
rutinarios o en casos excepcionales que asi lo aconsejen o requieran,
sirviendo para control y apoyo de los otros sistemas de identificacion que

estan establecidos legalmente.

Existen otras alternativas, como la posibilidad de identificar mediante
marcadores genéticos a todos los reproductores de las explotaciones y tratar
de llevar a cabo un seguimiento, sin necesidad de analizar al individuo, sino
a partir de la informacion genética de sus progenitores (Zaragoza et al. 2003;

Rodellar et al. 2006).

3.5.2. Asignacion individual a raza o poblacion

Otra alternativa que se puede tener en cuenta es la de llegar mediante
el analisis de los marcadores moleculares del producto animal a la raza de
origen del producto, a lo que se le puede llamar trazabilidad de raza. La
asignacion de un sujeto a una raza utilizando métodos moleculares puede

efectuarse esencialmente a través de dos estrategias (Ajmone et al. 2004):

I) aproximacion determinada: contempla la busqueda de
marcadores moleculares especificos de una raza y/o genes con diferentes
variantes de alelos fijadas en razas diferentes. La disponibilidad de tales
secuencias especificas permitiria la utilizacion de pruebas diagnosticas
sencillas y la asignacion de un individuo a la raza de modo seguro, sin la
necesidad de ninguna interferencia estadistica. Por ejemplo en cerdo el
analisis de la variacion de los loci MCIR y KIT (Kijas et al. 1998; Giuffra et al.
2002) implicados en el color de la capa muestra una prueba simple que
puede ser empleada en la verificacion de la poblacion de origen (Carrion et

al. 2003).

II) aproximacion probable: esta estrategia comporta la creacion de una
base de datos de razas con marcadores moleculares y por lo tanto que
contenga informacion sobre los alelos y las frecuencias alélicas

caracteristicas de cada raza. El individuo a asignar se analizara con los
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marcadores moleculares y la atribucion se efectuara de manera probable, a
partir de las frecuencias alélicas entre las razas. Para llevar a cabo la
aproximacion probable se pueden aplicar diferentes estrategias, como son
los métodos basados en frecuencias alélicas, métodos Bayesianos o los
basados en distancias genéticas (Paetkau et al. 1995; Rannala & Mountain

1997; Cornuet et al. 1999), que seran comentados a continuacion.

Los métodos basados en frecuencias alélicas consisten en asignar un
individuo a una poblacion, basandose en el valor de probabilidad de su
genotipo individual de pertenecer a ella. Utilizan algoritmos estadisticos
basados en funciones de maxima verosimilitud (Paetkau et al. 1995) que
contemplan esencialmente tres partes: i) calculo de las frecuencias alélicas
en todas las poblaciones candidatas; ii) calculo de la funcion de
verosimilitud de cada genotipo multilocus en el interior de la poblacion de
referencia; iii) asignacion del individuo a la poblacion, en la que la funcion de
verosimilitud de su genotipo es maxima. En este trabajo se ha utilizado esta
metodologia para realizar la asignacion de individuos a raza usando datos
genotipicos multilocus mediante la utilizacion del programa WHICHRUN v4.1

(Banks & Eichert 2000) basado en funciones de maxima verosimilitud.

Los meétodos Bayesianos son semejantes a los anteriores, pero utilizan
particulares funciones de probabilidad para estimar las frecuencias de las
poblaciones de referencia a partir de las frecuencias observables en la
muestra. La atribucion se realiza calculando la probabilidad marginal al
observar el genotipo de los individuos innatos en el interior de cada una de
las poblaciones de referencia, en base a las frecuencias alélicas estimadas.
Este método es el implementado en el software Structure (Pritchard et al
2000) que esta siendo utilizado frecuentemente en asignacion (Canon et al.

2008; Dalvit et al. 2008).

Por su parte los métodos basados en distancias genéticas asignan los
individuos deconocidos a la poblacion genéticamente mas cercana o
proxima. Este método contempla la construccion de una matriz de

distancias entre las posibles parejas de individuos y la atribucion se
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ejecutara después, sobre la base de la distancia entre el individuo a asignar
y la media de las distancias entre los sujetos de las poblaciones de
referencia. Estos métodos son aplicables a diversos tipos de marcadores con
resultados facilmente interpretables, que pueden ser representados
graficamente aplicando analisis multivariados o algoritmos que construyen
arboles filogenéticos. En este trabajo se ha utilizado la distancia entre
individuos (Bowcock et al. 1994) basada en la proporcion de alelos
compartidos (Chakraborty & Jin 1993) en la construccion de un arbol
filogenético utilizando el panel de marcadores microsatélites para ilustrar la

capacidad de asignacion de individuos a su raza.

Utilizando estas metodologias es posible realizar la asignacion de
muestras problema a la poblacion que le dio origen. Existen numerosos
trabajos que avalan la aplicacion de estos métodos de asignacion en diversas
especies como en bovino (Maudet et al. 2002; Canon et al. 2008), en equino
(Kruger et al. 2005; Thirstrup et al. 2008) o en salmonidos (Rengmark et al.
2000).
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1. Material biolégico
4.1.1. Animales

Para el estudio de trazabilidad, principal objetivo de esta memoria, se
han utilizado animales de dos razas bovinas autéctonas aragonesas Parda
de Montana y Pirenaica, procedentes de dos explotaciones destinadas a la

produccion de carne del Pirineo Aragonés (Figura 8).

Se analizaron los progenitores y descendientes presentes en las dos
explotaciones del Pirineo Aragonés en el periodo comprendido entre marzo de
2004 y septiembre de 2005. Se obtuvieron muestras de un total de 564
animales, 257 animales de raza de Montana, todos pertenecientes a la
explotacion I y 307 animales de raza Pirenaica de los que 126 animales

pertenecian a la explotacion [ y 181 a la explotacion II.

Parda de Montana

Pirenaica

Figura 8: Ejemplares de raza Parda de Montana y Pirenaica.
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4.1.2. Muestras
4.1.2.1. Muestras de sangre y carne para el estudio de trazabilidad

Entre sangre y musculo se analizaron 675 muestras, 446 pertenecian
a la explotacion I (302 de raza Parda de Montana y 144 de Pirenaica) y 229 a

la explotacion II, todas procedentes de animales de raza Pirenaica (Figura 9).
Las muestras fueron tomadas a tres niveles:

L. Sangre de todos los progenitores
II. Sangre de todos los descendientes

I11. Musculo de los descendientes sacrificados en matadero

Las muestras fueron identificadas con un codigo interno de laboratorio
e incluidas en la base de datos del Laboratorio de Genética Bioquimica
(LAGENBIO) desarrollada en Microsoft Access 2003 que fue vinculada a una
aplicacion web y que sera descrita en el apartado 4.4.2. Se incluy6 en cada
caso toda la informacion disponible como: numero de identificacion, raza,
sexo, categoria, propietario, tipo de muestra, explotacion, fecha de

nacimiento y datos de padre y madre en el caso de todos los descendientes.

Total de muestras analizadas 675

A 7
7 N

446 Explotacion I 229 Explotacién II
302 Parda de Montana 144 Pirenaicas Pirenaicas
- 154 sangres progenitores - 78 sangres progenitores - 81 sangres progenitores
- 103 sangres descendientes - 48 sangres escendientes - 100 sangres descendientes

- 45 miusculos descendientes - 18 miisculos descendientes - 48 miusculos descendientes

Figura 9: Distribucion de las muestras analizadas para el estudio de

trazabilidad.
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4.1.2.2. Muestras de ADN de diferentes razas espaiolas para calculos de

frecuencias de SNPs

También se calcularon las frecuencias alélicas de los SNPs analizados.
Para ello se utilizaron muestras existentes en el banco de ADN del
Laboratorio de Genética Bioquimica de la Facultad de Veterinaria
(LAGENBIO) de la Universidad de Zaragoza. Se emplearon 184 muestras, la
mayoria de razas autoctonas espanolas que se describen a continuacion:
Asturianas de los Valles (23), Frisona (23), Menorquina (23), Limousine (23),
Monchina (23), Serrana Negra de Teruel (23), Parda de Montana (23) y

Pirenaica (23).
4.1.2.3. Muestras de ADN para estudios de asociacion de polimorfismos

El estudio de asociacion de polimorfismos con caracteres cuantitativos
se realizd6 analizando muestras de ADN de 211 vacas Holstein-Friesian en
lactacion con valores extremos de EBV (Estimated Breeding Values) para

cantidad de grasa en la leche.

Se emplearon muestras de 117 vacas (cola H) con valores altos de EBV
(45,19) y fiabilidad del 54% y 94 (cola L) con bajo EBV (-24,45) y fiabilidad de
58%. Todas ellas seleccionadas de un total de 2573 pertenecientes a cuatro
explotaciones diferentes localizadas en el Norte de Aragon con fiabilidad de
EBV>47%. Los valores de EBV para el contenido de grasa en leche fueron
evaluados por la Confederacion Nacional de Asociaciones de Holstein-
Friesian de Espana (CONAFE). Cada cola estaba constituida por el 1% de la

poblacion de animales con valores extremos de EBV (Figura 10).

En la Tabla 4 se muestran los parametros genéticos para la cantidad
de grasa en la leche para la poblacion completa aragonesa de Holstein-
Friesian y los animales seleccionados para las colas con alto (cola H) y con

bajo (cola L) valor de EBV.
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Figura 10: Muestras seleccionadas para el estudio de asociacion del

SNP del gen de la transferrina con animales con reportes de cantidad de

grasa en leche.

Tabla 4: Promedio, desviacion estandar (S.D.) y rango de EBV (maximo

y minimo) para produccion de grasa en leche (kg) en la poblacion aragonesa

de Holstein-Friesian y en los animales que forman parte de la cola alta (H) y

baja (L) para la distribucion de valores de EBV para contenido de grasa en la

leche.

Poblacion Promedio| S.D. | Maximo | Minimo
Aragon Holstein-Friensian (n=7631) 13.67 14.58 63 -53
Cola alta (H) baja (L) (n=211) 14.17 35.35 63 -53
Cola alta (H) (n=117) 45.19 5.53 63 39
Cola baja (L) (n=94) -24.45 8.08 -17 -53

4.2, Extraccion de ADN y cuantificacion

4.2.1. Extraccion

El ADN de las muestras fue extraido siguiendo diferentes protocolos

dependiendo del tipo de muestra de partida.
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4.2.1.1. A partir de sangre

Para la extraccion del material genético a partir de sangre se utilizaron
dos meétodos: el descrito por Lahiri y colaboradores (1992) y el protocolo
standard utilizando el kit GFX™ Genomic Blood DNA purification kit

(Amersham Biosciences).

El método descrito por Lahiri y colaboradores se basa en el empleo de
una mezcla de detergentes (Triton X-100 2% y SDS 10%) y precipitacion de
las proteinas celulares en un medio saturado de cloruro de sodio. Este
método evita el uso de solventes organicos (fenol/cloroformo) y de proteinasa

K.

El kit GFX™ Genomic Blood DNA purification kit (Amersham
Biosciences), también utilizado para extraer ADN a partir de sangre
completa, usa un agente caotropico para obtener las células sanguineas
nucleadas y promueve la uniéon del ADN genomico a una fibra de cristal
contenida en la columna MicroSpin. Los contaminantes son eliminados
mediante lavados con etanol y el ADN purificado es eluido en un buffer con
baja fuerza ionica contenido en el kit. Con este kit se obtienen en apenas 20
minutos y a partir de 100pl de sangre aproximadamente 2-4ug de ADN de

elevada calidad.

4.2.1.2. A partir de musculo

La extraccion del ADN a partir de musculo se realiz6 siguiendo el
protocolo descrito por Taboada (1995). En este caso partimos de 0,1g de
musculo el cual fue pulverizado con nitréogeno liquido; se mezclé con 1ml de
buffer RSBlx (10mM Tris-HC1 ph 7,4, 10mM NaCl y 25mM EDTA),
posteriormente se adicion6 SDS y proteinasa K. Finalmente se utiliz6 una

mezcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y precipitacion con etanol.
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4.2.2. Cuantificacion

Una vez obtenido el ADN se cuantifico mediante espectrofotometria
por lectura de absorbancia a 260nm, considerando que una unidad de
densidad oOptica a esta longitud de onda equivale a 50pg/ml de ADN de doble
cadena. La pureza fue estimada mediante lecturas a 260, 230 y 280nm, la
relacion de lecturas a 260nm y 280nm proporciona una idea del grado de

pureza del material, el cual debe estar entre 1,7 y 2.

4.3. Analisis de marcadores moleculares

Los marcadores moleculares elegidos para el estudio de trazabilidad
han sido los microsatélites y los SNPs. Aunque se trata de marcadores con
caracteristicas muy diferentes, se consideran los mas idoneos para la

aplicacion en sistemas de identificacion y trazabilidad.

A continuacion pasaremos a describir todas las etapas de trabajo con

cada uno de estos:

4.3.1. Marcadores moleculares microsatélites

Los microsatélites elegidos para desarrollar este trabajo han sido los
que forman parte del Panel de Microsatélites recomendados por la Sociedad
Internacional de Genética Animal (International Society for Animal Genetics:
ISAG) para identificacion de bovinos. Los nombres de los 9 microsatélites
estudiados, la localizacion cromosomica, las secuencias de los
oligonucleotidos utilizados para la amplificacion de los fragmentos y el
sentido, asi como el rango de talla de los fragmentos obtenidos se muestran

en la Tabla 5.
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Tabla 5: Microsatélites recomendados por la ISAG para identificacion

genética bovina (www.isag.org.uk/ISAG/all/02_PVpanels LPCGH.doc).

Locus Cromosoma | Sentido Secuencia del cebador (5'-3') Tamaifio fragmento (pb)
BM1824 1 Directo GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC 178-190
Inverso CATTCTCCAACTGCTTCCTTG
BM2113 2 Directo GCTGCCTTCTACCAAATACCC 125-143
Inverso CTTCCTGAGAGAAGCAACACC
INRAO23 3 Directo GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC 196-222
Inverso TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTC
SPS115 15 Directo AAAGTGACACAACAGCTTCTCCAG 246-260
Inverso AACGAGTGTCCTAGTTTGGCTGTG
TGLA122 21 Directo CCCTCCTCCAGGTAAATCAGC 137-183
Inverso AATCACATGGCAAATAAGTACATA
TGLA126 20 Directo CTAATTTAGAATGAGAGAGGCTTCT 113-125
Inverso TTGGTCTCTATTCTCTGAATATTCC
TGLA227 18 Directo CGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT 77-97
Inverso ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA
ETH10 5 Directo GTTCAGGACTGGCCCTGCTAACA 209-223
Inverso CCTCCAGCCCACTTTCTCTTCTC
ETH225 9 Directo GATCACCTTGCCACTATTTCCT 140-158
Inverso ACATGACAGCCAGCTGCTACT

4.3.1.1. Amplificacion de los fragmentos mediante PCR

Para llevar a cabo el genotipado de las muestras para estos loci se
realizo en primer lugar la reaccion de amplificacion de los fragmentos que

contenian los microsatélites para lo que se empleé PCR fluorescente.

La PCR fluorescente consiste en la amplificacion de una secuencia
especifica de ADN utilizando cebadores marcados en la posicion 5’ con
fluorocromos. Los fragmentos que se sintetizan emitiran senal fluorescente a
diferentes longitudes de onda dependiendo del tipo de fluorocromo que

posean una vez que sean excitados por un laser. De este modo se pueden
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visualizar todos los fragmentos y por tanto hacer la correcta lectura de los

genotipos.

En este trabajo se disefi6 una reaccion multiplex para amplificar los 9
fragmentos que contenian los microsatélites de interés, para ello se
combinaron los oligonucledtidos marcados con cuatro fluorocromos
diferentes (6-FAM, VIC, NED, PET: Applied Biosystems) para obtener
fragmentos con una longitud variable de modo que pudieran ser detectados
todos los genotipos. Se marco en cada caso el oligonucleétido reverso para la
posterior visualizacion de los resultados. En la Figura 11 se representan los
oligonucleotidos marcados con sus fluorocromos y el rango de talla de los
fragmentos amplificados de modo que no se solaparan a la hora de realizar

la lectura de los genotipos.

PCR con oligonucledtidos marcados fluorescentemente con 6-FAM, VIC, NED y -

120-140pb 180-2050b  210-225ph
BM 2113 BM 1824 ETH10
[ | | | | | | | | | | | | | | | | [ | | | | |
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
70-100pb 110-130pb 140-155pb 200-225pb 240-260ph
TGLA 227 TGLA126 ETH 225 INRA 23 SPS 115
- _/
'
140-185ph
TGLA 122

Figura 11: Oligonuclétidos marcados con los fluorocromos 6-FAM,
VIC, NED y PET (Applied Biosystems) y rangos de talla de los fragmentos

producidos.

La PCR fluorescente se llevd a cabo usando el Quiagen Multiplex PCR
kit formado por el 2x QUIAGEN Multiplex PCR Master Mix que contiene los
dNTPs, tampon de PCR, MgCl, y una HotStarTag DNA Polymerase. Dicha
enzima solo puede ser activada después de un ciclo de 15 minutos a 95°C
previniendo la formaciéon de productos no deseados en el tiempo que media
entre la preparacion de la reaccion y el primer paso de desnaturalizacion,
con lo que se consigue una elevada especificidad. Ademas contiene la Q-

Solution 5x que es un aditivo que facilita la amplificacion de regiones del
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ADN con alto grado de estructura secundaria o zonas ricas en GC. La
reaccion se llevo a cabo en un volumen de 6uL con 50ng de ADN genoémico,
concentraciones finales 1x de Master Mix y de Q-solution y la mezcla

adecuada de oligonucleotidos cuyas concentraciones finales se muestran en
la Tabla 6.

El programa de amplificacion consistid6 en un paso inicial de
desnaturalizacion de 15 minutos a 95°C para activar la enzima y 30 ciclos de
(94°C 30seg, 58°C 1min y 72°C 1min) seguido de un paso final de
extension a 72°C de 30 minutos, en un termociclador ABI 2720 (Applied

Biosystems).

Tabla 6: Concentraciones de cebadores utilizadas en la PCR

fluorescente (P1: cebador sentido directo y P2*: cebador inverso modificado

en 5).
Oligonucleétidos Concentracion Final
(10 pM) (rM)
TGLA 122 P1 y P2* 0,03
TGLA 126 P1 y P2* 0,1
TGLA 227 P1 y P2* 0,04
ETH 10 P1 y P2* 0,025
ETH 225 P1y P2* 0,025
BM 1824 P1 y P2* 0,035
BM 2113 P1 y P2* 0,025
INRA 23 P1 y P2* 0,0425
SPS 115 P1y P2* 0,03

4.3.1.2. Visualizacion de los fragmentos y lectura de los genotipos

La visualizacion de los fragmentos amplificados por PCR fluorescente
se realizo mediante electroforesis capilar. Con cuidado de no exponer la
reaccion demasiado tiempo a la luz, el producto final de PCR se diluyé con

SO0uL de HoOmQ. Se tomo6 1uL del producto diluido y se adicionaron 12uL de
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formamida Hi-Di y 0,25uL de Std 500 LIZ (Applied Biosystems) como
marcador interno de talla, finalmente se desnaturalizé6 5 minutos a 95°C. La
electroforesis capilar se realizo usando como soporte polimero Pop 4 en el
caso que se trabajoé con secuenciador automatico ABI Prism 310 (Applied
Biosystems) o con polimero POP7 usando un secuenciador automatico ABI
PRISM 3130 (Applied Biosystems). Los genotipos fueron interpretados
usando el programa GeneScan v3.7 y el programa GeneMapper v3.7 ambos
desarrollados por Applied Biosystems. En todos los casos se usaron
muestras control estandarizadas internacionalmente para la correcta lectura

de los genotipos.

4.3.2. Polimorfismos de wuna base (SNP: Single Nucleotide

Polymorphism)

4.3.2.1. Eleccion de los SNPs

Para la eleccion de los SNPs utilizados en este trabajo se han tenido en
cuenta dos criterios considerados fundamentales: la distribuciéon de los

mismos por todo el genoma y sus frecuencias génicas en distintas razas.

4.3.2.1.1. Basqueda en bases de datos y bibliografia existente

A partir de la informacion obtenida de las bases de datos del NCBI
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) de SNPs que cumplieran los
criterios mencionados anteriormente y de los descritos por distintos autores
(Laurent & Rodellar 2001; Heaton et al. 2002; Werner et al. 2004; Roy et al.
2006; Ordovas et al. 2008), se procedio a realizar la metodologia de
obtencion y caracterizacion, con el fin de seleccionar los que serian

empleados en este trabajo.

4.3.2.1.2. Amplificacion de los fragmentos que contienen los SNP

A partir de los numeros de acceso de las secuencias que contenian los
SNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites /entrez?db=Nucleotide) se disenaron

oligonucleotidos utilizando el programa Primer Express (Applied Biosystems)
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para amplificar los fragmentos y posteriormente secuenciarlos con objeto de
verificar la presencia del polimorfismo en las razas estudiadas y que en caso

de ser elegidos sirvieran como controles en el posterior genotipado.

Se realizo la reaccion de PCR siguiendo un protocolo estandar segun
se ha descrito previamente. La reaccion se realizo en 25ul de volumen para
amplificar cada uno de los fragmentos (Tabla 7). Se comprobo la reaccion de
amplificacion por electroforesis en gel de agarosa a diferentes porcentajes

dependiendo del tamano del fragmento obtenido.

Tabla 7: Componentes de la PCR.

Reactivos Volumenes
H20 17,8pl
Tampoén 10x 2,5pl
MgCI2 [50mM] 1ul
dNTPs [1,25mM)] 2pl
Cebador F [10pM] 0,3pl
Cebador R [10puM] 0,3pl
Taq polimerasa 0,1pl
ADN [50ng/nl) 1pl
Volumen final 25pul
Tm PCR 60°C
4.3.2.1.3. Purificacion de los productos amplificados

Los fragmentos que mostraron una calidad y concentracion adecuada
se purificaron por el método enzimatico utilizando el “ExoSap-it PCR Clean
up Protocol” en el cual se combina un buffer especial y la accion de dos
enzimas hidroliticas, la Exonucleasa I y una fosfatasa alcalina (SAP: Shrimp
alkaline phosphatase) para eliminar los dNTPs que queden en el medio asi
como los oligonucledtidos que no son utilizados en la reaccion. La
Exonucleasa I degrada las cadenas simples que aparecen en la reaccion
(cebadores residuales y cualquier otro producto extrano de cadena simple
que se produzca durante la PCR) y la fosfatasa alcalina hidroliza los dNTPs

remanentes de la mezcla de PCR. La mezcla de enzimas se adiciona
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directamente al producto de PCR (cada 5 pl de producto de PCR se adicionan
2 pl de ExoSap-IT) combinada con el tampon adecuado y se calienta a 37°C
durante 15min; en caso de usar la enzima diluida es conveniente dejarla
actuar por mas tiempo (aproximadamente durante 40min); finalmente se

inactiva la enzima por calentamiento durante 15min a 85°C.

4.3.2.1.4. Secuenciacion automatica

Una vez obtenido el producto de PCR purificado se realizé la reaccion
de secuenciacion (Sanger et al. 1977) empleando el BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) siguiendo el programa estandar
recomendado por Applied Biosystems. La diferenciacion de los productos se
realizo mediante electroforesis capilar en un secuenciador automatico ABI
Prism 3130 (Applied Biosystems). En esta electroforesis se produce una
inyeccion electrocinética de los fragmentos de menor a mayor tamano. Al
pasar por un punto especifico del capilar estas cadenas son excitadas con
un laser y dependiendo del fluorocromo que posea el fragmento en posicion
3’ este emitira una senal a una longitud de onda determinada que es
captada por una camara. La informacion recogida por esta camara se
traduce en electroferogramas a partir de los que podemos hacer la lectura de

la secuencia de bases.

4.3.2.2. Tipificacion de los SNPs

Teniendo en cuenta los criterios descritos para la seleccion de los SNPs
usados en identificacion, asi como los resultados de las amplificaciones y la
verificacion de las frecuencias en animales de razas espanolas, se eligid6 un
grupo de 20 SNPs para llevar a cabo el estudio en todas las muestras de la

experiencia.

La tipificacion se ha llevado a cabo mayoritariamente mediante la
reaccion de minisecuenciacion, también se realizé PCR alelo especifica para

el estudio de asociacion de SNP con caracteres cuantitativos.
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4.3.2.2.1. Minisecuenciacion o SNaPshot

La técnica se basa en la extension de oligonucleotidos no marcados en
presencia de ddNTPs marcados con fluorescencia. Para llevar a cabo esta
metodologia es necesaria la realizacion de una serie de pasos que seran

descritos a continuacion.

4.3.2.2.1.1. Reacciones de amplificacion

Para llevar a cabo el genotipado de estos 20 SNPs, en primer lugar se
procedio a la amplificacion de los fragmentos que contenian los marcadores.
En la Tabla 8 se muestran las secuencias de los cebadores utilizados para la
amplificacion de los fragmentos, numero de acceso del GenBank, asi como

su localizacion cromosoémica.

Se realizo un gran esfuerzo en la consecucion de condiciones optimas
que permitieran la amplificacion en el menor nimero de reacciones posibles.
Se consiguiod incluir los 20 SNPs en dos reacciones multiplex de PCR (Tabla

9)

Las reacciones de PCR multiplex se realizaron usando en cada caso
concentraciones adecuadas de los componentes del QUIAGEN Multiplex PCR
kit, que como se ha explicado anteriormente ofrece numerosas ventajas en la
realizacion de reacciones de amplificacion de varios fragmentos a la vez. En
el caso de los oligonucleétidos se empledé en la mayoria de los casos
concentraciones finales de 0,125pM y en algunos casos en los que la
amplificacion del fragmento no era la 6ptima se empleaban 0,25pM del
cebador en cuestion. Ambas reacciones multiplex se llevaron a cabo en
volumenes finales de 6ul y en ambos casos el programa de PCR consisti6o en
un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 minutos seguido de
40 ciclos de (95°C 30seg, 60°C 1 min, 72°C 1min) y un paso final de

extension a 72°C durante 30minutos.
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Tabla 8: SNPs utilizados, secuencias de los cebadores para amplificar

los fragmentos, n°® acceso (GenBank) y localizacion cromosomica.

Nombre/Cromos. Secuencia Acceso (GenBank)
SNP_C1_Fsec GTATCTTGCTGTAGCTGTGGTTAAAA U02564
SNP_C1_Rsec ACCCATGGGGATGTTCCA
SNP_C2_Fsec CCAGCTTGTTGCTGGCAAT AY776154
SNP_C2_Rsec GTATGGATGGCCCAGAGGG
SNP_C4_Fsec CCTCACAGGCCTTCAGCTG AF458965
SNP_C4_Rsec CTATCCTAGCCACCAAGGGTAGA
SNP_C5_Fsec GTATTTCCGATGAGCGACTGG AF458966
SNP_C5_Rsec GAGTGAGGCAGGAAATCGATG
SNP_C6_Fsec AAACAAATCTACTTCAGTGCCTCATG AF465155
SNP_C6_Rsec TTCAACAGGCACTCGGGAAT
SNP_C8_Fsec CGCCGGTGAGTCTGATCG AF465157
SNP_C8_Rsec AGCTTGTTCCTCTGGAGCCA
SNP_C10_Fsec GAACAATCTGAACCCCAGCTG AF465158
SNP_C10_Rsec CTTGCTGAACTTAATCCTTTGGC
SNP_C11_Fsec CCTGGTGAAGAGCAAGAAGG AF465160
SNP_C11_Rsec AGATCCAATCAGGATGCGGT
SNP_C13_Fsec CTCACCATTTCCGAATACATCCT AF465161
SNP_C13_Rsec TCAACATCACATAGATCCTCCTCA
SNP_C17_Fsec CCCGAGGACTCCCTGCA AF465165
SNP_C17_Rsec CCACCCTGAGCCTGGGC
SNP_C18_Fsec GAGCATCTCCTAAACCGGATG AF465167
SNP_C18 Rsec GTCTGGGAAGAGCCGGCT
SNP_C21_Fsec GGCTTTCGTTCAGTTTCTGG AF465171
SNP_C21_Rsec TCTGAGTTTGGGTTTTGGCT
SNP_C23_Fsec GCTCCAACGGCACCAGAG AF465172
SNP_C23_Rsec GGAACAGAGGGACAAGAGACTG
SNP_C24_Fsec CAGAAGTCTTGGACTGTCCGG AF465175
SNP_C24_Rsec AGCAGAGGCAATGGTACAGTAATTA
SNP_C12_Fsec GGTATTGTTAGGCAAATGGGGA AJ496770
SNP_C12_Rsec2 GGAGCTGGCCCTTCACTTG
SNP_C20_Fsec TCCAAAAGAGTCACAGCCAAGAAC AJ505155
SNP_C20_Rsec AGGCAAAAGAAGATGGCAGCAG
SNP_C26_Fsec TTGACAAAGGCACAGACGTTG AJ496781
SNP_C26_Rsec2 TGGGAGTCAGGAGTCTTCTAGCA
SNP_C29CAPN_F CACCACACCCTTGCTGCC AF248054
SNP_C29CAPN_R GCGCCATTACTATCGATCGC
SNP_C7Ex3_F AGGGGCACCTGTCCATCTTC AY738458.
SNP_C7Ex3_R ACGAGGGGACAGGATAGGCA
SNP_C19Ex1_R AAGCTGTCAGCCCATGTG AF285607
SNP_C19Ex1_F GCAGGCTGTGTGAGATGAG
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Tabla 9: SNPs incluidos en cada una de las reacciones de PCR.

Multiplex I Multiplex II
SNP_C1 SNP_C10
SNP_C2 SNP_C11
SNP_C4 SNP_C13
SNP_C5 SNP_C17
SNP_C6 SNP_C18
SNP_C8 SNP_C12

SNP_C21 SNP_C20
SNP_C23 SNP_C26
SNP_C24 SNP_C29CAPN

SNP_C7Ex3 SNP_C19Ex1

4.3.2.2.1.2. Purificacion de los productos

Una vez concluida la reaccion de PCR y verificadas por electroforesis
en agarosa al 3% la amplificacion de los fragmentos en multiplex, se purifico
con ExoSap como se ha descrito previamente y se paso a realizar la reaccion

de minisequencing o SNaPshot.
4.3.2.2.1.3. Reaccion de Minisecuenciacion o SNaPshot

Estas reacciones se realizaron utilizando el SNaPshot Multiplex Kit
(Applied Biosystems) y el secuenciador automatico ABI Prism 3130. La
técnica de minisequencing (Pastinen et al. 1996) se basa en la extension de
oligonucleotidos copiando una cadena molde en presencia de ddNTPs
marcados con fluorocromos. En este caso y a diferencia de la reaccion de
secuenciacion la cadena se extiende tinicamente un nucleétido por lo que se
generan picos del mismo tamano que, dependiendo de si existe polimorfismo
o no se pueden traducir en senales fluorescentes diferentes. Es decir, si el
SNP es dimorfico y el individuo heterocigotico se generaran dos tipos de
fragmentos de igual tamano pero que al ser excitados por el laser en el
secuenciador automatico emitiran a dos longitudes de onda diferentes por lo
que en el electroferograma apareceran dos picos de diferente color. (Figura
12)
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- = — —

Primer 20A 28C/A 36G 44T 51C/T
Relative size of 24 29 36 46 53
SNaPshot product*

*determined by sizing against GeneScan 120 LIZ size standard.

Figura 12: Imagen de reaccion de minisecuenciacion (Applied

Biosystems).

Para llevar a cabo el genotipado de estos 20 SNPs fueron disenadas
dos reacciones multiplex de minisequencing utilizando mezclas de
oligonucleotidos de diferentes tamanos para evitar el solapamiento de los
fragmentos, en la mayoria de los casos fue necesario adicionar colas de poliT
para obtener fragmentos de diversas longitudes. En la Tabla 10 se muestran
las secuencias de los cebadores de minisequencing y sus tamanos relativos,
que fueron disenados de modo que no existiera solapamiento entre
fragmentos y teniendo cuidado de mantener la diferencia recomendada de
pares de bases entre un fragmento y otro para evitar falsas lecturas de los

genotipos.

La reaccion de minisequencing se realizo en un volumen de 6pl de los
cuales 1pul era del SNaPshot Multiplex Kit (Applied Biosystems), 1,5pl de los
productos de amplificacion puros y concentraciones finales de los
oligonucleotidos de 0,2pM; el resto del volumen se completé con HoOmQ. El
programa de PCR seguido consistio en 25 ciclos de (10seg 96°C, 5seg 50°C y
30seg 60°C) en un termociclador ABI 2720 (Applied Biosystems).
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Tabla 10: Oligonucleétidos de minisequencing empleados en las dos reacciones multiples.

Nombre primer Cromos. SNP Secuencia primer Tamaifo Sentido
C1C/T_Rev 1 C/T reverse (33T)GCAGTGTGGCAGGACTTCTTG 21+33T Inverso
C2A/G 2 A/Gsnpl09 (8T)GACTAGTTCCCCAGTCTCAGGTCT 24+8T=32 Directo
C4C/G 4 C/Gsnp361 (T)YCCAGCCCCTCTCACACCAG 19+T=20 Directo
C5A/C 5 A/C snp261 (15T)GACCAGCCAGCTGAGTGACTTAG 23+15T=38 Directo
C6A/G 6 A/Gsnpl03 (17T)CATGTACTGTGTGGGTCTGGTGTAG 25+17T=42 Directo
C8C/T 8 C/Tsnp300 TTTTCCGTGGAAAAGACTGTAGAGAGCA 24+4T=28 Directo
C21C/G_Rev 21 C/G snpl37 (27T)GAGAGGACGGGTCCCTGTC 19+27T=46 Inverso
C23C/T 23 C/Tsnp 338 (24T)CCCACTCTCAAAATCTGAGACTTGTA 26+24T=50 Directo
C24A/G 24 A/G snp 397 (B1T)GTGTTTCCCTGTATTTTCCTGCA 23+31T=54 Directo
C10C/T 10 C/T snp396 (9T)TGTCCCTGCACTCCCTGTG 19+9T=28 Directo
Cl1A/G 11 ngi‘;’l‘i‘{ G (10T)CAGAGCCCAGGCTGGTCC 18+10T=28 Directo
C13A/G 13 A/Gsnpasz | COTTTETTGTCTANGTCAGAACTATAAC 36 Directo
Cl7A/G 17 A/Gsnp302 (TYGTGGCTCCCAGCCATGTCT 19+T=20 Directo
C18G/T 18 G/Tsnp453 (16T)CTCTTCTCAGATTGCCTGATTTCC 24+16T=40 Directo
C7Ex3FATP1C/T 7 C/T (1S5T)GAGATGTGGGGCCTGATGG 19+15T=34 Directo
C19Ex1FASNC/G 19 C/G (83T)CAGCCGTTCGCACAGCC 17+33T=50 Directo
Cl12A/G 12 A/G snp 107 (37 T)ICGGAGACAGCTGGCAGC 17+37 T=54 Directo
C20C/T 20 C/T snp 233 (24T)CCCTGACCTTCACCACCTCC 20+24T=44 Directo
C26 C/T 26 C/T snp 329 (84T)GTCCCTGTTCTGTCCTGCCC 20+34T=54 Directo
C29A/G_CAPN 29 A/G snp 4558 (87T)TGCAGAGAGCTGGATGACCAG 21+37T=58 Directo
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4.3.2.2.1.4. Purificacion de los productos de minisecuenciacion

Una vez realizada la reaccion de minisecuenciacion fue necesario
purificar los fragmentos para eliminar los ddNTPs residuales que pudieran
interferir en la electroforesis capilar. Para esto se adicion6 a cada pocillo 1u
de SAP (Shrimp alkaline phosphatase) y se sometio la mezcla 1h a 60°C con
posterior inactivacion de la enzima 15min a 75°C. Un vez finalizado este
ciclo se tom6 1ul y se adicion6 a una mezcla que contenia 9,7 pl de
formamida Hi-Di (altamente desionizada) y 0,3 pl de Standard LIZ 120
(Applied Biosystems), se desnaturalizo Smin a 95°C y se procedio a realizar

la electroforesis capilar.

4.3.2.2.1.5. Genotipado

Se asignaron los diferentes genotipos usando el software GeneMapper
v3.7 (Applied Biosystems) y usando como controles de lectura muestras

previamente secuenciadas en el laboratorio.

4.3.2.2.2. PCR alelo especifica (ASO-PCR: Allele Specific
Oligonucleotide-PCR)

Este tipo de PCR se utilizo6 para estudiar la asociacion del SNP A/G en
la posicion 1455 de la secuencia del mRNA de la transferrina bovina con
numero de acceso de GenBank (U02564) (Laurent & Rodellar 2001). Este
polimorfismo esta ubicado en el exon 12 del gen de la transferrina bovina y

que produce un cambio aminoacidico Asp/Gly.

ASO-PCR es una variante de la PCR estandar, en la que se disenan
dos oligonucledtidos en un sentido que difieren en 3~ dependiendo del
polimorfismo que se quiere testar y un cebador comun en el otro sentido. La
reaccion se realiza en dos pocillos cada uno con una pareja de oligos y se
puede realizar en equipo de PCR estandar o en PCR a tiempo real en ABI
7000 (Applied Biosystems). Las secuencias de los oligonucledtidos se

muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11: Oligonucleoétidos para PCR alelo especifica.

Nombre del Primer Secuencia Tm (°C)
C1_TF_F GGGTATCTTGCTGTAGCTGTGG 57,5
C1_TF_R2 CAGTGTGGCATGACTTCTTGT 54,9
C1_TF_RevCl AGTGTGGCATGACTTCTTGC 54,9
4.3.2.2.2.1. PCR alelo especifica estandar

La ASO-PCR estandar se realizo en 25ul de volumen final, 0,06pM de
cada oligonucleotido, SOng de ADN, concentraciones adecuadas de tampon
de PCR, MgClz, dNTPs y 0,125 pl de Taq Polimerasa (Invitrogen). Se siguié un
programa de PCR en dos pasos que consistia en un paso inicial de
desnaturalizacion y posteriormente 27 ciclos de 15seg a 61°C. Finalmente se

realizo la electroforesis en agarosa al 3% para la lectura de los genotipos.

4.3.2.2.2.2. PCR alelo especifica en RT-PCR

La PCR a tiempo real se realizo en un equipo ABI 7000 (Applied
Biosystems) usando la metodologia SYBR green que es un agente
intercalante que se une con gran afinidad al surco menor del ADN
bicatenario y se acopla energéticamente a ¢€él. A medida que va
transcurriendo la reaccion de amplificacion y se van formando nuevas
moléculas bicatenarias este agente se va intercalando y emitiendo
fluorescencia la cual puede ser monitorizada por el equipo. Se empleo el
Master Mix SYBR Green 2x a concentracion final 1x en 10ul de volumen

final; 0,3pM de cada primer y 50ng de ADN.

Se utilizo un programa a dos pasos de RT-PCR que consistio en un
paso inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos y 40 ciclos de
15seg a 95°C y 30seg a 63°C. La lectura de los genotipos se pudo hacer a

tiempo final mediante la lectura de la fluorescencia en cada ciclo de la PCR.
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4.4. Herramientas y metodologia informaticas aplicadas

4.4.1. Herramientas informaticas

Los programas que se han empleado son los siguientes:

- ENTREZ (http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov) para busqueda de
informacion.

- BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para alineamiento de
secuencias.

- Primer Express Software v2.0.0 (Applied Biosystems) para diseno de
oligonucleotidos.

- BioEdit v7.0.5.3 (Hall 1999), Sequencing Analysis v5.2 (Applied
Biosystems) para analisis de secuencias.

- 7000 system SDS software (Applied Biosystems) para analisis de
fragmentos amplificados por PCR en tiempo real.

- GeneScan v3.7 (Applied Biosystems), GeneMapper v3.7 (Applied
Biosystems) para analisis de fragmentos.

- Genepop v3.1 (Raymond & Rousset 1995) para caracterizacion
genética.

- Paquete estadistico SPSS 14.0 (http://www.spss.com) para analisis
estadisticos.

- MICROSAT (Minch 1995) para calculo de distancias genéticas.

- PHYLIP (Felsestein 1995) y TREEVIEW (Page 1996) para construccion
de arboles filogenéticos.

- Wichrun v4.1 (Banks & Eichert 2000) para asignacion de individuos a

raza.

4.4.2. Aplicacion web disennada para gestion de los datos

La informacion correspondiente a todos los animales incluidos en el
estudio, asi como el perfil genético obtenido con ambos paneles de
marcadores moleculares, fue almacenada en la base de datos del laboratorio
vinculada a una aplicacion web especialmente disennada para la gestion de

los datos obtenidos en la presente tesis doctoral, que sera descrita a
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continuacion. Esta aplicacion web se desarrollo en lenguaje ASP sobre un
servidor Microsoft Internet Information Service 5.0 con soporte para bases de
datos Microsoft Access. Las consultas a la base de datos se realizaron en

SQL.

La introduccion y gestion de los registros se realizo a través de un
formulario implementado localmente en la base de datos. La aplicacion web

permite el acceso a dicha base de datos e incluye tres apartados:

- Gestion de datos: mediante formularios HTML se facilita la
realizacion de consultas y/o modificaciones de los diferentes registros, asi
como la comprobacion de errores en la introduccion de los datos
correspondientes a los loci, ya que los algoritmos de calculo implementados
en los otros apartados precisaban que estuvieran en orden alfanumeérico

creciente.

- Filiacion: este apartado incluye diversas funciones de busqueda de
coincidencias (teniendo en cuenta microsatélites y SNPs), de busqueda de
progenitores o descendientes compatibles y de busqueda de progenitores
para un individuo dado un progenitor indubitado (estas dos ultimas
funciones teniendo en cuenta soélo los microsatélites). En todos los casos se
ofrece la alternativa de hacer la busqueda para un individuo o para un perfil

genético.

- Analisis: en esta seccion se implementaron diversos algoritmos de
calculo basados en las frecuencias alélicas de los microsatélites y SNPs (la
visualizacion de las frecuencias alélicas también se incluye como funcion
especifica) con el fin de calcular la probabilidad de identidad teodrica (Weir
1996) y la heterocigosidad. Igualmente se disenaron algoritmos para el
calculo empirico de la probabilidad de identidad. La aplicacion permite la
realizacion de las estimaciones y los calculos sobre subconjuntos de
individuos seleccionados en funcion de la raza, rebano, sexo, tipo de
muestra y tipo de animal (progenitor o descendiente) considerando un

conjunto de marcadores moleculares definido por el usuario.
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4.4.3. Caracterizacion de los marcadores microsatélites y SNPs

Para la caracterizacion de ambos tipos de marcadores se realizo el
calculo de frecuencias alélicas, genotipicas, analisis del equilibrio de Hardy-
Weinberg usando el programa GENEPOP v.3.1 (Raymond & Rousset 1995).
Con estos valores de frecuencias se estimaron los promedios de
heterocigocidades (H) y el Contenido de Informacion Polimoérfica (PIC)
(Botstein et al. 1980), parametros que nos dan una idea de la calidad del
marcador para su aplicacion en identificacion. Estos calculos se realizaron
en una hoja de calculo Excel a partir de los resultados del Genepop,

utilizando las formulas:

i=n

H=1-ZX p:?
i=1
n n-1 n
PIC=1-(Z p?)- T T 2p:Zp?
i=1 i=1 j=i+1

siendo p; y pjlas frecuencias de los alelos iy j, respectivamente, y n el

numero total de alelos.

4.4.3.1. Analisis del potencial de los diferentes marcadores en

identificacion y trazabilidad

Con el objetivo de verificar el potencial de cada tipo de marcador en su
aplicacion a estudios de identificacion y trazabilidad se realizaron los
calculos de las probabilidades de exclusion y las probabilidades de identidad

con los dos grupos de marcadores utilizados.

4.4.3.1.1. Probabilidad de exclusion

La probabilidad de exclusion se define como la habilidad de un
marcador o de un set de marcadores de excluir una relaciéon de parentesco
dada, y es determinada a partir de los genotipos, las frecuencias alélicas en

los diferenctes loci y el numero de loci independientes testados (Jamieson &
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Taylor 1997). Estas probabilidades fueron calculadas asumiendo tres
situaciones diferentes usando tres formulas expresadas como potencias de
frecuencias, empleadas para los calculos cuando se trabaja con marcadores

codominantes.

1) Dados dos progenitores y un descendiente: excluir un
progenitor. La formula se obtiene a partir de la descrita por Jamieson en
1965 (Jamieson 1965), expresada como potencia de las frecuencias
(Jamieson 1994)

n n n n n n n
PEP1 = 1-2% p+Xpi+2% pi-3Tp: -2 pd) +35prLp:

=1 i=1 i=1 i=1 =1 i=l i=l

2) Dado un progenitor y un descendiente, excluir la relacion entre
ellos. Un ejemplo de esto es la falta de genotipos de uno de los progenitores.
La formula se obtiene a partir de la descrita por Garber y Morris en 1983
(Garber & Morris 1983), expresada como potencia de las frecuencias

(Jamieson & Taylor 1997)

n n n n

PEP2 = 1-4Zpi2+2{ZpiE}2+4Zpi3-32pi4
i=1 i=1 i=1

i=1

3) Dados dos progenitores y un descendiente: excluir ambos
progenitores. La formula se obtiene a partir de la descrita por Grundel y
Reetz en 1981 (Grundel & Reetz 1981), expresada como potencia de las

frecuencias (Jamieson & Taylor 1997)

n n n n n n n
PEP3 = l+4Z|'Ji4-4ZpiS-L%pr’-?ﬁ(Zp.-z}3+8(2p.-3}(2p.-3) 2{2]‘.‘113)2

i=1 i=1 =1 =1 i=1 i=1 i=1

El poder de exclusion total fue calculado segun:
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M
PEgc= 1-[][(1-PEgci)

i=1
donde PEg. es el PE del marcador iy PEgc es el PE usando todos los M

marcadores.
4.4.3.1.2. Probabilidad de identidad

La evaluacion del poder de los microsatélites y de los SNPs para
discriminar entre diferentes individuos se realizo mediante el calculo de la
probabilidad de identidad (Weir 1996) que se define como la probabilidad de
que al escoger dos individuos al azar estos compartan los mismos perfiles

genéticos. El calculo se hizo segun la formula:

m n n-1n
PI =[] (X (Pxi) * + 2 Y (2PkiPkj)?)
k=1i=1 i=1 j=i+1
donde m es el numero de loci; n el namero de alelos del locus ky pkij

es la frecuencia del alelo i(j) del locus k.
4.4.3.2. Analisis estadisticos

La inferencia estadistica nos permite realizar estimaciones de variables
en los descendientes a partir de determinados parametros de los

progenitores.

A partir de la informacion introducida en la base de datos y utilizando
el paquete estadistico SPSS 14.0 para Windows se llevaron a a cabo los
analisis de correlacion de diferentes variables calculadas en descendientes y
progenitores mediante los coeficientes de correlacion de Pearson. Con las
variables que mostraran estar correlacionadas se desarrollarian los analisis
de regresion para intentar explicar el comportamiento de la variable

correlacionada de los descendientes en funcion de los progenitores.
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4.4.3.2.1. Correlacion

La correlacion indica el grado y la direccion de la relacion existente

entre dos variables aleatorias.

Existen diversos coeficientes que miden el grado de correlacion,
adaptados a la naturaleza de los datos. En este trabajo hemos utilizado el
coeficiente de correlacion de Pearson, que es un indice estadistico que mide
la relacion lineal entre dos variables cuantitativas y se obtiene dividiendo la

covarianza de dos variables por el producto de sus desviaciones estandar.
4.4.3.2.2. Regresion

Como en el caso del analisis de correlacion, la regresion lineal simple
es una técnica para analizar la relacion entre dos variables aleatorias
continuas. Nos permite investigar el cambio en una de las variables,
denominada respuesta, que corresponde a un cambio dado en la otra,
conocida como variable explicativa. El objetivo primordial de analisis de
regresion consiste en predecir o aproximar el valor de la respuesta asociado

a un valor fijo de la variable explicativa.

En estadistica la regresion lineal o ajuste lineal es un método
matematico que modeliza la relacion entre una variable dependiente Y, las
variables independientes X; y un término aleatorio €. Este modelo puede ser

expresado como:
Y=0+0X1+5Xo 4+ X, +¢

donde (o es la interseccion o término "constante", las ; son los parametros
respectivos a cada variable independiente, y p es el nimero de parametros

independientes a tener en cuenta en la regresion.
4.4.3.2.3. Coeficientes de determinacion

Para comprobar el ajuste del modelo a los datos observados se calcula

el coeficiente de determinacion (R?) que es una medida de la bondad de
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ajuste del modelo de regresion hallado. El coeficiente de determinacion es el
cuadrado del coeficiente de correlacion de Pearson y sus valores estaran
entre O y 1, por lo que cuanto mas cercano a 1 sea este valor mayor sera el
ajuste del modelo. R? indica qué porcentaje de la variabilidad de la variable

de respuesta Y es explicada por su relacion lineal con X.
4.4.3.2.4. Seleccion de variables en regresion miultiple

Una buena propiedad de un modelo de regresion lineal es que permita
explicar el comportamiento de la variable de respuesta Y lo mejor posible,
haciendo uso del menor numero de variables predictoras posibles, esta
propiedad es llamada “parsimonia”. Existen dos métodos generales de lograr
este objetivo: los métodos “stepwise” y el método de los mejores

subconjuntos. Entre los métodos "stepwise" estan:

- Método de eliminacion hacia atras (“Backward Elimination”)
- Método de Seleccion hacia adelante (“Forward Selection”)

- Método Paso a Paso ("Stepwise")

En este trabajo se ha utilizado el método Paso a Paso ("Stepwise"),
donde una variable que ha sido incluida en el modelo en un paso previo
puede ser eliminada posteriormente. En cada paso se cotejan si todas las

variables que estan en el modelo deben permanecer alli.
4.4.4. Asignacion de individuos

La asignacion probable de individuos a raza o a una poblacion
determinada puede resultar una herramienta muy util en la verificacion de
la trazabilidad. A partir de este método probabilistico se podria detectar

alguna accion fraudulenta en el sistema de trazabilidad.

Uno de los métodos empleados para valorar el poder de la técnica en la
asignacion de individuos para verificar la trazabilidad se ha basado en el
empleo del programa WHICHRUN v4.1 (Banks & Eichert 2000), que permite

la asignacion de individuos a la poblacion mas probable utilizando datos
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genotipicos multilocus basado en funciones de maxima verosimilitud. De
esta manera podriamos valorar la probabilidad de que una muestra
determinada pertenezca a una raza o incluso a una poblacion que forme
parte de un lote determinado de carne. Para esto es imprescindible contar
con datos de frecuencias alélicas, por lo que en este trabajo para estimar las
probabilidades de asignacion de individuos se emplearon ademas resultados
de frecuencias previamente obtenidos en nuestro laboratorio con otras razas
como Casta Navarra, Betizu, Serrana de Teruel, Mallorquina, Menorquina,
Monchina, Pirenaica y Toro De Lidia (Martin-Burriel et al. 1999; Martin-

Burriel et al. 2007; Sanz et al. 2007).

Por otra parte, a partir del analisis de los alelos compartidos (Bowcock
et al. 1994) y considerando cada animal de forma individual como unidad
taxonomica operativa, se construy0 una matriz de distancias utilizando el
programa MICROSAT (Minch 1995), y se construyéo un arbol con la
metodologia Neighbor-Joining (Saitou & Nei 1987) mediante el programa
PHYLIP (Felsestein 1995). La visualizacion del dendograma se realizé con el
programa TREEVIEW (Page 1996). Este método grafico nos permite
visualizar la diversidad genética de las poblaciones y realizar la asignacion

de individuos a su raza.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos para dar
cumplimiento a los objetivos planteados en este trabajo. Estos incluyen el
analisis de la utilidad de dos paneles de marcadores moleculares para ser
empleados como método de verificacion de trazabilidad, diseno y aplicacion
de mecanismos adicionales para gestionar el sistema de trazabilidad, asi
como resultados complementarios obtenidos en el analisis de algunos

marcadores estudiados.

5.1. Disefio de herramientas informaticas para identificacion de

individuos y trazabilidad

Como se ha explicado en el capitulo de material y métodos, todas las
muestras recibidas para el estudio de trazabilidad fueron incluidas en una
base de datos desarrollada en Microsoft Access 2003 con vinculo a una
aplicacion web que se desarrolldé en colaboracion con Dr. Ignacio de Blas de
la Unidad de Epidemiologia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad
de Zaragoza. Esta aplicacion permite gestionar el sistema de trazabilidad
genética a través del enlace www.revistaaquatic.com/trazas al cual solo se
puede acceder introduciendo nombre de usuario y contrasena de manera

que se garantice la seguridad de los datos.

En la Figura 13 se puede ver una imagen de la interface disennada para
gestionar el sistema. Esta aplicacion ofrece diferentes posibilidades como

son:
- Gestion de datos
- Analisis de filiacion
- Analisis de parametros genéticos

- Realizacion de busquedas especificas

81


http://www.revistaaquatic.com/trazas

Resultados y Discusién

© Trazabilidad Bovina - Mozilla Firefox E\EIFZI
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Trazabilidad Genética
Universidad de Zaragoza

Gestidn de datos

* Nueva muestra
+ Modificar muestra
¢ Comprobar errores del orden en loci

Filiacién
* Buscar coincidencia con una muestra
+ Buscar coincidencia con un perfil genético

+ Buscar progenitores/descendientes de una muestra
+ Buscar progenitores/descendientes compatibles con un perfil genético

¢ Buscar progenitares de una muestra, dado un progenitor indubitado
+ Buscar progenitares compatibles con un perfil genético, dado un progenitor indubitado

Analisis
Estas funciones pusden dernorar bastante tiermpo en devolver Una respussta,
* calculo empirico de frecuencias alélicas

 Calculo teérico de Match Probability (MP)
 Calculo empirico de Match Probability (MP)

# Calculo tedrico de Heterocigosidad (H)
4 Calcule empirico de Heterocigosidad (H)

Anilisis {antiguos)
Estas funciones pusden dernorar bastante tiermpo en devolver Una respussta,
+ 1dentificacién de genotipos iguales en la base de datos
+ Identificacién de potenciales progenitores/descendientes en una poblacién

# pPoder discriminante del set completo de marcadores
* Poder discriminante de subsets de marcadores

¢ Ne de potenciales progenitores con set completo de marcadores
+ Ne de potenciales progenitores con subset de marcadores

& Encontrar:

Terminado

=
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Figura 13: Interface para gestionar el sistema de trazabilidad de

LAGENBIO.

A continuacion analizaremos cada una de las posibilidades ofrecidas

por la aplicacion.

5.1.1. Gestion de datos

En el apartado de gestion de datos es posible realizar la inclusion de
nuevas muestras o modificar las existentes. Todas las muestras que forman
parte de esta base de datos se identifican con un coédigo interno de
laboratorio y estan acompanadas de toda la informacion disponible como
numero de identificacion, raza, sexo, categoria, propietario, tipo de muestra,
explotacion, fecha de nacimiento, fecha de recepcion y datos de los
progenitores en todos los casos que estén disponibles. Es posible ademas
incluir los perfiles genéticos obtenidos para los paneles de marcadores
moleculares empleados en este trabajo, asi como observaciones en el caso de

que existan.
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Se puede modificar una muestra existente accediendo mediante el
codigo interno de laboratorio asignado y como analisis Unico es posible
comprobar si existen errores en el orden de los loci ya que este punto es de

vital importancia para la realizacion de analisis posteriores.
5.1.2. Analisis de filiacion

Este apartado de filiacion permite realizar la busqueda de
coincidencias, de progenitores o descendientes y la busqueda del segundo
progenitor dado uno indubitado. Estos analisis se pueden llevar a cabo

mediante la seleccion de una muestra o de un perfil genético.

I- Busqueda de coincidencias con:

- una muestra: introduciendo el numero de identificacion de una
muestra e indicando un numero de discordancias admitidas
definidas por el usuario para microsatélites y/o SNPs, podemos
realizar la busqueda en la base de datos y obtener un listado de las
muestras coincidentes que comparten los mismos requisitos.

- un perfil genético: a partir de un perfil genético definido por el
usuario es posible realizar la buisqueda en la base de datos de los
individuos que compartan los mismos genotipos para los
marcadores seleccionados con un numero de discordancias
permitidas. Cuando no se seleccionan todos los marcadores del
panel en la definicion del perfil genético, se debe poner como
minimo que el numero de discordancias debe ser igual al numero

de marcadores en blanco.

En general este apartado permite buscar el origen de una muestra de
carne, contando con los genotipos de las muestras de carne y las sangres

correspondientes, y por tanto verificar el sistema de trazabilidad.
II- Busquedas de progenitores o descendientes compatibles con:

- una muestra: seleccionando una muestra mediante su numero de

identificacion e indicando un numero de discordancias admitidas
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definidas por el usuario, es posible realizar la busqueda de las
muestras que compartan al menos un alelo por locus (0O
discordancias admitidas). El numero de loci a tener en cuenta en la
busqueda depende del numero de discordancias admitidas
definidas por el usuario.

- un perfil genético: a partir de un perfil genético definido por el
usuario es posible comprobar todas las muestras en la base de
datos que comparten al menos uno de los alelos para cada locus
que forma parte del panel. Indicando el nimero de discordancias

admitidas podemos excluir de la busqueda algunos loci.

Esta aplicacion es de gran utilidad pues a partir del perfil genético de
una muestra de carne problema, seria posible realizar la busqueda de los
posibles progenitores mediante la comparacion de perfiles genéticos. En caso
de que se contara con datos genotipicos de progenitores de varias
poblaciones, se podria hacer una aproximacion a la poblacion de origen de la
muestra problema. Esto seria posible sin contar con los perfiles genéticos
obtenidos a partir de cualquier otra muestra del animal que fue a matadero,
por lo que seria una ventaja en el sentido de disminuir los costes de
verificacion del sistema de trazabilidad. En general esta opcion permite

realizar la asignacion de posibles progenitores.

II1- Busqueda del segundo posible progenitor, dado un progenitor

indubitado:

- de una muestra: seleccionando una muestra mediante su numero
de codigo interno que contenga reportes de progenitores e
indicando un progenitor indubitado (obtenido a partir de los datos
depositados en la base), permite listar los posibles progenitores
compatibles.

- compatibles con un perfil genético: introduciendo un perfil genético
y un progenitor indubitado es posible buscar el otro progenitor,

mediante la comparacion de alelos.
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Esta es una aplicacion muy util en analisis de paternidad, pues
permite realizar la asignacion del segundo progenitor partiendo de uno
indubitado. Este analisis solamente se puede llevar a cabo en los casos

donde se cuente con todos los datos de progenitores de los descendientes.
5.1.3. Analisis de parametros genéticos

Esta opcion nos permite realizar calculos de parametros genéticos

como:

- Frecuencias alélicas.

- Probabilidad de Identidad tedrica (Match Probability teodrica).

- Probabilidad de Identidad empirica (Match probability empirica): se
realiza a partir del contaje de los pares que compartan los mismos
genotipos y se divide por todas las combinaciones posibles.

- Heterocigosidad esperada.

- Heterocigosidad observada.
5.1.4. Realizacion de busquedas especificas

- Identificacion de genotipos iguales en la base de datos: esta opcion nos
permite buscar por poblaciones las muestras que tienen en toda la
base de datos perfiles genéticos coincidentes ya sea dentro de la
misma poblacion o en las otras poblaciones. Esta opcion nos permite
conocer en general si existen muestras que estan duplicadas o hacer
un analisis general de los posibles errores en el genotipado de las
muestras.

- Identificacion de potenciales progenitores o descendientes de una
poblacion: seleccionando una poblacion y el sexo del progenitor (para
los casos de identificacion de posibles descendientes) es posible
obtener el niumero de descendientes que comparten al menos un alelo

por locus con cada progenitor de la poblacion.

En general el sistema disenado permite gestionar toda la informacion

obtenida. Esta siendo de vital importacia pues nos permite llevar un control
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desde la recepcion de la muestra hasta la obtencion de los perfiles genéticos,
facilitando la verificacion del sistema de trazabilidad asi como el calculo de

parametros genéticos.

5.2. Estimacion de la eficacia de los marcadores utilizados en

identificacion y trazabilidad

El trabajo de identificacion y verificacion de trazabilidad se ha llevado
a cabo mediante el empleo de los marcadores moleculares microsatélites y
SNPs, por lo que en este apartado se expondran todos los resultados
obtenidos usando ambos tipos de marcadores con el fin de estimar su
eficacia. En primer lugar se describiran los resultados para los
microsatélites, posteriormente los obtenidos para los SNPs y por ultimo se

hara una comparacion entre ambos.
5.2.1. Microsatélites
5.2.1.1. Estimacion de la variabilidad genética

Las 675 muestras de sangre y musculo que forman parte del estudio
fueron amplificadas satisfactoriamente para los 9 microsatélites utilizados
en el presente estudio, excepto dos de ellas en las que fue imposible realizar
la amplificacion debido a la falta de ADN. En la Figura 14 podemos ver una

imagen donde aparecen los 9 microsatélites amplificados.

(Y VA L N l o i mil W
t t 1 t t
TGLA126 BM2113 ETH225 BM1824 INRA23 ETH10

Figura 14: Electroferograma de una reaccion de amplificacion para los

9 microsatélites empleados en estudios de identificacion.
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Todos los loci analizados fueron polimoérficos, detectandose un total de
73 alelos. El numero de alelos por locus varié de 4, en el locus TGLA126, a
12 en el TGLA227 que fue el mas polimorfico en todas las poblaciones
analizadas (Tabla 12). Resultados similares fueron obtenidos en estudios

realizados en IGP “Carne de Asturias” (Vazquez et al. 2004).

Tabla 12: Numero de alelos por locus por razas y por explotaciones.

N°. Alelos/locus

Poblacién ETH225 ETH10 INRA23 BM2113 BM1824 SPS115 TGLA227 TGLA126 TGLA122
Parda de Montana 7 5 9 8 5 7 10 4 10
Pirenaica I 5 5 6 6 4 4 8 4
Pirenaica II 5 5 8 9 S 6 10 4
Pirenaica I+II 5 5 8 9 5 6 10 4
Total alelos/locus 7 6 10 9 6 8 12 4 11

Las frecuencias alélicas fueron calculadas para las poblaciones de raza
Parda de Montana y Pirenaica, también se realizaron los calculos teniendo
en cuenta las explotaciones de las que procedian las muestras de raza
Pirenaica (Pirenaica I y Pirenaica II). Los resultados se muestran en la Tabla

13.

A partir de las frecuencias alélicas se construyeron los histogramas
para ilustrar graficamente su distribucion por locus y por poblacion (Figura
15). Se puede observar para la mayoria de los loci una distribucion variable
de las frecuencias alélicas con comportamientos similares en las diferentes
poblaciones. Algunos loci como el TGLA126, SPS115, BM1824 o ETH225
muestran alelos prevalentes, siendo el caso mas notorio el del alelo 115 en el

TGLA126 que muestra una frecuencia media superior de 0,6.

El equilibrio de Hardy-Weinberg ha sido testado utilizando el programa
GENEPOP v3.1 (Raymond & Rousset 1995) y se ha visto que las poblaciones
estudiadas estan en equilibrio genético para la totalidad de los loci

analizados.
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Tabla 13: Frecuencias alélicas por locus para cada poblacion.

Locus Poblacién Alelos / Frecuencias
ETH225 140 144 146 148 150 152 156
Parda de Montana | 0,150 0,189 0,128 0,044 0,444 0,006 0,039
Pirenaica I 0,288 0,063 0,025 0,100 0,525 - -
Pirenaica II 0,094 0,044 0,275 0,125 0,463 - -
Pirenaica I+II 0,158 0,050 0,192 0,117 0,483 - -
Total 0,155 0,110 0,164 0,086 0,467 0,002 0,017
ETH 10 213 215 217 219 221 223
Parda de Montana | 0,011 - 0,227 0,286 0,195 0,281
Pirenaica I - 0,051 0,127 0,278 0,456 0,089
Pirenaica II - 0,013 0,157 0,390 0,428 0,013
Pirenaica I+II - 0,025 0,147 0,353 0,437 0,038
Total 0,005 0,014 0,182 0,324 0,331 0,144
INRA23 198 200 206 208 210 212 214 216 218 222
Parda de Montana | 0,029 0,006 0,437 0,115 0,080 0,046 0,276 0,006 - 0,006
Pirenaica I 0,071 0,176 0,282 0,106 - 0,082 0,282 - - -
Pirenaica II 0,035 0,503 0,211 0,058 - 0,029 0,105 0,053 0,006 -
Pirenaica I+II 0,047 0,395 0,234 0,074 - 0,047 0,164 0,035 0,004 -
Total 0,040 0,237 0,316 0,091 0,033 0,047 0,209 0,023 0,002 0,002
BM2113 125 127 131 133 135 137 139 141 143
Parda de Montadfa | 0,017 0,156 0,061 0,223 0,123 0,022 0,385 0,011 -
Pirenaica I - 0,044 0,122 0,067 0,200 0,256 0,311 - -
Pirenaica II 0,012 0,037 0,098 0,049 0,055 0,055 0,354 0,329 0,012
Pirenaica I+II 0,008 0,039 0,106 0,055 0,106 0,126 0,339 0,213 0,008
Total 0,012 0,088 0,088 0,125 0,113 0,083 0,358 0,129 0,005
BM 1824 178 180 182 186 188 190
Parda de Montana | 0,104 0,277 0,260 0,017 0,341 -
Pirenaica I 0,159 0,171 0,378 - 0,293 -
Pirenaica II 0,145 0,127 0,188 - 0,533 0,006
Pirenaica I+II 0,150 0,142 0,251 - 0,453 0,004
Total 0,131 0,198 0,255 0,007 0,407 0,002
SPS115 248 250 252 254 256 258 260 262
Parda de Montana | 0,391 - 0,245 0,049 0,207 0,005 0,098 0,005
Pirenaica I 0,432 - 0,185 0,210 - 0,173 -
Pirenaica II 0,516 0,019 0,097 0,013 0,006 - 0,348 -
Pirenaica I+II 0,487 0,013 0,127 0,008 0,076 - 0,288 -
Total 0,445 0,007 0,179 0,026 0,133 0,002 0,205 0,002
TGLA227 77 79 81 83 85 87 89 91 93 95 97 99
Parda de Montana - 0,005 0,160 0,021 - 0,197 0,197 0,218 0,048 0,027 0,122 0,005
Pirenaica I 0,011 - 0,172 0,023 - 0,046 0,287 0,184 0,172 - 0,103 -
Pirenaica II 0,006 - 0,017 0,229 0,011 0,017 0,103 0,137 0,423 - 0,046 0,011
Pirenaica I+II 0,008 - 0,069 0,160 0,008 0,027 0,164 0,153 0,340 - 0,065 0,008
Total 0,004 0,002 0,107 0,102 0,004 0,098 0,178 0,180 0,218 0,011 0,089 0,007
TGLA126 115 117 121 123
Parda de Montana | 0,470 0,341 0,073 0,116
Pirenaica I 0,657 0,045 0,104 0,194
Pirenaica II 0,814 0,068 0,068 0,051
Pirenaica I+II 0,757 0,059 0,081 0,102
Total 0,622 0,192 0,077 0,109
TGLA122 141 143 147 149 151 153 161 167 175 177 181
Parda de Montana | 0,032 0,279 0,058 0,011 0,168 0,311 0,084 0,005 0,005 0,047 -
Pirenaica I - 0,310 0,056 0,028 0,563 0,028 0,014 - - - -
Pirenaica II 0,254 0,304 0,033 0,011 0,232 0,105 0,006 0,011 - - 0,044
Pirenaica I+II 0,183 0,306 0,040 0,016 0,325 0,083 0,008 0,008 - - 0,032
Total 0,118 0,294 0,048 0,014 0,258 0,181 0,041 0,007 0,002 0,020 0,018
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Figura 15: Distribucion de las frecuencias alélicas por locus y por
poblacion. En el eje de las abcisas se muestran los alelos y en las ordenadas

las frecuencias.
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En la Tabla 14 se muestran los resultados del contenido de
informacion  polimoérfica (PIC), heterocigosidad observada (Ho) vy
heterocigosidad esperada (He) por locus en las diferentes poblaciones

analizadas.

Respecto a los valores de contenido de informacion polimoérfica (PIC),
podemos considerar todos los loci altamente informativos con valores
superiores a 0,5. El locus TGLA126 fue el menos informativo en todos los
grupos, mostrando valores por debajo de 0,5 en la subpoblacion II de
Pirenaica y en la Pirenaica I+II, lo que puede estar provocado por la
distribucion de sus frecuencias alélicas, que muestra una elevada frecuencia
del alelo 115. El locus mas informativo ha sido el TGLA227 con valores en el

rango de 0,7287 en la Pirenaica II a 0,8431 en la poblacion total.

Analizando los valores individuales de Ho por locus en los diferentes
grupos encontramos los valores mas bajos para el TGLA126 y los mas altos
para el TGLA227. En general se encuentran para la mayotia de los loci los
valores mas bajos en la subpoblacion II de Pirenaica, lo que puede ser

debido a la utilizacion de un numero muy pequenio de machos.

Los resultados de las He por locus en los grupos sin considerar la
poblacion total, muestran un rango de variacion con el minimo para el
TGLA126 en la subpoblacion II de Pirenaica (0,3287) y el maximo para el
TGLA227 (0,831) en la poblacion de Parda de Montana. En general podemos
decir que las heterocigosidades esperadas fueron altas (superiores a 0,6)
para todas las poblaciones y loci, excepto para el locus TGLA126 donde vario
de 0,3287 en la subpoblacion Pirenaica II a 0,6442 en la poblacion de Parda
de Montana. Estos valores de diversidad genética son indicativos del alto
grado de polimorfismo existente en estas poblaciones, lo que favorece la

correcta identificacion individual.
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Tabla 14: Valores de contenido de informacion polimoérfica (PIC),

heterocigosidades observadas (Ho) y esperadas (He) por locus para las

diferentes poblaciones.

Poblacién | Param. | ETH225 | ETH10 | INRA23 | BM2113 | BM1824 | SPS115 | TGLA227 | TGLA126 | TGLA122 M‘:di?s
.e

PIC 0,7208 | 0,7287 | 0,7048 | 0,7549 | 0,7157 | 0,7136 | 0,8240 | 0,5914 | 0,7760 0(67,(2)2;5

ﬁf::‘agz Ho 0,7476 | 0,7961 | 0,6893 | 0,7379 | 0,6796 | 0,7864 | 0,8252 | 0,5922 | 0,8447 0(67,33;5
He 0,7244 | 0,7494 | 0,7104 | 0,7572 | 0,7279 | 0,7324 | 0,831 0,6442 | 0,7835 (%’Z;;)

PIC 0,6210 | 0,6503 | 0,7781 | 0,7581 | 0,6828 | 0,6866 | 0,8021 0,5156 | 0,5800 %’6079?

Pi’e‘l‘aica Ho 0,7021 | 0,6809 | 0,8085 | 0,9149 | 0,7447 | 0,7234 | 0,8511 0,4255 | 0,5106 0(67,(1)2)9
He 0,6272 | 0,6884 | 0,7864 | 0,7765 | 0,7171 | 0,7051 | 0,8107 | 0,5182 | 0,5816 0;8?81

PIC 0,6748 | 0,5768 | 0,6599 | 0,7189 | 0,6209 | 0,6021 | 0,7287 | 0,3202 | 0,7616 0(6632)3

Pireﬁaica Ho 0,6598 | 0,6495 | 0,7629 | 0,6907 | 0,7216 | 0,6082 | 0,8041 0,2371 | 0,8763 O@?%f
He 0,6835 | 0,6412 | 0,679 | 0,7425 | 0,6402 | 0,6032 | 0,738 0,3287 | 0,7729 0(66,‘1*;7

PIC 0,6808 | 0,6073 | 0,7327 | 0,7824 | 0,6595 | 0,6563 | 0,7910 | 0,4024 | 0,7495 0(66,3)5

Pi’ffﬁica Ho 0,6759 | 0,6621 | 0,7793 | 0,7655 | 0,7241 | 0,6483 | 0,8207 0,2966 | 0,7586 0(66,%)2
He 0,6885 | 0,6608 | 0,7513 | 0,797 | 0,6888 | 0,6573 | 0,7988 | 0,4067 | 0,7577 0(667?3)7

PIC 0,7068 | 0,6969 | 0,7730 | 0,7973 | 0,7066 | 0,7093 | 0,8431 0,5296 | 0,7882 0(67,33)9

Total Ho 0,7056 | 0,7177 | 0,7419 | 0,754 | 0,7056 | 0,7056 | 0,8226 | 0,4194 | 0,7944 0(67,(1);?
He 0,7117 | 0,7314 | 0,7863 | 0,8043 | 0,7131 | 0,7094 | 0,8491 0,5587 | 0,7956 (8:32)

5.2.1.2. Probabilidades de exclusion

Las probabilidades de exclusion (PE) han sido calculadas tanto por

locus como combinadas (Tabla 15). Se ha visto que el locus TGLA126 es el
que ha mostrado menor PE en todos los grupos con valores de 0,1811 en
Pirenaica II a 0,3778 en Parda de Montana, y el TGLA227 ha mostrado los

mayores valores en todos los grupos.

Las PE combinadas analizando los 9 microsatélites en todos los casos
han sido elevadas y superiores a 0,99 por lo que el panel puede ser utilizado
para analisis de paternidad (Gomez-Raya et al. 2008). Los valores de PE para
la poblacion de Pirenaica I+II y para sus subpoblaciones han sido menores
comparados con los de Parda de Montana, debido al bajo valor de
heterocigosidad del locus TGLA126 en la raza Pirenaica, hecho que depende

de la distribucion de alelos en la poblacion (Sherman et al. 2004). Ademas de
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la heterocigosidad los valores de PE pueden estar influenciados por el

numero de loci microsatélites analizados.

Tabla 15: Probabilidades de exclusion por locus y combinada.

Poblacién ETH225 | ETH10 | INRA23 | BM2113 | BM1824 | SPS115 | TGLA227 | TGLA126 | TGLA122 | PEcomb.

Parda de Montafia | 0,509 | 0,5071 | 0,4843 | 0,5483 | 0,4785 | 0,5003 | 0,6613 | 0,3778 | 0,5863 | 0,9987

Pirenaica I 0,3762 | 0,4477 | 0,5844 | 0,5664 | 0,4652 | 0,4576 | 0,6268 0,2932 0,3251 | 0,9968
Pirenaica II 0,4428 | 0,3591 | 0,4699 | 0,5358 | 0,4045 | 0,3308 | 0,5256 0,1811 0,5644 | 0,9941
Pirenaica I+II 0,4591 | 0,3955 | 0,5425 | 0,6135 | 0,4403 | 0,4067 | 0,6161 0,2307 0,5406 0,9974
Total 0,4962 | 0,4873 | 0,5892 | 0,6333 | 0,4656 | 0,4769 | 0,6966 0,3294 0,6042 | 0,9991

A partir de la informacion de genealogias aportada por los ganaderos,
se ha estimado la Probabilidad de Exclusion Parental (Tabla 16), asumiendo

tres situaciones diferentes:

- PEP1: excluir un progenitor, conocidos los genotipos de los dos

progenitores y el descendiente.

- PEP2: conocidos los genotipos de un progenitor y un descendiente,

excluir la relacion entre ellos.

- PEP3: excluir ambos progenitores, conocidos los genotipos de los dos

progenitores y el descendiente.

Se puede apreciar que para ambas poblaciones las probabilidades de
exclusion parental totales para el panel de 9 microsatélites es menor para el
caso dos (PEP.2) donde se evalua la probabilidad de exclusion parental pero
teniendo en cuenta solamente los genotipos de uno de los progenitores y del
descendiente. Le sigue el valor de PEP.1 donde se evaltia una probabilidad
de exclusion familiar contando con los genotipos de los dos progenitores y
del descendiente. Finalmente se puede apreciar que el mayor valor de
probabilidad de exclusion parental se obtiene para el caso tres (PEP.3) donde

ambos progenitores pueden ser excluidos.
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Tabla 16: Estimacion de la probabilidad de exclusion parental
asumiendo tres situaciones diferentes en trios de las poblaciones de raza

Parda de Montana y de Pirenaica.

Parda de Montaiia Pirenaica
PEP.1 0,997874247 0,99560148
PEP.2 0,970110007 0,949535599
PEP.3 0,999966762 0,999892308

Estos resultados son esperables y han sido similares a los encontrados
para un caso practico de estimacion de probabilidades de exclusion de
paternidades en equino (Jamieson & Taylor 1997) y en una poblaciéon bovina

de raza Galloway (Herraez et al. 2005).

5.2.1.3. Probabilidades de identidad tedricas y empiricas

5.2.1.3.1. Probabilidad de identidad teodrica (PIt)

Una medida de la eficiencia del sistema genético utilizado es la
probabilidad de identidad (PI), que se define como la probabilidad de que al
escoger dos individuos al azar estos tengan genotipos idénticos. Las PI
teoricas por locus se muestran en la Tabla 17, donde han sido dispuestas en
orden decreciente dependiendo de su contenido de informatividad,
pudiéndose apreciar que el comportamiento varia en las diferentes

poblaciones analizadas.

El locus TGLA 126, que segin se ha dicho anteriormente es el que
tiene un menor numero de alelos asi como una menor heterocigosidad, es el
que ha mostrado en todos los casos un valor mas alto de probabilidad de
identidad. El comportamiento de los loci mas informativos que han mostrado
los menores valores de PI ha variado en las diferentes poblaciones tal y como
puede observarse en la Tabla 17. Cuando se realiza el calculo teniendo en
cuenta todos los individuos como una uUnica poblacion el orden de
informatividad de los locus fue de menor a mayor TGLA227, BM2113,
TGLA122 e INRA23. Cabe destacar que estos loci aunque en distinto orden

93



Resultados y Discusién

son los que presentan un menor valor en las poblaciones consideradas por

separado.

Tabla 17: Probabilidad de identidad teorica (PI) por locus.

Parda de Montaia Pirenaica I Pirenaica II Pirenaica I+II Total

TGLA227 0,051 TGLA227 | 0,0618 | TGLA122 0,087 | TGLA227 | 0,0656 | TGLA227 0,0409

TGLA122 0,0775 INRA23 0,0773 | TGLA227 | 0,1025 | BM2113 | 0,0667 | BM2113 0,0593

BM2113 0,0925 BM2113 | 0,0844 | BM2113 | 0,1037 INRA23 0,0956 | TGLA122 0,0704

ETH10 0,1085 BM1824 | 0,1308 INRA23 0,1371 | TGLA122 | 0,0963 INRA23 0,0761

ETH225 0,1108 SPS115 0,1351 ETH225 0,1484 | ETH225 | 0,1374 | ETH225 0,1174

SPS115 0,1143 ETH10 0,1448 BM1824 0,174 BM1824 | 0,1465 ETH10 0,1198

BM1824 0,1239 ETH225 | 0,1951 ETH10 0,201 ETH10 0,1713 SPS115 0,1265

INRA23 0,1253 TGLA122 | 0,2401 SPS115 0,2294 SPS115 0,1777 | BM1824 0,1311

TGLA126 0,1908 TGLA126 | 0,2768 | TGLA126 | 0,4665 | TGLA126 | 0,276 | TGLA126 0,2385

Estos resultados muestran que los microsatélites no comparten el
mismo contenido de polimorfismo entre poblaciones. Estas diferencias
vienen dadas por la estructura genética de cada poblacion donde se pueden

encontrar diferentes patrones de frecuencias (Orru et al. 2006).

Los valores de PI calculados teniendo en cuenta la poblacion total
muestran mejores resultados en los loci mas informativos, comparados con
el mismo valor calculado en cada poblacion. Esto significa que la evaluacion
de los microsatélites sin tener en cuenta la poblacion puede ocultar el valor
real de informatividad de un locus, lo cual puede afectar la fiabilidad del
ensayo en animales de determinadas razas cuando se disminuye el numero

de loci analizados (Orru et al. 2006).

Las frecuencias alélicas y el numero de alelos fijados determinan el
grado de informatividad de cada locus, por lo que la estructura genética de
cada poblacion puede influir la fiabilidad de los analisis cuando se reduce el
numero de loci genotipados, debido a que un mismo locus puede tener
diferente contenido de informatividad en distintas poblaciones como
consecuencia de las distribuciones no uniformes de los alelos entre
poblaciones (Orru et al. 2006). Por esta razon, en la evaluacion de los

microsatélites, hay que tener en cuenta las diferencias en los alelos fijados
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entre las poblaciones con la intencion de minimizar el efecto de la pérdida de

informatividad.

En la Tabla 18 se pueden apreciar los valores de PI teoricos calculados
usando combinaciones de 4 a 9 microsatélites que muestren los mejores
valores de PI. En la columna A las probabilidades combinadas se han
calculado considerando las PI por locus de cada poblacion y en la B a partir
de las PI por locus en la poblacion total. En general para las combinaciones
de 4 a 7 marcadores se observan menores valores de PI cuando se tiene en
cuenta la estructura de la poblacion, a partir de 8 marcadores no existen
diferencias entre los dos valores calculados. Una vez mas se observa que al
disminuir el nimero de loci analizados es importante tener en cuenta el
comportamiento del marcador en la poblacion analizada, ya que el no

hacerlo podria afectar la fiabilidad del ensayo (Orru et al. 2006).

Tabla 18: Valores de PI teoricos calculados usando combinaciones de 4

a 9 microsatélites que muestren los mejores valores de PI.

Parda de Montana Pirenaica I Pirenaica II Pirenaica I+II
N° locus A B A B A B A B

3,97E-05 4,58E-05 | 5,27E-05 9,68E-05 | 1,27E-04 1,27E-04 | 4,03E-05 4,03E-05
4,40E-06 5,08E-06 | 7,12E-06 1,89E-05 | 1,88E-05 1,88E-05 | 5,53E-06 5,53E-06
5,02E-07 5,51E-07 | 1,03E-06 2,73E-06 | 3,27E-06 3,78E-06 | 8,11E-07 9,48E-07
6,22E-08 6,29E-08 | 2,01E-07 3,69E-07 | 6,58E-07 8,68E-07 | 1,39E-07 1,68E-07
7,80E-09 7,80E-09 | 4,83E-08 4,83E-08 | 1,51E-07 1,51E-07 | 2,47E-08 2,47E-08
1,49E-09 1,49E-09 | 1,34E-08 1,34E-08 | 7,04E-08 7,04E-08 | 9,29E-09 9,29E-09

O© 00 N O G

En la Tabla 19 se resumen las probabilidades de identidad teodricas
calculadas para el panel de 9 microsatélites. Para el caso de la poblacion de
Parda de Montana asi como de la Pirenaica I+II se obtienen valores del orden
de 1099 Resultados similares fueron encontrados por otros autores
(Sancristobal-Gaudy et al. 2000; Cunningham & Meghen 2001) en
poblaciones de individuos emparentados. También se encontraron valores
similares en la raza bovina Galloway (Herraez et al. 2005) donde se obtuvo
un valor del orden de 10-8 trabajando con un panel de 10 microsatélites. Si
tenemos en cuenta la poblacion como un todo se observa que el valor de PI

disminuye hasta 10-10 ya que al incluir todos los individuos en una unica

95



Resultados y Discusién

poblacion la variabilidad genética sera mayor y por tanto disminuira la

probabilidad de encontrar individuos iguales.

Tabla 19: Probabilidades de identidad tedrica (PI) con el panel de 9

microsatélites.
Poblacion Probabilidad de identidad teodrica
Parda de Montana 1,49 x 10-°
Pirenaica I 1,34 x 108
Pirenaica II 7,04 x 108
Pirenaica I+II 9,29 x 109
Total 7,23 x 10-10

Teniendo en cuenta condiciones de comercializacion que incluya un
sistema de identificacion que permita enlazar una pieza de carne con el
animal de origen, la probabilidad de que exista un fraude y no sea detectado
por el sistema sera la probabilidad de que dos muestras al azar compartan el
mismo perfil genético (Vazquez et al. 2004), por lo que en nuestras
condiciones se obtiene una probabilidad de error del orden de 10-9, dato muy

importante a tener en cuenta ya que da una gran fiabilidad al estudio.
5.2.1.3.2. Probabilidad de identidad empirica (Ple)

Los valores de probabilidad de identidad tedrica se obtienen
asumiendo independencia de las frecuencias alélicas, por lo que esta
condicion puede infraestimar las probabilidades calculadas (Arana et al
2002). Se ha realizado el calculo de las probabilidades de identidad
empiricas usando el algoritmo disenado que se ha descrito en el apartado
5.1.3. Los resultados por locus se muestran en la Tabla 20 donde han sido

dispuestas en orden ascendente.

Se puede apreciar que los valores obtenidos para las probabilidades de
identidad empirica son ligeramente diferentes a los tedricos que se muestran
en la Tabla 17. En todas las poblaciones estudiadas el valor mas elevado es

el del TGLA126 y los menores valores se presentan en general para el
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TGLA227, BM2113, TGLA122 e INRA23. Los valores empiricos por locus
siguen un comportamiento similar a los valores tedricos. Por tanto la
distribucion de los alelos es un hecho a tener en cuenta cuando se
disminuye el numero de loci genotipados para realizar estudios de

identificacion y verificacion de la trazabilidad.

Tabla 20: Probabilidad de identidad empirica por locus.

Parda de Montaina Pirenaica I Pirenaica II Pirenaica I+II Total

TGLA227 0,0508 TGLA227 0,0694 | BM2113 0,0994 | BM2113 0,0693 | TGLA227 0,0436
TGLA122 0,0906 INRA23  0,0953 | TGLA122 0,1078 | TGLA227 0,0716 | BM2113  0,0625
BM2113 0,0908 BM2113 0,1036 | TGLA227 0,1132 INRA23 0,1106 | TGLA122 0,0800
ETH10 0,1093 BM1824 0,1332 INRA23 0,1589 | TGLA122 0,1114 INRA23 0,0801
BM1824 0,1279 SPS115 0,1517 | ETH225 0,1813 | BM1824 0,162 ETH10 0,128
ETH225 0,1289 ETH10 0,1628 | BM1824 0,2036 | ETH225 0,1659 | BM1824 0,1373
SPS115 0,138 ETH225 0,2424 ETH10 0,2128 ETH10 0,196 ETH225 0,1388
INRA23 0,1411 TGLA122 0,2618 SPS115 0,2537 SPS115 0,206 SPS115 0,1509

TGLA126 0,2111 TGLA126 0,3404 | TGLA126 0,5971 | TGLA126 0,5011 | TGLA126 0,3212

Al calcular las probabilidades de identidad empiricas combinadas
incrementando el numero de loci en funcion de su grado de informatividad
(Tabla 21), se observo que para la poblacion de Parda de Montana la
combinacion de los microsatélites TGLA227, TGLA122, BM2113 y ETH10 era
suficiente para alcanzar la probabilidad 0. Para las subpoblaciones de raza
Pirenaica no fue posible alcanzar el valor de probabilidad 0, debido a la
existencia de muestras repetidas, detectandose errores en el sistema de

trazabilidad, lo cual sera comentado en préximos capitulos.

Teniendo en cuenta las diferencias encontradas entre los valores
teoricos y empiricos se ha calculado la relacion entre estos (Tabla 22) y se ha
observado que de forma general el valor empirico es mayor que el tedrico, por
tanto al realizar el cociente obtenemos valores menores de 1, resultados
similares fueron encontrados por Arana y colaboradores (2002). Esto
significa que el valor teérico sobrevalora la capacidad del marcador respecto
al empirico que se obtiene a partir de los genotipos de los individuos

directamente teniendo en cuenta la estructura de la poblaciéon y por tanto el
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numero

de

progenitores

empleados,

tomando

€n

consideracion

heterocigocidad existente en cada una de las poblaciones.

locus.

Parda de Montana

TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227

0,0508
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122

Pirenaica I

TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227

0,0694
IINRA23
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23

Pirenaica II

BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113

0,0994
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122

Pirenaica I+II

BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113

Total

TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
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0,0693

TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227

0,0436
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113

3,99E-03
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113

8,33E-03
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113
BM2113

1,01E-02
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227
TGLA227

7,85E-03
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23

4,11E-03
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122

Tabla 21: Valores de

1,90E-04
ETH10
ETH10
ETH10
ETH10
ETH10
ETH10

1,85E-03
BM1824
BM1824
BM1824
BM1824
BM1824
BM1824

2,15E-03
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23

1,34E-03
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122
TGLA122

5,22E-04
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23
INRA23

Ple combinados incrementando el numero

o

BM1824
BM1824
BM1824
BM1824
BM1824

9,25E-04
SPS115
SPS115
SPS115
SPS115
SPS115

4,20E-04
ETH225
ETH225
ETH225
ETH225
ETH225

3,83E-04
BM1824
BM1824
BM1824
BM1824
BM1824

1,63E-04
ETH10
ETH10
ETH10
ETH10
ETH10

4]

ETH225
ETH225
ETH225
ETH225

9,25E-04
ETH10
ETH10
ETH10
ETH10

4,29E-04
BM1824
BM1824
BM1824
BM1824

2,87E-04
ETH225
ETH225
ETH225
ETH225

1,60E-04
BM1824
BM1824
BM1824
BM1824

4]

SPS115
SPS115
SPS115

9,25E-04
ETH225
ETH225
ETH225

4,29E-04
ETH10
ETH10
ETH10

2,87E-04
ETH10
ETH10
ETH10

9,79E-05
ETH225
ETH225
ETH225

o
INRA23
INRA23

9,25E-04
TGLA122
TGLA122

2,15E-04
SPS115
SPS115

1,92E-04
SPS115
SPS115

9,79E-05
SPS115
SPS115

(4]
TGLA126

9,25E-04
TGLA126

2,15E-04
TGLA126

1,92E-04
TGLA126

9,79E-05
TGLA126

o

9,25E-04

2,15E-04

1,92E-04

9,79E-05

la

de
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Tabla 22: Relacion entre los valores tedricos y empiricos de las probabilidades de identidad por locus para las

diferentes poblaciones analizadas.

Parda de Montaia Pirenaica I Pirenaica II Pirenaica I+II Total

Loci PIt Ple PIt/Ple Loci PIt Ple PIt/Ple Loci PIt Ple |PIt/Ple Loci PIt Ple |PIt/Ple Loci PIt Ple PIt/Ple
TGLA227 | 0,051 | 0,0508 | 1,0039 | TGLA227 | 0,0618 | 0,0694 | 0,8905 | TGLA122 | 0,087 | 0,1078 | 0,8071 | TGLA227 | 0,0656 | 0,0716 | 0,9162 | TGLA227 | 0,0409 | 0,0436 | 0,9381
TGLA122 | 0,0775 | 0,0906 | 0,8554 | INRA23 | 0,0773 | 0,0953 | 0,8111 | TGLA227 | 0,1025 | 0,1132 | 0,9055 | BM2113 | 0,0667 | 0,0693 | 0,9625 | BM2113 | 0,0593 | 0,0625 | 0,9488
BM2113 | 0,0925 | 0,0008 | 1,0187 | BM2113 | 0,0844 | 0,1036 | 0,8147 | BM2113 | 0,1037 | 0,0994 | 1,0433 | INRA23 [ 0,0956 | 0,1106 | 0,8644 | TGLA122 | 0,0704 | 0,08 | 0,8800
ETH10 |0,1085 | 0,1093 | 0,9927 | BM1824 | 0,1308 | 0,1332 | 0,9820 | INRA23 | 0,1371 ] 0,1589 | 0,8628 | TGLA122 | 0,0963 | 0,1114 | 0,8645 | INRA23 | 0,0761 | 0,0801 | 0,9501
ETH225 |0,1108 | 0,1289 | 0,8596 | SPs115 |0,1351 | 0,1517 | 0,8906 | ETH225 | 0,1484 | 0,1813 | 0,8185 | ETH225 | 0,1374 | 0,1659 | 0,8282 | ETH225 | 0,1174 | 0,1388 | 0,8458
SPS115 |0,1143] 0,138 | 0,8283 | ETH10 |0,1448 | 0,1628 | 0,8894 | BM1824 | 0,174 | 0,2036 | 0,8546 | BM1824 | 0,1465 | 0,162 | 0,9043 | ETH10 [0,1198 | 0,128 | 0,9359
BM1824 |0,1239 | 0,1279 | 0,9687 | ETH225 | 0,1951 | 0,2424 | 0,8049 | ETH10 | 0,2008 | 0,2128 | 0,9436 | SPs115 [ 0,1713 | 0,196 | 0,8740 | sPs115 | 0,1265 | 0,1509 | 0,8383
INRA23 |0,1253] 0,1411 | 0,8880 | TGLA122 | 0,2401 | 0,2618 | 0,9171 | SPS115 | 0,2294 | 0,2537 | 0,9042 | ETH10 |0,1777 | 0,206 | 0,8626 | BM1824 | 0,1311 | 0,1373 | 0,9548
TGLA126 | 0,1908 | 0,2111 | 0,9038 | TGLA126 | 0,2768 | 0,3404 | 0,8132 | TGLA126 | 0,4665 | 0,5971 | 0,7813 | TGLA126 | 0,376 | 0,5011 | 0,7503 | TGLA126 | 0,2385 | 0,3212 | 0,7425

PIt: Probabilidad de identidad teorica

Ple: Probabilidad de identidad empirica

PIt/Ple: relacion entre el valor de PI teorico y el empirico
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5.2.1.4. Estimacion de parametros genéticos en la descendencia a partir

de parametros genéticos de los progenitores utilizando microsatélites

En la valoracion de la eficacia de los diferentes paneles de marcadores
moleculares en estudios de identificacion y verificacion de trazabilidad, uno
de los puntos a tener en cuenta es la posibilidad de estimar parametros
genéticos en los descendientes a partir de parametros de los progenitores.
Para llevar a cabo estos analisis se ha utilizado el paquete estadistico SPSS
14.0.

Primeramente se ha llevado a cabo el estudio de correlacion entre las
diferentes variables genéticas de los progenitores y los descendientes de las
poblaciones analizadas. Se han calculado los coeficientes de correlacion de
Pearson (r), que cuantifican la fuerza de la relacion lineal entre las diferentes
variables. En la Tabla 23 se pueden encontrar los valores de estos
coeficientes, mostrandose que existe correlacion estadisticamente

significativa entre las diferentes variables.

En la Figura 16 se puede observar que existe correlacion positiva entre
las probabilidades de identidad de los descendientes con respecto a las
probabidades de identidad de los progenitores (machos y hembras) con
valores de coeficiente de correlacion altos, de manera que el aumento de uno
supone el aumento del otro aunque no en la misma proporcion. Por otra
parte la influencia de las heterocigosidades de los progenitores sobre las
probabilidades de identidad tanto empiricas como tedricas de los
descendientes muestra una correlacion alta y negativa, por lo que cuanto
mayor sean las heterocigosidades de los progenitores menores seran las PI
de los descendientes, es decir menor probabilidad de encontrar individuos

con los mismos genotipos entre los descendientes.

Las heterocigosidades en los descendientes también muestran
correlacion con los parametros de los progenitores, siendo negativa con las
probabilidades de identidad de los progenitores y positivas con las

heterocigosidades.

100



Resultados y Discusién

Tabla 23: Coeficientes de correlacion de Pearson entre parametros

(**p< 0,01, *p< 0,05)

genéticos de progenitores y descendientes

PIt(p) PIt(m) PIt(d) Ple(p) Ple(m) Ple(d) He(p) He(m) He(d) Ho(p) Ho(m) Ho(d)
PIt(p) 1 0,768(**) | 0,755(**) | 0,775(**) | 0,788(*) | 0,748(*) | -0,984(*) | -0,771(**) | -0,758(**) | -0,457(**) | -0,791(**) | -0,704(**)
PIt(m) 0,768(*%) 1 0,892(**) | 0,824(**) | 0,983(*) | 0,899(**) | -0,805(**) | -0,994(**) | -0,908(**) | -0,447(**) | -0,914(**) | -0,871(**)
PIt(d) 0,755(**) | 0,892(*) 1 0,809(*%) [ 0,910(*) | 0,989(**) | -0,802(**) | -0,886(**) | -0,984(**) | -0,516(**) | -0,855(**) | -0,931(**)
@ Ple(p) 0,775(**) | 0,824(*) | 0,809(**) 1 0,805(*) | 0,812(**) | -0,816(*%) | -0,806(**) | -0,810(**) | -00,223 | -0,704(**) | -0,743(**)
bt Ple(m) 0,788(**) | 0,983(**) | 0,910(**) | 0,805(**) 1 0,923(**) | -0,813(*%) | -0,989(**) | -0,917(**) | -0,500(**) | -0,938(**) | -0,889(**)
‘% Ple(d) 0,748(**) | 0,899(**) | 0,989(**) | 0,812(*) | 0,923(*% 1 -0,799(**) | -0,896(**) | -0,988(**) | -0,518(**) | -0,870(**) | -0,929(**)
§ He(p) -0,984(*%) | -0,805(**) | -0,802(**) | -0,816(**) | -0,813(**) | -0,799(**) 1 0,804(**) | 0,809(*%) | 0,454(*) | 0,810(*) | 0,747(*%)
k) He(m) -0,771(**) | -0,994(**) | -0,886(**) | -0,806(**) | -0,989(**) | -0,896(**) | 0,804(**) 1 0,903(**) | 0,463(**) | 0,932(**) | 0,866(**)
= He(d) -0,758(**) | -0,908(**) | -0,984(**) | -0,810(**) | -0,917(**) | -0,988(**) | 0,809(**) | 0,903(** 1 0,500(**) | 0,862(**) | 0,934(*%)
Ho(p) -0,457(*) | -0,447(¢* | -0,516(*) | -0,223 | -0,500(**) | -0,518(**) | 0,454(*) | 0,463(**) | 0,500(**) 1 0,583(**) | 0,622(**)
Ho(m) [ _0,791(*%) | -0,914(**) | -0,855(**) | -0,704(*) | -0,938(**) | -0,870(**) | 0,810(**) | 0,932(**) | 0,862(**) | 0,583(** 1 0,866(**)
Ho(d) -0,704(*%) | -0,871(*%) | -0,931(**) | -0,743(**) | -0,889(**) | -0,929(**) | 0,747(**) | 0,866(*) | 0,934(**) | 0,622(**) | 0,866(**) 1

PIt: Probabilidades de identidad teéricas

Ple: Probabilidades de identidad empiricas
He: Heterocigosidades esperadas
Ho: Heterocigosidades observadas

(p): padres
(m): madres

(d): descendientes
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Figura 16: Representacion de los coeficientes de correlacion de

Pearson entre las diferentes variables.

Debido a la existencia de wuna correlacion clara entre las
probabilidades de identidad empiricas y las heterocigosidades observadas de
los descendientes con las mismas variables en los progenitores se han
llevado a cabo analisis de regresion para intentar predecir el valor de las
variables en los descendientes a partir de los valores de las variables teodricas

de los progenitores.

5.2.1.4.1. Analisis de regresion para las probabilidades de identidad

empiricas de los descendientes

Como se ha visto anteriormente existe una clara correlacion entre la
probabilidad de identidad empirica de los descendientes y variables de los
progenitores, por lo que en este apartado se ha llevado a cabo el diseno de
modelos de regresion lineal que permite predecir el comportamiento de las
probabilidades de identidad empirica de los descendientes a partir de

variables de los progenitores.

Se trata de explicar el comportamiento de la variable de respuesta lo
mejor posible, en este caso la probabilidad de identidad empirica de los
descendientes, mediante el uso del menor numero de variables predictoras
posibles. Para esto se ha utilizado el método “stepwise”. La Tabla 24 muestra

que la variable mas importante en la obtencion de modelos de regresion ha
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sido en todos los grupos analizados la Probabilidad de Identidad teorica de

las madres (PIt(m)).

Tabla 24: Variables incluidas en los modelos de regresion mediante el

meétodo stepwise.

Marcador Grupo Modelo Variables incluidas
Total 1 PIt(m)
Microsatélites Parda de Montana 1 PIt(m)
Pirenaica I 1 PIt(m)
Pirenaica I+I1 1 PIt(m)

Para verificar el ajuste de los modelos obtenidos a los datos
observados en los diferentes grupos poblacionales, se han calculado los
coeficientes de determinacion (R?) que nos mediran el grado de dependencia
de las diferentes variables. En la Tabla 25 aparecen los valores de RZ2 para
cada uno de los modelos en los diferentes grupos, el cual nos permite
interpretar qué porcentaje de la variacion de la probabilidad de identidad
empirica de los descendientes es debido a las restantes variables
correlacionadas en los modelos obtenidos por grupos para los marcadores

microsatélites.

Tabla 25: Coeficiente de determinacion ajustado para cada modelo.

Marcador Grupo Modelo R2 ajustado
Total 1 0,956934522
Microsatélites Parda de Montana 0,978326288

1
Pirenaica | 1 0,985375617
1

Pirenaica I+ II 0,952805329

De la Tabla 25 se puede interpretar que los modelos obtenidos
permiten explicar en todos los grupos poblacionales mas del 95% de la
variacion de la probabilidad de identidad empirica de los descendientes en
funcion de la probabilidad de identidad teorica de las madres. Siendo los
modelos que mas se ajustan los obtenidos para las poblaciones de Parda de
Montana (97,8%) y de Pirenaica I (98,54%). Los modelos que menos se
ajustan son los obtenidos para Pirenaica I+II (95,28%) que incluye dos

subpoblaciones de la raza, o cuando consideramos todos los individuos
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como una unica poblacion (95,69%). A partir de estos resultados podemos
concluir que en estas poblaciones al realizar la estimacion de la PI empirica
de los descendientes (Plest(d)) una de las variables mas importantes es la PI

teorica de las madres.

En la Tabla 26 se muestran los coeficientes de las rectas de regresion
para estimar la variacion de las PI empiricas de los descendientes en funcion

de la PI tedrica de las madres.

Tabla 26: Coeficientes de las rectas de regresion obtenidas.

Marcador Grupo Modelo | Variables Coeficientes estandarizados
B Std. Error
Total 1 PIt(m) 1,302439212 | 0,091870614
Microsatélites Parda de Montana 1 PIt(m) 1,14753947 0,056863987
Pirenaica I 1 PIt(m) 1,16868838 | 0,047419564
Pirenaica I+II 1 PIt(m) 1,507302883 | 0,111514632

De la tabla anterior podemos inferir los modelos matematicos que
permiten predecir el comportamiento de la PI empirica de los descendientes
en funcion de las PI tedricas de las madres en los diferentes grupos, los

cuales se muestran a continuacion por poblaciones.

Poblacion total (Parda de Montana y Pirenaica I+II):
Plest(d) = 1,302 * PI t(m)

Parda de Montana:
Plest(d) = 1,147 * PI t(m)

Pirenaica I:
Plest(d) = 1,168 * PI t(m)

Pirenaica I + II:

Plest(d) = 1,507 * PI t(m)

Mediante dichos modelos se puede determinar la probabilidad de
identidad de una poblacion teniendo genotipados solamente los progenitores

de dicha poblacion.
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5.2.1.4.1.1. Comparcion entre las PI teodricas y las PI estimadas por

regresion en los descendientes

Con cada uno de los modelos anteriores obtenidos por regresion se
han calculado las Probabilidades de identidad estimadas (Plest) en los
descendientes y se han comparado mediante graficos con los valores teoricos
y empiricos. Se han realizado las pruebas t para muestras pareadas para ver
si existen diferencias significativas entre los valores teoricos y los estimados

utilizando el modelo de regresion.

En la Tabla 27 y la Figura 17 se puede observar respectivamente los
valores de Ple, PIt y Plest, asi como la representacion grafica de las mismas.

«© t})

Los resultados de las pruebas para muestras pareadas han mostrado que
existen diferencias muy significativas entre los valores teodricos y estimados

por regresion para los grupos Pirenaica I+l y total.

Para la poblacion de Parda de Montana y Pirenaica I no existen
diferencias significativas entre los valores teoricos y los estimados, ya que en
el calculo de este valor se tiene en cuenta la estructura de cada una de las
poblaciones, es decir su contenido de informacion polimorfica. Por lo que si
se analizaran estas poblaciones seria posible realizar la estimacion de las Ple

de los descendientes a partir de los progenitores.

Las diferencias que existen entre los valores teoricos y estimados para
el grupo Pirenaica I+II y el total, pueden ser debidas a que en ambos grupos
se han mezclado individuos de diferentes procedencias. En el caso de
Pirenaica I+II se han tomado individuos de dos subpoblaciones y en el grupo
total se han mezclado individuos de dos poblaciones diferentes
genéticamente (Parda de Montana y Pirenaica) con diferentes contenidos de
informacion polimoérfica por locus. Si no se tiene en cuenta la estructura
genética de la poblacion, la estimacion de los valores de PI puede no
ajustarse a los valores reales al ser enmascarado el contenido real de
polimorfismo que existe en cada una de las poblaciones incluidas en el

grupo.
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Tabla 27: Comparacion de las Probabilidades de identidad empirica [Ple(d)], tedrica [PIt(d)] y estimada por

regresion [Plest(d)]de los descendientes por subpoblaciones.

Parda de Montaia Pirenaica I Pirenaica I+II Total

Loci Ple(d) PIt(d) Plest(d) Loci Ple(d) PIt(d) Plest(d) Loci Ple(d) | PIt(d) Plest(d) Loci Ple(d) | PIt(d) Plest(d)
TGLA227 0,0508 0,051 0,0604 TGLA227 | 0,0694 | 0,0618 | 0,0986 | TGLA227 | 0,0716 | 0,0656 | 0,1154 | TGLA227 | 0,0436 [0,0409| 0,0691
TGLA122 0,0906 0,0775 0,0820 INRA23 0,0953 | 0,0773 | 0,0749 | BM2113 | 0,0693 | 0,0667 | 0,0791 BM2113 | 0,0625 [0,0593| 0,0633
BM2113 0,0908 0,0925 0,0695 BM2113 | 0,1036 | 0,0844 | 0,0864 | INRA23 | 0,1106 | 0,0956 | 0,0857 | TGLA122 0,08 |0,0704| 0,0983
ETH10 0,1093 0,1085 0,1419 BM1824 |0,1332 | 0,1308 | 0,1362 | TGLA122 | 0,1114 | 0,0963 | 0,1546 INRA23 | 0,0801 |0,0761| 0,0837
ETH225 0,1289 0,1108 0,1215 Sps115 | 0,1517 | 0,1351 | 0,1871 | ETH225 | 0,1659 | 0,1374 | 0,2374 ETH225 | 0,1388 |0,1174| 0,1603
SPS115 0,138 0,1143 0,1600 ETH10 0,1628 | 0,1448 | 0,1346 | BM1824 | 0,162 | 0,1465 | 0,1658 ETH10 0,128 |0,1198| 0,1564
BM1824 0,1279 0,1239 0,1180 ETH225 | 0,2424 | 0,1951 0,2244 | sps115 | 0,196 | 0,1713 | 0,2390 SPS115 | 0,1509 [0,1265| 0,1807
INRA23 0,1411 0,1253 0,1207 TGLA122 | 0,2618 | 0,2401 0,2463 ETH10 | 0,206 | 0,1777 | 0,1893 BM1824 | 0,1373 [0,1311]| 0,1354
TGLA126 0,2111 0,1908 0,2005 TGLA126 | 0,3404 | 0,2768 | 0,3533 | TGLA126 | 0,5011 | 0,376 0,4182 | TGLA126 | 0,3212 |0,2385| 0,2544
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Figura 17: Representacion grafica de las PI empiricas, teodricas y
estimadas de los descendientes. Valores de las pruebas “t” de student para

muestras pareadas para las PIt(d) y Plest(d).
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5.2.1.4.2. Analisis de regresion para las heterocigosidades de los

descendientes

De la misma manera que se ha procedido para el analisis de regresion
en el caso de la probabilidad de identidad empirica de los descendientes se
ha hecho para las heterocigosidades. Se trata en este caso de poder predecir
el valor de la heterocigosidad observada de los descendientes (Hest(d)) a
través de los diferentes parametros de los progenitores, mediante un analisis
de regresion. En la Tabla 28 se muestran las variables que se han tenido en
cuenta en cada uno de los modelos obtenidos por regresion utilizando el

método “Stepwise”.

Tabla 28: Variables incluidas en los modelos de regresion mediante el

método stepwise.

Marcador Grupo Modelo | Variables incluidas
Total 1 He(m)
Parda de Montana 1 He(m)
Microsatélites Pirenaica I 1 He(p)
Pirenaica I+II 1 He(m)
2 Plt(m)

En general se observa que la heterocigosidad esperada de las
progenitoras de los diferentes grupos es una variable muy importante en la
estimacion de las heterocigosidades en los descendientes. En la
subpoblacion I de Pirenaica, la variable que permite estimar mejor la
heterocigosidad en los descendientes es la heterocigosidad esperada de los
padres. En el grupo Pirenaica I+II obtenemos dos modelos, el primero
involucra solamente la heterocigosidad esperada de las madres y un
segundo modelo implica ademas la probabilidad de identidad teorica de las

madres.

La medida del ajuste de los modelos obtenidos por regresion se midio
mediante el calculo del coeficiente de determinacion, cuyos valores aparecen
en la Tabla 29. Se puede apreciar que la capacidad de estimar las
heterocigosidades de los descendientes con los modelos obtenidos en los

diferentes grupos poblacionales es muy alta, siempre superiores al 98%.

108



Resultados y Discusién

En todos los grupos los mejores modelos dan un ajuste superior al
99%. En la poblacion Pirenaica I+Il se obtienen dos modelos de regresion,
uno con una capacidad de prediccion del 98,77% y el segundo de 99,31%. El
primero solo depende de las heterocigosidades esperadas de las madres y el

segundo depende ademas de las probabilidades de identidad.

Tabla 29: Coeficientes de determinacion ajustados para cada modelo.

Marcador Grupo Modelo . Rz
ajustado
Total 1 0,9910579
Parda de Montana 1 0,99231665
Microsatélites Pirenaica I 1 0,99802047
Pirenaica I+II 1 0,98774947
2 0,99308424

La Tabla 30 muestra los coeficientes de las rectas de regresion que
permite establecer un modelo matematico para estimar las heterocigosidades

en los descendientes a partir de las variables de los progenitores.

Tabla 30: Coeficientes de las rectas de regresion pasando por el origen

de coordenadas.

. Coeficientes estandarizados
Marcador Grupo Modelo | Variables

B Std. Error

Total 1 He(m) 0,950130205 0,030068698

Parda de Montana 1 He(m) 0,99708564 0,029233075
Microsatélites Pirenaica I 1 He(p) 1,115371683 0,016556247
Pirenaica I+II 1 He(m) 0,954907084 0,035423783

2 He(m) 1,056743761 0,046417311
PIt(m) -0,642856013 0,240059859

Los modelos matematicos que permiten estimar el comportamiento de
las heterocigosidades en los descendientes en funcion de variables de los
progenitores en distintas poblaciones se muestran a continuacion. Se puede
observar que en todos los casos (excepto el modelo 2 de Pirenaica I+II), los
modelos siguen una funcion del tipo y = mx + n; al no existir término
independiente la funcion se representaria como una recta que pasa por el

origen de coordenadas. El modelo 2 de Pirenaica I+II no se puede expresar

como una recta ya que es una funcion con dos variables.
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Poblacion total (Parda de Montana y Pirenaica I+II):
Hest(d) = 0,95 * He(m)
Parda de Montana:
Hest(d) = 0,997 * He(m)
Pirenaica I:
Hest(d) =1,115 * He(p)
Pirenaica I + II:
1) Hest(d) = 0, 955 * He(m)
2) Hest(d) =1,057 * He(m) — 0,643 PIt(m)

5.2.1.4.2.1. Comparacion entre las heterocigosidades esperadas y

estimadas de los descendientes

Utilizando los modelos matematicos anteriores se han estimado las
heterocigosidades de los descendientes y se han comparado con los valores
esperados y observados. Mediante la prueba t para muestras pareadas se
han comparado los valores estimados con los esperados (Tabla 31 y Figura

18).

Los valores de las heterocigosidades observadas, esperadas y
estimadas por regresion, asi como las pruebas t (Tabla 31 y Figura 18), nos
permiten concluir que con los modelos obtenidos por regresion se pueden
estimar las heterocigosidades en los descendientes a partir de los
progenitores con una elevada fiabilidad en las poblaciones analizadas. En la
poblacion total se puede apreciar que los valores estimados por regresion
difieren de los tedricos (p<0,001) por lo que cuando se trabaja con
poblaciones genéticamente diferentes mezcladas, no se pueden aplicar este

tipo de aproximaciones.
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Tabla 31: Comparacion de las heterocigosidades observadas [Ho(d)], esperadas [He(d)] y estimadas por regresion

[Hest(d)]en los descendientes.

Parda de Montaia Pirenaica I Pirenaica I+II Total

Locus Ho(d) He(d) Hest(d) Locus Ho(d) He(d) Hest(d) Locus Ho(d) He(d) Hest(d) Locus Ho(d) He(d) Hest(d)
TGLA122 0,8447 | 0,7835 0,69236 BM2113 0,9149 | 0,7765 0,6913 TGLA227 | 0,8207 | 0,7988 | 0,5981444 TGLA227 | 0,8226 | 0,8491 0,806645

TGLA227 | 0,8252 0,831 0,69065 TGLA227 | 0,8511 | 0,8107 0,6467 INRA23 0,7793 | 0,7513 | 0,6835559 TGLA122 | 0,7944 | 0,7956 0,75582

ETH10 0,7961 | 0,7494 0,6992 INRA23 0,8085 | 0,7864 | 0,7897545 BM2113 0,7655 | 0,797 0,8295191 BM2113 0,754 | 0,8043 | 0,764085

SPS115 0,7864 | 0,7324 0,76589 BM1824 0,7447 | 0,7171 | 0,8662435 | TGLA122 | 0,7586 | 0,7577 | 0,8364706 INRA23 0,7419 | 0,7863 0,746985

ETH225 0,7476 | 0,7244 0,714305 SPS115 0,7234 | 0,7051 0,758869 BM1824 0,7241 | 0,6888 | 0,7200117 ETH10 0,7177 | 0,7314 0,69483

BM2113 0,7379 | 0,7572 0,653315 ETH225 0,7021 | 0,6272 0,727872 ETH225 0,6759 | 0,6885 | 0,6111781 SPS115 0,7056 | 0,7094 0,67393

INRA23 0,6893 | 0,7104 0,783655 ETH10 0,6809 | 0,6884 0,892 ETH10 0,6621 | 0,6608 | 0,7841907 ETH225 0,7056 | 0,7117 | 0,676115

BM1824 0,6796 | 0,7279 0,627475 | TGLA122 | 0,5106 | 0,5816 | 0,4530245 SPS115 0,6483 | 0,6573 | 0,3600033 BM1824 0,7056 | 0,7131 0,677445

TGLA126 0,5922 | 0,6442 0,75183 TGLA126 | 0,4255 | 0,5182 0,550587 TGLA126 | 0,2966 | 0,4067 | 0,7066952 TGLA126 | 0,4194 | 0,5587 | 0,530765
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Figura 18: Representacion grafica de las Heterocigosidades
observadas, esperadas y estimadas de los descendientes. Valores de las

pruebas “t” de Student para muestras pareadas para las He(d) y Hest(d).
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5.2.2. SNPs
5.2.2.1 Estimacion de la variabilidad genética

Tal como se ha descrito en el capitulo “Material y Métodos” se han
analizado un total de 20 SNPs para lo que se han puesto a punto dos
reacciones de amplificacion, cada una de las cuales incluia 10 SNPs.
Posteriormente se llevaron a cabo las 2 reacciones multiplex de
minisecuenciacion. En la Figura 19 se pueden apreciar dos
electroferogramas de las reacciones de minisecuenciacion, el primero

muestra la reaccion del Multiplex 1 y el segundo el Multiplex 2.

Multiplex 1

e 5]
(Lt e T LR UL e

Figura 19: Electroferogramas que muestran las reacciones de

minisecuenciacion para los multiplex 1 y 2.
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La seleccion del panel de SNPs empleado en este trabajo se realizé a
partir de polimorfismos descritos teniendo en cuenta su ubicacion
cromosomica, incluyéndose ademas un nuevo SNP g.111A>G (AF465160) en
el cromosoma 11 detectado por secuenciacion por primera vez en este
trabajo. Para la eleccion de los 20 SNPs se tuvo en cuenta las frecuencias
alélicas descritas previamente por otros autores, asi como las encontradas
en razas espanolas, intentando que la frecuencia alélica minima en el grupo
total fuera al menos del 20% (Orru et al. 2009). Aunque el SNP ubicado en el
cromosoma 11 detectado por secuenciacion no cumpliera esta condicion se
incluyo en el trabajo por ser nuevo y para estudiar su comportamiento en

diferentes razas espanolas.

La informatividad aportada por los SNPs depende de sus frecuencias,
por lo que resulta imprescindible el estudio de los mismos en diferentes
razas, ya que esta puede variar significativamente entre poblaciones
(Krawczak 1999). En el presente trabajo se han analizado los 20 SNPs
distribuidos por todo en las siguientes razas explotadas en Espana:
Asturiana, Frisona, Limousine, Menorquina, Monchina, Serrana de Teruel,
Pirenaica y Parda de Montana. Los resultados de las frecuencias alélicas

observadas se muestran en la Tabla 32.

A partir de los valores de frecuencias alélicas totales se realizo el
grafico de la distribucion de estas (Figura 20), mostrandose que para la
mayoria de los SNPs se cumplen los requerimientos minimos para su empleo

en identificacion.

El SNP g.111A>G (AF465160) en el cromosoma 11 presenta una
distribucion de frecuencias muy desigual en las diferentes razas. En ellas
esta fijado alelo G, no siendo asi en la raza Pirenaica que es una de las

empleadas en el estudio de trazabilidad.
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Tabla 32: Frecuencias alélicas de los 20 SNPs en razas espanolas.

> (4 > > S
& S s - 60‘&% e < > o&& 4@9& S # @
N AR R S L - A A
SNP_C1 C 0,344 0,382 0,367 0,375 0,393 0,711 0,542 0,354 0,443
T 0,656 0,618 0,633 0,625 0,607 0,289 0,458 0,646 0,557
SNP_C4 (o] 0,217 0,214 0,341 0,565 0,304 0,261 0,25 0,438 0,325
G 0,783 0,786 0,659 0,435 0,696 0,739 0,75 0,562 0,675
SNP_C5 A 0,043 0,214 0,105 0,152 0,091 0,065 0,104 0,042 0,101
C 0,957 0,786 0,895 0,848 0,909 0,935 0,896 0,958 0,899
SNP_C6 A 0,478 0,587 0,587 0,63 0,587 0,63 0,812 0,812 0,642
G 0,522 0,413 0,413 0,37 0,413 0,37 0,188 0,188 0,358
SNP. C7Exy C 0,152 0,262 0,125 0,674 0,227 0,391 0,229 0,146 0,278
T 0,848 0,738 0,875 0,326 0,773 0,609 0,771 0,854 0,722
SNP_C8 (o] 0,304 0,119 0,5 0,239 0,19 0,348 0,375 0,479 0,32
T 0,696 0,881 0,5 0,761 0,81 0,652 0,625 0,521 0,68
SNP_C21 C 0,304 0,375 0,174 0,152 0,239 0,409 0,354 0,354 0,294
G 0,696 0,625 0,826 0,848 0,761 0,591 0,646 0,646 0,706
SNP_C23 C 0,609 0,619 0,789 0,761 0,591 0,609 0,708 0,479 0,642
T 0,391 0,381 0,211 0,239 0,409 0,391 0,292 0,521 0,358
SNP_C24 A 0,543 0,174 0,237 0,565 0,545 0,478 0,312 0,521 0,425
G 0,457 0,826 0,763 0,435 0,455 0,522 0,688 0,479 0,575
SNP_C2 A 0,261 0,548 0,447 0,5 0,357 0,326 0,292 0,229 0,365
G 0,739 0,452 0,553 0,5 0,643 0,674 0,708 0,771 0,635
SNP_C10 C 0,848 0,891 0,711 0,727 0,848 0,891 0,792 0,833 0,818
T 0,152 0,109 0,289 0,273 0,152 0,109 0,208 0,167 0,182
SNP_C11 A 0 0 0 0 0 0,022 0 0,229 0,032
G 1 1 1 1 1 0,978 1 0,771 0,968
SNP_C13 A 0,543 0,5 0,543 0,523 0,587 0,565 0,429 0,625 0,541
G 0,457 0,5 0,457 0,477 0,413 0,435 0,571 0,375 0,459
SNP_C17 A 0,348 0 0,571 0,739 0,522 0,522 0,604 0,604 0,489
G 0,652 1 0,429 0,261 0,478 0,478 0,396 0,396 0,511
SNP_C18 G 0,457 0,674 0,523 0,295 0,587 0,435 0,396 0,479 0,481
T 0,543 0326 0477 0,705 0413 0565 0604 0,521 0,519
SNP_ C19Ex| C 0,239 0,413 0,587 0,409 0,217 0,283 0,104 0,104 0,292
G 0,761 0,587 0,413 0,591 0,783 0,717 0,896 0,896 0,708
SNP_C20 C 0,5 0,696 0,174 0,045 0,304 0,152 0,083 0,146 0,262
T 0,5 0,304 0,826 0,955 0,696 0,848 0,917 0,854 0,738
SNP_C12 A 0,739 0,804 0,304 0,341 0,739 0,565 0,771 0,646 0,616
G 0,261 0,196 0,696 0,659 0,261 0,435 0,229 0,354 0,384
SNP_C26 C 0,5 0,5 0,5 0,5 0,522 0,5 0,5 0,5 0,503
T 0,5 0,5 0,5 0,5 0,478 0,5 0,5 0,5 0,497
SNP_C29 A 0,391 0,152 0,452 0 0,261 0,261 0,479 0,521 0,32
G 0,609 0,848 0,548 1 0,739 0,739 0,521 0,479 0,68
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Distribucion frecuencias alélicas por SNP en razas espaiolas
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Figura 20: Distribucion de las frecuencias alélicas por SNPs en las

razas espanolas estudiadas.

Una vez elegido el panel de polimorfismos para llevar a cabo el estudio
de verificacion de trazabilidad, se realizo el genotipado de todas las muestras
que forman parte de las poblaciones incluidas en el estudio de trazabilidad
(Parda de Montana, Pirenaica I, Pirenaica II, Pirenaica I+II y poblacion total).
A partir de los resultados de los genotipos se calcularon las frecuencias

alélicas por SNP en las poblaciones estudiadas (Tabla 33).

Se detecto equilibrio de Hardy-Weinberg para todos los loci excepto
para el SNP ubicado en el cromosoma 26 que mostré un desequilibrio
altamente significativo. Las frecuencias alélicas para dicho SNP eran las mas
cercanas a las recomendadas, sin embargo habia un exceso de
heterocigotos, por lo que este polimorfismo fue eliminado del estudio. Los

resultados del desequilibrio seran comentados en el apartado 5.2.2.1.1.
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Tabla 33: Frecuencias alélicas de SNPs por poblaciones.

Parda de Pirenaica Pirenaica
Alel - i i

elos |\ ontafa Pirenaica I II I+IT Total
C

SNP_C1 0,4238 0,4648 0,3088 0,3623 0,3883
T 0,5762 0,5352 0,6912 0,6377 0,6117
C

SNP C4 0,4605 0,3125 0,4362 0,3991 0,4247
G 0,5395 0,6875 0,5638 0,6009 0,5753
A

SNP C5 0,1694 0,0408 0,0204 0,0272 0,0923
C 0,8307 0,9592 0,9796 0,9728 0,9078
A

SNP_C6 0,6424 0,7077 0,7231 0,7180 0,6850
G 0,3576 0,2923 0,2769 0,2821 0,3150
C

SNP_C7 0,4937 0,5070 0,1441 0,2857 0,3824
T 0,5063 0,4930 0,8559 0,7143 0,6177
C

SNP_C8 0,3624 0,5139 0,4745 0,4880 0,4358
T 0,6376 0,4861 0,5256 0,5120 0,5643
C

SNP C21 0,2867 0,4028 0,3504 0,3684 0,3352
G 0,7133 0,5972 0,6496 0,6316 0,6648
C

SNP C23 0,5520 0,6349 0,5845 0,6000 0,5794
T 0,4481 0,3651 0,4155 0,4000 0,4206
A

SNP C24 0,5278 0,6267 0,4962 0,5433 0,5369
G 0,4722 0,3733 0,5038 0,4567 0,4631
A

SNP C2 0,3630 0,2879 0,2149 0,2406 0,2943
G 0,6370 0,7121 0,7851 0,7594 0,7057
C

SNP_C10 0,7445 0,8704 0,9314 0,9103 0,8328
T 0,2555 0,1296 0,0686 0,0897 0,1672
A

SNP C11 0,0721 0,4559 0,1810 0,2826 0,2034
G 0,9279 0,5441 0,8190 0,7174 0,7966
A

SNP_C13 0,4408 0,6716 0,5480 0,5869 0,5260
G 0,5592 0,3284 0,4521 0,4132 0,4740
A

SNP C17 0,4468 0,3623 0,4275 0,4058 0,4224
G 0,5532 0,6377 0,5725 0,5942 0,5776
G

SNP C18 0,4813 0,4412 0,2955 0,3450 0,4056
T 0,5188 0,5588 0,7046 0,6550 0,5944
C

SNP_C19 0,1345 0,4189 0,2439 0,3096 0,2437
G 0,8655 0,5811 0,7561 0,6904 0,7563
C

SNP_C20 0,3517 0,2581 0,0680 0,1394 0,2387
T 0,6483 0,7419 0,9320 0,8606 0,7613
A

SNP_C12 0,6689 0,6286 0,7724 0,7202 0,6977
G 0,3311 0,3714 0,2276 0,2798 0,3023
C

SNP C26 0,5024 0,5000 0,5000 0,5000 0,5010
T 0,4976 0,5000 0,5000 0,5000 0,4990
A

SNP_C29 0,3237 0,5571 0,5177 0,5308 0,4486
G 0,6763 0,4429 0,4823 0,4692 0,5514

Los valores de heterocigosidades esperadas y observadas asi como el

contenido de informacion polimoérfica se muestran en la Tabla 34.
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Tabla 34: Valores de heterocigosidades y contenido de informacion

polimorfica.

Parda de

- Pirenaica I Pirenaica II Pirenaica I+II Total
Montaiia

Locus PIC Ho He PIC Ho He PIC Ho He PIC Ho He PIC Ho He

SNP_C1 [ 0,369 0,466 0,488 |0,374 0,511 0,498 |0,336 0,412 0,425 [0,355 0,448 0,462 [0,362 0,456 0,475
SNP_C4 [ 0,373 0,476 0,497 |0,337 0,362 0,430 | 0,371 0,557 0,493 [0,365 0,490 0,480 0,369 0,484 0,489
SNP_C5 [ 0,242 0,204 0,281 | 0,075 0,043 0,078 [0,039 0,021 0,040 [0,052 0,028 0,053 0,153 0,101 0,168
SNP_C6 [0,354 0,466 0,460 | 0,328 0,383 0,414 | 0,320 0,351 0,397 | 0,323 0,366 0,405 | 0,338 0,407 0,432
SNP_C7 [0,375 0,534 0,500 | 0,375 0,511 0,500 | 0,216 0,155 0,249 | 0,325 0,269 0,408 | 0,361 0,379 0,472
SNP_C8 [ 0,355 0,447 0,462 | 0,375 0,532 0,500 | 0,374 0,433 0,499 | 0,375 0,469 0,500 | 0,371 0,460 0,492
SNP_C21|0,325 0,388 0,409 | 0,365 0,532 0,481 |0,352 0,448 0,454 | 0,357 0,479 0,465 | 0,346 0,441 0,446
SNP_C23 | 0,372 0,495 0,495 | 0,356 0,340 0,464 | 0,368 0,474 0,487 | 0,365 0,428 0,480 | 0,369 0,456 0,487
SNP_C24 | 0,374 0,398 0,499 | 0,358 0,596 0,468 | 0,375 0,478 0,500 | 0,373 0,522 0,496 | 0,374 0,469 0,497
SNP_C2 [ 0,356 0,418 0,463 | 0,326 0,404 0,410 [0,280 0,271 0,339 [0,209 0,313 0,365 [ 0,329 0,356 0,415
SNP_C10 | 0,308 0,330 0,380 | 0,200 0,149 0,226 |0,120 0,073 0,129 | 0,150 0,097 0,163 | 0,240 0,194 0,279
SNP_C11|0,125 0,078 0,134 | 0,373 0,447 0,496 | 0,253 0,219 0,299 | 0,323 0,292 0,405 | 0,272 0,202 0,324
SNP_C13 | 0,371 0,490 0,493 | 0,344 0,426 0,441 | 0,373 0,537 0,495 | 0,367 0,504 0,485 | 0,374 0,498 0,499
SNP_C17 | 0,372 0,369 0,494 | 0,355 0,468 0,462 | 0,370 0,474 0,490 | 0,366 0,469 0,482 | 0,369 0,427 0,488
SNP_C18 | 0,375 0,553 0,499 | 0,372 0,478 0,493 | 0,330 0,385 0,418 | 0,350 0,413 0,452 | 0,366 0,472 0,482
SNP_C19 | 0,206 0,155 0,233 | 0,368 0,575 0,487 | 0,301 0,281 0,365 | 0,336 0,382 0,428 | 0,301 0,287 0,369
SNP_C20 | 0,352 0,408 0,456 | 0,310 0,319 0,383 |0,119 0,072 0,128 |0,211 0,152 0,240 | 0,297 0,258 0,364
SNP_C12 | 0,345 0,466 0,443 | 0,358 0,489 0,467 | 0,290 0,289 0,354 | 0,322 0,352 0,403 | 0,333 0,399 0,422
SNP_C29 | 0,342 0,350 0,438 | 0,372 0,489 0,494 | 0,375 0,490 0,499 | 0,374 0,493 0,498 | 0,372 0,433 0,495

Media |0,331 0,394 0,428 [0,333 0,424 0,431 0,293 0,338 0,372 | 0,315 0,366 0,404 | 0,331 0,378 0,426
(sp) | (0,07) (0,13) (0,103) | (0,07) (0,139) (0,107) | (0,10) (0,166) (0,143)|(0,09) (0,144) (0,123)|(0,06) (0,115) (0,09)

En general se han obtenido para la mayoria de los loci valores de
heterocigosidades superiores a 0,3 que es el valor recomendado para
considerar un SNP como altamente informativo (Goffaux et al. 2005). Los
SNPs genotipados del cromosoma 5, 10, 11, 19 y 20 en el calculo total de la
heterocigosidad han mostrado valores por debajo del recomendado. En estos
casos se observa un comportamiento diferente de los SNPs en las
poblaciones analizadas, mostrando valores mayores de 0,3 en algunas

poblaciones o menores en otras.

Las heterocigosidades medias fueron en general altas (0,33 - 0,42) y
superiores a las descritas recientemente en 13 razas europeas donde se
encontraron valores en el rango de 0,22 a 0,31 (Negrini et al. 2009). Los
valores mas bajos se encontaron en la subpoblacion II de Pirenaica (0,33),
pudiendo ser debido al bajo numero de reproductores que existe en este

grupo.
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Un comportamiento similar han tenido los valores de PIC, con valores
en general superiores a 0,3. Resultados similares han sido encontrados en
un estudio con 36 SNPs en animales de raza Holstein-Friesian, donde han
encontrado un valor medio de PIC de 0,28 (Schopen et al. 2008). Por lo que
se pueden considerar altamente informativos y elegibles para formar parte

de un panel utilizable en estudios de identificacion y trazabilidad.

5.2.2.1.1. Desequilibrio H-W en SNP del cromosoma 26

Al testar la totalidad de las muestras para este SNP se observo que las
frecuencias alélicas eran intermedias en todas las razas y poblaciones
analizadas. Valores similares fueron encontrados por el autor que describio
dicho polimorfismo en las razas German Holstein, German Fleckvieh y
German Braunvieh (Werner et al. 2004). Sin embargo encontrabamos un
99% de animales heterocigoticos, mostrandose un desequilibrio altamente
significativo (p<0.001) al realizar la prueba de %2 usando el programa
Genepop (Raymond & Rousset 1995). Este hecho resulta sorprendente

teniendo en cuenta que trabajabamos con poblaciones en equilibrio.

Con el objetivo de buscar una posible explicacion a este hecho se llevo
a cabo un BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) entre la
secuencia del GenBank que contenia el SNP g.329C>T (AJ496781) del
cromosoma 26 y las bases de datos de secuencias de Bos Taurus. Como
resultado de este alineamiento se encontraron dos identidades del 99% en el
contig NW_001503883, cada una contenia una C o una T en la posicion

correspondiente al SNP (Figura 21 y 22).

Estas dos identidades se identificaban con los genes LOC784256
(6164pb) y LOC784299 (1161pb) derivados mediante analisis computacional
automatizado usando el método de prediccion GNOMON localizados en la
cadena inversa del cromosoma 26, correspondiendo a las secuencias de
mRNA XM_001250368.1 y XM_001250420.1 (Figura 23) ambas similares al
Citocromo P450 17A1 (CYPXVII) (P450-C17) (P450c17) (Steroid 17-alpha-
hydroxylase/ 17,20 lyase).
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Figura 22: Alineamiento entre la secuencia que contiene el SNP (AJ496781) y

la secuencia genomica de Bos taurus NW_001503883
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Figura 23: Estructura de los genes que comprendian las identidades.

El citocromo P-450 (P-450) es el principal responsable del metabolismo
oxidativo de los xenobioticos, se trata de una familia de hemoproteinas
presentes en numerosas especies, desde bacterias a mamiferos, y de las que
ya se han identificado mas de 2000 isoformas diferentes, diversos estudios
en genomas de vertebrados indican que cada genoma contiene de 50-80
genes que codifican citocromos P450 (Thomas 2007). Todos los P-450s
conocidos se nombran siguiendo un criterio comun y se agrupan en familias
y subfamilias en funcion de la similitud en la secuencia del ADN que los
codifica. Las familias 1, 2 y 3 estan constituidas por enzimas encargados de
la biotransformacion de xenobidticos, mientras que el resto de familias
incluyen P-450s que intervienen en la biosintesis y el metabolismo de
compuestos endogenos. El extremo C-terminal de la molécula presenta una
conservacion mayor de las secuencias de aminoacidos entre los distintos P-
450s que la region N-terminal. CYP17 (citocromo P450c17a), codifica la
enzima P450cl17a con actividad 17-a hidroxilasa y 17, 20-liasa y esta
involucrada en la conversion de pregnenolona y progesterona a sus
respectivos 17-hidroxi metabolitos, asi como la subsecuente conversion de
estos intermediarios a dehidroepiandrosterona o androstenediona, los

precursores de estrona y testosterona.

Debido a que se han descrito numerosas duplicaciones de genes

pertenecientes a esta superfamilia (Lundqvist et al. 1999; Thomas 2007) y
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debido a la importante funcion metabdlica que desempena este gen en el
metabolismo, nuestros resultados permiten plantear la hipotesis de que este

gen esté repetido en el genoma de Bos taurus.

Con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos por BLAST se
secuencio primeramente un fragmento que comprendia parte de la region 3~
adyacente a los loci LOC784256 y LOC784299, asi como parte de la region
exonica. Para ello se disenaron dos oligonucleétidos especificos de cadena
directa (Primers 1 y 2 en la Figura 24) y un reverso comun en la region
homologa (Primer 3 en la Figura 24). Los resultados del alineamiento entre
las secuencias obtenidas para los fragmentos A y B se muestran en la Figura
25, apreciandose que solo muestran identidad del 100% en la region 5™ que
forma parte del ex6n, de manera que podemos sostener la idea que son dos

fragmentos diferentes.

Posteriormente se secuencid un segundo fragmento que comprendia
desde la region 3" adyacente a los loci LOC784256 y LOC784299 hasta el
intron 6 del gen incluyendo la secuencia AJ496781. Se utilizaron
oligonucleotidos especificos disenados en la cadena @ directa
aproximadamente 200pb desde el final de los dos loci (Primers 4 y 5 en la
Figura 24) y un reverso comun en la cadena inversa (Primer 6 en la Figura
24). Como resultado se obtuvieron dos fragmentos diferentes que nos
permitio verificar la identidad de las regiones homologas correspondientes a
los loci LOC784256 y LOC784299, pero no en la region 3~ adyacente a
dichos loci. Ademas se encontré6 como se esperaba una C o una T en las
posiciones g.28527 y g.47254 referidas al contig NW_001503883. Por lo que
estos resultados sugieren la existencia de los dos loci altamente homologos
conteniendo cada uno una C o una T en las posiciones respectivas donde se

habia descrito un SNP (Figura 26).
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dewk Sk ks Kk Rk kekk ok

CCTCAGCGGT GGGCACCTCC CCCCAGTCTT
CCTCAGCGGG GGGCACCTCT GCCCAGTCTC

TGAACATAAC TGAC »
CCAGTATAAC TGAC------ —---TCCAA

" ek ek J—
AGCCTGAGGG TCCAAGGACA GTGAGTGAGC
AGCCTGAGG- TCCAAGGACA GTGAGTGAGC

% LOCT784256
TGCCH TGGA GAAAGAAACT GTTTTATGCA

TGCCTTIGGA GAAAGAAACT GTTTTATGCA
LOC784299

TGGTGGGAGA
TGGTGGGAGA

GGGTGGGGGA GCTCCTCTAA TTCTGTGCGG
GGGTGGGGGA GCTCCTCTAA TTCTGTGCGG

3
TGGGEGTCAC ATAGGGTGGA GTCATGGGQT
TGGGEGICAC ATAGGGTGGA GTCATGGGAT

GCTACCCTCA
GCTACCCTCA

GCCTGGGCTT
GCCTGGGCTT

CCTTCCAGGC
CCTTCCAGGC

CTGGCGCACC
CTGGCGCACC

TCGATCTTCA CCTTGAAAGG TTTGATCTGC
TCGATCTTCA CCTTGAAAGG TTTGATCTGC

AAGACGAGAC TGGCATGGCC CTCCAGAGAG
AAGACGAGAC TGGCATGGCC CTCCAGAGAA

GGTAGCTTCC
GGTAGCTTCC

CATCATCCGG
CATCATCCGG

GATCTCCAGG
GATCTCCAGG

TTGAACCTCT
TTGAACCTCT

GCAGCAGCCG GGACATGAAG AGGAAGAGCT
GCAGCAGCCG GGACATGAAG AGGAAGAGCT

CCTGGCGGGC TAGCATCTCA CCTACGCAGG
CCTGGCGGGC TAGCATCTCA CCTACGCAGG

AGCGGGGTCC
AGCGGGGTCC

TGCTCCAAAG
TGCTCCAAAG

GGCAAGTAGC
GGCAAGTAGC

TTAATGATGG
TTAATGATGG

CGAGATGAGT TGCGTCCCTG TGGGGTCCAA
CGAGATGAGT TGCGTCCCCG TGGGGTCCAA

GAAGCGCTCT GCGGACACAA GGAGCCATCA
GAAGCGCTCT GCAGACACGG GGAGCCATCA

GCGAGGGGCC
GCCAGGGGCC

AGGGTCAGTG
AGGGTCAGTG

TCAGTAGAGG
TCAGTAGAGG

AGTAGGGGGA
AGTAGGGGGA

*

GGACAAGGCC CTGCCTGGGG AGCCCCAGTC
GGACAAGGCC CTGCCTGGGG AGCCCCAGTC

B

TGAGAAGGTG GACAGCCTTA TTTGGGTGG-
TGAGAAGGTG GACAGCCTTA TTTGGGTGGG

ke

--AGGGGGGG
GGGGGGGGGG

CGGCAATCTT
CGGCAATCTT

AAGAGAGATA
AGGAGAGATA

AATGCCCTGC
AATGCCCTGC

TCTCAGGTAG CCCTTAATCA CACAGAGAAG
TCTCAGGTAG CCCTTAATCA CACAGAGAAG

ATGGAATATT CAGGAAGGAT GAAAAGGTGT
ATGGAATATT CAGGAAGGAT GAAAAGGTGT

ATTAAACATG
ATTAAACATG

AAAATGGCAC
AAAATGGCAC

*

CATCCCACAG
CATCCCACAG

GAGAGGGGGC
GAGAGGGGGC

TGACTTCACA GGAGACATAT GCCTATGGGC
TGACTTCACA GGAGACATAT GCCTATGGGC

CTTCTCAGAA GAGGAGGCTG CAGTTGGCGG
CTTCTCAGAA GAGGAGGCTG CAGTTGGCGG

AAGGAGAGTG
AAGGAGAGTG

GGGAACCCAG
GGGAACCCAG

CTGTGAAGAA
CTGTGAAGAA

TCTGGGTAAG
TCTGGGTAAG

TGTAGGGTAG GCTAGGGGTG TCAACAGGTC
TGTAGGGTAG GCTAGGGGTG TCAACAGGTC

CATGTAGTGG GAGTCAGGAG TCTTCTAGCA
CATGTAGTGG GAGTCAGGAG TCTTCTAGCA

GGAAGCTTGG
GGAAGCTTGG

CAGAAGGGAA
CAGAAGGGAA

GCAATGCTGG
GCAATGCTGG

AGAGGTGGGC
AGAGGTGGGC

ACAGAGGGGG CTGTGTGGCT GGCBGGCAG
ACAGAGGGGG CTGTGTGGCT GGCABGGCAG

GACAGAACAG GGACTCACCG GGCATGAACA
GACAGAACAG GGACTCACCG GGCATGAACA

GGTCGGGATG
GGTCGGGATG

CTGCCACTCC
CTGCCACTCC

TTCTCACTGT
TTCTCACTGT

GATGCAGTGC
GATGCAGTGC

] fesrsnenn

CCACAGGTTG ACCACAACGT CTGTGCCTTT
CCACAGGTTG ACCACAACGT CTGTGCCTTT

GTCAATGGTA AGGTCGCCAA TGCTGCTCCA
GTCAATGGTA AGGTCGCCAA TGCTGCTCCA

GAGAGGGAGA
GAGAGGGAGA

GGAAAAGAGG
GGAAAAGAGG

GTCTGGAGTA
GTCTGGAGTA

CCTACCCTGG GGAAAAGAGT CCTTTGCTCC
ATTACCCTGG GGAAAAGAGT CCTTTGCTCC

CTCATGCCCG
CTCATGCCCG

CTCCCTCATG
CTCCCTCATG

CCCACTCCCT
CCCACTCCCT

TCGTCCTTCC
TCGTTCTTCC
HkAA HAAAA
CATGCCCACT
CATGCCCACT

CCACCTTCTC TGCCCCAAGT CTCCGTGGTC
CCACCTTCTC TGCCCCAAGT CTCCGTGGTC

CCTGQRATCTT CTCCTCAGCT TCTGQCAGAT

TGAATATGAA TCCAGCCCTC TCTTCCTGAG
TGAATATGAA TCCAGCCCTC TCTTCCTGAG

TAGCACTTAG
TAGCACTTAG

GATCAACACT
GATCAACACT

TGTGGGTCTG
TGTGGGTCTG

TTAGGGCCTG
TTAGGGCCTG

TGGGTGTGCA TATTGAGCTG GTGCATGTGT
TGGGTGTGCA TATTGAGCTG GTGTGTGTGT

GCATGAGTGC GTGTGTGTGT GTGTGTGTTG
GCATGAGTGC GTGTGTGTGT G----TGTTG

kR ARk KA AR KA K ke

GGGTCAGTGG GTATCAGTGG GTAGGAGACA
GGGTCAGTGG GTGTCAGTGG GTAGGAGACA

CGGCTTTTGG
CGGCTTTTGG

ATTGGGTAGG
ATTGGGTAGG

AGCACGTGTC
AGCACGTGTC

TCCCAGGCAG
TCCCAGGCAG

Akk kkkkk

CGGGCAGCTT CTGAGGGAGG TCAGGTCGAT
CGGGCAGCTT CTGAGGGAGG TCAGGTCGAT

CACTGGTCAG
CACTGGTCAG

TAGGTCGTGG
TAGGTCGTGG

GTACGATGAT
GTACGATGAT

CGGTTGTCAG
CAGTTGTCAG

TGGTTGACTG TAGGTTGACC AGCCAGCTGG
TGGTTGACTG TAGGTTGACC AGCCAGCTGG

ke

AAGGGTCAGA TGCTGGGGGA GG

*

AAGGGTCAGA TGCTGGGGGA GGGACCAGGA

B T wrrarnR

GGGTTGGGTG

TTCCTGGGAG

GGAAGGCACA

Figura 24: Alineamiento entre las

CCTGGAGTCA

ATGACA

dos regiones A y B del contig

NW_001503883. Los primers aparecen numerados, la region sombreada se

corresponde con la secuencia AJ496781. El SNP g.329C>T (AJ496781)

aparece

enmarcado.
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10 20 30 40 50
5160CypA_R  TCCACAAAAA AGTATAAACC CTCCTATGAC TTCTTTCATA TCTGGCTAGA
5160_CypB_ ~ ———--==—== —————mmmmm oo GGGAA GGCATGC--- TGAGAGCATA
SRR EETEY JEPTE) EERTY EERPEEY FERR) UEEEEY FEREY UERRE BEPEY

60 70 80 90 100

5160CypA_R  AACCAGAACT CCTTTCTCCT ACTTGGAAAC ATTCCGCGGG GCCTGGCCCT
5160_CypB_ CTTCTCGGTG CATTTATTCT ATGGCAGAAG AAGCCA-GTG ATGAGGGATT

S EETEY EEPERY EEEEY JErrry PRy EEPTEY PSS ST PR |
110 120 130 140 150

5160CypA R GCCTGCAGTC TGACTTCATC AGGGACCATT CTTCCCCTCA TTGGCTCGAG
5160 CypB_  GCCAGGA--- -TACCTCAAG GGAGAACTTT TTTCCTCGTA AGTGTCCAGG
SRR [ I [ ey Y [ ey [
160 170 180 190 200
5160CypA R CATT-————= ————- GGCCT CTCCTACCTT GAGAGCCTCT TCCCTGATGC

5160_CypB_  GGTGAGAGAG TGGCAGGTTA ACCCAGTGTC CTGAGCCTCT TCCCTGCTGC
SRR EETEY BEETE) EEPYY UEPEE) FEREY UEEREY FREEY UERRE BEPEY

210 220 230 240 250

5160CypA_R  TCCCTCAGCG GTGGGCACCT CCCCCCAGTC TTCATGCCTC CCCCACCCTT
5160_CypB_  TCCCTCAGCG GGGGGCACCT CTGCCCAGTC T-CATGC-TA CCCCAACCTT
SRR EEEY JEEER) EERYY EEREE) PEREY UREEE) FRREY UPRRE BEPEY

260 270 280 290 300
5160CypA_R  TCATTCACAG CAGCCTCCCC CACCTCAGCC ATTCCCCTTG CACCATCAGC
5160_CypB_  TCATTCACAG CAGCCACCCC CACCTTGGCC ATTCCCCTCA CATCATCAGC
SRR EETEY BEETR) EERYY UEREES FEREY UEEEEY FEREY UERREY PEPEY

310 320 330 340 350

5160CypA_R  ACTGAACATA ACTGACTCCA AATTGACTCC AAAGCACTTA TGAGTCTCTA
5160_CypB_  AACCAGTATA ACTGACT--- ---—---- CC AAAGCACTTA TGAGTCTCTG
SRR EETEY JEETE) EEPYY UEEEEY FEREY UEEEEY EEEEY UERREY BEPEY
360 370 380 390 400

5160CypA R  GAATGTTCAT TTGTCAGCCC TCACTAGAAT TTTAAGTTTC ATGAAACCAA
5160_CypB_  GAATGTTCAT TTGTCAGCCC TCACTAGAAT TTTAAGTTTC ACGAGGCCAA

S EEEEY EEEEEY FEEEY SEREEY FEPEY BEPRRY FEPEY BERER PEPEY |

410 420 430 440 450
5160CypA_R  GGAGCCTGAG GGTC------ —-—=—-=————— -—- CAAATAG TAGGTGGCCC

5160_CypB_  GGAGCCTGAG GTCCAAGGAC AGTGAGTGAG CGGCACATAG TAGGTGGTCC

SR EEEPY EEPER] PEREY UEEEE) EEPEY EERERY PR SEERERY BERr) |

460 470 480 490 500

5160CypA R  ATAAAATACT TGTTGAAAGA AACGAGTGAA CAAATGAGTG AGCTGCTCAG

5160_CypB_  ATAAAATACT TGTTGAAAGA AACGAGTGAA CAAATGAATG AGCTGCTCAG

> exon

) EETEY UERERY FEREY SEEEE] FEERY UEEEES EEEEY SERERY PR |

510 520 530 540 550

5160CypA_R  ATGCCTTTGG AGAAAGAAAC TGTTTTATGT ACATCACTGC CAGGGCTGCA

5160_CypB_  ATGCCTTTGG AGAAAGAAAC TGTTTTATGC ACATCACTGC CAGGGCTGCA

TR EEEEY JEEEE) PERE) EEPER) PEEEY SEEEE) PEEEY BEREY BERY

560 570 580 590 600
5160CypA_R  GGCTGGGAAA GAAGGCAGAG TGGGAGGGGA GGAAGAAGGA ATGGTGGGAG
5160_CypB_  GGCTGGGAAA GAAGGCAGAG TGGGCGGGGA GGAAGAAGGA ATGGTGGGAG
S EEEEY BEEEE) FEREY JEEEE) FEREY UEERRY PEPEY BERER PEPyy |

610 620 630 640 650
5160CypA_R  AGGATGGGG- AGCTCCTCTA ATTATGGGC- ---------- —————————-
5160_CypB_  AGGGTGGGGG AGCTCCTCTA ATTCTGTGCG GTGGGGGTCA CATAGGTGGG

SRR EEEEY |
660

Figura 25: Alineamiento entre los fragmentos A y B obtenidos con los

primers 1, 2 y 3.
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A-TW TCTCTCTGCA GACCAGTTTC CACTTGGATG ATTTTTTAAAL AATATGAGCT AGACATTTCC ACCTAAATG TATAAMACCCT

CAP-4
E-HW CCAGCTGTG GAG ACATTA TAGTAGAACT GCCTTCCTGC TCOTCTGAGTC CCACTTGOCTT TOGTCACATGC TCCCTGCTAT
CAP-B
ES CCTATGACTT CCTTTCATAT CTGGACTAG AMACCAGAALE CTCCTTTCTC CTACTTGGAAL ACATT CCG CGGGGCCTGG
CAP-4
E-HW TTTGTCCCTC AGATTTGCAC CAGCCCTTGC TGAAGAAGGC ATACTTCTCG GTGUATTTAT TCTATGGCAG AAGAAGUCAG
CAP-E
ERy CCCTGC CTGCAGTCTG ACTTCATCAG GGACCATTCT TCCCCTCATT GGCTCGAGCA TT GGCCTCT
CAP-4
B-NW TGATGAGGGA TTGCCAGGAT ACCTCAAGGG AGAACTTTTT TCCTCGTAAG TGTCCAGGGG TGAGAGAGTG GCAGGTTAALC
CAP-B
A-TW CCTACCTTGA GAGCCTCTTC CCTGATGCTC CCT CAGCGG TGGGCACCTC CCCCCAGTCT TCATGCCTCC CCCACCCTTT
CAP-4
E-HW CCAGTGTCCT GAGCCTCTTC CCTGCTGCTC CCT CAGCGG GGGGCACCTC TGCCCAGTCT CATGC TaC CCCALCCTTT
CAP-B GCCCGCCCA AACGTTGTGA TCTGCAGCGA GTCTTGCCTC TGCCCAGTCT CATGC TCC CGCAALCCTTT

ES CATTCACAGC AGCCTCCCCC ACCTCAGCCA TTCCCCTTGC ACCATCAGCA CTGAACATAA CTGACTCCAL ATTGACTCCA

E-HW CATTCACAGC AGCCACCCCC ACCTTGGUCA TTCCCCTCAC ATCATCAGCA ACCAGTATAAL CTGACTCCAL A
CaP-B T TTCACAGC AACCACCCCC ACCTTGGCCA TTCCCCTCAC ATCATCATCA ACCAGTATAA CTGACTCCAL A

ES ALAGCACTTAT GAGTCTCTAG AATGTTCATT TGTCAGCCCT CACTAGAATT TTAAGTTTCA TGALAACCAAG GAGCCTGAGG
CAP-4 CAAALCCTGG G TaAhTh CGCAAMACCCCT CACTAGAATT TTAAGTTTCA TGAGACCAALG GAGCCTGAGS
B-NW GCACTTAT GAGTCTCTGG AATGTTCATT TGTCAGCCCT CACTAGAATT TTAAGTTTCA CGAGGCCAALG GAGCCTGAGS
CAP-B GCACTTAT GAGTCTCTGG AATGTTCATT TGTCAGCCCT CACTAGAATT TTAAGTTTCA CGAGGCCAALG GAGCCTGAGS

A-TW GTCCAAGGAC AGTGAGTGAG CGGCACATAG TAGGTGGTCC ATAALAATACT TGTTGAAAGA AACGAGTGAL CAAATGAGTG
CaP-4 GTCCAAGGAC AGTGGTTGAG CGG ACATGG AAGGTGGTA ATALALTACT TGTTGAA GA AACCAGTGAL CAAATGATTG
E-HW TCCAAGGAC AGTGAGTGAG CGGUCACATAG TAGGTGGTCC ATAAAATACT TGTTGAAALAGA AACGAGTGAL CAALATGAATG
CAP-B TCCAAGGAC AGTGAGTGAG CGGCACATAG TAGGTGGTCC ATAAAATACT TGTTGAAALGA AACGAGTGAL CAAATGAALTG

A-HW LAGCTGCTCAG ATGCCTTTGG AGAAAGAAAC TGTTTTATGC ACATCACTGC CAGGGCTGCA GGCTGGGALAAL GALAGGCAGAG
CaP-4 AGCTGCTCAL ATGCCTTTGG AGAAAGAALLC TGTTTTATGC ACATCACTGC CAGGGCTGCA GGUTGGGAAL GAAGGCAGAG
B-NW AGCTGCTCAG ATGCCTTTGG AGAAAGAALAC TGTTTTATGC ACATCACTGC CAGGGCTGCA GGUTGGGAAL GAAGGCAGAG
CAP-B AGCTGCTCAG ATGCCTTTGG AGAAAGAALAC TGTTTTATGC ACATCACTGC CAGGGCTGCA GGUTGGGAAL GAAGGUCAGAG

A-HW TGGGCGGGGA GGALGAAGGA ATGGTGGGAG AGGGTGGGGG AGCTCCTCTA ATTCTGTGCG GTGGGGGTCA CATAGGGTGG
CAP-4 TGGGCGGGGA GGALGAAGGA ATGGTGGGAG AGGGTGGGGG AGCTCCTCTA ATTCTGTGCG GTGGGGGTCA CATAGGGTGG
B-NW TGGGCGGGGA GGALGAAGGA ATGGTGGGAG AGGGTGGGGG AGCTCCTCTA ATTCTGTGCG GTGGGGGTCA CATAGGGTGG
CAP-E TGGGUGUGGLA CGAAGAAGGA ATGGTGGGAG AGGGTGGGGEGE AGCTCCTCTA ATTCTGTGCG GTGGOGGTCA CATAGGGTGG

A-FW AGTCATGGGGE TGCTACCCTC AGCCTGGGCT TCCTTCCAGG CCTGGCGCAC CTCOGATCTTC ACCTTGAAAG GTTTGATCTG
CaP-4 AGTCATGGGG TGCTACCCTC AGCCTGGGCT TCCOTTCCAGG CCTGGCGCAC CTOGATCTTC ACCTTGAAAG GTTTGATCTG
B-NW LAGTCATGGGG TGCTACCCTC AGCCTGGGCT TCCOCTTCCAGG CCTGGCGCAC CTCGATCTTC ACCTTGAALAG GTTTGATCTG
CAPB AGTCATGGGG TGCTACCCTC AGCCTGGGCT TCCTTCCAGG CCTGGCGCAC CTCGATCTTC ACCTTGALAG GTTTGATCTG

A-HW CALAGACGAGA CTGGCATGGC CCTCCAGAGA GGGTAGCTTC CCATCATCCG GGATCTCCAG GTTGAALCCTC TGCAGCAGCC
CAP-4 CAAGACGAGA CTGGCATGGC CCTCCAGAGA GGGTAGCTTC CCATCATCCG GGATCTCCAG GTTGAACCTC TGUCAGCAGCC
B-NW CALGACGAGA CTGGCATGGC CCTCCAGAGA AGGTAGCTTC CCATCATCCG GGATCTCCAG GTTGAACCTC TGCAGCAGCC
CAP-B CALGACGAGA CTGGCATGGC CCTCCAGAGA AGGTAGCTTC CCATCATCCG GGATCTCCAG GTTGAACCTC TGCAGCAGCC

A-HW GGGACATGAAL GAGGAAGAGC TCCTGGCGGGE CTAGCATCTC ACCTACGCAG GAGCGGGGTC CTGCTCCAAAL GGGCAAGTAG
CAP-4 GGGACATGAAL GAGGAAGAGC TCCTGGCGGGE CTAGCATCTC ACCTACGCAG GAGCGGGGTC CTGCTCCAAAL GGGCAAGTAG
B-NW GGGACATGAAL GAGGAAGAGC TCCTGGCGGGE CTAGCATCTC ACCTACGCAG GAGCGGGGTC CTGCTCCAAAL GGGCAAGTAG
CAP-BE GGGACATGAL GAGGAAGAGC TCCOTGGCGGG CTAGCATCTC ACCTACGCAG GAGCGGGGTC CTGCTCCAAL GGGCAAGTAG

A-FW CTTAATGATG GCGAGATGAG TTGUCGTCCCT GTGGGGTCCA AGAAGCGCTC TGUGGACACA AGGAGCCATC AGUGAGGGGC
CaP-4 CTTAATGATG GCGAGATGAG TTGUCGTCCCT GTGGGGTCCA AGAAGCGCTC TGUGGACACA AGGAGCCATC AGUGAGGAGC
B-NW CTTAATGATG GCGAGATGAG TTGCGTCCCC GTGGGGTCCA AGAAGCGCTC TGCAGACACG GGGAGCCATC AGCCAGGGGC
CAP-B CTTAATGATG GCGAGATGAG TTGCGTCCCT GTGGGGTCCA AGAAGCGCTC TGCAGACACA GGGAGCCATC ACCGAGGGGC

A-HW CAGGGTCAGT GTCAGTAGAG GAGTAGGGGG AGGACAAGGC CCTGCCTGGG GAGCCCCAGT CTGAGAALAGGT GGACAGCCTT
CaP-4 CAGGGTCAGT GTCAGTAGAG GAGTAGGGGG AGGACAAGGC CCTGCCTGGG GAGCCCCAGT CTGAGAAGGT GGACAGCCTT
B-NW CAGGGTCAGT GTCAGTAGAG GAGTAGGGGG AGGACAAGGC CCTGCCTGGG GAGCCCCAGT CTGAGAAGGT GGACAGCCTT
CAP-B CAGGGTCAGT GTCAGTAGAG GAGTAGGGGG AGGACAAGGC CCTGCCTGGG GAGCCCCAGT CTGAGAAGGT GGACAGCCTT

A-HW ATTTGGGTGG AGGGGGGGCG GCAATCTTAL GAGALGA T AKATGCCCTG CTCTCAGGTA GCCCTTAATC ACACAGAGAAL
CaP-4 ATTTGGGTGG AGGGGGGGCG GCAATCTTAL GAGALGA T AKATGCCCTG CTCTCAGGTA GCCCTTAATC ACACAGAGAAL
B-HW ATTTGGGTGGE GGGGGGGGGGE GCOGGCALATCT TAGGAGAGAT AALATGCCCTG CTCTCAGGTA GCCCTTAATC ACACAGAGAL
CAP-B ATTTGGGTGG AGGGGGGGCGE GCGUCAATCT TAAGAGAGAT AALATGCCCTG CTCTCAGGTA GCCCTTAATC ACACAGAGAL

A-FW GATGGAATAT TCAGGAAGGA TGAAAAGGTG TATTAAACAT GAALMATGGCA CCATCCCACA GGAGAGGGGG CTGACTTCAC
CaP-4 GATGGAATAT TCAGGAAGGA TGAAAAGGTG TATTAAACAT GAALMATGGCA CCATCCCACA GGAGAGGGGG CTGACTTCAC
B-NW GATGGAATAT TCAGGAAGGA TGAAAAGGTG TATTAAACAT GAALMATGGCA CCATCCCACA GGAGAGGGGG CTGACTTCAC
CAP-B GATGGAATAT TCAGGAAGGA TGAAAAGGTG TATTAAACAT GAAAATGGAA CAATCCCACA GGGAGAGGGG CTGACTTCAC

A-HW AGGAGACATA TGCCTATGGG CCTTCTCAGA AGAGGAGGCT GCAGTTGGCG GAAGGAGAGT GGGGAALCCCA GCTGTGAALGA
CAP-4 AGGAGACATA TGCCTATGGG CCTTCTCAGA AGAGGAGGCT GCAGTTGGCG GAAGGAGAGT GGGGAACCCA GCTGTGAALGA
B-NW AGGAGACATA TGCCTATGGG CCTTCTCAGA AGAGGAGGCT GCAGTTGGCG GAAGGAGAGT GGGGAALCCCA GCTGTGAALGA
CAPB AGGAGACATA TGCCTATGGG CCTTCTCAGA AGAGGAGGCT GCAGTTGGCG GAAGGAGAGT GGGGAACCCA GCTGTGAALGA

AN ATCTGGGTAL GTGTAGGGTA GGCTAGGGGT GTCAACAGGT CCATGTAGTG GGAGTCAGGA GTCTTCTAGC AGGALGCTTG
CAP-A ATCTGGGTAA GTGTAGGGTA GOUTAGGGGT GTCAACAGGT CCATGTAGTG GGAGTCAGGA GTCTTCTAGC AGGAAGCTTG
B-NW ATCTGGGTAL GTGTAGGGTA GGUTAGGGGT GTCAACAGGT CCATGTAGTG GGAGTCAGGA GTCTTCTAGC AGGAAGCTTG
CAP-E ATCTGGGTAA GTGTAGGGTA GGCTAGGGGT GTCAACAGGT CCATGTAGTG GGAGTCAGGA GTCTTCTAGC AGGAAGCTTG

A-HW GCAGAAGGGA AGCAATGCTG GAGAGGTGGG CACAGAGGGG GCTGTGTGGC TGGG|IGGGCA GGACAGAACA GGGACTCACC
CAP-A4 GCAGALAGGGA AGCAATGCTG GAGAGGTGGG CACAGAGGGG GCTGTGTGGC TGGOGIGGGCA GGACAGALACA GGGACTCACC
B-NW GCAGAALGGGA AGCAATGCTG GAGAGGTGGG CACAGAGGGG GCTGTGTGGC TGGOA|GGGCA GGACAGAALACA GGGACTCACC
CAP-B GCAGAALGGGA AGCAATGCTG GAGAGGTGGG CACAGAGGGG GCTGTGTGGC TGGOA|GGGCA GGACAGAALACA GGGACTCACC
A-HW GGGCATGALC AGGTCGGGAT GCTGCCACTC CTTCTCACTG TGATGCAGTG CCCACAGGTT GACCACAACG TCTGTGCCTT
CAP-A GGGCATGAAC AGGTCGGGAT GCTGCCACTC CTTCTCACTG TGATGCAGTG CCCACAGGTT GACCACAACG TATGTGCCTT
B-NW CGGGCATGAAC AGGTCGGGAT GCTGCCACTC CTTCTCACTG TGATGCAGTG CCCACAGGTT GACCACAACG TCTGTGCCTT
CAP-E GGGCATGAALC AGGTCTGGAT GCTGCCACTC CTTCTCACTG TGATGCAGTG CCCACAGGTT GACCAAAALCA TCTGTGCCTA
AN TGTCAATGGT AAGGTCGCCA ATGCTGCTCC AGAGAGGGAG AGGAAAAGAG GGTCTGGAGT ATCGTCCTTC CCCACCTTCT
CAP-4 TGTCAATGGT AAGGTCGCAAL ATAATCCCCT TAGGT

B-NW TGTCAATGGT AAGGTCGCCA ATGCTGCTCC AGAGAGGGAG AGGAAAAGAG GGTCTGGAGT ATCGTTCTTC CCCACCTTCT
CAP-E ATCALATGGT AAGGTAGACT 4

A-HW CTGCCCCAAG TOCTCCGTGGT CCCTACCCTG GGGAAAAGAG TCCTTTGCOTC CCTCATGCCT GCTCCCTCAT GCCOCCACTCCC

B-NW CTGCCCCAAG TOCTCCGTGGT CATTACCCTG GGGAAAAGAG TCCTTTGCTC CCTCATGCCT GCTCCCTCAT GCCCACTCCC

AN TCATGCCCAC TCCTGCATCT TCTCCTCAGC TTCTGCCAGA TTGAATATGA ATCCAGCCCT CTCT

B-NW TCATGCCCAC TCCTGCATCT TCTCCTCAGC TTCTGCCAGA TTGAATATGA ATCCAGC

Figura 26: Alineamiento fragmentos amplificados A, B (con primers 3,

4y 5) y las dos regiones del contig NW_001503883.
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Estos resultados nos permiten explicar la desviacion altamente
significativa del equilibrio de Hardy-Weinberg provocada por el exceso de
heterocigotos en la poblacion. Por esto, este polimorfismo ha sido eliminado
del panel de SNPs para estudios de trazabilidad a pesar de estar
recomendado por otros trabajos. Ademas de eliminar este SNP se
recomienda no utilizar ningin otro marcador ubicado en esta region con el

fin de no introducir errores en la identificacion de individuos.

Por otra parte dada la elevada homologia que existe entre el gen bovino
y su ortélogo humano, se recomienda tener especial cuidado con este gen en
estudios en humanos. Este gen al tener una importante funciéon en el
metabolismo tiene implicaciones en diversos procesos en humanos, de hecho
se han llevado a cabo estudios de asociacion de este gen CYP17A1 con
cancer de prostata o mamario (Sarma et al. 2008; Severi et al. 2008) en los

que no hay resultados definitivos de dicha asociacion.

Es importante tener en cuenta que al revisar las bases de datos de
secuencias se hacen llamadas de atencion de este gen acerca de su
alineamiento multiple en diferentes contig, pudiendo conducir a errores en la
interpretacion de los resultados debido a la posiblidad de duplicacion de este

gen.
5.2.2.1.2. Analisis de variabilidad en SNP del cromosoma 1

En la seleccion de los polimorfismos que serian analizados como parte
de la busqueda de un panel para ser empleado en identificacion y
trazabilidad fueron elegidos cuatro SNPs pertenecientes a regiones exonicas
dentro de los que estaba el polimorfismo en el codon 12 de la transferrina
bovina en el cromosoma 1. Los tres polimorfismos restantes ubicados en
regiones exonicas habian sido estudiados anteriormente por su asociacion

con caracteres cuantitativos.

Debido a la funcion fisiolégica de la trasferrina asi como por estar

ubicada en una region involucrada en varios caracteres cuantitativos, se ha
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estudiado la variabilidad de este polimorfismo en una muestra de vacas con

valores estimados de produccion extremos en cantidad de grasa en la leche.

El genotipado del SNP ¢.1455A>G (U02564) del exon 12 del gen de la
transferrina bovina para verificar si existia asociacion con la cantidad de
grasa en la leche se realizo6 mediante PCR alelo especifica, utilizando PCR

estandar o a tiempo real.

En la Figura 27 se puede apreciar una imagen de PCR a tiempo real
con los posibles resultados del genotipado, donde una diferencia de 6 ciclos
de amplificacion de un alelo a otro era suficiente para el correcto genotipado
de las muestras (Germer et al. 2000); para la validacion de los genotipos se

utilizaron controles obtenidos por secuenciacion.
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Figura 27: Imagenes de las reacciones de PCR a tiempo real para el

genotipado. A: muestra TT. B: muestra CT. C: muestra CC.
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A partir del resultado de los genotipos se calcularon las frecuencias
alélicas en ambos grupos de muestras, los resultados se muestran en la

Tabla 35.

Tabla 35: Frecuencias alélicas del SNP por grupos de muestras.

Alelos
C T
Cola Alta (n=117) 0,517 0,483
Cola baja (n= 94) 0,351 0,649
Total (n=211) 0,44 0,56

El analisis de asociacion del SNP con el contenido de grasa en la leche
en los dos grupos de animales de raza Holstein-Friesian se realizé usando
un contraste binomial de proporciones mediante una prueba chi cuadrado.
Como resultado obtuvimos un valor de X2 de 11,65 (p<0,0006)
evidenciandose una clara asociacion entre este SNP y la cantidad de grasa
en la leche, estando el alelo T asociado a baja cantidad y el C a una alta

cantidad (Sanz et al. 2010).

Este polimorfismo produce un cambio aminoacidico Asp—Gly en la
posicion 469 de la transferina bovina, sin embargo este aminoacido no
parece estar involucrado en la funcion de union al hierro de esta proteina o
cualquier otra funciéon que no sea estructural. Para intentar explicar la clara
asociacion que se produce nos planteamos le busqueda de algun otro
polimorfismo situado en esta region y verificar si se producia también alguna

asociacion.

Dada la presencia del microsatélite BM1824 empleado en el estudio de
trazabilidad y que esta mapeado en el cromosoma 1 en 122.391 cM a solo
3.514 cM del gen de la transferrina se realizo el genotipado de este marcador
mediante PCR fluorescente con posterior visualizacion mediante
electroforesis capilar en un secuenciador ABI Prism 3130 (Applied

Biosystems), de esta manera verificariamos la asociacion con la cantidad de
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grasa en la leche en los dos grupos de muestras y comprobariamos el

desequilibrio de ligamiento con el SNP.

Los resultados de las frecuencias alélicas y los resultados de la
asociacion entre el microsatélite y la cantidad de grasa se muestran en la
Tabla 36, evidenciandose asociacion de los alelos 180 y 188 con la cantidad

de grasa en la leche (p<0.05).

Tabla 36: Asociacion entre Microsatélite y Cola de grasa.

Frecuencia génica

Alelo Valores P (error tipo I)| Colal(Alta) | Cola2(Baja) Dif.

A(178) 0.4319 0.1304 0.1576 -0.0272
B(180) 0.0210 0.3130 0.2120 0.1010
C(182) 0.3537 0.2043 0.1685 0.0358
D(188) 0.0180 0.3217 0.4348 -0.1131
E(190) 0.8442 0.0304 0.0272 0.0032

Partiendo del hecho de la existencia de la asociacion se llevo a cabo el
analisis del desequilibrio de ligamiento entre el SNP de la transferrina y el
microsatélite BM1824 encontrandose un desequilibrio altamente significativo
(p<0,001) de los alelos 180 y 190 del microsatélite con el SNP en el grupo

seleccionado para la cola alta de cantidad de grasa en la leche (Tabla 37).

Tabla 37: Desequilibrio de ligamiento entre SNP de transferrina y

microsatélite.

Valores P (error tipo I)

Alelo Colal(Alta) | Cola2(Baja)
A(178) 0.1676 0.0724
B(180) 0.0008 0.4016
C(182) 0.4482 0.3985
D(188) 0.1353 0.5884
E(190) 0.0054 0.4676
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Si bien existe asociacion entre el microsatélite con la cantidad de grasa
esta asociacion debe estar provocada por el elevado desequilibrio de

ligamiento que existe entre estos loci.

La influencia de la transferrina en la cantidad de grasa en la leche
podria ser debido a la actividad lipolitica de esta que ha sido demostrada en
numerosos trabajos (Rumberger et al. 2004; Green et al. 2006). Estudios
recientes han demostrado el efecto de la transferrina y del hierro en la
actividad lipolitica del suero, posiblemente a través de la reaccion de Fenton
catalizada por el hierro mediante la formacion de radicales libres, como por
ejemplo los radicales hidroxilos (Rumberger et al. 2004). Estos radicales
pueden inducir la peroxidacion lipidica que segun se ha demostrado
incrementa la lipodlisis (Rejholcova et al. 1988). Por lo que este incremento en
la tasa de lipdlisis inducida por la trasferrina unida al hierro podria resultar
en el incremento de los acidos grasos libres circulando en sangre

(Rumberger et al. 2004).

En el proceso metabodlico de secrecion de leche en la ubre se necesitan
una gran cantidad de nutrientes traidos a la ubre por la sangre.
Aproximadamente el 17-45% de la grasa en la leche se forma a partir del
acetato y el 8-25% a partir del butirato circulantes en sangre, hecho que
podria explicar al menos parcialmente la asociacion entre el SNP de la
trasferrina con la cantidad de grasa, debido a que la cantidad de acidos
grasos libres circulando en la sangre es superior a la basal debido al

incremento de la tasa de lipolisis.

Mediante el estudio de la variabilidad de este polimorfismo en la
muestra seleccionada se puede llegar a conclusiones preliminares acerca de
la posible implicacion de este polimorfismo en la cantidad de grasa en la
leche que presenten los animales que presenten el genotipo favorable, siendo
una aplicacion adicional de los SNPs a considerar en analisis de

identificacion, verificacion de trazabilidad o en los programas de seleccion.
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5.2.2.2. Probabilidades de exclusion

Los valores de PE por locus y combinados para las poblaciones
estudiadas se muestran en la Tabla 38. Se puede observar que el panel de
19 SNPs tiene un bajo poder de exclusion, con un valor de 0,9696 en la
poblacion total. Comparando nuestros resultados con los obtenidos por otros
autores analizando paneles con un mayor numero de marcadores, podemos
decir que nuestros resultados son satisfactorios. Van Eenennaam y
colaboradores (2007) obtuvieron una PEcomb de 0,956 utilizando 28 SNPs o
Herraez y colaboradores (2005) analizando 43 SNPs obtuvieron una PEcomb
de 0,9772. Estos resultados podrian ser debidos a la elevada heterocigosidad

que muestran en general estos polimorfismos en las poblaciones estudiadas.

Tabla 38: Probabilidades de exclusion por locus y combinado.

Locus Parda de Pirenaica I | Pirenaica II Pirenaica Total
Montaia I+II
SNP_C1 0,18457 0,18688 0,16789 0,17766 0,18110
SNP_C4 0,18672 0,16869 0,18545 0,18230 0,18463
SNP_C5 0,12088 0,03762 0,01959 0,02577 0,07673
SNP_C6 0,17695 0,16407 0,16014 0,16149 0,16922
SNP_C7 0,18748 0,18748 0,10815 0,16243 0,18039
SNP_C8 0,17768 0,18740 0,18717 0,18743 0,18542
SNP_C21 0,16268 0,18268 0,17580 0,17854 0,17319
SNP_C23 0,18614 0,17807 0,18388 0,18240 0,18431
SNP_C24 0,18711 0,17922 0,18749 0,18656 0,18682
SNP_C2 0,17776 0,16298 0,14024 0,14934 0,16455
SNP_C10 0,15403 0,10010 0,05983 0,07501 0,11987
SNP_C11 0,06240 0,18652 0,12628 0,16164 0,13577
SNP_C13 0,18573 0,17190 0,18635 0,18367 0,18716
SNP_C17 0,18608 0,17766 0,18485 0,18298 0,18445
SNP_C18 0,18732 0,18576 0,16483 0,17491 0,18296
SNP_C19 0,11637 0,18417 0,15040 0,16807 0,18429
SNP_C20 0,17602 0,15481 0,05933 0,10557 0,14870
SNP_C12 0,17243 0,17896 0,14491 0,16090 0,16644
SNP_C29 0,17100 0,18586 0,18734 0,18702 0,18617
PEcomb 0,9688 0,9690 0,95196 0,96237 0,9696
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Se han ordenado los valores de probabilidad de exclusion por locus
considerando la poblacion total (Tabla 39). Se ha comprobado, como era de
esperar, que los que muestran los mayores poderes de exclusion se

corresponden con los locus mas polimorficos.

Tabla 39: Valores teoricos de probabilidades de exclusion de los

diferentes SNPs calculados en la poblacion total ordenados por su grado de

polimorfismo.
Locus PE
SNP_C13 0,18716
SNP_C24 0,18682
SNP_C29 0,18617
SNP_CS8 0,18542
SNP_C4 0,18463
SNP_C17 0,18445
SNP_C23 0,18431
SNP_C19 0,18429
SNP_C18 0,18296
SNP_C1 0,18110
SNP_C7 0,18039
SNP_C21 0,17319
SNP_Cé6 0,16922
SNP_C12 0,16644
SNP_C2 0,16455
SNP_C20 0,14870
SNP_C11 0,13577
SNP_C10 0,11987
SNP_C5 0,07673

Las probabilidades de exclusion parentales (PEP1, PEP2 y PEPS3)
fueron calculadas asumiendo las tres situaciones diferentes descritas en el
capitulo de Material y Métodos, utilizando la informacion de genealogias

disponible. Los resultados se muestran en la Tabla 40.
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Tabla 40: Probabilidades de exclusion parentales acumulativas
calculadas para diferentes trios de familias de las razas Parda de Montana y

Pirenaica.

Parda de Montana Pirenaica
PEP.1 0,962246553 0,9674028
PEP.2 0,838522169 0,8410522
PEP.3 0,995325001 0,9961394

El poder de exclusion parental acumulativo (PEP) es una medida de la
probabilidad de la asignacion parental correcta. Los resultados obtenidos
con los 19 SNPs muestran el bajo poder de este panel. Se puede apreciar que
en ambas poblaciones el menor valor se obtiene para el caso PEP.2 donde a
partir de los genotipos de un progenitor y un descendiente se excluye la
relacion entre ellos. El mayor valor se obtiene para el caso PEP.3 que excluye
ambos progenitores a partir de los genotipos de ambos progenitores y el
descendiente. En un estudio en la raza Galloway, en el que han sido
analizados 43 SNPs se han encontrado valores de 0,9929 para PEP1, 0,9497
para PEP2 y 0,9999 para PEP3 (Herraez et al. 2005), de manera que
nuestros resultados se pueden considerar satisfactorios ya que hemos

analizado aproximadamente la mitad SNPs.
5.2.2.3. Probabilidades de identidad tedricas y empiricas

Desde el punto de vista de trazabilidad el calculo del valor de la
probabilidad de identidad es un valor muy util. Se han calculado estos
valores por locus y los resultados se muestran en la Tabla 41 ordenados en
orden ascendente de probabilidad. Se observa que las probabilidades de
identidad para los diferentes loci difieren entre poblaciones, corroborandose
el hecho de que los SNPs manifiestan comportamientos muy diferentes entre

poblaciones.

133



Resultados y Discusién

Tabla 41: Probabilidades de identidad teodricas por locus.

Parda de

- Pirenaica I Pirenaica II Pirenaica I+II Total
Montaiia

SNP_C7 0,375 SNP_C7 0,375 SNP_C24 0,375 SNP_C8 0,3751 SNP_C13 0,3757
SNP_C18 0,3754 SNP_C8 0,3752 SNP_C29 0,3753 SNP_C29 0,376 SNP_C24 0,3764
SNP_C24 0,3758 SNP_C1 0,3762 SNP_C8 0,3757 SNP_C24 0,3769 SNP_C29 0,3777

SNP_C4 0,3766 SNP_C11 0,377 SNP_C13 0,3774 SNP_C13 0,3829 SNP_C8 0,3792
SNP_C23 0,3777 SNP_C29 0,3783 SNP_C4 0,3788 SNP_C17 0,3843 SNP_C4 0,3809
SNP_C17 0,3779 SNP_C18 0,3785 SNP_C17 0,3799 SNP_C23 0,3856 SNP_C17 0,3812
SNP_C13 0,3786 SNP_C19 0,3818 SNP_C23 0,3819 SNP_C4 0,3858 SNP_C23 0,3815

SNP_C1 0,381 SNP_C21 0,385 SNP_C21 0,4012 SNP_C21 0,3941 SNP_C18 0,3844

SNP_C2 0,3959 SNP_C24 0,3926 SNP_C1 0,4212 SNP_C1 0,3961 SNP_C1 0,3884

SNP_C8 0,3961 SNP_C12 0,3932 SNP_C18 0,426 SNP_C18 0,4025 SNP_C7 0,39

SNP_C6 0,3977 SNP_C23 0,3952 SNP_C6 0,4421 SNP_C19 0,4191 SNP_C21 0,4066
SNP_C20 0,3999 SNP_C17 0,3961 SNP_C19 0,4703 SNP_C7 0,4336 SNP_C6 0,4162
SNP_C12 0,4084 SNP_C13 0,4097 SNP_C12 0,4803 SNP_C11 0,4357 SNP_C12 0,4232
SNP_C29 0,4119 SNP_C4 0,4176 SNP_C2 0,4939 SNP_C6 0,436 SNP_C2 0,4281
SNP_C21 0,4329 SNP_C6 0,4293 SNP_C11 0,5366 SNP_C12 0,4376 SNP_C19 0,4666
SNP_C10 0,4562 SNP_C2 0,4321 SNP_C7 0,5955 SNP_C2 0,4694 SNP_C20 0,4712

SNP_C5 0,556 SNP_C20 0,4541 SNP_C10 0,767 SNP_C20 0,6065 SNP_C11 0,5094
SNP_C19 0,6158 SNP_C10 0,6251 SNP_C20 0,7688 SNP_C10 0,7133 SNP_C10 0,5593
SNP_C11 0,7593 SNP_C5 0,8526 SNP_C5 0,9217 SNP_C5 0,8983 SNP_C5 0,7071

Se ha calculado como varia la probabilidad de identidad a medida que
se incrementa el nimero de loci genotipados (Tabla 42). Se puede ver que no
en todas las poblaciones la informatividad de los marcadores es la misma, lo
cual esta relacionado con la estructura genética de cada poblacion tal y

como se ha discutido para el caso de los marcadores microsatélites.

Considerando el panel completo de SNPs se observa que la
probabilidad de encontrar dos individuos en la poblacion que tengan los
mismos genotipos es del orden de 10-8, siendo de 8,83E-08 para la poblacion
de Parda de Montana y de 2,01E-07 para la poblacion Pirenaica I+II, para la
totalidad de las muestras la probabilidad de identidad fue de 8,87E-08
(Tabla 43), es decir la probabilidad de encontrar individuos que compartan
los mismos perfiles genéticos considerando la poblacion total es de 1:11,27

millones.
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Tabla 42: Variacion de la probabilidad de identidad teorica con el incremento de locus genotipados.

Parda de Montana Pirenaica I Pirenaica II Pirenaica I+II Total
N°. SNPs Locus Incremento PI Locus Incremento PI Locus Incremento PI Locus Incremento PI Locus Incremento PI

1 SNP_C7 0,375 SNP_C7 0,375 SNP_C24 0,375 SNP_C8 0,3751 SNP_C13 0,3757

2 SNP_C18 0,1407721 SNP_C8 0,140716 SNP_C29 0,14075 SNP_C29 0,1410367 | SNP_C24 0,1413967
3 SNP_C24 5,29E-02 SNP_C1 5,29E-02 SNP_C8 5,29E-02 SNP_C24 5,32E-02 SNP_C29 5,34E-02
4 SNP_C4 0,0199202 SNP_C11 2,00E-02 SNP_C13 2,00E-02 SNP_C13 2,04E-02 SNP_C8 2,03E-02
5 SNP_C23 7,52E-03 SNP_C29 7,55E-03 SNP_C4 7,56E-03 SNP_C17 7,82E-03 SNP_C4 7,71E-03
6 SNP_C17 2,84E-03 SNP_C18 2,86E-03 SNP_C17 2,87E-03 SNP_C23 3,02E-03 SNP_C17 2,94E-03
7 SNP_C13 1,08E-03 SNP_C19 1,09E-03 SNP_C23 1,10E-03 SNP_C4 1,16E-03 SNP_C23 1,12E-03
8 SNP_C1 4,10E-04 SNP_C21 4,20E-04 SNP_C21 4,40E-04 SNP_C21 4,59E-04 SNP_C18 4,31E-04
9 SNP_C2 1,62E-04 SNP_C24 1,65E-04 SNP_C1 1,85E-04 SNP_C1 1,82E-04 SNP_C1 1,68E-04
10 SNP_C8 6,43E-05 SNP_C12 6,49E-05 SNP_C18 7,90E-05 SNP_C18 7,31E-05 SNP_C7 6,53E-05
11 SNP_C6 2,56E-05 SNP_C23 2,56E-05 SNP_C6 3,49E-05 SNP_C19 3,06E-05 SNP_C21 2,66E-05
12 SNP_C20 1,02E-05 SNP_C17 1,02E-05 SNP_C19 1,64E-05 SNP_C7 1,33E-05 SNP_C6 1,11E-05
13 SNP_C12 4,18E-06 SNP_C13 4,16E-06 SNP_C12 7,89E-06 SNP_C11 5,79E-06 SNP_C12 4,68E-06
14 SNP_C29 1,72E-06 SNP_C4 1,74E-06 SNP_C2 3,90E-06 SNP_C6 2,52E-06 SNP_C2 2,00E-06
15 SNP_C21 7,45E-07 SNP_C6 7,46E-07 SNP_C11 2,09E-06 SNP_C12 1,10E-06 SNP_C19 9,35E-07
16 SNP_C10 3,40E-07 SNP_C2 3,22E-07 SNP_C7 1,24E-06 SNP_C2 5,18E-07 SNP_C20 4,40E-07
17 SNP_C5 1,89E-07 SNP_C20 1,46E-07 SNP_C10 9,55E-07 SNP_C20 3,14E-07 SNP_C11 2,24E-07
18 SNP_C19 1,16E-07 SNP_C10 9,15E-08 SNP_C20 7,34E-07 SNP_C10 2,24E-07 SNP_C10 1,25E-07
19 SNP _C11 8,83E-08 SNP_C5 7,830E-08 SNP_C5 6,76E-07 SNP_C5 2,01E-07 SNP_C5 8,87E-08
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Tabla 43: Valores teoricos de probabilidades de identidad del panel de
19 SNPs.

Poblaciéon PIt
Parda de Montana 8,83 x 108
Pirenaica I 7,80 x 108
Pirenaica II 6,76 x 107
Pirenaica I+II 2,01 x 107
Total 8,87 x 108

Las probabilidades de identidad tedricas obtenidas con nuestro panel
de 19 SNPs han sido menores a las publicadas para otras poblaciones
europeas (Mountain Brown, Piedmontese, Italian Holstein, Belgian Blue,
Marchigiana, Charolais, Italian Red Pied, Aosta Red Pied, Rendena, Chianina
y Reggiana) donde con un panel de 16 SNPs se obtuvieron valores del orden
de 104 cuando se consideraron grupos de individuos de una misma raza o
del orden de 10-° para grupos mixtos (Capoferri et al. 2006). En estudios en
las razas German Holstein, German Fleckvieh, German Braunvieh, Kerry y
Angus la PI para 37 SNPs ha sido del orden de 10-13 (Werner et al. 2004). Asi
mismo en otros trabajos se han obtenido valores de 2.0 x 10-13 al testar 32
SNPs (Heaton et al. 2002) en muestras pertenecientes al MARC Beef Cattle
Diversity Panel version 2.1 (Heaton et al 200la), o de 1.9 x 10-10 en
muestras pertenecientes al MARC Purebred Angus Panel version 1.0 (Heaton
et al. 2001a). En la raza Galloway un estudio con 43 SNPs dio un valor de PI

de 5.3 x 10-11,

Teniendo en cuenta el nimero de marcadores que comprende nuestro
panel, podemos afirmar que nuestros resultados son satisfactorios y
discriminantes ya que comparado con estudios realizados previamente

siempre obtenemos probabilidades menores.

Cuando se realiza el calculo empirico podemos apreciar que los
resultados son mas discriminantes ya que se trabaja directamente con los
genotipos y no se hace una estimacion tedrica a partir de las frecuencias

alélicas de la poblacion. En la Tabla 44 se muestran las probabilidades de
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identidad empiricas para cada SNP ordenadas segun el grado de
informatividad del marcador. Se puede observar que el comportamiento de
los SNPs varia entre poblaciones y que existen diferencias entre estos valores

empiricos y los valores teoricos (Tabla 41).

Tabla 44: Probabilidades de identidad empiricas por locus.

Parda de Montaia Pirenaica I Pirenaica II Pirenaica I+II Total

SNP_C24 0,3362 SNP_C11 0,346 SNP_C8 0,3441 SNP_C8 0,3571 SNP_C29 0,3563
SNP_C17 0,3394 SNP_C18 0,366 SNP_C24 0,3576 SNP_C29 0,3713 SNP_C24 0,3641
SNP_C4 0,3644 SNP_C7 0,367 SNP_C29 0,3647 SNP_C23 0,3824 SNP_C17 0,3689

SNP_C1 0,3786 SNP_C29 0,371 SNP_C17 0,3785 SNP_C24 0,39 SNP_C8 0,3719
SNP_C23 0,3786 SNP_C1 0,372 SNP_C23 0,3849 SNP_C17 0,3956 SNP_C13 0,3751
SNP_C13 0,3797 SNP_C8 0,38 SNP_C13 0,4034 SNP_C4 0,4079 SNP_C23 0,3797

SNP_C7 0,388 SNP_C23 0,385 SNP_C4 0,4175 SNP_C13 0,4098 SNP_C4 0,3886
SNP_C18 0,4019 SNP_C21 0,424 SNP_C21 0,4384 SNP_C1 0,4292 SNP_C7 0,3887
SNP_C2 0,4137 SNP_C17 0,43 SNP_C1 0,4867 SNP_C21 0,4342 SNP_C18 0,4

SNP_C20 0,4232 SNP_C12 0,431 SNP_C18 0,4963 SNP_C18 0,439 SNP_C1 0,4067
SNP_C8 0,4262 SNP_C19 0,441 SNP_C6 0,5137 SNP_C19 0,4762 SNP_C21 0,4589
SNP_C29 0,4415 SNP_C4 0,453 SNP_C19 0,5621 SNP_C7 0,4882 SNP_C6 0,4747
SNP_C6 0,4415 SNP_C13 0,454 SNP_C12 0,5704 SNP_C11 0,4946 SNP_C12 0,4904
SNP_C12 0,4773 SNP_Co6 0,491 SNP_C2 0,6009 SNP_C12 0,5063 SNP_C2 0,4904
SNP_C21 0,5085 SNP_C2 0,507 SNP_C11 0,6546 SNP_C6 0,5074 SNP_C19 0,5551
SNP_C10 0,5405 SNP_C24 0,507 SNP_C7 0,7184 SNP_C2 0,5673 SNP_C20 0,5587
SNP_C5 0,6722 SNP_C20 0,527 SNP_C10 0,8634 SNP_C20 0,7291 SNP_C11 0,6142
SNP_C19 0,735 SNP_C10 0,741 SNP_C20 0,8647 SNP_C10 0,8232 SNP_C10 0,6791
SNP_C11 0,8553 SNP_C5 0,916 SNP_C5 0,9592 SNP_C5 0,946 SNP_C5 0,818

Se han calculado como varian las probabilidades de identidad
empiricas incrementando el numero de loci genotipados y se puede observar
que para el caso de la poblacion de Parda de Montana con un set de 10
marcadores SNPs es suficiente para alcanzar una probabilidad O, esto no
ocurre para las poblaciones de Pirenaica (Tabla 45). En la subpoblacion I de
Pirenaica a partir de 9 SNPs ya no disminuye mas la PI; en la Pirenaica II a
partir de 11 y en la Pirenaica total con 14 SNPs. Considerando la poblacion
total con un panel de 12 marcadores es suficiente para alcanzar la
probabilidad minima. Evidentemente el nimero de marcadores requeridos
para alcanzar la probabilidad de identidad minima es un aspecto que varia
entre poblaciones y que depende de la estructura genética de la poblacion en

cuestion.
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Tabla 45: Probabilidades de identidad empiricas incrementando el niumero de SNPs.

Parda de Montaia

Pirenaica I

Pirenaica II

Pirenaica I+II

Total

N° SNPs Locus Incremento PI Locus Incremento PI Locus Incremento PI Locus Incremento PI Locus Incremento PI
1 SNP_C24 0,3362 SNP_C11 0,3469 SNP_C8 0,3441 SNP_C8 0,3571 SNP_C29 0,3563
2 SNP_C17 0,1104131 SNP_C18 0,1333 SNP_C24 0,12209738 SNP_C29 0,13607 SNP_C24 0,133821
3 SNP_C4 4,00E-02 SNP_C7 4,64E-02 SNP_C29 5,11E-02 SNP_C23 4,88E-02 SNP_C17 5,06E-02
4 SNP_C1 1,48E-02 SNP_C29 2,03E-02 SNP_C17 0,02429467 SNP_C24 2,09E-02 SNP_C8 1,88E-02
5 SNP_C23 4,76E-03 SNP_C1 1,55E-02 SNP_C23 7,31E-03 SNP_C17 9,04E-03 SNP_C13 7,51E-03
6 SNP_C13 0,00194 SNP_C8 7,73E-03 SNP_C13 3,21E-03 SNP_C4 3,81E-03 SNP_C23 2,61E-03
7 SNP_C7 1,16E-03 SNP_C23 2,90E-03 SNP_C4 1,60E-03 SNP_C13 1,55E-03 SNP_C4 8,58E-04
8 SNP_C18 5,82E-04 SNP_C21 1,93E-03 SNP_C21 1,07E-03 SNP_C1 8,84E-04 SNP_C7 4,65E-04
9 SNP_C2 3,88E-04 SNP_C17 9,66E-04 SNP_C1 8,02E-04 SNP_C21 4,42E-04 SNP_C18 3,25E-04
10 SNP_C20 0 SNP_C12 9,66E-04 SNP_C18 8,02E-04 SNP_C18 4,49E-04 SNP_C1 2,16E-04
11 SNP_C8 SNP_C19 9,66E-04 SNP_C6 5,35E-04 SNP_C19 4,49E-04 SNP_C21 1,80E-04
12 SNP_C29 SNP_C4 9,66E-04 SNP_C19 5,35E-04 SNP_C7 4,49E-04 SNP_C6 1,08E-04
13 SNP_C6 SNP_C13 9,66E-04 SNP_C12 5,35E-04 SNP_C11 4,49E-04 SNP_C12 1,08E-04
14 SNP_C12 SNP_C6 9,66E-04 SNP_C2 5,35E-04 SNP_C12 3,37E-04 SNP_C2 1,08E-04
15 SNP_C21 SNP_C2 9,66E-04 SNP_C11 5,35E-04 SNP_C6 3,37E-04 SNP_C19 1,08E-04
16 SNP_C10 SNP_C24 9,66E-04 SNP_C7 5,35E-04 SNP_C2 3,37E-04 SNP_C20 1,08E-04
17 SNP_C5 SNP_C20 9,66E-04 SNP_C10 5,35E-04 SNP_C20 3,37E-04 SNP_C11 1,08E-04
18 SNP_C19 SNP_C10 9,66E-04 SNP_C20 5,35E-04 SNP_C10 3,37E-04 SNP_C10 1,08E-04
19 SNP _C11 SNP_C5 9,66E-04 SNP_C5 5,35E-04 SNP_C5 3,37E-04 SNP_C5 1,08E-04
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Debido a las diferencias que se muestran entre los valores de las
probabilidades de identidad tedricas y empiricas se ha calculado la relacion
entre dichos valores (Tabla 46). Se ha visto, en general, que el valor tedrico
es menor que el empirico, lo que muestra que el valor teérico sobrevalora la
probabilidad de identidad del marcador. En los casos donde el valor tedrico
es mayor que el empirico la relacion es >1. Esta situacion aparece
fundamentalmente en los marcadores mas polimoérficos que son los mas
adecuados para analisis de identificacion y trazabilidad, estimando mejor la

probabilidad de identidad.

5.2.2.4. Estimacion de parametros genéticos en la descendencia a partir

de parametros genéticos de los progenitores utilizando SNPs

De la misma forma que se ha hecho para los marcadores
microsatélites se ha realizado la estimacion de parametros genéticos de los
descendientes en funcion de parametros de los progenitores utilizando el

panel de SNPs.

Se llevdo a cabo el analisis de correlacion de cada unos de los
parametros calculados en los descendientes con los calculados en los
progenitores. En la Tabla 47 se pueden observar los coeficientes de
correlacion de Pearson obtenidos entre las diferentes variables. Se puede
apreciar que existe correlacion estadisticamente significativa entre las
variables de los progenitores y los descendientes. Los coeficientes muestran
una correlacion positiva entre las probabilidades de identidad de
progenitores y descendientes, y negativa entre las probabilidades de
identidad de los descendientes con respecto a las heterocigosidades de sus
progenitores. Lo mismo ocurre con las heterocigosidades, que muestran
correlaciones positivas entre progenitores y descendientes, y negativas entre
las heterocigosidades de los descendientes respecto a las probabilidades de

identidad de los progenitores (Figura 28).
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Tabla 46: Relacion entre los valores de probabilidades de identidad teoricos y empiricos.

Parda de Montaia Pirenaica I Pirenaica II Pirenaica I+II Gobal

Loci PIt Ple PIt/Ple Loci PIt Ple | PIt/Ple Loci PIt Ple PIt/Ple Loci PIt Ple PIt/Ple Loci PIt Ple PIt/Ple
SNP_Cc7 | 0,375 | 0,388 | 0,9665 SNP.Cc7 | 0,375 | 0,367 | 1,0218 | sNpP_c24 | 0,375 |0,3576 | 1,0487 | SNP_C8 |0,3751|0,3571 | 1,0504 | SNP_c13 |0,3757|0,3751| 1,0016
SNP_C18 | 0,3754 | 0,4019 0,9341 SNP_C8 0,3752 | 0,38 0,9874 SNP_C29 | 0,3753 | 0,3647 1,0291 SNP_C29 | 0,376 | 0,3713 1,0127 SNP_C24 | 0,3764 | 0,3641 1,0338
SNP_C24 | 0,3758 | 0,3362 | 1,1178 SNP_C1 | 0,3762 | 0,372 | 1,0113 SNP_C8 |0,3757[0,3441 | 1,0918 | SNP_C24 | 0,3769 | 0,39 0,9664 | SNP_C29 | 0,3777 | 0,3563 | 1,0601
SNP_C4 | 0,3766 | 0,3644 1,0335 SNP_C11 0,377 | 0,346 1,0896 SNP_C13 | 0,3774 | 0,4034 0,9355 SNP_C13 | 0,3829 | 0,4098 0,9344 SNP_C8 | 0,3792 | 0,3719 1,0196
SNP_C23 | 0,3777 | 0,3786 | 0,9976 | sNp_c29 | 0,3783 10,371 | 1,0197 | SNp.c4 |0,3788|0,4175| 0,9073 | sNP_C17 | 0,38430,3956 | 0,9714 | SNP_C4 |0,3809 | 0,3886 | 0,9802
SNP_C17 | 0,3779 | 0,3394 | 1,1134 | SNP.C18 | 0,3785 0,366 | 1,0342 | SNP_C17 |0,3799 | 0,3785 | 1,0037 | SNP_C23 | 0,3856 | 0,3824 | 1,0084 | SNP_C17 | 0,3812]0,3689 | 1,0333
SNP_C13 | 0,3786 | 0,3797 | 0,9971 | sNp._Cc19 | 0,3818 | 0,441 | 0,8658 | SNP_C23 |0,38190,3849 | 0,9922 | snp.c4 |0,3858|0,4079 | 0,9458 | SNP_C23 | 0,3815 | 0,3797 | 1,0047
SNP_C1 0,381 | 0,3786 1,0063 SNP_C21 0,385 | 0,424 0,9080 SNP_C21 | 0,4012 | 0,4384 | 0,9151 SNP_C21 | 0,3941 | 0,4342 | 0,9076 SNP_C18 | 0,3844 0,4 0,9610
SNP_C2 | 0,3959 | 0,4137 | 0,9570 SNP_C24 | 0,3926 | 0,507 0,7744 SNP_C1 | 0,4212 | 0,4867 | 0,8654 SNP_C1 | 0,3961 | 0,4292 | 0,9229 SNP_C1 | 0,3884 | 0,4067 | 0,9550
SNP_C8 | 0,3961 | 0,4262 | 0,9294 SNP_C12 | 0,3932 | 0,431 0,9123 SNP_C18 | 0,426 | 0,4963 | 0,8584 SNP_C18 | 0,4025 | 0,439 0,9169 SNP_C7 0,39 0,3887 1,0033
SNP_C6 | 0,3977 10,4415 | 0,9008 SNP_C23 | 0,3952 | 0,385 1,0265 SNP_C6 | 0,4421 | 0,5137 | 0,8606 SNP_C19 | 0,4191 | 0,4762 | 0,8801 SNP_C21 | 0,4066 | 0,4589 | 0,8860
SNP_C20 | 0,3999 | 0,4232 | 0,9449 SNP_C17 | 0,3961 | 0,43 0,9212 SNP_C19 | 0,4703 | 0,5621 0,8367 SNP_C7 | 0,4336 | 0,4882 | 0,8882 SNP_C6 | 0,4162 | 0,4747 | 0,8768
SNP_C12 | 0,4084 | 0,4773 | 0,8556 SNP_C13 | 0,4097 | 0,454 0,9024 SNP_C12 | 0,4803 | 0,5704 | 0,8420 SNP_C11 | 0,4357 | 0,4946 | 0,8809 SNP_C12 | 0,4232 | 0,4904 | 0,8630
SNP_C29 | 0,4119 | 0,4415 0,9330 SNP_C4 0,4176 | 0,453 0,9219 SNP_C2 | 0,4939 | 0,6009 0,8219 SNP_C6 0,436 | 0,5074 0,8593 SNP_C2 | 0,4281 | 0,4904 0,8730
SNP_C21 | 0,4329 | 0,5085 0,8513 SNP_C6 0,4293 | 0,491 0,8743 SNP_C11 | 0,5366 | 0,6546 0,8197 SNP_C12 | 0,4376 | 0,5063 0,8643 SNP_C19 | 0,4666 | 0,5551 0,8406
SNP_C10 | 0,4562 | 0,5405 | 0,8440 SNP_C2 | 0,4321 | 0,507 | 0,8523 SNP_C7 |0,5955|0,7184 | 0,8289 | SNP_c2 |0,4694 | 0,5673 | 0,8274 | SNP_C20 | 0,4712 | 0,5587 | 0,8434
SNP_C5 | 0,556 | 0,6722| 0,8271 | SNP_C20 | 0,4541 | 0,527 | 0,8617 | SNP_C10 | 0,767 | 0,8634 | 0,8883 | SNP_C20 | 0,6065 | 0,7291 | 0,8318 | SNP_c11 |0,5094 [ 0,6142 | 0,8294
SNP_C19 | 0,6158 | 0,735 | 0,8378 | SNP_C10 | 0,6251 | 0,741 | 0,8436 | SNP_C20 |0,7688 | 0,8647 | 0,8891 | SNP_C10 |0,7133]0,8232| 0,8665 | SNP_C10 | 0,5593 | 0,6791 | 0,8236
SNP_C11 | 0,7593 | 0,8553 | 0,8878 SNP_C5 0,8526 | 0,916 0,9308 SNP_C5 ] 0,9217 | 0,9592 | 0,9609 SNP_C5 ] 0,8983 | 0,946 0,9496 SNP_C5 ] 0,7071 | 0,818 0,8644
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Coeficientes de correlacién P it(p)
1 — P it(m)

\__ ‘/\\\ P It(d)
0,5 V == P le(p)

Ple(m)
P le(d)
He (p)
He(m)
He(d)

—_—— &W ot
. > N = Ho (m)

Ho (d)

P It(p) Prt(m) Plt(d) P le(p) Ple(m) Ple(d/\\ie(p) He(m) He(d) Ho(p) Ho(m) Ho (d)

Figura 28: Representacion de los coeficientes de correlacion de

Pearson entre las diferentes variables.

Debido a la existencia de correlacion tan elevada de los diferentes
parametros entre progenitores y descendientes, se llevaron a cabo los
analisis de regresion para modelizar la relacion existente entre los diferentes

parametros.

5.2.2.4.1. Analisis de regresion para las probabilidades de identidad de

los descendientes

Debido a la clara existencia de correlacion entre los parametros de los
progenitores y descendientes se llevo a cabo el analisis de regresion para
intentar explicar la variacion de unos en funcion de otros. Utilizando el
meétodo Stepwise se determinaron cuales eran los parametros con mejor
capacidad de prediccion por grupos poblacionales (Tabla 48). Se pudo
observar que la mayoria de los modelos obtenidos involucran al menos dos
variables, excepto en el grupo total, cuando se consideran todos los

individuos como una misma poblacion.
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Tabla 47: Coeficientes de correlacion de

(**p< 0,01, *p< 0,05).

Pearson

entre parametros de progenitores y descendientes para SNPs

PIt(p)

PIt(m)

PIt(d)

Ple(p)

Ple(m)

Ple(d)

He(p)

He(m)

He(d)

Ho(p)

Ho(m)

Ho(d)

PIt(p)

1

0,797(**)

0,878(**)

0,913(**)

0,813(**)

0,835(**)

-0,918(*¥)

-0,812(*)

-0,860(**)

-0,776(**)

-0,745(**)

-0,748(*)

PIt(m)

0,797(*%)

1

0,927(*)

0,740(**)

0,964(**)

0,774(**)

-0,702(*4)

-0,981(**)

-0,871(*%)

-0,615(*%)

-0,880(**)

-0,768(**)

PIt(d)

0,927(*)

1

0,830(**)

0,931(*)

0,897(*%)

-0,763(**)

-0,937(*%)

-0,982(*%)

-0,697(*%)

-0,858(**)

-0,909(**)

Ple(p)

(
0,878(**)
0,913(*)

0,740(**)

0,830(**)

1

0,783(**)

-0,818(**)

-0,764(*%)

-0,827(*)

-0,608(**)

-0,672(*)

-0,731(**)

Ple(m)

0,813(*%)

0,964(**)

0,931(*%)

0,783(**)

1

(
0,773(*%)
0,817(*%)

-0,727(*%)

-0,991(*%)

-0,905(**)

-0,652(*%)

-0,887(*%)

-0,813(**)

Ple(d)

0,835(**)

0,774(**)

0,897(**)

0,773(**)

0,817(**)

1

-0,831(*¥)

-0,812(*)

-0,912(*%)

-0,695(**)

-0,762(*)

-0,849(*%)

SNPs

He(p)

-0,918(*%)

-0,702(**)

-0,763(**)

-0,818(*%)

-0,727(*%)

-0,831(*%)

1

0,718(**)

0,744(**)

0,736(**)

0,644(**)

0,636(**)

He(m)

-0,812(*%)

-0,981(*¥)

-0,937(*%)

-0,991(*%)

-0,812(*%)

0,718(*)

1

0,904 (**)

0,659(**)

0,930(**)

0,816(**)

He(d)

-0,860(**)

-0,871(**)

-0,982(*¥)

(
-0,764(**)
-0,827(**)

-0,905(*%)

-0,912(**)

0,744(**)

0,904 (**)

1

0,741(**)

0,846(**)

0,949(**)

Ho(p)

-0,776(*)

-0,615(*%)

-0,697(**)

-0,608(**)

-0,652(**)

-0,695(**)

0,736(**)

0,659(**)

0,741(**)

1

(
(
(
(

0,675(**)

0,655(**)

Ho(m)

-0,745(**)

-0,880(**)

-0,858(**)

-0,672(*)

-0,887(**)

-0,762(*)

0,644(**)

0,930(**)

0,846(**)

0,675(**)

1

0,796(**)

Ho(d)

-0,748(*)

-0,768(**)

-0,909(**)

-0,731(*%)

-0,813(*%)

-0,849(*¥)

0,636(**)

0,816(**)

0,949(**)

0,655(**)

0,796(**)

1

PIt: Probabilidades de identidad teéricas

Ple: Probabilidades de identidad empiricas

He: Heterocigosidades esperadas

Ho: Heterocigosidades observadas

(p): padres

(m): madres

(d): descendientes
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Tabla 48: Variables incluidas en los modelos de regresion usando el

método Stepwise.

Marcador Grupo Modelo Variables incluidas
Total 1 PlIt(p)
Parda de Montana 1 PlIt(p)
2 He(m)
SNPs Pirenaica I 1 PIt(p)
2 PlIt(m)
Pirenaica I+II 1 PIt(m)
2 PlIt(p)

El ajuste de estos modelos a los datos lo podemos verificar mediante el
calculo de los coeficientes de determinacion (Tabla 49). Todos los modelos
muestran un ajuste elevado; considerando el mejor modelo por poblacion
observamos en todos los casos valores superiores al 97%. Notese que en los
grupos donde se obtiene mas de un modelo, el ajuste no aumenta
considerablemente, cuando se ven involucradas un mayor numero de
variables predictoras. En nuestro caso siempre trabajamos con los modelos
de mayor R?, que mas se ajusten sin tener en cuenta el niumero de variables

que involucre.

Tabla 49: Coeficientes de determinacion para cada uno de los modelos

de regresion.

Marcador Grupo Modelo R2 ajustado
Total 1 0,978621496

Parda de Montana 0,966150663

0,97868736

SNPs Pirenaica I 0,981041399
0,994325923
0,980476864

0,985516879

Pirenaica I+II

N ~ (N~ [N~

En la Tabla 50 podemos encontrar los coeficientes de las rectas de
regresion pasando por el origen de coordenadas, que permiten estimar la
variacion de la probabilidad de identidad de los descendientes a partir de las
diferentes variables con mejor capacidad de prediccion obtenidas en cada

modelo.
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Tabla 50: Coeficientes de las rectas de regresion pasando por el origen

de coordenadas.

Coeficientes estandarizados

Marcador Grupo Modelo | Variables
B Std. Error
Total 1 Plt(p) 1,104547472 0,037431682
Parda de Montafia 1 PIt(p) 0,907141556 0,038918032
2 PlIt(p) 0,647621492 0,082253874
He(m) 0,277711996 0,081580879
SNPs Pirenaica I 1 Plt(p) 0,930344286 0,029655525
2 PIt(m) 0,564639193 0,085964058
Plt(p) 0,472720826 0,071535337
. . 1 PIt(m) 1,159272335 0,03750916
Pirenaica I+II
2 PIt(m) 0,741989769 0,158161617
Plt(p) 0,368400735 0,136689977

De la tabla anterior podemos definir los modelos en notacion

matematica para los diferentes grupos que permiten predecir el

comportamiento de las probabilidades de identidad en los descendientes

(Plest(d)).
Poblacion total (Parda de Montana y Pirenaica I+II):
Plest(d) = 1,105 * PI t(p)
Pardas de Montana:
1) Plest(d) = 0,907 * PI t(p)
2) Plest(d) = 0,648 * Pl t(p) + 0,278 * He(m)
Pirenaica I:
1) Plest(d) = 0,93 * PI t(p)
2) Plest(d) = 0,565 * PI t(tm) + 0,473 * PI t(p)
Pirenaica I + II:
1) Plest(d) = 1,159 * PI t(m)
2) Plest(d) = 0,742 * PI t(tm) + 0,368 * PI t(p)

Con estas formulas matematicas seria posible realizar la prediccion del

comportamiento de las Probabilidades de identidad en los descendientes a
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partir de datos genotipicos de los progenitores con una elevada fiabilidad, lo

cual esta respaldado por los altos RZ.

5.2.2.4.1.1. Comparacion entre las PI tedricas, empiricas y estimadas

en los descendientes

Los valores estimados de las PI de los descendientes utilizando los
modelos matematicos anteriores se han comparado con los valores teodricos y
empiricos obtenidos. La comparacion se ha llevado a cabo mediante la
prueba t de Student para muestras pareadas para ver si existen diferencias
entre ambos grupos de valores. Los resultados se pueden observar en la

Tabla 51 y graficamente en la Figura 29.

En general se puede apreciar que en la mayoria de los grupos existen
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de PI estimadas
por regresion y los valores tedricos. Unicamente no existen diferencias
significativas en la poblacion de Parda de Montana que es el grupo mas

grande y que incluye un mayor numero de progenitores machos.

En general el valor teérico es menor que el empirico y el estimado por
regresion, evidenciandose una vez mas que el valor teorico sobrevalora la
capacidad del marcador, ya que toma principalmente en consideracion la
frecuencia alélica mas que la distribucion de los alelos en la poblacion. Al ser
los SNPs marcadores bialélicos con un bajo contenido de informacion
polimorfica (PIC) es muy importante considerar la distribucion de los alelos

en la poblacion en la estimacion de cualquier parametro.
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Tabla 51: Comparacion de las Probabilidades de identidad empirica [Ple(d)], tedrica [PIt(d)] y estimada por

regresion [Plest(d)]de los descendientes por subpoblaciones.

Parda de Montana Pirenaica I Pirenaica I+II Poblaciones combinadas

Loci Ple(d) | PIt(d) Plest(d) Loci Ple(d) | PIt(d) Plest(d) Loci Ple(d) | PIt(d) Plest(d) Loci Ple(d) | PIt(d) Plest(d)
SNP_C7 0,388 0,375 0,3817 SNP_C7 0,367 | 0,375 0,3983 SNP_C8 0,3571 | 0,3751 0,4179 SNP_C13 | 0,3751 | 0,3757 0,4158
SNP_C18 | 0,4019 | 0,3754 0,3847 SNP_C8 0,38 | 0,3752 0,3931 SNP_C29 | 0,3713 | 0,376 0,4258 SNP_C24 | 0,3641 | 0,3764 0,4502
SNP_C24 | 0,3362 | 0,3758 0,3888 SNP_C1 0,372 | 0,3762 0,4035 SNP_C24 0,39 0,3769 0,4994 SNP_C29 | 0,3563 | 0,3777 0,4280
SNP_C4 0,3644 | 0,3766 0,3816 SNP C11 | 0,346 | 0,377 0,4127 SNP_C13 | 0,4098 | 0,3829 0,4394 SNP_C8 0,3719 | 0,3792 0,4280
SNP_C23 | 0,3786 | 0,3777 0,3805 SNP_C29 | 0,371 | 0,3783 0,4069 SNP_C17 | 0,3956 | 0,3843 0,4497 SNP_C4 0,3886 | 0,3809 0,4174
SNP_C17 | 0,3394 | 0,3779 0,3824 SNP_C18 | 0,366 | 0,3785 0,3965 SNP_C23 | 0,3824 | 0,3856 0,4390 SNP_C17 | 0,3689 | 0,3812 0,4202
SNP C13 | 0,3797 | 0,3786 0,3815 SNP C19 | 0,441 | 0,3818 0,4518 SNP_C4 0,4079 | 0,3858 0,4585 SNP_C23 | 0,3797 | 0,3815 0,4147
SNP_C1 0,3786 | 0,381 0,3973 SNP C21 | 0,424 | 0,385 0,3893 SNP_C21 | 0,4342 | 0,3941 0,4168 SNP_C18 0,4 0,3844 0,4188
SNP_C2 0,4137 | 0,3959 0,3647 SNP_C24 | 0,507 | 0,3926 0,4965 SNP_C1 0,4292 | 0,3961 0,4293 SNP_C1 0,4067 | 0,3884 0,4261
SNP_C8 0,4262 | 0,3961 0,3891 SNP_C12 | 0,431 | 0,3932 0,3943 SNP_C18 0,439 | 0,4025 0,4236 SNP_C7 0,3887 0,39 0,4147
SNP_C6 0,4415 | 0,3977 0,4053 SNP_C23 | 0,385 | 0,3952 0,4071 SNP C19 | 0,4762 | 0,4191 0,4846 SNP_C21 | 0,4589 | 0,4066 0,4502
SNP_C20 | 0,4232 | 0,3999 0,3635 SNP_C17 0,43 | 0,3961 0,4246 SNP_C7 0,4882 | 0,4336 0,4499 SNP_C6 0,4747 | 0,4162 0,4921
SNP_C12 | 0,4773 | 0,4084 0,3784 SNP_C13 | 0,454 | 0,4097 0,4161 SNP_C11 | 0,4946 | 0,4357 0,4507 SNP_C12 | 0,4904 | 0,4232 0,4261
SNP_C29 | 0,4415 | 0,4119 0,4205 SNP_C4 0,453 | 0,4176 0,4092 SNP_C6 0,5074 | 0,436 0,4560 SNP_C2 0,4904 | 0,4281 0,4243
SNP_C21 | 0,5085 | 0,4329 0,4320 SNP_C6 0,491 | 0,4293 0,4423 SNP C12 | 0,5063 | 0,4376 0,4234 SNP_C19 | 0,5551 | 0,4666 0,6632
SNP_C10 | 0,5405 | 0,4562 0,3975 SNP_C2 0,507 | 0,4321 0,4451 SNP_C2 0,5673 | 0,4694 0,4685 SNP_C20 | 0,5587 | 0,4712 0,4318
SNP_C5 0,6722 | 0,556 0,5144 SNP_C20 | 0,527 | 0,4541 0,5596 SNP_C20 | 0,7291 | 0,6065 0,6214 SNP C11 | 0,6142 | 0,5094 0,5564
SNP_C19 0,735 | 0,6158 0,5871 SNP_C10 | 0,741 | 0,6251 0,7584 SNP_C10 | 0,8232 | 0,7133 0,7815 SNP_C10 | 0,6791 | 0,5593 0,5194
SNP C11 | 0,8553 | 0,7593 0,4411 SNP_C5 0,916 | 0,8526 0,9105 SNP_C5 0,946 | 0,8983 1,0000 SNP_C5 0,818 | 0,7071 0,7734
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Parda de Montana

1

W Ple(d) mPIt(d) O Plest(d)

0,8
prueba t
0,6 |
04 PIt(d) : Plest(d)
0,2 | 0,1587
0 4
C7 C18 C24 C4 C23 C17 C13 C1 c2 c8 Cé6 C20 C12 C29 C21 C10 C5 C19 cn
Pirenaica I B Ple(d) @ PIt(d) O Plest(d)
1
0,8 -
prueba t
0,6 i
PIt(d) : Plest(d
0.4 (d) (d)
0,2 4 I 0,0008%***
0 i
c7 Cc8 Cl C11 C29 Ci8 C19 C21 C24 CIl2 C23 C17 C13 C4 C6 C2 C20 C10 C5
Pirenaica I+II B Ple(d) @ PIt(d) O Plest(d)
1
0,8
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Figura 29: Representacion grafica de las PI empiricas, teodricas y

estimadas de los descendientes con SNPs. Valores de las pruebas “t” de

student para muestras pareadas para las PIt(d) y Plest(d). Valores de las

pruebas t por muestras pareadas para PI tedricos y estimados.
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5.2.2.4.2. Analisis de regresion para las heterocigosidades de los

descendientes

En la Tabla 47 se puede observar que existe correlacion entre las
heterocigosidades de los descendientes y los diferentes parametros de los
progenitores. Para estimar la variacion de las heterocigosidades observadas
en los descendientes en funcion de dichos parametros, se llevo a cabo el
analisis de regresion. En la Tabla 52 se encuentran las variables incluidas

en los modelos de regresion obtenidos.

Tabla 52: Variables incluidas en los modelos de regresion usando el

método Stepwise.

Marcador Grupo Modelo | Variables incluidas
Total 1 He(m)
2 PIt(m)
Parda de Montafa 1 He(m)
SNPs 2 Plt(p)
3 He(p)
Pirenaica I 1 He(m)
Pirenaica I+ II 1 He(m)

En todas las poblaciones se puede observar que a partir de las
heterocigosidades esperadas de las madres se puede predecir el
comportamiento de las heterocigosidades de los descendientes, aunque

existen diferentes modelos que involucran otras variables.

En la Tabla 53 se muestran los valores de R? y puede observarse que
los ajustes son superiores al 95%, siendo el modelo 2 de la poblacion total el

que muestra un mejor ajuste superior al 99%.

Tabla 53: Coeficientes de determinacion para cada modelo.

Marcador Grupo Modelo R? ajustado
Total 1 0,97096658
2 0,99155804
Parda de Montana 1 0,96282305
SNPs 2 0,97443846
3 0,98021598
Pirenaica | 1 0,96354384
Pirenaica I+I1 1 0,95764744
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Para crear un modelo matematico que nos permita hacer la prediccion
de las heterocigosidades de los descendientes a partir de los parametros de
los progenitores se han calculado los coeficientes de las rectas de regresion
pasando por el origen de coordenadas (Tabla 54). En general se observa que
todos los modelos predictivos dependientes de las heterocigosidades
esperadas de las madres se pueden representar como rectas pasando por el

origen de coordenadas.

Tabla 54: Coeficientes de las rectas de regresion pasando por el origen

de coordenadas.

Marcador Grupo Modelo Variables Coeficientes estandarizados
B Std. Error

Total 1 He(m) 0,85750905 0,033991268

2 He(m) 1,353954884 0,076317525

Plt(m) -0,562265005 0,083905897

Parda de Montafna 1 He(m) 0,891503206 0,040148459

2 He(m) 1,140504843 0,088672202

SNPs Plt(p) -0,2708706 0,089403697

3 He(m) 0,599111665 0,235005004

He(p) 0,929906991 0,380760699

Plt(p) -0,676634261 0,183821578

Pirenaica I 1 He(m) 0,9821951 0,043786343

Pirenaica I+II 1 He(m) 0,877036193 0,042264221

Los modelos en notacion matematica se muestran a continuacion.
Utilizando estas formulas podremos a partir de diferentes variables
calculadas con datos de los progenitores predecir el valor de la

heterocigosidad que mostrarian los descendientes de los diferentes grupos.

Poblacion total (Parda de Montana y Pirenaica I+II):

1) Hest(d) = 0,858 * He(m)

2) Hest(d) =1,354* He(m)- 0,562* PIt(m)
Parda de Montana:

1) Hest(d) = 0,89 * He(m)

2) Hest(d) =1,14* He(m) — 0,271* PIt(m)

3) Hest(d) = 0,599 * He(m) + 0,93 * He(p) - 0,676634261 * Plt(p)
Pirenaica I:

Hest(d) =0,982 * He(m)
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Pirenaica I + II:

Hest(d) = 0, 877 * He(m)

5.2.2.4.2.1. Comparacion entre las heterocigosidades esperadas,

observadas y estimadas en los descendientes

Utilizando las formulas matematicas anteriores se han estimado las
heterocigosidades en los descendientes y se han comparado con las
heterocigosidades esperadas y observadas en las diferentes poblaciones. Se
han realizado las pruebas t de Student para muestras pareadas tratando de
verificar si existen diferencias entre los valores esperados y los estimados

mediante regresion (Tabla 55 y Figura 30).

Para los SNPs la estimacion por regresion de las heterocigosidades en
los descendientes a partir de los progenitores es un meétodo fiable lo cual
esta avalado por los elevados coeficientes de determinacion que hemos
obtenido. Existen diferencias significativas en la mayoria de los grupos entre
los valores estimados por regresion y los valores teoricos, las mayores
diferencias se encuentran en la poblacion total debido a la mezcla de
individuos de diferentes razas. Ademas estos resultados indican que en la
teoria se sobrevalora la capacidad del marcador ya que en general los valores
esperados son mayores con respecto a los observados o estimados por

regresion.

En analisis de trazabilidad en las poblaciones incluidas en el presente
estudio, en caso de tener genotipados solamente los progenitores podriamos
haciendo uso de estos modelos matematicos dar un valor aproximado del

comportamiento de la heterocigosidad observada en los descendientes.
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Tabla 55: Comparacion de las heterocigosidades observadas [Ho(d)], esperadas [He(d)] y estimadas por regresion

[Hest(d)]en los descendientes.

Parda de Montana Pirenaica I Pirenaica I+II Total

Locus Ho(d) | He(d) Hest(d) Locus Ho(d) | He(d) Hest(d) Locus Ho(d) | He(d) Hest(d) Locus Ho(d) | He(d) Hest(d)

SNP_C18 0,553 | 0,499 0,4959336 SNP_C19 0,575 | 0,487 0,3970226 SNP_C24 0,522 | 0,496 0,4378861 SNP_C13 0,498 | 0,499 0,460364
SNP_C7 0,534 0,5 0,5076983 SNP_C24 0,596 0,468 0,4884468 SNP_C13 0,504 0,485 0,4141194 SNP_C4 0,484 0,489 0,4216784
SNP_C23 0,495 0,495 0,4974539 SNP_C8 0,532 0,5 0,4781358 SNP_C29 0,493 0,498 0,4256958 SNP_C18 0,472 0,482 0,4519412
SNP_C13 0,49 0,493 0,5066927 SNP_C21 0,532 0,481 0,491 SNP_C4 0,49 0,48 0,3697432 SNP_C24 0,469 0,497 0,46625

SNP_C4 0,476 0,497 0,5075186 SNP_C7 0,511 0,5 0,462031 SNP_C21 0,479 0,465 0,4373599 SNP_C8 0,46 0,492 0,4338668
SNP_C1 0,466 0,488 0,448816 SNP_C1 0,511 0,498 0,4471046 SNP_C8 0,469 0,5 0,4346412 SNP_C23 0,456 0,487 0,4360204
SNP_C6 0,466 0,46 0,3362983 SNP_C29 0,489 0,494 0,45172 SNP_C17 0,469 0,482 0,3942992 SNP_C1 0,456 0,475 0,4412294
SNP_C8 0,447 | 0,462 0,4070322 SNP_C18 0,478 | 0,493 0,4705744 SNP_C1 0,448 | 0,462 0,4102606 SNP_C21 0,441 | 0,446 0,4537678
SNP_C12 0,466 | 0,443 0,4622665 SNP_C12 0,489 | 0,467 0,491 SNP_C23 0,428 0,48 0,414821 SNP_C29 0,433 | 0,495 0,465923
SNP_C2 0,418 0,463 0,470573 SNP_C11 0,447 0,496 0,4648788 SNP_C18 0,413 0,452 0,423591 SNP_C17 0,427 0,488 0,445999
SNP_C20 0,408 0,456 0,4625618 SNP_C17 0,468 0,462 0,4318836 SNP_C19 0,382 0,428 0,3529925 SNP_C6 0,407 0,432 0,4028836
SNP_C24 0,398 0,499 0,484729 SNP_C13 0,426 0,441 0,4549606 SNP_C6 0,366 0,405 0,4203461 SNP_C12 0,399 0,422 0,4332128
SNP_C21 0,388 0,409 0,3240011 SNP_C2 0,404 0,41 0,4447478 SNP_C12 0,352 0,403 0,4309578 SNP_C7 0,379 0,472 0,4243506
SNP_C17 0,369 0,494 0,5087892 SNP_C6 0,383 0,414 0,4525056 SNP_C2 0,313 0,365 0,3959655 SNP_C2 0,356 0,415 0,3727588
SNP_C29 0,35 0,438 0,3689438 SNP_C23 0,34 0,464 0,4825548 SNP_C11 0,292 0,405 0,3924575 SNP_C19 0,287 0,369 0,2474392
SNP_C10 0,33 0,38 0,3962558 SNP_C4 0,362 0,43 0,4539786 SNP_C7 0,269 | 0,408 0,3733389 SNP_C20 0,258 | 0,364 0,2437196
SNP_C5 0,204 | 0,281 0,0422546 SNP_C20 0,319 | 0,383 0,3394774 SNP_C20 0,152 0,24 0,2592412 SNP_C11 0,202 | 0,324 0,211472
SNP_C19 0,155 0,233 -0,1895 SNP_C10 0,149 0,226 0,3222924 SNP_C10 0,097 0,163 0,2458231 SNP_C10 0,194 0,279 0,2844002
SNP_C11 0,078 | 0,134 -0,1157 SNP_C5 0,043 | 0,078 0,1221608 SNP_C5 0,028 | 0,053 0,064898 SNP_C5 0,101 | 0,168 0,0853124
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5.3. Asignacion de individuos a poblacion como método

complementario a trazabilidad: Microsatélites y SNPs

Utilizando los resultados obtenidos para los 9 microsatélites
analizados en este trabajo fue posible realizar la asignacion de individuos a
raza mediante dos metodologias. Primeramente mediante el programa
WHICHRUN v4.1 (Banks & Eichert 2000) que permite la asignacion de
individuos a la poblacion mas probable a partir de datos genotipicos
multilocus; y mediante la construccion de un arbol filogenético a partir de
las distancias de los alelos compartidos considerando cada animal de forma

individual usando el programa MICROSAT (Minch 1995)

Usando el programa informatico WHICHRUN v4.1 (Banks & Eichert
2000) se llevo a cabo la asignacion de las 111 muestras de carne
genotipadas a la poblacion de pertenencia mas probable, pudiéndose asignar

correctamente 105 muestras a la raza correspondiente, lo cual supone un

94,58% (Figura 31).

Asignacién de muestras de misculo a raza
No asignadas 5,42% (2 Pirenaicas y 4 Pardas)

Asignadas 105 (94,58%

W Asignadas correctamente
W No asignadas (Parda de Montana)

O No asignadas (Pirenaicas)

Figura 31: Grafico que representa el porcentaje de asignacion de

muestras a raza.

Del 5.42% que no fue posible asignar correctamente 4 eran de raza
Parda de Montana y 2 de Pirenaica. Ademas se pudo determinar que tres
(2,71%) de las muestras correspondian con casos en los que no se pudo

establecer el vinculo correcto entre carne-animal, por lo que utilizando
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métodos genéticos no solo podemos detectar fraudes cuando verificamos

trazabilidad, sino también realizar la asignacion de individuos a raza.

Empleando el mismo programa se realizo la asignacion de muestras de
carne provenientes de individuos de raza Pirenaica a su correspondiente
subpoblacion. Se obtuvo que de las 66 muestras no se asignaron
correctamente a su respectiva subpoblacion 8 de ellas (cuatro de cada
subpoblacion). Estos resultados pueden considerarse logicos debido a que al
estar trabajando con dos subpoblaciones de la misma raza las frecuencias
alélicas son muy similares no existiendo diferencias estadisticamente
significativas entre ellas, por lo que el error en la asignacion puede ser

mayor.

Utilizando resultados previamente obtenidos en nuestro laboratorio
para las razas Mallorquina, Casta Navarra, Betizu, Toro de Lidia,
Menorquina, Pirenaica, Monchina y Serrana de Teruel, se testo el poder de
asignacion de las 66 muestras de carne de Pirenaica a su raza y se obtuvo
que 60 de ellas que representaban el 90,91% fueron asignadas
correctamente; las restantes 6 muestras, es decir el 9,09% se asigno a la
raza Serrana de Teruel la cual poseia la menor distancia Da (Nei et al. 1983)
al realizar la matriz de distancias (Tabla 56) entre las 8 razas analizadas

(Zaragoza 2007).

Tabla 56 Matriz de distancias Da Nei’s (1983).

Mallorquina Casta Betizu  Pirenaica Toro de Menorquina Monchina
Navarra Lidia
Casta Navarra 0,2484
Betizu 0,3217 0,1785
Pirenaica 0,2407 0,1286 0,1805
Toro de Lidia 0,2787 0,1072 0,2248  0,1563
Menorquina 0,2528 0,1804 0,2263 0,1601 0,2039
Monchina 0,2709 0,1180 0,1686 0,1111 0,1545 0,1614
Serrana de Teruel 0,2696 0,1180 0,1870 0,0956 0,1712 0,1550 0,0698
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Otro método de estudio de la variabilidad genética empleado para
realizar la asignacion de individuos a raza utilizando los marcadores
microsatélites ha sido la construccion del arbol filogenético con NJ a partir
de las distancias de los alelos compartidos de todos los progenitores de
ambas razas y las muestras de carne de sus descendientes (Figura 32). Del
total de muestras analizadas para la asignacion se puede apreciar que
aunque existe armonia en la distribucion de los individuos segun su raza, es
claro que hay un porcentaje no muy elevado donde la asignacion no es
correcta que comprende ademas de las muestras en las que no se pudo
verificar la trazabilidad otras en las que la trazabilidad genética estaba
garantizada. Esto puede ser debido a las semejanzas genéticas que pueden
poseer estas muestras ya que las razas Parda de Montana y Pirenaica estan
muy cercanas genéticamente, apareciendo en el mismo cluster en un
dendograma construido a partir de la distancia Da y la metodologia NJ

(Zaragoza 2007).

Estos resultados mnos permiten concluir que los marcadores
microstélites ademas de ser una herremienta muy util en la identificacion y
verificacion de la trazabilidad nos permite realizar la asignacion de
individuos a raza con una probabilidad dada. Por tanto en analisis de
trazabilidad es una aplicacion muy util, ya que teniendo una muestra de
carne problema si contamos con datos de frecuencias de las posibles
poblaciones de donde pueda provenir dicha muestra problema se puede
realizar la asignacion de la muestra de carne a la posible poblacion de

origen.
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— Progenitores Parda Montafia

Musculos Parda de Montana

— Progenitores Pirenaica I

— Musculos Pirenaica I

— Progenitores Pirenaica II

Musculos Pirenaica II

Figura 32: Dendograma NJ construido a partir de la distancia de los
alelos compartidos entre los progenitores y muestras de musculo de las

explotaciones analizadas.
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Los resultados genotipicos de los 19 SNPs analizados permitieron
llevar a cabo, mediante la metodologia de la aproximacion probable, la
asignacion de individuos a raza. Se utilizo el programa WHICHRUN v4.1
(Banks & Eichert 2000) y se encontro que del total de 111 muestras de carne
fue posible asignar correctamente a su raza de origen 89 muestras (80,2%).
De las 22 que no fueron asignadas correctamente 10 pertenecian a la raza

Parda de Montana y 12 a Pirenaica (Figura 33).

Asignacion de muestras de misculo a raza

No asignadas 19,8% (12 Pirenaicas y 10 Pardas)

Asignadas 89 (80,2%)

B Asignadas correctamente
B No asignadas (Pirenaicas)

O No asignadas (Parda de Montana)

Figura 33: Grafico que representa el porcentaje de asignacion de

muestras a raza.

Teniendo en cuenta que contabamos con muestras de carne de dos
subpoblaciones de raza Pirenaica se testéo mediante la misma metodologia la
asignacion de las 66 muestras de carne a su subpoblacion. En este caso se
asignaron correctamente 52 muestras (78,8%), del resto que no fue posible
asignar 7 pertenecian a la subpoblacion [ y 7 a la subpoblacion II (15,6%).

En general se aprecia que la capacidad de asignacion con este tipo de
marcadores es baja lo que puede estar dado por su bajo polimorfismo. Ya
que ha sido reportado previamente que el éxito de la asignacion puede ser
incrementado si se aumenta el nimero de marcadores genotipados esta
puede ser una estrategia a tener en cuenta si se quiere tener un mayor

porcentaje de asignacion de individuos a raza.
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5.4. Comparacion de la aplicabilidad a los sistemas de trazabilidad de

ambos tipos de marcadores moleculares: Microsatélites y SNPs

Para tratar de cuantificar cual de los dos meétodos ofrece mejores
resultados para ser utilizado como método de identificacion y verificacion de
sistemas de trazabilidad, en este apartado realizaremos a modo de resumen

una comparacion de la efectividad de ambos tipos de marcadores.

Como se ha visto a lo largo del desarrollo del Proyecto, se han
analizado dos tipos de marcadores moleculares: microsatélites y SNPs en dos
razas bovinas del norte de Aragon; una poblacion de Parda de Montana y dos
subpoblaciones de Pirenaica. Estas razas son de especial interés en la
Comunidad de Aragon ya que en un futuro no muy lejano carnes frescas de
estas razas seran amparadas por lo que va a denominarse Indicacion
Geografica Protegida “Ternera Montanas de Aragon”. En este sentido los

analisis de trazabilidad pueden ser extremadamente importantes.
5.4.1. Comparacion de parametros: PI y PE

Dos parametros importantes a tener en cuenta a la hora de comparar
ambos paneles de marcadores, son las probabilidades de identidad (PI) y las

porobabilidades de exclusion (PE) (Tabla 57).

Tabla 57: Comparacion de las Probabilidades de identidad (PI) y las

Probabilidades de exclusion (PE) a partir de microsatélites y SNPs.

Microsatélites SNPs

Parda de PI 1,49E-09 8,83E-08
Montaiia PE 0,9987 0,9688
Pirenaica I PI 1,34E-08 7,80E-08
PE 0,9968 0,9690

. . PI 7,04E-08 6,76E-07

Pirenaica II

PE 0,9941 0,95196

Pirenaica I+II PI 9,29E-09 2,01E-07
PE 0,9974 0,96237

PI 7,23E-10 8,87E-08

Total

PE 0,9991 0,9696
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La probabilidad de identidad obtenida para el panel de 9 microsatélites
ha oscilado entre 10-8y 10-10 dependiendo de la poblacion analizada. Para la
poblacion de Parda de Montana la probabilidad de encontrar dos individuos
que compartan los mismos genotipos ha sido de 1:671 millones; para
Pirenaica I de 1:74,6 millones; para Pirenaica II, 1:14,2 millones y para la
Pirenaica [+II de 1:108 millones. En la poblacion total hemos observado que
la probabilidad de encontrar dos individuos con iguales perfiles genéticos es
de 1:1380 millones, por lo que trabajando con poblaciones de individuos no
emparentados o de diferentes razas la probabilidad de encontrar individuos

iguales es extremadamente baja.

Las diferencias observadas entre todas las poblaciones vienen dadas
fundamentalmente por el grado de polimorfismo existente en cada una. Las
pequenas diferencias que se muestran entre las dos subpoblaciones de
Pirenaica pueden estar determinadas por el numero de reproductores
existentes en cada una, siendo menor en el caso de la Pirenaica II donde se
pueden apreciar valores ligeramente menores que los obtenidos para la
Pirenaica 1. De cualquier forma, se evidencia que los valores de

probabilidades de identidad son muy bajos en todos los casos.

Para el panel de 19 SNPs los valores de PI han oscilado entre 107 y
10-8. Para la poblacion de Parda de Montana la probabilidad ha sido 1:11,3
millones; para Pirenaica I, 1:12,8 millones, para Pirenaica II, 1:1,48 millones
y para Pirenaica I+II de 1:5 millones. En la poblacion total se ha visto que
con este panel la probabilidad de encontrar individuos iguales es de 1:11,3
millones. Las diferencias entre las poblaciones analizadas depende del grado
de polimorfismo de estas y del numero de reproductores utilizados en cada

una de las poblaciones.

El valor de PI obtenido para los SNPs es comparable a la probabilidad
de 4,3 x 10-8 (1:23 millones) obtenida al genotipar 20 loci en razas de carne
americanas (Heaton et al. 2005). En estudios realizados en razas europeas
utilizando un panel de 43 SNPs se obtuvieron valores de PI de 5,3 x 10-11 (1:

18867 millones) (Herraez et al. 2005).
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Podemos concluir que para el panel de 9 microsatélites se obtienen
mejores resultados en cuanto a la probabilidad de identidad con respecto a
los 19 SNPs (Figura 34). Por lo que para obtener resultados semejantes en
cuanto a probabilidades de identidad se precisaria un mayor numero de

SNPs en comparacion con la cantidad de microsatélites necesarios.

—e— Microsatélites

Parda de Montaiia —— SNPs

Pirenaica I

Pirenaica I+II Pirenaica II

Figura 34: Logaritmos de las probabilidades de identidad con ambos

paneles de marcadores moleculares por poblaciones.

A continuacion vamos a comparar los valores de Probabilidad de
Exclusion (PE), medida de la habilidad de un marcador de identificar la
paternidad genética excluyendo todos los restantes candidatos, usando los
paneles de 9 microsatélites y 19 SNPs. Segun puede observarse en la Tabla
57, los microsatélites muestran mejores poderes de exclusion en todas las
poblaciones, debido a que al ser marcadores multialélicos presentan mayor
Contenido de informacion polimoérfica que los marcadores SNPs que son
marcadores bialélicos (Herraez et al. 2005). Una representacion grafica de

dichos valores se muestra en la Figura 35.

Con el panel de 9 microsatélites se obtienen para todas las poblaciones
analizadas probabilidades de exclusion superiores al 99%, siendo para la

poblacion total de 99,91%. Para el panel de 19 SNPs los valores obtenidos no
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son tan elevados, oscilando en las diferentes poblaciones alrededor del 96%,
el mayor valor se obtuvo al considerar la poblacion total (96,96%). Los
resultados obtenidos para los SNPs son mas bajos que los obtenidos para los
microsatélites y son comparables a los obtenidos en la raza Galloway donde
con un panel de 43 SNPs se obtuvo una probabilidad de exclusion de

97,72% (Herraez et al. 2005).

Las diferencias en los valores de PE entre los dos paneles estan
influenciadas evidentemente por el nimero de alelos por locus de cada tipo
de marcador; en este sentido los microsatélites al ser multialélicos con
mayor PIC seran preferibles a los SNPs que son bialélicos (Herraez et al
2005).

—e— Microsatélites

—s— SNPs

Parda de Montaia

Total Pirenaica I

Pirenaica I+II = Pirenaica II

Figura 35: Probabilidades de exclusion obtenidas para las diferentes

poblaciones y ambos paneles de marcadores.

5.4.2. Costes economicos

Otro aspecto a tener en cuenta para determinar la aplicabilidad de
cada uno de los métodos para verificar la trazabilidad son los costes

economicos que acarrean la identificacion genética. Existe una gran
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diversidad de metodologias disponibles para el genotipado de SNPs, se
estima que la produccién de un genotipo esta en el orden de 0,01 $ (Heaton
et al. 2005), sin embargo dependiendo de la metodologia utilizada para el

genotipado los costes pueden variar.

En nuestro trabajo se realizo una reaccion multiplex PCR fluorescente
con posterior electroforesis capilar para el genotipado de los 9 microsatélites.
Para el genotipado de los 19 SNPs fue necesario la realizacion de dos
reacciones de PCR estandares multiplex y las posteriores reacciones de
minisecuenciacion empleando el kit SNaPshot de Applied Biosystems y
finalmente las correspondientes electroforesis capilares. Por lo que en las
condiciones de nuestro trabajo el coste economico y en tiempo que conlleva
el genotipado de los 19 SNPs es superior al coste que genera el genotipado de

los 9 microsatélites.

La utilizacion de otro tipo de metodologia y plataformas permite la
automatizacion en el genotipado de SNPs, lo que sugiere un ahorro
econémico y de tiempo considerable, pero también accarrea un desembolso

inicial importante en la adquisicion de las plataformas.

Por otra parte la utilizacion de SNPs en trazabilidad permite establecer
una firma digital de ADN, lo que seria una alternativa muy fiable en el
etiquetado de los productos. Los SNPs al ser marcadores bialélicos, es
posible utilizar un coédigo binario de O y 1 y establecer una firma digital de
ADN (Fries & Durstewitz 2001; Werner et al. 2002) que podria ser traducido

a un codigo de barras y aparecer en el etiquetado final del producto.

En este caso las cuatro posibilidades serian codificadas de forma
digital, de manera que para un locus en un individuo existen cuatro

posibilidades diferentes:

heterocigotico — 11
homocigoético para la base 1 — 10
homocigotico para la base 2 — 01

falta de genotipo — 00
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Por ejemplo un animal genotipado para el panel de 19 SNPs en un
orden definido, tendra asociada una firma digital como se muestra a

continuacion en la Figura 36.

Alelol: C G A A C C C C G C G A A GG AT G
Alelo2: T G C G C T G T G cC GG GT G A T G
Base 1 presente? Base 2 presente?

Si— 1 Si— 1
No — O No — O

Animal heterocigético: 11

Firma digital de ADN para los 19 SNPs:

110111111011111101111001111111101001 01

Figura 36: Firma digital para los 19 SNPs.

De esta manera todos los individuos pueden ser identificados
mediante una firma digital de ADN en el caso que se utilice el panel de SNPs,
lo que supondria una ventaja en la automatizacion del proceso, no siendo

posible para el caso de microsatélites.

Con respecto al panel de SNPs, una ventaja que se puede considerar
es la posibilidad de genotipar polimorfismos involucrados con caracteres de
interés cuantitativos al mismo tiempo que se lleve a cabo la verificacion de la

trazabilidad.

5.4.3. Estimacion de parametros de los descendientes a partir de los

progenitores

La capacidad de estimacion de las probabilidades de identidad y las
heterocigosidades en los descendientes a partir de parametros genéticos de
los progenitores ha sido demostrada con ambos paneles de marcadores
moleculares, avalado por los elevados coeficientes de determinacion
obtenidos en todos los casos. Al comparar los modelos matematicos

obtenidos por regresion para ambos tipos de marcadores podemos ver que
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en general para los microsatélites es posible predecir el comportamiento de
las variables de los descendientes en funcion de una variable de los
progenitores. Para los SNPs la estimacion generalmente esta en funcion de
mas de una variable, siendo modelos mas complejos. Estas diferencias
pueden estar dadas por la naturaleza de ambos tipos de marcadores y por

tanto de los diferentes PIC de cada uno.

Por otra parte la comparacion de los valores tedricos/esperados y
estimados por regresion para las dos variables de los descendientes a partir
de los progenitores se llevd a cabo mediante la prueba parameétrica t de
Student para muestras pareadas. El resumen de las significaciones

obtenidas se muestra en la Tabla 58.

Tabla 58: Significacion obtenida al comparar valores teoricos /
esperados y estimados de las probabilidades de identidad y
heterocigosidades de los descendientes con ambos paneles de marcadores en

las diferentes poblaciones.

Microsatélites SNPs
Parda de | . . Pirenaica Parda de | . . Pirenaica
Montafia Pirenaica I L+ Total Montafa Pirenaica I L+II Total
PI ** *% kkk *k% *%
H *kk * * *kk

Se ha observado que para los microsatélites no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los valores tedricos y estimados por
regresion en ambas variables para las poblaciones de Parda de Montana y
Pirenaica I. Sin embargo cuando se realizo la prueba para la poblacion
Pirenaica I+Il y la poblacion total, si se observan diferencias entre las dos

variables.

Para los SNPs se han observado en la mayoria de los casos diferencias
estadisticamente significativas entre los valores teoricos y los estimados por

regresion, dadas por la naturaleza bialélica de este tipo de marcadores y el
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bajo PIC que muestran, por lo que la capacidad de prediccion es menor si se

compara con los microsatélites.
5.4.4. Comparacion de la asignacion

Como meétodo complementario para la trazabilidad y seguimiento de
los animales y productos, se ha propuesto la posibilidad de asignar los
individuos a una raza o poblacion. La comparacion del poder de asignacion
de individuos a raza con ambos paneles de marcadores se ha llevado a cabo
utilizando la metodologia de aproximacion probable mediante el programa
WHICHRUN v4.1 (Banks & Eichert 2000). En la Figura 37 se puede observar

la capacidad de asignacion usando los marcadores microsatélites y SNPs.

. B No asignadas
N° de muestras asignadas a raza &

B Asignadas

120 111 muestras de carne

90 -
66 muestras de carne
60 -
30 -
0
STR

SNP panel STR SNP

N° muestras

Figura 37: Asignacion de muestras a raza con ambos paneles de

marcadores moleculares.

La asignacion de las 111 muestras de carne a su respectiva raza
muestra mejores resultados para el panel de microsatélites, con el que se ha
asignado correctamente el 94,58% de las muestras a su respectiva raza; con
el panel de SNPs ha sido posible asignarse el 87,88%. Las 66 muestras de
carne de individuos de raza Pirenaica han sido asignadas a su respectiva
subpoblacion con el panel de microsatélites en el 80,2% de los casos,

mientras que para los SNPs la asignacion ha sido del 78,8%.
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En general se puede observar que el panel de microsatélites muestra
mejor capacidad de asignacion, lo cual puede estar dado por el grado de
polimorfismo de este tipo de marcadores con respecto a los marcadores
bialélicos SNPs. Ya que el numero de loci analizados puede influir en el éxito
de la asignacion racial, es probable que el numero de asignaciones se

incremente se si aumenta el nimero de loci analizados.

Por todo lo expuesto anteriomente ambos paneles son elegibles y

eficaces para ser utilizados en estudios de identificacion y trazabilidad.

5.4.5. Verificacion de la correspondencia carne-sangre de animal de

procedencia

Para verificar el sistema de trazabilidad convencional se compararon
los perfiles genéticos de las 111 muestras de carne de matadero, con los
perfiles obtenidos a partir de las muestras de sangre identificadas con el
mismo numero segun el sistema convencional de trazabilidad. Ambos
procedimientos de genotipado permitieron reconstituir los pares “pieza de
carne” — “animal de procedencia” en 102 casos (91,89%). Las diferentes
causas por las que no fue posible reconstituir los pares en las 9 muestras

restantes (8,11%) se muestran a continuacion (Tabla 59).

Segun se aprecia en la Tabla 59 ademas fue detectado un error en la
toma de muestras gracias al uso de este sistema genético. Este es el caso de
la muestra 5775 que a pesar de ser verificable mediante el sistema de
trazabilidad, se comprobdé que existia una segunda muestra que compartia
sus mismos perfiles genéticos para ambos paneles de marcadores. En este
caso se pudo determinar que era igual a la muestra identificada como su
hermana gemela, pero como es sabido dos individuos solamente comparten
los mismos perfiles genéticos si son gemelos monocigéticos. Esto nos hizo
dudar pues eran muestras de diferente sexo, de manera que ante la
sospecha de tener duplicada la muestra de sangre se realizo la PCR-RFLP
para determinar el sexo de la muestra siguiendo la metodologia descrita por

Osta (1994). Se encontré que las dos muestras de sangre recibidas como
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gemelos de diferente sexo eran ambas procedentes de un individuo macho.
Por esto al comparar el perfil de la muestra de carne con la base de datos dio
como resultado dos individuos con iguales perfiles genéticos. Por un lado se
podia verificar el sistema de trazabilidad, pero por otro se detectaba un error

en la toma de la muestra.

Tabla 59: Casos donde no fue posible verificar el sistema de

trazabilidad convencional.

Verificacion sistema trazabilidad convencional mediante
ID carne ID sangre
marcadores moleculares

5252 () 4847 (I) No correspondencia. Muestra carne 5252 igual a muestra de sangre

4872 para ambos paneles de marcadores (muestras cruzadas).

5254 (II) 4872 (1) No correspondencia. Muestra carne 5254 igual a muestra de sangre

4847 para ambos paneles de marcadores (muestras cruzadas).

5256 (III) 4857 (III) No correspondencia. Perfiles discordantes para los 9 microsatélites y

para 9 SNPs. Origen desconocido.

5507 (IV) 4932 (IV) No correspondencia. La muestra de carne es de origen desconocido,
discordancias para 6 microsatélites y 9 SNPs. No coincide el perfil
genético con ninguna de las muestras genotipadas y es incompatible
con padre y madre. Sin embargo, la supuesta muestra
correspondiente de sangre si es compatible con los progenitores

asignados en la base de datos.

5632 (V) 5605 (V) No correspondencia. Discordancias en 7 microsatélites y 10 SNPs,
pero perfil genético coincide con la 5574 para ambos paneles de
marcadores.

5767 (VI) 5195 (VI]) No correspondencia. Discordancias en los 9 microsatélites. Origen

desconocido. Genotipado parcial.

S774 (VII) 5214 (VII) No correspondencia. Muestra de carne 5774 igual a muestra de

sangre 5227 para ambos paneles de marcadores (muestras cruzadas).

S775 (VII) 5215 (VIII) Existe correspondencia total entre la muestra de carne 5775 y su
correspondiente animal de origen (muestra de sangre 5215), sin
embargo sale ademas total correspondencia con la 5216 que es

gemela con la 5215.

5781 (IX) 5227 (IX) No correspondencia. Muestra de carne 5781 igual a muestra de

sangre 5214 para ambos paneles de marcadores (muestras cruzadas).

En las condiciones de nuestro trabajo no se detectan diferencias entre

la informatividad de los dos tipos de marcadores empleados; con ambos
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tipos se resuelven los mismos casos y se puede llegar a las mismas

conclusiones.
5.5 Estudio piloto de trazabilidad

La metodologia genética descrita en esta memoria ha sido utilizada
como meétodo de verificacion del sistema de trazabilidad convencional
establecido en el Reglamento 1760/2000 de la Comunidad Europea y de

aplicacion rutinaria en la industria carnica.

Para el establecimiento de este sistema genético se ha realizado desde
el inicio un control exhaustivo de los progenitores y descendientes en dos
explotaciones de razas Parda de Montana y Pirenaica, en el periodo
comprendido entre 2004 y 2005. Para esto se tomaron muestras de sangre
de todos los progenitores y descendientes. Posteriormente se tomaron
muestras de carne de los descendientes que fueron sacrificados en
matadero. La totalidad de las muestras recibidas quedaron registradas
conjuntamente con toda la informacion disponible en la base de datos
disenada en el Laboratorio de Genética (LAGENBIO). Esta base de datos ha
permitido gestionar todos los datos de las muestras, incluir sus perfiles
genéticos una vez analizadas con los dos paneles de marcadores moleculares
microsatélites y SNPs. Mediante la aplicacion web diseniada se han podido
realizar distintas busquedas por grupos, realizar analisis de filiacion y
establecer el vinculo entre la muestra de carne, la muestra de sangre del
animal de procedencia y por tanto la explotacion, mediante comparacion de
perfiles genéticos utilizando los dos procedimientos de genotipado. De esta
forma se ha autentificando la trazabilidad en el 91,89% de los casos. El1 8%
restante en el que no fue posible autentificar el sistema de trazabilidad se
atribuy6é en su mayoria a errores en el etiquetado, aunque también se

detecto6 la duplicacion de una muestra.

Teniendo en cuenta que el presente trabajo se ha realizado en
condiciones reales, se podria estimar que el porcentaje de error no detectado

mediante el sistema convencional de trazabilidad en este caso especifico ha

168



Resultados y Discusién

estado en el orden del 8%, por lo que con este sistema genético, los errores

podrian minimizarse.

Por otra parte, con este sistema y mediante la comparacion de perfiles
genéticos entre progenitores y descendientes, uno de los objetivos del
presente trabajo era establecer un sistema de trazabilidad basado en el
genotipado de progenitores. Se ha intentado asignar las muestras de carne a
alguno de los progenitores genetipados llevando a cabo un analisis de
filiacion, tratando de esta forma de hacer un seguimiento sin necesidad de
genotipar los descendientes en vida. Fue posible asignar la muestra de carne
a sus progenitores en el 8% de los casos. En el 20% de los casos se asigno el
padre y dos o tres posibles madres, todas de la misma raza y explotacion,
debido fundamentalmente al elevado grado de relacion entre los individuos,
asi como el bajo numero de reproductores que conformaban las
explotaciones incluidas en nuestro estudio. Mediante aproximaciones
probables se han realizado las asignaciones de las muestras de carne a las
explotaciones de origen basandonos en los perfiles genéticos de los
progenitores, en un porcentaje elevado de las muestras de carne. Esta
aplicacion supone una importante herramienta en el ambito comercial ya
que puede permitir verificar el origen de la carne principalmente cuando se
analizan carnes pertenecientes a marcas comerciales o con denominaciones
de origen a nivel de pais (Negrini et al. 2008). Los productos que contienen
en su etiquetado una indicacion geografica dan una imagen positiva del
producto (Kapferer 1992), lo que incrementa la transparencia y la confianza

de los consumidores.

Desde un punto de vista practico los dos paneles de marcadores
moleculares utilizados representan una herramienta muy util en el control
de libros genealdgicos que puede ser explotada por las diferentes
asociaciones de ganaderos, asi como en la certificacion de la calidad de
marcas o denominaciones de origen. Ademas, el sistema permite la defensa
en casos de detectar conductas sospechosas tales como el entierro ilegal de
animales que han muerto accidentalmente o la deteccion de drogas ilegales

en la carne (Vazquez et al. 2004).
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Este sistema wusado conjuntamente con los procedimientos
administrativos, constituiria un sistema mas eficaz en el sentido de evitar
fraudes o para mejorar la trazabilidad en ganado bovino. En este contexto la
constitucion de un banco de datos incluyendo el genotipo de cada individuo
podria ser muy util. Ademas el sistema puede ser apropiadamente adaptado
a otras especies en las cuales el valor de los animales individuales sea alto,

como cerdos, ovejas o caballos.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos las principales conclusiones del

presente trabajo son las siguientes:

1. Los dos procedimientos maultiplex de genotipado disenados para
ambos paneles de marcadores (9 microsatélites y 19 SNPs),
permitieron determinar satisfactoriamente los perfiles genéticos del

total de muestras utilizadas en el estudio de trazabilidad.

2. Los dos paneles de marcadores utilizados han permitido identificar el
animal de origen de la muestra de carne en el 92% de los casos,
detectandose errores en el sistema de trazabilidad convencional

gracias al empleo de esta metodologia.

3. La base de datos disenada y el algoritmo asociado que permite realizar
la gestion del sistema de trazabilidad podria ser una herramienta muy

util para los ganaderos, ademas de su facil manejo y accesibilidad.

4. Las probabilidades de exclusion (PE) obtenidas con ambos paneles de
microsatélites y SNPs (99,91 y 96,83% respectivamente) demuestran
que ambos conjuntos de marcadores pueden ser utilizados en estudios

de identificacion y trazabilidad.

5. Las probabilidades de identidades (PI) calculadas para ambos paneles
(7,16E-10 para microsatélites y 8,92E-08 para SNPs) demuestran que

ambos son aplicables a estudios de trazabilidad.

6. Se han obtenido modelos matematicos que permiten estimar los
diferentes parametros genéticos de los descendientes en funcion de los

parametros genéticos de los progenitores

7. La asignacion de muestras de carne a su poblacion de origen basada
en la informacion de los progenitores ha sido posible mediante
meétodos probabilisticos, no mediante la comparacion directa de

genotipos.

8. Se ha descartado la utilizacion de un SNP recomendado previamente

para estudios de trazabilidad e identificacion que mostraba
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frecuencias alélicas proximas a 0,5 por su ubicacion en una region

repetida del genoma bovino.

9. Uno de los SNPs incluidos en el panel establecido en la presente
memoria (gen Transferrina), ha mostrado una asociacion significativa

con la cantidad de grasa en la leche en ganado vacuno.
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	1. RESUMEN 
	La crisis de confianza de los consumidores desatada en los últimos años por la aparición de distintas enfermedades transmisibles al hombre como la Encefalopatía Espongiforme Bovina (EEB), ha supuesto una creciente sensibilización de todos los sectores en los temas relacionados con la seguridad alimentaria. En este sentido la trazabilidad se ha convertido en una herramienta fundamental al servicio de la calidad alimentaria.
	En la presente memoria se propone el establecimiento de un sistema de trazabilidad genética basado en marcadores de ADN. Se ha realizado un estudio comparativo de la eficiencia entre microsatélites y SNPs. 
	En el estudio se han utilizado un total de 675 muestras de animales procedentes de dos razas bovinas del norte de Aragón: Parda de Montaña y Pirenaica. El muestreo se llevó a cabo en el período comprendido entre el año 2004 y 2005; en una primera fase se tomaron muestras de sangre de los reproductores y descendientes, y posteriormente se tomaron muestras de carne de animales descendientes que fueron sacrificados en matadero. Toda la información obtenida se ha almacenado en una base de datos que permite, conjuntamente con un programa diseñado, gestionar y verificar el sistema de trazabilidad.
	Se han estimado las frecuencias alélicas de un gran número de SNPs en diferentes razas españolas, eligiéndose para el estudio aquellos SNPs que presentaban frecuencias intermedias.
	Los marcadores de ADN utilizados han demostrado su utilidad en identificación, paternidad y trazabilidad con poderes de exclusión superiores al 99% para microsatélites y superiores al 96% para SNPs. De igual modo se han obtenido valores de probabilidades de identidad del orden de 10-9 para microsatélites y de 10-7 para SNPs, por lo que las probabilidades de encontrar individuos al azar que compartan los mismos genotipos son 1:100 millones para microsatélites y 1:1 millón para SNPs. Además, y como método complementario de trazabilidad ha sido demostrada la aplicabilidad de estos paneles en la asignación de individuos a raza o población.
	Diferentes parámetros genéticos (probabilidad de identidad y heterocigosidad) han sido calculados tanto en progenitores como en descendientes. Se ha detectado una clara correlación entre las variables de ambos grupos de animales y mediante un análisis de regresión se han obtenido una serie de modelos matemáticos que permiten predecir con una elevada fiabilidad el comportamiento de las variables en los descendientes a partir de la información de los progenitores.
	En relación a los SNPs incluidos en el panel utilizado en el presente trabajo, se ha demostrado que el SNP g.329C>T (AJ496781) ubicado en el cromosoma 26, se encuentra en una región duplicada, hecho que podría justificar las frecuencias intermedias detectadas por otros autores. Se recomienda la exclusión de este marcador o, cualquier otro con similares características, de cualquier panel de marcadores genéticos destinado a estudios de identificación, trazabilidad y asociación a determinadas patologías tanto en las especies animales como en la especie humana.
	Los paneles de SNPs presentan una ventaja frente a los microsatélites ya que pueden incluirse SNPs de regiones codificantes que sirvan simultáneamente para identificación genética y para establecer posibles asociaciones con caracteres productivos. En el presente estudio se ha analizado el SNP c.1455A>G (U02564) del exón 12 de la transferrina bovina que supone un cambio aminoacídico Asp/Gly, que nos ha permitido asociar el gen de la transferrina a cantidad de grasa en la leche. 
	 
	SUMMARY
	The consumers´ lack of confidence after the Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) outbreak has supposed an increasing awareness on issues related to food safety. In this sense, the development of a traceability system has become necessary to ensure food safety.
	In this work we proposed the establishment of a genetic traceability system based on DNA markers: microsatellites and SNPs. A comparative study of the efficiency of both methods has been performed. 
	The study was carried out using a total of 675 samples belonging to animals from “Parda de Montaña” and “Pirenaica” breeds. Sampling was conducted in the period between 2004 and 2005. In the earlier phase blood samples were taken from ancestors and descendants. Later, meat samples were taken from offspring at the slaughterhouse. All the information data was stored in a database linked to software that allows, to manage and to verify the traceability system.
	The allelic frequencies of a large number of SNPs in different Spanish cattle breeds have been estimated. Those showing intermediate frequencies were selected. 
	The DNA markers used in this work have demonstrated their usefulness in identification, paternity testing and traceability with power of exclusion over 99 % for microsatellites and greater than 96 % for SNPs. Match probability values have been obtained in the order of 10-9 for microsatellites and of 10-7 for SNPs. This implies that the chances of finding random individuals sharing identical allelic profile are 1:100 million for microsatellites and 1:1 million for SNPs. Moreover, and as complementary traceability method it has been demonstrated the applicability of these panels in the assignment of individuals to breeds.
	Some genetic parameters (match probability and heterozygosity) have been calculated in parents and offspring. A correlation has been detected between variables in both groups of animals. Mathematical models were obtained by regression analysis to predict, with high reliability, the offspring’s variables using the parental information.
	For the SNPs included in the panel used in this work, it has been demonstrated that the g.329C>T SNP (AJ496781) on chromosome 26 is located in a duplicated region. This fact might justify the intermediate frequencies detected by other authors. We recommend discarding this SNP, or any other with similar characteristics, of any molecular marker panel to be used in animal identification, traceability and animal pathology studies.
	SNPs represent an advantage over the microsatellites since SNPs located in coding regions could be used, simultaneously, for genetic identification and to determine possible associations with quantitative traits. In the present study the c.1455A>G SNP (U02564) identified at exon 12 of bovine transferrin gene has been associated with milk-fat yield.
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	3. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA
	La carne de vacuno es un alimento básico en toda dieta equilibrada ya que nos aporta proteínas y vitaminas esenciales, además de representar una fuente importante de minerales, como el hierro, que desempeñan un papel importante en nuestro organismo. 
	Las crisis alimentarias ocurridas en la Unión Europea (UE), como son el anuncio de la relación entre la Encefalopatía Espongiforme Bovina (EEB) y una nueva variante de la enfermedad de Creutzfeldt Jacob (Smith et al. 2004), la contaminación de alimentos animales con dioxinas (Puntaric et al. 2000), los brotes de lengua azul (Mertens et al. 2005) o la influenza aviar (Peiris et al. 2007), han llevado a una disminución en el consumo de carne particularmente en Europa. Esto ha hecho reaccionar a los gobiernos y a la industria cárnica y trabajar con el objetivo de restablecer la confianza de los consumidores (Boenke 2002; Brambilla & De Filippis 2005; Verbeke et al. 2007). Para conseguirlo, los poderes públicos han considerado la necesidad de poder localizar el origen de los alimentos, tanto los destinados directamente al consumo como aquellos dirigidos a la alimentación animal. Las consecuencias derivadas de las crisis en los diferentes sectores implicados plantearon la necesidad de proteger el funcionamiento adecuado del mercado para evitar sobresaltos como el ocurrido en el año 2000, donde se reportó una caída de la producción de vacuno del 70% a raíz de la aparición de la Encefalopatía Espongiforme Bovina, hundiendo el sector de la carne de vacuno en aquel momento. Para restablecer la confianza del consumidor, resultaba fundamental controlar la procedencia de la carne y mostrársela al cliente, ofrecerle los datos sobre su origen y alimentación controlados, así como presentarle los datos de registros de la ganadería, del matadero, etc. 
	Por otra parte, el creciente interés en las dos últimas décadas en Europa por los productos con identidad local o regional (Negrini et al. 2008), impulsó también la creación de un marco legal de protección de alimentos regionales mediante las identificaciones geográficas protegidas (IGP) o las denominaciones de origen (D.O). Estos sistemas contribuyen al incremento de la confianza de los consumidores, ya que proporcionan la información de procedencia, las características específicas del producto y la protección de estos contra fraudes o imitaciones (Ilbery & Kneafsey 2000). 
	En la Unión Europea, se han promulgado textos legislativos conducentes a aplicar mecanismos de rastreo que permitan conferir mayor seguridad a la sanidad animal, la salud pública, el comercio internacional y la certificación (Vallat 2001). Así el Libro Blanco de la Seguridad Alimentaria creado como medida comunitaria en enero de 2000 estableció como objetivo principal garantizar un alto grado de seguridad alimentaria y la necesidad de recuperar la confianza del consumidor alterada tras las “crisis alimentarias”. Además, consideraba como un aspecto esencial de la seguridad alimentaria la necesidad de implantar sistemas o procedimientos de rastreabilidad de los alimentos “desde la granja a la mesa”, mediante el establecimiento de un sistema de trazabilidad o rastreabilidad que permitiera mantener el control de origen de los productos y la identidad de los animales desde el criador hasta la venta al pormenor (McKean 2001), así como asegurar el vínculo entre el animal y la carne que proviene de él (Ammendrup & Fussel 2001; Caporale et al. 2001). 
	Aunque un sistema de trazabilidad no puede por sí mismo garantizar la seguridad alimentaria ni la calidad de los productos, resulta una herramienta indispensable para poder conseguir ambas cualidades.
	3.1. Trazabilidad
	3.1.1. Conceptos y definiciones
	El término “trazabilidad” proviene de la traducción literal del inglés “traceability” y aunque la Real Academia de la Lengua Española (RAE) en su “Diccionario panhispánico de dudas” (2005) lo acepta como sinónimo de “rastreabilidad”, desaconseja su uso porque dice que trazabilidad deriva en castellano del verbo “trazar” que no tiene significado análogo al verbo inglés “to trace” que significa “rastrear o seguir la pista”. Por tanto, según la RAE debería utilizarse el término rastreabilidad. Sin embargo, en publicaciones en castellano aparecen ambos términos y aunque no esté oficialmente admitido como tal, se está utilizando el término trazabilidad con mucha más frecuencia que el correspondiente término castellano, es por ello que en esta tesis utilizaremos el término trazabilidad.
	Existen diferentes definiciones de trazabilidad, algunas de las cuales serán comentadas a continuación. 
	La comisión del Codex Alimentarius, creada en 1963 por la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) para desarrollar normas y reglamentos alimentarios, define trazabilidad como la capacidad para seguir el movimiento de un alimento a través de etapa(s) especificada(s) de la producción, transformación y distribución. 
	Para la Organización Internacional de Estandarización (International Organization for Standardization, ISO), cuya finalidad es la coordinación de las normas nacionales en consonancia con el Acta Final de la Organización Mundial del Comercio (OMC), trazabilidad es: “la capacidad de rastrear la historia, uso o posición de un artículo o actividad mediante los registros de identificación. Cuando se consideren productos, la trazabilidad puede relacionarse con el origen de materiales y partes, la historia de tratamiento, y la distribución y la posición del producto después de la entrega”.
	En este sentido han sido editadas una familia de normas conocidas como la familia de normas ISO 22000 que recoge un conjunto de aspectos necesarios para la consecución de una correcta gestión de la seguridad alimentaria. En ese marco ISO 22005 proporciona un modelo sencillo y ordenado para establecer un sistema de trazabilidad en las empresas alimentarias en base a los conceptos del Codex Alimentarius, por eso ha  sido editada recientemente la norma ISO 22005:2007 – “Traceability in the feed and food chain - General principles and basic requirements for system design and implementations”. Esta norma establece los principios y requerimientos para el diseño e implementación de sistemas de trazabilidad
	Por su parte el Reglamento (CE) nº 178/2002, del Parlamento Europeo y del Consejo, de 28 de enero de 2002 (http://eur-lex.europa.eu/pri/es/oj/ dat/2002/l_031/l_03120020201es00010024.pdf) por el que se establecen los principios y los requisitos generales de la legislación alimentaria, crean la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria en la cual se fijan procedimientos relativos a la seguridad alimentaria, acoge el concepto de trazabilidad como: “la posibilidad de encontrar y seguir el rastro, a través de todas las etapas de producción, transformación y distribución, de un alimento, un pienso, un animal destinado a la producción de alimentos o una sustancia destinados a ser incorporados en alimentos o piensos o con probabilidad de serlo”.
	Todas estas definiciones de trazabilidad nos permiten considerarla como una herramienta de gestión, que lleva consigo la identificación de cualquier producto dentro de la cadena alimentaria conectando materias primas con procesos tecnológicos de transformación. De esta manera se podrá autentificar de forma objetiva el origen de un producto; localizar el origen de la causa de un riesgo manifiesto en la cadena alimentaria de manera rápida y eficaz pudiéndose proceder a retiradas y recuperaciones específicas y precisas de productos. Además, facilitar a los consumidores y a las empresas alimentarias información apropiada y que las autoridades de control puedan llevar a cabo determinaciones de riesgo, evitándose perturbaciones innecesarias del comercio. 
	Esto permitirá una respuesta efectiva y por tanto una mayor seguridad alimentaria, garantizando el acceso a productos inocuos y de calidad a los consumidores, que tienen derecho a la protección, derecho específicamente reconocido por la Constitución Española y la Ley General de Defensa de los Consumidores y Usuarios. 
	En conclusión podemos decir que el concepto de trazabilidad se encuentra estrechamente vinculado a garantía, seguridad y calidad, respaldado evidentemente por un marco legal que comentaremos a continuación. 
	3.1.2. Legislación sobre trazabilidad 
	Aunque el concepto de trazabilidad no es un concepto nuevo en el campo de la seguridad alimentaria, es la primera vez que existe un texto legal comunitario que lo impone explícitamente a distintos sectores de la cadena alimentaria. En dicho texto (Reglamento 178/2002) se especifica claramente el objetivo y los resultados previstos con la aplicación de los sistemas de trazabilidad, pero sin concretar la forma de hacerlo. Este planteamiento deja a la industria y a los demás sectores un mayor margen de flexibilidad en la aplicación del requisito de trazabilidad.
	Desde el punto de vista de trazabilidad los artículos de mayor interés dentro de este Reglamento son el 18 y 19, ya que introducen la obligatoriedad de la trazabilidad y establecen las siguientes obligaciones:
	1. En todas las etapas de la producción, la transformación y la distribución deberá asegurarse la trazabilidad de los alimentos, los piensos, los animales destinados a la producción de alimentos y de cualquier otra sustancia destinada a ser incorporada en un alimento o un pienso, o con probabilidad de serlo.
	2. Los explotadores de empresas alimentarias y de empresas de piensos deberán poder identificar a cualquier persona que les haya suministrado un  alimento, un pienso, un animal destinado a la producción de alimentos, o cualquier sustancia destinada a ser incorporada en un alimento o un pienso, o con probabilidad de serlo. Para tal fin, dichos explotadores pondrán en práctica sistemas y procedimientos que permitan poner esta información a disposición de las autoridades competentes si estas así lo solicitan.
	3. Los explotadores de empresas alimentarias y de empresas de piensos deberán poner en práctica sistemas y procedimientos para identificar a las empresas a las que hayan suministrado sus productos. Pondrán esta información a disposición de las autoridades competentes si estas así lo solicitan.
	 4. Los alimentos o los piensos comercializados o con probabilidad de comercializarse en la Comunidad Europea deberán estar adecuadamente etiquetados o identificados para facilitar su trazabilidad mediante documentación o información pertinente, de acuerdo con los requisitos exigidos en disposiciones más específicas.
	El cumplimiento del artículo 18 de este Reglamento puede alcanzarse según diversas metodologías, desde procedimientos simples, basados en sistemas manuales (identificación manual y archivo de los registros asociados), hasta la utilización de herramientas más complejas que aprovechan las nuevas tecnologías y los sistemas de información (códigos de barra para la transferencia de información, identificación por radiofrecuencia, etc.). En esencia, un sistema de trazabilidad no deja de ser una herramienta de comunicación que pone a nuestro alcance información relacionada con la cadena alimentaria, datos que pueden ser utilizados con diversos objetivos.
	Por lo que en caso de producirse un fallo de seguridad alimentaria  se garantizaría la retirada del producto; ya que en todos los casos e independientemente del procedimiento empleado para asegurar la trazabilidad, podrá conocerse la historia completa del producto alimentario desde su origen hasta el consumo y viceversa. 
	Aunque en el Reglamento 178/2002 no se especifique cómo hacerlo, parece claro que para establecer un sistema que garantice una relación entre la identificación de la carne y/o del producto de que se trate y el animal o los animales correspondientes a través de todas las etapas de producción, transformación y distribución, es necesario conservar registros adecuados de todos los eslabones de la cadena como son:
	 Registro de explotaciones
	 Identificación de los animales
	 Registro de los movimientos de los animales
	 Controles en los mataderos
	 Etiquetado  de los productos
	Existe además otra legislación horizontal relacionada:
	Real Decreto 1808/1991 (http://www.boe.es/g/es/bases_datos/doc. php?coleccion=iber lex&id=1991/30678) por el que se regulan las menciones o marcas que permiten identificar el lote al que pertenece un producto alimenticio. 
	Real Decreto 2207/1995 (http://www.boe.es/g/es/bases_datos/doc. php?coleccion=iberlex&id=1996/04449&txtlen=1000) sobre normas de higiene relativas a los productos alimenticios. 
	Real Decreto 1334/1999 (http://www.boe.es/boe/dias/1999/08/24/ pdfs/A31410-31418.pdf)  por el que se aprueba la Norma general de etiquetado, presentación y publicidad de los productos alimenticios. 
	Real Decreto 1801/2003 (http://www.boe.es/boe/dias/2004-01-10/ pdfs/A00906-00916.pdf)  sobre seguridad general de los productos. 
	Además de esta legislación de carácter horizontal, existe normativa específica de diferentes sectores en la que ya se considera el concepto de Trazabilidad como es el caso del sector cárnico.
	Reglamento 1760/2000 (http://europa.eu.int/ eurlex/pri/es/oj/dat/ 2000/l_204/l_20420000811es00010010.pdf) que establece sistemas de identificación y registro de los animales de la especie bovina y relativo al etiquetado de la carne de vacuno y productos a base de carne de vacuno. 
	Reglamento 1825/2000 (http://europa.eu.int/eurlex/pri/es/ oj/dat/ 2000/l_216/l_21620000826es00080012.pdf) por el que se establecen disposiciones de aplicación del Reglamento 1760/2000. 
	Real Decreto 1376/2003 (http://www.boe.es/boe_gallego/dias/2003-11-24/pdfs/A02413-02420.pdf) por el que se establecen las condiciones sanitarias de producción, almacenamiento y comercialización de las carnes frescas y sus derivados en establecimientos de comercio al por menor. 
	Real Decreto 1698/2003 (http://www.boe.es/boe/dias/2003-12-20/ pdfs/A45345-45350.pdf) por el que se establecen disposiciones de aplicación de los Reglamentos comunitarios sobre el sistema de etiquetado de la carne de vacuno. 
	3.2. Trazabilidad convencional
	En la actualidad el mercado de la carne de vacuno es de los más avanzados en la implantación de sistemas de trazabilidad. Para aumentar la confianza de los consumidores, mantener un alto nivel de protección de la salud y reforzar la estabilidad sostenible del mercado de carne de vacuno, se elaboró el Reglamento (CE) 1760/2000 del Parlamento Europeo y del Consejo de Europa de 17 de julio de 2000, que establece un sistema de identificación y registro de los animales de la especie bovina y regula el etiquetado de la carne de vacuno y de los productos a base de carne de vacuno.
	Este reglamento en su Título I “Identificación y registro de los animales de la especie bovina” incluye en su artículo 3 los elementos que forman parte de este sistema, que son:
	- Marcas auriculares, destinadas a identificar individualmente a cada animal
	- Bases de datos informatizadas
	- Pasaporte para los animales
	- Registros individuales llevados en cada explotación
	En su Título II “Etiquetado de la carne de vacuno y de los productos a base de carne de vacuno” en el artículo 11 establece que los agentes económicos u organizaciones están obligados a etiquetar la carne en todas las fases de la comercialización. Esto garantizará una relación entre la identificación de las canales, cuartos o trozos de carne y el animal o el grupo de animales correspondientes. La etiqueta debe contener un número de referencia o código de referencia que garantice la relación entre la carne y el animal o los animales. Dicho número podrá ser el número de identificación del animal del que proceda la carne de vacuno o el número de identificación correspondiente a un grupo de animales, el número de autorización del matadero en el que haya sido sacrificado el animal o grupo de animales, el Estado miembro o tercer país en el que se encuentre el matadero y finalmente el número de autorización de la sala de despiece en la que haya sido despiezada la canal o el grupo de canales junto con el Estado miembro o tercer país en el que se encuentre la sala de despiece.
	3.2.1. Elementos del Sistema de identificación en ganado bovino
	Uno de los principales requisitos de la trazabilidad de animales y sus subproductos es la implementación de un sistema de identificación animal. Actualmente existen una serie de tecnologías en aplicación o desarrollo de identificación animal o sus productos. Dentro de los métodos clásicos, se pueden destacar el marcaje de la cola, tatuajes, marcas de fuego, marcas de frío, crotales o caravanas, que pueden ser de metal o plástico y los chips electrónicos. También existen métodos biométricos tales como la huella nasal, imágenes digitales de retina e iris y la huella genética (Felmer et al. 2006). De todos estos métodos nos centraremos en el empleo de marcas auriculares o crotales por ser las que aparecen recomendadas en el Reglamento (CE) 1760/2000 y las aplicables mayoritariamente en España.
	1. Marcas auriculares
	El Reglamento (CE) 1760/2000 establece un sistema de identificación y registro de los animales de la especie bovina, que supone que los animales nacidos después de Enero de 1998, o que después de esa fecha se destinen al comercio intracomunitario, deben estar identificados mediante dos marcas auriculares (crotales). Estas marcas son autorizadas por la autoridad competente y se colocan en cada oreja del animal, tienen el mismo y único código de identificación y son de plástico anaranjado con un código de identificación individual de 14 caracteres que incluye el código del país, un dígito de control, dígito de la comunidad autónoma y el número de identificación del animal (Figura 1):
	  
	Figura 1. Marcas auriculares utilizadas en España para identificación individual de animales de la especie bovina.
	2. Documento de Identificación de Bovinos (DIB)
	Se establece como obligatorio un Documento de Identificación de Bovinos (Figura 2) que debe ser individual para cada animal, expedido dentro de los 14 días posteriores a la notificación del nacimiento, o desde la reidentificación en el caso de animales importados. Se expide también cuando los animales proceden de otro país de la UE, ya que el DIB debe acompañar al animal cuando sea trasladado. En caso de muerte debe ser restituido a la autoridad competente en el plazo de 7 días y en caso de animales exportados, también será restituido a la autoridad que lo expide.
	Para los animales nacidos a partir de enero de 2000, los Documentos de Identificación tienen un nuevo formato, con más datos y constarán, al menos, de dos ejemplares, uno que acompañará al animal cuando abandone la explotación y otro que permanecerá siempre en poder del ganadero o, en su caso, de la autoridad competente y que será la base para solicitar todas las ayudas al sector bovino. Estos documentos son expedidos por la autoridad competente y contienen los datos del animal (número de identificación, fecha de nacimiento, sexo, raza, origen de la madre, explotación de nacimiento y si ha nacido en España); los  datos de la explotación (código, titular y la fecha de incorporación del animal a la explotación); datos de la muerte, sacrificio o exportación a país no perteneciente a la U.E; los datos sobre primas, así como todos sus movimientos, donde se incluyen la explotación de origen, de destino y la fecha. Al contener los datos personalizados del propietario del animal y de la explotación en la que reside, en caso de  cambio de explotación, el nuevo propietario debe solicitar un nuevo documento. 
	  
	Figura 2: Documento de Identificación de Bovinos (DIB).
	3.  Libros de registro de las explotaciones
	Se llevarán a cabo los registros individuales en cada explotación ganadera y se notificarán a la autoridad competente los nacimientos y muertes de animales, así como la entrada o salida de animales de la explotación. El registro podrá ser manual o informatizado, en un formato aprobado por la autoridad competente, ser accesible y conservarlo al menos durante tres años.
	4. Bases de datos informatizadas
	La información referente a la explotación y a los animales deberá estar en una base de datos informatizada que permita, a partir del código de explotación, conocer el censo en una fecha concreta o dado el número de crotal del animal, conocer todo el historial de sus movimientos desde el momento del nacimiento.
	El Real Decreto 1980/1998  (http://www.boe.es/g/es/bases_datos/doc. php?coleccion=iberlex&id=1998/23140) por el que se establece un Sistema de Identificación y registro de los animales de la especie bovina, dispone en su artículo 12, que el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación y las Comunidades Autónomas, en sus respectivos ámbitos competenciales, constituirán una base de datos informatizada de conformidad a lo establecido en la Directiva 97/12/CE (http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/ LexUriServ.do?uri=CELEX:31997L0012:ES:HTML) relativa a problemas de política sanitaria en materia de intercambios intracomunitarios de animales de la especie bovina y porcina.
	Estas disposiciones constituyen la base legal del Sistema Nacional de Identificación y Registro de los Movimientos de los Bovinos (SIMOGAN) que constituye una base de datos de ámbito nacional controlada por la Administración Central, en la que quedan registradas todas las explotaciones bovinas existentes en España, incluidos los mataderos, todos los animales bovinos y sus movimientos. Permite conocer en un momento dado los datos individuales de todos los animales presentes en cualquier explotación de España, así como, para un animal individual dado, todas las explotaciones por las que ha pasado a lo largo de su vida, desde su nacimiento o importación, hasta su sacrificio o exportación. Recientemente se ha creado el Sistema integral de trazabilidad animal (SITRAN), que es un sistema multiespecie que incorpora las bases de datos para animales vivos SIMOGAN y SIMOPORC que muy pronto dejaran de estar operativas.
	En la Comunidad Autónoma de Aragón toda la información está contenida en la base de datos SITRAN, que es el Sistema Integrado de Trazabilidad Animal que contiene la identificación de todas las explotaciones de interés ganadero, sus titulares, datos de animales, movimientos, etc. y está gestionado por la Dirección General de Alimentación. Este sistema agrupa: 
	La Comunidad Autónoma de Aragón posee la información de su territorio, mantiene su propio servidor y los datos se actualizan a través de la aplicación desarrollada.
	3.2.2. Etiquetado de la carne de vacuno
	Según el Reglamento (CE) 1760 la definición de etiquetado es la aplicación de una etiqueta a uno o varios trozos de carne o a su material envasado, o en el caso de productos no preenvasados, el suministro de información por escrito y de manera visible en el punto de venta. Por su parte el Real Decreto 1698/2003 de 12 de diciembre establece las disposiciones de aplicación de los reglamentos comunitarios sobre el sistema de etiquetado de la carne de vacuno (Reglamento CE 1760/2000). Se establecen las menciones obligatorias que deben de figurar en el etiquetado de la carne para asegurar su trazabilidad: número o código de referencia que garantice la relación entre la carne y el animal o los animales, nombre del país de nacimiento, nombre del país de engorde, nombre del país de sacrificio, número de autorización sanitaria del matadero y EM o Tercer. 
	3.3. Trazabilidad genética
	Hasta el momento se han explicado en que consisten los métodos implementados tradicionalmente para el establecimiento de sistemas de trazabilidad que contribuyan a aumentar la seguridad de los consumidores, así como la legislación que respalda este tipo de procedimientos. Sin embargo, estos métodos convencionales de identificación y verificación, como son los clásicos crotales o los registros utilizados por décadas, están sujetos a riesgos de pérdida accidental de información en algunos puntos de la cadena de producción (Capoferri et al. 2005). Por tanto se hace necesario el empleo de otros métodos más fiables que permitan identificar el animal o el origen del producto de forma infalible, y que sean seguros contra fraudes permitiéndonos verificar a posteriori el origen de la carne (Arana et al. 2002), ya que con los métodos tradicionales los fraudes no pueden ser completamente evitados (Orru  et al. 2006). 
	En este sentido la identificación individual mediante los marcadores moleculares del ADN ofrece un instrumento potente y seguro para verificar los sistemas convencionales de identificación como crotales, tatuajes, sistemas electrónicos, entre otros. Así como para autentificar la procedencia de determinadas marcas de calidad como son las indicaciones geográficas protegidas (IGP), denominaciones de origen (DO) y especialidades tradicionales garantizadas, ofreciendo máximas garantías e información objetiva a los consumidores y agentes económicos del sector dedicados a la comercialización de los alimentos (Viana et al. 2005) 
	3.3.1. Identificación genética
	El principio de identificación genética animal se basa en el hecho de que, a excepción de los gemelos monocigóticos y de los clones, cada animal es portador de una combinación única de bases nitrogenadas en el ácido desoxirribonucleico (ADN) (Cunningham & Meghen 2001). Además esta información genética es única en cada sujeto, inalterable durante toda su vida y está presente en cada parte de su organismo, en cualquier célula nucleada. Esto hace que el sistema posea una objetividad, repetibilidad y seguridad no alcanzable con ningún otro sistema de identificación actual. 
	Si tenemos en cuenta que el genoma de cada animal contiene aproximadamente 3x109 pares de bases (pb), las posibilidades que existen de variación entre los distintos individuos son enormes (Griffiths et al. 2000). Esta variación genética se genera y mantiene fundamentalmente por tres procesos: 
	 las mutaciones que suponen cambios de bases o bien adición o pérdida de algunas de ellas,
	 la recombinación genética que permite el intercambio de fragmentos de cromosomas homólogos, 
	 la combinación al azar durante la meiosis de cromosomas de origen paterno y materno en cada generación en las especies de reproducción sexual. 
	Todos estos fenómenos son la base que posibilita, estudiando determinadas señales genéticas, la diferenciación de individuos, aún estando muy emparentados, y que sea prácticamente imposible la existencia de individuos genéticamente idénticos (siempre exceptuando a gemelos monocigóticos y clones). 
	3.3.2. Marcadores moleculares aplicados a la identificación individual y trazabilidad
	Los marcadores moleculares son fragmentos de ADN que sirven de referencia para seguir la transmisión de un segmento de cromosoma de una generación a otra, siendo, en un sentido restringido, una entidad genética que manifiesta polimorfismo y se hereda de forma mendeliana. Su uso ha demostrado ser una herramienta muy útil en la identificación individual (Glowatzki-Mullis et al. 1995; Usha et al. 1995; Heyen et al. 1997; Pakstis et al. 2007) y por tanto puede ser utilizada en identificación de piezas de carne, permitiendo la verificación de sistemas de trazabilidad. (Meghen et al. 1998; Cunningham 2000; Portelle et al. 2000; Sancristobal-Gaudy et al. 2000; Cunningham & Meghen 2001; Shackell et al. 2001; Stanford et al. 2001).
	El gran avance de la tecnología del ADN está permitiendo el desarrollo de métodos de identificación genética de fácil aplicación, poco costosos, muy sensibles y automatizables. Actualmente los métodos utilizados se basan en el uso de marcadores moleculares de ADN (Sancristobal-Gaudy et al. 2000; Sherman et al. 2004). 
	Los marcadores de ADN necesitan reunir una serie de características para ser utilizables en identificación genética, y por tanto poder ser usados como sistema de trazabilidad (Ferreira & Grattapaglia 1995). 
	 Que sean muy polimórficos, es decir que presenten distintas formas genéticas (alelos) en una población que nos permitan diferenciar los individuos.
	 Que estén distribuidos por todos los cromosomas de una especie para obtener información representativa de la posible variación existente.
	 Que sean independientes del estado físico y desarrollo del individuo.
	 Que tengan un bajo coste tanto en la obtención como en la aplicación para que no se encarezca excesivamente el análisis. Su detección en numerosos individuos debe ser fácil, rápida y barata.
	 Que sean públicos y no estén sometidos a ningún tipo de patente.
	 Que su interpretación sea sencilla y objetiva.
	 Que requieran poca cantidad y calidad de muestra.
	 Que sean reproducibles en cualquier experimento de laboratorio, es decir, utilizar marcadores contrastados internacionalmente que permitan la repetición del análisis en cualquier laboratorio y el intercambio de información de animales analizados en diferentes laboratorios.
	 Que sean automatizables para aumentar el rendimiento y abaratar los costes.
	 Que sean estables para que las mutaciones no puedan influir en los resultados. 
	 Que tengan preferiblemente herencia codominante. Según el tipo de aplicación del marcador, la tecnología elegida debe ser capaz de detectar las diferentes formas del marcador, es decir, distinguir entre un homocigoto y un heterocigoto. 
	 Que sean discriminantes, o sea, capaces de detectar diferencias entre individuos estrechamente emparentados.
	 Que no estén sujetos a influencias ambientales. La inferencia del genotipo de un marcador debe ser independiente del ambiente en que vive el individuo o de su etapa de desarrollo.
	 Que sean neutros. El alelo presente en el locus del marcador es independiente de la presión de selección que se ejerce sobre el individuo y no tiene ningún efecto sobre ella. Esta afirmación suele ser una suposición porque, generalmente, no hay datos disponibles que confirmen o nieguen esta propiedad.
	Para que se den muchas de estas características, los marcadores deben ser susceptibles de ser analizados mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Mullis & Faloona 1987), esta técnica ha impulsado enormemente el desarrollo de la genética molecular gracias a su gran fiabilidad, rapidez y repetibilidad. 
	Desde principios del siglo XX ya se viene trabajando con los que probablemente pueden considerarse los primeros marcadores genéticos, los grupos sanguíneos, a los que siguieron otros marcadores como los polimorfismos bioquímicos o las inmunoglobulinas del HLA (Human Leucocyte Antigen). Sin embargo, el escaso número de variantes polimórficas limitó mucho su empleo, además con el descubrimiento de otros tipos de marcadores estos dejaron de emplearse.
	3.4. Marcadores moleculares utilizados en el presente trabajo
	Existen diferentes marcadores genéticos cada uno con sus ventajas e inconvenientes. En este apartado se van a explicar los utilizados en el presente trabajo por sus especiales características y por ser los que más frecuentemente se están empleando en la actualidad para identificación genética, nos referimos a los Microsatélites y los SNPs. 
	3.4.1. Microsatélites o STR (Short Tandem Repeat)
	Los loci microsatélites (Litt & Luty 1989; Koreth et al. 1996), también conocidos como SSR ("Simple Sequence Repeat") o STR (Short Tandem Repeat) consisten en repeticiones de secuencias cortas  (2-8pb) (Chambers & MacAvoy 2000) que han sido descritos en la mayoría de las especies y poseen una tasa de mutación que oscila entre 10-3 y 10-5 (Bowcock et al. 1994; Forbes et al. 1995; Brinkmann et al. 1998). Presentan herencia codominante y son fáciles de detectar metodológicamente.
	La existencia de microsatélites en genomas eucariotas, concretamente en levaduras y vertebrados fue descrita inicialmente por Hamada y colaboradores (1982), donde son muy frecuentes, bien distribuidos (Tautz 1989; Weber & May 1989) y mucho más polimórficos que los loci hipervariables formados por minisatélites, constituyendo la clase de marcadores moleculares más polimórficos que se conocen (Ferreira & Grattapaglia 1995; Cornide 2002). Aportan un alto grado de información debido al elevado número de alelos por locus que presentan (Baumung et al. 2004). Por todo esto hasta el momento aparecen como la herramienta más poderosa de discriminación genética entre animales (Blott et al. 1999). El polimorfismo, es decir la variación entre los distintos individuos, se basa en el número de veces que se repite el “motivo”. Se ha señalado que los elementos más repetidos en mamíferos son extensiones de dinucleótidos, siendo la más común la repetición CA. 
	Los microsatélites han demostrado ser marcadores muy informativos para estudios poblacionales, con un alto grado de polimorfismo (Vignal et al. 2002), cuyo número medio de alelos por locus puede variar en un rango muy amplio, en trabajos llevados a cabo en bovinos se han detectado de 5 a 16 (Sanz et al. 2007). Actualmente se utilizan también en análisis forenses (Cydne et al. 2000), pruebas de paternidad (Mommens et al. 1998; Schnabel et al. 2000; Sanz et al. 2002), estudios de biodiversidad (Peelman et al. 1998; Martin-Burriel et al. 1999; Martin-Burriel et al. 2007), análisis filogenéticos (Ritz et al. 2000; Tapio et al. 2006), construcción de mapas de ligamiento o como marcadores para la detección de QTLs de importancia económica en producción animal (Arranz et al. 1998; Imai et al. 2007). Por las ventajas que poseen estos marcadores, se ha trabajado ampliamente en la búsqueda y empleo en diferentes especies de interés en ganadería, tales como ovino (Dietz et al. 1993; Buchanan & Thue 1998); caprino (Kemp et al. 1995), porcino (Moran 1993) y bovino (Fries et al. 1990; Vaiman et al. 1994; Ciampolini et al. 1995; Usha et al. 1995; Moazami-Goudarzi et al. 1997; Martin-Burriel et al. 1999; Giovambattista et al. 2000; Uffo 2003; Liron et al. 2006).
	Actualmente no existe obligatoriedad impuesta por ningún organismo oficial que indique los marcadores genéticos que deben utilizarse para una correcta identificación de los animales y productos derivados. Sin embargo, la Sociedad Internacional de Genética Animal (ISAG: http://www.isag.org.uk), que es una organización que favorece el intercambio a nivel internacional de información y reactivos entre sus miembros, con el objetivo de estandarizar los marcadores y técnicas utilizadas internacionalmente para la identificación animal en las distintas especies domésticas; teniendo en cuenta los marcadores genéticos bovinos descritos y sus características, sugiere a nivel internacional un grupo de microsatélites (Tabla 1). Estos son los marcadores recomendados como más apropiados para llevar a cabo pruebas de identificación y de filiación, que garanticen una correcta identificación y permitan una estandarización a nivel internacional. 
	Teniendo esto en cuenta, diversas asociaciones de ganaderos de razas bovinas complementan la información contenida en sus libros genealógicos con datos genotípicos de estos microsatélites, llevando así un control más exhaustivo se sus animales.
	Tabla 1: Microsatélites recomendados por la ISAG para identificación genética y chequeos de parentesco en la especies bovina                     (http://www.isag.org.uk/journal/comparisonguide.asp).
	Microsatélite
	Cromosoma
	Tamaño (pb)
	Nº alelos
	Referencia
	ETH225 (D9S1)
	9
	140-158
	8
	(Steffen et al. 1993)
	INRA023 (D3S10)
	3
	196-222
	10
	(Vaiman et al. 1994)
	ETH104 (D5S3)
	5
	209-223
	7
	(Toldo et al. 1993)
	BM2113 (D2S26)
	2
	125-143
	10
	(Bishop et al. 1994)
	BM1824 (D1S34)
	1
	178-190
	5
	(Bishop et al. 1994)
	TGLA227 (D18S1)
	18
	77-97
	10
	(Georges & Massey 1992)
	TGLA126 (D20S1)
	20
	113-125
	7
	(Georges & Massey 1992)
	TGLA122 (D21S6)
	21
	137-183
	15
	(Georges & Massey 1992)
	SPS115 (D15)
	15
	246-260
	7
	(Moore & Byrne 1993)
	Un estudio de simulación ha mostrado que un conjunto de 8 o más microsatélites parecen ser suficientes para conseguir alcanzar la identificación individual en ganado bovino sea cual sea la estructura de la población muestreada (Arana et al. 2002). Así, la determinación del perfil de ADN mediante el uso de estos microsatélites, puede confirmar o rechazar la identidad de dos muestras distintas de ADN a un nivel de probabilidad del 99.9% y puede utilizarse como herramienta para el proceso la verificación y revisión al azar de la trazabilidad de los animales y la carne. 
	3.4.2. SNPs: Polimorfismos de una base (Single Nucleotide Polymorphism)
	Son los marcadores de más reciente utilización, pero que se están desarrollando muy rápidamente en los últimos años. Consisten en la sustitución de un nucleótido por otro. Se encuentran distribuidos por todo el genoma y pueden encontrarse tanto en regiones codificantes como no codificantes (Sachidanandam et al. 2001). Actualmente sabemos que estos polimorfismos son muy abundantes en el genoma de los mamíferos y se calcula la existencia de un SNP por cada 1000 pares de bases en humanos (Wang et al. 1998) o 1 por cada 500 pares de bases en ratón (Lindblad-Toh et al. 2000) y bovino (Heaton et al. 2001b). Si tenemos en cuenta que el tamaño promedio del genoma de los mamíferos es de 3.000 millones de pares de bases se puede prever que las secuencias de ADN de 2 individuos pueden llegar a diferir en unos 3 millones de posiciones, lo que implica un gran potencial para identificación. Son marcadores muy atractivos desde el punto de vista de su empleo en identificación ya que son genéticamente estables en mamíferos (Markovtsova et al. 2000; Nielsen 2000; Thomson et al. 2000), abundantes en bovino (Heaton et al. 2001a), tienen baja tasa de mutación del orden de 10-8 (Nachman & Crowell 2000; Kondrashov 2003), bajas tasas de error en el genotipado (Kennedy et al. 2003), la interpretación de los resultados es menos compleja que el caso de otros marcadores (Krawczak 1999), permiten la representación de los genotipos mediante una “firma digital de ADN” (Fries & Durstewitz 2001) y ofrecen un alto potencial para la automatización (Kruglyak 1997; Wang et al. 1998; Lindblad-Toh et al. 2000). 
	En este tipo de polimorfismos pueden estar presentes cualquiera de los cuatro nucleótidos en cualquier posición en el genoma, por lo tanto se debe suponer que cada SNP tendría cuatro alelos. Teóricamente esto es posible, pero en la práctica la mayoría de los SNPs tienen solamente dos variantes, la secuencia original y la versión mutada. Esto se debe a la vía en que estos aparecen y se distribuyen en una población. Un SNP se origina cuando ocurre una mutación puntual en el genoma, convirtiendo un nucleótido en otro. Si la mutación ocurre en los gametos de un individuo, puede heredarse por uno o más descendientes y después de muchas generaciones, el SNP puede establecerse en la población. Para que se produzca un tercer alelo, una nueva mutación debe ocurrir en la misma posición en el genoma de otro individuo, y este individuo y su descendencia deben reproducirse de forma tal que el nuevo alelo quede establecido. Esto no es imposible, pero es poco probable, por lo tanto la mayoría de los SNPs son bialelicos (Brookes 1999). 
	El método más directo para detectarlos es la secuenciación de segmentos de ADN previamente amplificados por PCR. Una vez localizado el SNP se pueden utilizar diversas técnicas para su análisis, como son: extensión del primer (Pastinen et al. 1996), pirosecuenciación (Ronaghi et al. 1998), espectrometría de masas MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption-Time of Flight) (Andersen & Mann 2000), microarrays o microchips de DNA (Schena et al. 1998) y discriminación alélica mediante PCR a tiempo real usando sondas TaqMan (Livak et al. 1995) o utilizando cebadores modificados en 3’ (Liu et al. 1997) que también se puede realizar en PCR estándar.
	Debido a las ventajas que ofrecen este tipo de marcadores y a la diversidad de métodos disponibles para su estudio se están utilizando frecuentemente en diversas especies en estudios de identificación y paternidad (Heaton et al. 2002; Li et al. 2006; Pakstis et al. 2007; Van Eenennaam et al. 2007), caracterización de poblaciones (Inagaki et al. 2002), estudios de biodiversidad (Ben-Ari et al. 2005; Twito et al. 2007), búsqueda de asociación con caracteres cuantitativos (Page et al. 2002; Stone et al. 2005), estudios de trazabilidad (Sauer et al. 2002; Capoferri et al. 2005; Goffaux et al. 2005) y elaboración de mapas de ligamiento (Snelling et al. 2005), entre otros.
	Los SNPs con frecuencias intermedias son los más útiles y los datos actuales indican que es suficiente una cantidad entre 25-50 SNPs para la identificación segura del ganado y de la carne (Heaton et al. 2002). Weller y colaboradores (2006) establecieron mediante estudios de simulación que para obtener una probabilidad de identidad equivalente a la obtenida con un panel de 8 microsatélites serían necesarios 18 SNPs, y por cada microsatélite adicional se necesitarían entre 2-2,5 SNPs adicionales.
	En el presente trabajo se han utilizado un total de 20 SNPs de los cuales 16 se encuentran en regiones intrónicas y 4 en regiones exónicas. En la Tabla 2 se muestran los SNPs analizados, localización cromosómica, número de acceso del GenBank y referencia.
	Tabla  2: SNPs utilizados en este trabajo para identificación.
	Nombre SNP
	Cromosoma/
	Localización
	SNP
	Nº acceso
	(GenBank)
	Referencia
	C1A/G
	1/exón
	A/G snp1455
	U02564
	(Laurent & Rodellar 2001)
	C2A/G
	2/intrón
	A/Gsnp109
	AF458963
	(Stone et al. 2002)
	C4C/G
	4/intrón
	C/Gsnp361
	AF458965
	(Stone et al. 2002)
	C5A/C
	5/intrón
	A/C snp261
	AF458966
	(Stone et al. 2002)
	C6A/G
	6/intrón
	A/Gsnp103
	AF465155
	(Heaton et al. 2001b)
	C7C/T
	7/exón
	C/T
	AY738459.1
	(Ordovas et al. 2006)
	C8C/T
	8/intrón
	C/Tsnp300
	AF465157
	(Stone et al. 2002)
	C10C/T
	10/intrón
	C/T snp396
	AF465158
	(Stone et al. 2002)
	C11A/G
	11/intrón
	A/Gsnp111
	 AF465160
	C12A/G
	12/intrón
	A/G snp 107
	AJ496770
	(Werner et al. 2004)
	C13A/G
	13/intrón
	A/G snp252
	 AF465161
	(Heaton et al. 2002)
	C17A/G
	17/intrón
	A/Gsnp302
	AF465165
	(Stone et al. 2002)
	C18G/T
	18/intrón
	G/Tsnp453
	 AF465167
	(Stone et al. 2002)
	C19C/G
	19/exón
	C/G
	AF285607.2
	(Roy et al. 2001)
	C20C/T
	20/intrón
	C/T snp 233
	AJ505155
	(Werner et al. 2004)
	C21C/G
	21/intrón
	C/G snp137
	AF465171
	(Stone et al. 2002)
	C23C/T
	23/intrón
	C/Tsnp 338
	AF465172
	(Stone et al. 2002)
	C24A/G
	24/intrón
	A/G snp 397
	AF465175
	(Stone et al. 2002)
	C26C/T
	26/intrón
	C/T snp 329
	AJ496781
	(Werner et al. 2004)
	C29A/G
	29/exón
	A/G snp 4558
	AF248054
	(Smith et al. 2000)
	De estos 20 SNPs los 4 localizados en regiones exónicas (SNP C1A/G, SNP C7C/T, SNP C19C/G y SNP C29A/G) han sido asociados a diferentes caracteres productivos por otros autores. En el SNP denominado C1 se ha llevado a cabo un estudio de asociación que se mostrará en el Capítulo de resultados. Estos marcadores resultan de interés no solo por su aplicación a la identificación y trazabilidad, sino por su posible asociación con caracteres productivos y uso en trabajos de selección asistida por marcadores (MAS: Marker Assisted Selection)
	3.4.2.1. SNPs localizados en regiones exónicas
	Los QTL (Quantitative Trait Loci) son considerados regiones del genoma en la que se encuentra uno o varios genes con un efecto significativo sobre un carácter de interés económico. Aunque la mayoría de los caracteres productivos presentan variación continua y están controlados por varios genes con un efecto pequeño pero acumulativo sobre el carácter; existen genes para algunos caracteres que explican un elevado porcentaje de la variación fenotípica (Winter et al. 2002; Van Laere et al. 2003; Roy et al. 2006).
	Actualmente se sabe que hay cientos de QTLs distribuidos por todo el genoma bovino (http://bovineqtlv2.tamu.edu/home.php) (Polineni 2004). Además la secuencia del genoma bovino ha permitido identificar un elevado número de genes que se encuentran en estas regiones QTL, esta información es muy útil en la identificación de polimorfismos que pudieran influenciar caracteres productivos en el ganado bovino. 
	Como se ha mencionado anteriormente en este trabajo han sido utilizados 20 SNPs de los que hay 4 que están localizados en regiones exónicas para los que se ha demostrado su relación con caracteres cuantitativos, los cuales pasaremos a describir brevemente: 
	3.4.2.1.1. SNP en el gen de la transferrina
	La transferrina es la proteína que transporta a través de la sangre el hierro absorbido en el intestino y el liberado por el catabolismo de la hemoglobina hacia los sitios de almacenamiento (hígado y sistema retículo-endotelial). Esta proteína es altamente polimórfica en muchas especies y en bovino se han detectado 10 variantes proteicas de acuerdo a su movilidad electroforética. 
	Laurent y Rodellar (2001) detectaron un SNP c.1455A>G (U02564) en el exón 12 del gen de la transferrina bovina localizado en el cromosoma 1. Este polimorfismo es detectado en animales con serotipos A/D2 y D2/E y produce un cambio aminoacídico Asp/Gly en la posición 469 del péptido, esta mutación permite la distinción de dos grupos de variantes de transferrina: D2 (c.1455G (U02564)(Gly) y A, E y D1 (c.1455A (U02564)(Asp). Este gen está ubicado en una región donde se han localizado cuatro QTL (Tabla 3 y Figura 3). 
	Tabla 3: QTLs en la región del cromosoma 1 donde está ubicado el gen de la transferrina. 
	QTL Id
	Nombre carácter
	Marcador inicial
	Marcador final
	64
	Birth Weight
	BMS1789 (113.5cM)
	BMS4014 (148.21cM)
	65
	Adjusted Weaning weight
	BMS1789 (113.5cM)
	BMS4014 (148.21cM)
	66
	Adjusted Yearling weight
	BMS1789 (113.5cM)
	BMS4014 (148.21cM)
	408
	Adjusted Fat
	BL28      (121.47cM)
	BM3205 (127.441cM)
	Al estar ubicado en esta región involucrada en varios caracteres cuantitativos, este polimorfismo ha sido empleado para llevar a cabo un estudio de asociación utilizando una muestra de vacas con valores estimados de producción extremos en cantidad de grasa en la leche. 
	Figura 3: Ubicación relativa del gen de la transferrina bovina relativa a los QTLs encontrados en la región.
	3.4.2.1.2. SNP en el gen de la calpaína
	Dentro de los factores bioquímicos y genéticos que se han identificado como responsables del ablandamiento de la carne se encuentra el sistema proteolítico de las calpaínas. Las proteasas ì-calpaína y m-calpaína son las dos enzimas responsables del ablandamiento postmortem, aunque se ha indicado que la ì-calpaína es la principal enzima. El gen de la ì-calpaína se localiza en el cromosoma 29 (Smith et al. 2000) en una región QTL para la terneza de la carne  (Casas et al. 2000; Smith et al. 2000) (Figura 4) y se han identificado diferentes polimorfismos en el gen que causan cambios en la composición de aminoácidos en la proteína, los cuales han sido utilizados para asociar este gen con la terneza de la carne (Page et al. 2002; Casas et al. 2005). 
	Este polimorfismo ha sido incluido en el panel no solamente por su asociación con el carácter terneza de la carne, sino también con la intención de valorar su potencial en identificación.
	  
	Figura 4: Ubicación relativa del gen de la i-calpaína bovina relativa a los QTL encontrados en la región.
	3.4.2.1.3. SNP en el gen de la Proteína Transportadora de Ácidos Grasos 1 (FATP1)
	La Proteína Transportadora de Ácidos Grasos 1 (Fatty Acid Transport Protein, FATP1) es una proteína integral de membrana que facilita el transporte de ácidos grasos de cadena larga a través de la membrana plasmática. El gen de la FATP1 ha sido mapeado en el cromosoma 7 (Ordovas et al. 2005) donde han sido descritos numerosos QTL relacionados con la grasa. En este trabajo hemos utilizado un SNP C/T localizado en el nucleótido 789 de la secuencia de mRNA (Ordovas et al. 2008), que tanto por su función fisiológica como su localización cromosómica hacen que pueda considerarse como gen candidato involucrado en la determinación de engrasamiento en ganado bovino (Ordovas 2006) 
	3.4.2.1.4. SNP en el gen de la Sintasa de Ácidos Grasos (FASN)
	La Sintasa de Ácidos Grasos (FASN) es una enzima citosólica que cataliza la síntesis de ácidos grasos saturados de cadena larga, por lo que es clave en el metabolismo lipídico. En bovino ha sido mapeado el gen en el cromosoma 19 (Roy et al. 2001) cercano a regiones QTL (Figura 5). El polimorfismo G/C ubicado en el exón 1 no traducible ha sido utilizado en este trabajo ya que ha sido demostrada además su asociación con contenido de grasa en leche (Roy et al. 2006), debido a la modificación de un sitio de unión del factor de transcripción Sp1 (Ordovas et al. 2008).
	  
	Figura 5: Ubicación relativa del gen de la FASN bovina relativa a los QTL encontrados en la región.
	3.5. Aplicación de la identificación individual a la trazabilidad 
	Los sistemas de trazabilidad basados en identificación convencional de animales no son infalibles, ya que una vez que el animal va al matadero comienza un proceso de cambio de tipos de identificación que sustituyen los crotales por un sistema de etiquetado, pudiendo inducir a errores en la identificación. Es decir, el seguimiento de la carne tiene un punto en la cadena alimentaria que resulta de vital importancia, y es a partir del momento en que el animal llega al matadero y la canal va ser dividida en numerosas partes que pueden tener diferentes destinos. 
	Para evitar errores debido a la pérdida de la identificación, se están desarrollando sistemas de verificación que puedan asegurar totalmente la trazabilidad del animal en cada una de las etapas de la cadena de producción, en especial después del despiece del animal.
	A continuación se exponen dos de dichos sistemas: la comparación de perfiles y la asignación individual a raza o población.
	3.5.1. Comparación de perfiles
	La trazabilidad molecular se basa específicamente en la comparación de perfiles de marcadores moleculares de ADN obtenidos para cada individuo, como son los microsatélites (Sancristobal-Gaudy et al. 2000; Arana et al. 2002; Vazquez et al. 2004) o SNPs (Capoferri et al. 2005; Goffaux et al. 2005), que pueden garantizar la trazabilidad de la carne hasta el animal de origen permitiendo discriminar si dos muestras son la misma o son muestras distintas.
	La lógica de un sistema de trazabilidad molecular opera con la toma de una muestra biológica de origen de cada animal antes de que se pierda la identidad individual del mismo (ej.: antes de la pérdida de los crotales). Esta muestra, convenientemente identificada, se almacena por un período no inferior a la “vida útil” del producto carne, hasta que el animal es consumido por completo. Posteriormente y en el eventual caso que en algún punto de la cadena (frigorífico, supermercado o consumidor) se quiera establecer el origen de un determinado corte de carne, se toma una segunda muestra del mismo (muestra problema). Tanto para la muestra de origen como para la muestra problema se determina un perfil específico de ADN. Estos perfiles son comparados entre sí, pudiendo establecerse si ambas huellas genéticas son idénticas o no. Si se trata de muestras pertenecientes al mismo animal, el perfil genético va a ser el mismo, independientemente del tipo de muestra de que se trate (Figura 6). Puede tratarse de cualquier tejido del animal vivo (sangre, pelo, piel, cartílago, semen, etc,) o bien un trozo de tejido obtenido de una pieza de la canal (carne, grasa, etc.), o de alimentos procesados, que han podido ser sometidos a diversos tratamientos, tanto físicos como químicos. En todos esos supuestos, el perfil genético será el mismo si se trata de muestras del mismo animal.
	  
	Figura 6: Esquema que representa tanto la toma de muestras de forma sistemática de animal vivo y canales (A) como de productos procesados (B) para su posterior genotipado e identificación (Cunningham & Meghen 2001). 
	Si dos muestras corresponden al mismo animal, deberán tener necesariamente el mismo genotipo para todos los marcadores estudiados. La probabilidad de que dos muestras que no pertenecen al mismo animal tengan el mismo genotipo para todos los marcadores analizados por efecto del azar depende del número de marcadores estudiados, de forma que al aumentar el número de marcadores, dicha probabilidad disminuye exponencialmente (Sancristobal-Gaudy et al. 2000; Arana et al. 2002). La Figura 7 nos muestra la probabilidad de que dos muestras coincidan al azar según el número de microsatélites analizados. Como puede observarse, con un número de 9 microsatélites (los recomendados por la ISAG), la probabilidad de que el genotipo de dos individuos coincida por azar es de  10-9, lo que nos indica que es prácticamente imposible que dos muestras presenten el mismo genotipo a no ser que se trate de la misma muestra o de gemelos monocigóticos.
	 
	Figura 7: Probabilidad (en ordenadas, escala logarítmica) de que el genotipo de dos muestras coincida por azar según el número de microsatélites analizados (Vazquez et al. 2004).
	El sistema de trazabilidad genética ideal pasaría por el análisis de los marcadores moleculares en todos los animales vivos. Sin embargo, y aunque el análisis de los marcadores de ADN resulta cada vez más económico, resultaría extremadamente caro hacer analizar todos los individuos que van destinados a matadero.
	Una alternativa que se está aplicando en algunos países consiste en tomar muestras para identificación de todos los individuos, pudiendo ser un momento idóneo al marcar el ternero con el crotal correspondiente. Para este cometido existen ya sistemas en el mercado que facilitan la obtención de una muestra de pabellón auricular en el momento de colocación del crotal (Vazquez et al. 2004), aunque se puede obtener cualquier tipo de muestra como pelo o papel impregnado en sangre, etc, siempre que cumplan los requisitos especificados con anterioridad. Los sistemas de obtención de la muestra facilitan asimismo una sistemática que permite el almacenado de las muestras. De esta forma, la identidad de un determinado individuo durante el proceso de cría o de cualquier pieza de carne durante el proceso de comercialización se puede comparar con la muestra inicial en controles rutinarios o en casos excepcionales que así lo aconsejen o requieran, sirviendo para control y apoyo de los otros sistemas de identificación que están establecidos legalmente.
	Existen otras alternativas, como la posibilidad de identificar mediante marcadores genéticos a todos los reproductores de las explotaciones y tratar de llevar a cabo un seguimiento, sin necesidad de analizar al individuo, sino a partir de la información genética de sus progenitores (Zaragoza et al. 2003; Rodellar et al. 2006).
	3.5.2. Asignación individual a raza o población
	Otra alternativa que se puede tener en cuenta es la de llegar mediante el análisis de los marcadores moleculares del producto animal a la raza de origen del producto, a lo que se le puede llamar trazabilidad de raza. La asignación de un sujeto a una raza utilizando métodos moleculares puede efectuarse esencialmente a través de dos estrategias  (Ajmone et al. 2004):
	I) aproximación determinada: contempla la búsqueda de marcadores moleculares específicos de una raza y/o genes con diferentes variantes de alelos fijadas en razas diferentes. La disponibilidad de tales secuencias específicas permitiría la utilización de pruebas diagnósticas sencillas y la asignación de un individuo a la raza de modo seguro, sin la necesidad de ninguna interferencia estadística. Por ejemplo en cerdo el análisis de la variación de los loci MC1R y KIT (Kijas et al. 1998; Giuffra et al. 2002) implicados en el color de la capa muestra una prueba simple que puede ser empleada en la verificación de la población de origen (Carrión et al. 2003).
	II) aproximación probable: esta estrategia comporta la creación de una base de datos de razas con marcadores moleculares y por lo tanto que contenga información sobre los alelos y las frecuencias alélicas características de cada raza. El individuo a asignar se analizará con los marcadores moleculares y la atribución se efectuará de manera probable, a partir de las frecuencias alélicas entre las razas. Para llevar a cabo la aproximación probable se pueden aplicar diferentes estrategias, como son los métodos basados en frecuencias alélicas, métodos Bayesianos o los basados en distancias genéticas (Paetkau et al. 1995; Rannala & Mountain 1997; Cornuet et al. 1999), que serán comentados a continuación.
	Los métodos basados en frecuencias alélicas consisten en asignar un individuo a una población, basándose en el valor de probabilidad de su genotipo individual de pertenecer a ella. Utilizan algoritmos estadísticos basados en funciones de máxima verosimilitud (Paetkau et al. 1995) que contemplan esencialmente tres partes: i) cálculo de las frecuencias alélicas en todas las poblaciones candidatas; ii) cálculo de la función de verosimilitud de cada genotipo multilocus en el interior de la población de referencia; iii) asignación del individuo a la población, en la que la función de verosimilitud de su genotipo es máxima. En este trabajo se ha utilizado esta metodología para realizar la asignación de individuos a raza usando datos genotípicos multilocus mediante la utilización del programa WHICHRUN v4.1 (Banks & Eichert 2000) basado en funciones de máxima verosimilitud. 
	Por su parte los métodos basados en distancias genéticas asignan los individuos deconocidos a la población genéticamente más cercana o próxima. Este método contempla la construcción de una matriz de distancias entre las posibles parejas de individuos y la atribución se ejecutará después, sobre la base de la distancia entre el individuo a asignar y la media de las distancias entre los sujetos de las poblaciones de referencia. Estos métodos son aplicables a diversos tipos de marcadores con resultados fácilmente interpretables, que pueden ser representados gráficamente aplicando análisis multivariados o algoritmos que construyen árboles filogenéticos. En este trabajo se ha utilizado la distancia entre individuos (Bowcock et al. 1994) basada en la proporción de alelos compartidos (Chakraborty & Jin 1993) en la construcción de un árbol filogenético utilizando el panel de marcadores microsatélites para ilustrar la capacidad de asignación de individuos a su raza. 
	Utilizando estas metodologías es posible realizar la asignación de muestras problema a la población que le dio origen. Existen numerosos trabajos que avalan la aplicación de estos métodos de asignación en diversas especies como en bovino (Maudet et al. 2002; Canon et al. 2008), en equino (Kruger et al. 2005; Thirstrup et al. 2008) o en salmónidos (Rengmark et al. 2006). 
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	4.4.3.2. Análisis estadísticos


	La inferencia estadística nos permite realizar estimaciones de variables en los descendientes a partir de determinados parámetros de los progenitores.
	4.4.3.2.1. Correlación
	La correlación indica el grado y la dirección de la relación existente entre dos variables aleatorias. 
	4.4.3.2.2. Regresión
	Como en el caso del análisis de correlación, la regresión lineal simple es una técnica para analizar la relación entre dos variables aleatorias continuas. Nos permite investigar el cambio en una de las variables, denominada respuesta, que corresponde a un cambio dado en la otra, conocida como variable explicativa. El objetivo primordial de análisis de regresión consiste en predecir o aproximar el valor de la respuesta asociado a un valor fijo de la variable explicativa.
	4.4.3.2.3. Coeficientes de determinación
	Para comprobar el ajuste del modelo a los datos observados se calcula el coeficiente de determinación (R2) que es una medida de la bondad de ajuste del modelo de regresión hallado. El coeficiente de determinación es el cuadrado del coeficiente de correlación de Pearson y sus valores estarán entre 0 y 1, por lo que cuanto más cercano a 1 sea este valor mayor será el ajuste del modelo. R2 indica qué porcentaje de la variabilidad de la variable de respuesta Y es explicada por su relación lineal con X.
	4.4.3.2.4. Selección de variables en regresión múltiple
	Una buena propiedad de un modelo de regresión lineal es que permita explicar el comportamiento de la variable de respuesta Y lo mejor posible, haciendo uso del menor número de variables predictoras posibles, esta propiedad es llamada “parsimonia”. Existen dos métodos generales de lograr este objetivo: los métodos “stepwise” y el método de los mejores subconjuntos. Entre los métodos "stepwise" están:
	- Método de eliminación hacia atrás (“Backward Elimination”)  
	- Método de Selección hacia adelante (“Forward Selection”) 
	- Método Paso a Paso ("Stepwise") 
	En este trabajo se ha utilizado el método Paso a Paso ("Stepwise"), donde una variable que ha sido incluida en el modelo en un paso previo puede ser eliminada posteriormente. En cada paso se cotejan si todas las variables que están en el modelo deben permanecer allí.  
	4.4.4. Asignación de individuos
	Las probabilidades de exclusión (PE) han sido calculadas tanto por locus como combinadas (Tabla 15). Se ha visto que el locus TGLA126 es el que ha mostrado menor PE en todos los grupos con valores de 0,1811 en Pirenaica II a 0,3778 en Parda de Montaña, y el TGLA227 ha mostrado los mayores valores en todos los grupos.
	Las PE combinadas analizando los 9 microsatélites en todos los casos han sido elevadas y superiores a 0,99 por lo que el panel puede ser utilizado para análisis de paternidad (Gomez-Raya et al. 2008). Los valores de PE para la población de Pirenaica I+II y para sus subpoblaciones han sido menores comparados con los de Parda de Montaña, debido al bajo valor de heterocigosidad del locus TGLA126 en la raza Pirenaica, hecho que depende de la distribución de alelos en la población (Sherman et al. 2004). Además de la heterocigosidad los valores de PE pueden estar influenciados por el número de loci microsatélites analizados. 

	En la selección de los polimorfismos que serían analizados como parte de la búsqueda de un panel para ser empleado en identificación y trazabilidad fueron elegidos cuatro SNPs pertenecientes a regiones exónicas dentro de los que estaba el polimorfismo en el codón 12 de la transferrina bovina en el cromosoma 1. Los tres polimorfismos restantes ubicados en regiones exónicas habían sido estudiados anteriormente por su asociación con caracteres cuantitativos. 
	Debido a la función fisiológica de la trasferrina así como por estar ubicada en una región involucrada en varios caracteres cuantitativos, se ha estudiado la variabilidad de este polimorfismo en una muestra de vacas con valores estimados de producción extremos en cantidad de grasa en la leche. 
	El genotipado del SNP c.1455A>G (U02564) del exón 12 del gen de la transferrina bovina para verificar si existía asociación con la cantidad de grasa en la leche se realizó mediante PCR alelo específica, utilizando PCR estándar o a tiempo real. 

