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RESUMEN

Se estudian 178 animales pertenecientes ala
raza ovina Palmera, lo que supone la totalidad de
la poblacion, mediante 24 marcadores micro-
satélites con objeto de caracterizar esta raza
autoctona de la Isla de la Palma (Islas Canarias,
Espafia). Se han empleado microsatélites de
ovinoy de bovino recomendados porla FAO, por
laISAG (International Society of Animal Genetics)
y por otros autores en la bibliografia para este
tipo de estudios en ovinos. Los microsatélites se
han amplificado mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) y los fragmentos amplifi-
cados se han separado mediante electroforesis
en un secuenciador automatico ABI 377XL. To-
dos los microsatélites utilizados han resultado
polimérficos y se han encontrado entre 2 alelos
para el ETH10 y 15 para el CSSM66, con un
nimero medio de alelos de 7,04. La hetero-
cigosidad media esperada ha sido 0,6039 y la
observada 0,5504. Se ha llevado a cabo también
la comprobacién de paternidades y maternida-
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des con estos microsatélites, lo que ha servido
para establecer una bateria de 10-12 micro-
satélites con una probabilidad de exclusién a
priori superior al 99,9 p.100 que puede resultar
muy Util para realizar controles de filiacién en
esta raza ovina en serio peligro de extincion.

SUMMARY

It have been studied 178 animals (the whole
population) of the Palmera sheep with 24
microsatellites in order to characterise this
autochthonous breed from La Palma Island
(Canary lIslands, Spain). Ovine and bovine
microsatellites recommended by FAO, ISAG
(International Society of Animal Genetics) and
other authors in the bibliography for ovine
biodiversity studies have been used. These
markers were amplified by mean of the polymerase
chainreaction (PCR) technigue andto getthe size

Arch. Zootec. 54: 363-367. 2005.

20/12/2005, 9:29



MARTINEZ, VEGA-PLA, BRAVO, BARBA, CARABALLO Y DELGADO

separation of the obtained fragments we have
developed electrophoresis in polyacrylamide gel
in an automatic sequencer ABI377XL. All the
microsatellites have been polymorphic and
between 2 (ETH10) and 15 (CSSM66) alleles
have been found with an average value of 7.04.
The expected heterozigosity has been 0,6039
and the observed heterozigosity 0.5504. The
paternity and maternity have been checked with
these microsatellites and this has been used to
make a paternity panel with 10-12 markers and
an a priori exclusion probability higher than 99,9
percent. This panel is useful to check paternity in
this threatened breed.

INTRODUCCION

LaovegaPalmeraesoriginariadela
isla de La Pama del archipiélago Ca
nario (Espafna), y ha sido muy impor-
tante parala economia doméstica has-
ta finales de los afios 60 del siglo XX
por la produccion de lana, siendo tam-
bién muy apreciadapor lacalidad de su
carne. A partir de entonces ha dismi-
nuido considerablemente su presencia,
debido alallegada de fibras sintéticas
y alaimportacion deotrasrazasovinas
mas productivas de leche procedentes
de otrasislas. Actualmente, junto con
el cerdo Negro Canario, es laraza de
animales domeésticos mas amenazada
delaslslas Canarias: se hallaen situa-
cion critica, estando en grave peligro
deextincion pues, segun Alvarezet al.
(2000), en 1996 quedaban unos 150
gjemplares de esta raza.

Estos mismosautorespresentan |os
resultados de la caracterizacion
morfolégicadelaraza, y en el presente
trabajo se muestran los resultados de
la caracterizacién genética con mar-
cadoresmicrosatélitesdel ADN, como

pasos dados para intentar recuperar y
conservar laraza. También se harea-
lizado la comprobacién de paternida-
des y maternidades con estos micro-
satélites, lo que ha servido para esta-
blecer una bateria de 10-12 micro-
satélites con una probabilidad de ex-
clusion a priori superior a 99,9 p.100
gue puede resultar muy Util para la
gestion de esta raza ovina en serio
peligro de extincion.

MATERIAL Y METODOS

Se han analizado 178 animales (lo
que constituye latotalidad de lapobla-
cion en la actualidad) de la raza ovina
Palmera pertenecientes, a varios ga-
naderos de la Asociacion de Ganade-
ros de Oveja Pamera y a Excmo.
Cabildo Insular de La Palma.

Se ha extraido sangre de todos los
animalesen tuboscon EDTA K,como
anticoagulante y utilizando el sistema
Vacutainer® pararealizar las extrac-
ciones. El ADN de las muestras se ha
extraido mediante el Kit BLOOD-
CLEAN de purificaciéon de ADN
(BIOTOOLS - Biotechnological &
Medical Laboratories, S A. Madrid,
Espaiia) siguiendo las indicaciones del
fabricante para este kit.

Se han estudiado los 24 microsa-
télites siguientes: BM8125, BM 1818,
BM 1824, CSSM66, ILSTS011, INRAGS,
SPS115, BM6506, ETH225, ETH10,
INRA35, TGLA122, TGLA126, TGLAS3,
BM6526, RM006, CSRD247, MAF65,
MAF209, OarFCB11, OarFCB48,
OarFCB304, OarCP20 y OarCP34.
Los microsatélites se amplifican me-
diante la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) segun
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la metodologia de Martinez et al.
(2000). Se disefian varias reacciones
multiplex con el objeto de reducir €
nimero de reaccionesy |os costes de
los experimentos. Para realizar la se-
paracion por tamafios de los fragmen-
tos obtenidos mediante la PCR se so-
meten éstosaunaelectroforesisen gel
de poliacrilamida en un secuenciador
automéatico ABI 377XL (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).
El andlisis de los fragmentos y la
tipificacion alélica se realiza mediante
los programas informéaticos Genescan
Analisys 3.1.2 y Genotyper 2.5 res-
pectivamente.

Con objeto de conocer € perfil ge-
nético de la raza se han calculado las
frecuencias aélicas y las heteroci-
gosidades mediante el programa
informatico Genetix version 4.01
(Belkhir, 1999). Se ha readlizado una
prueba de equilibrio segin Guo y
Thompson (1992) con € algoritmo en
cadena de Monte Carlo Markov me-
diante el programa informatico
GENEPOP versién 3.1c (Raymond &
Rousset, 1995). Para el calculo del
contenido de informacion polimérfica
(PIC) hasido empleadalaformulaque
propusieron Botstein et al. (1980).

El control defiliacion se haredliza-
do comparando los genotipos del hijo
con |los genotipos de sus progenitores.
Para evaluar la utilidad de estos
microsatélites para realizar controles
defiliacion en estaraza, se hacalcula-
do laprobabilidad de exclusiéna priori
(PE) de cada uno de ellos mediante la
formula de Jamieson (1994), y la pro-
babilidad de exclusién combinada a
priori (PEC) paraun conjunto de sis-
temas mediante la formula de Huguet
(1988).

RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los microsatélites emplea
dos, excepto uno, han resultado
polimoérficos, encontrandose entre 4
alelos para tres de ellos y 15 para €l
CSSM66 (tabla I), con un numero
medio de alelos de 7,04. Aungue el
ETH10 muestradosalelos, lo cierto es
gue este marcador debe considerarse
monomorfico puesto que uno de ellos
Sse presenta con una frecuencia supe-
rior a 95 p.100.

En latabla| sereflejan losvalores
de PIC gque indican qué marcadores
son masinformativosen estaraza(va-
lores superiores a 0,5) cuales son me-
dianamente informativos (valores en-
tre 0,25y 0,5) y cuales son poco infor-
mativos (valores inferiores a 0,25).
Exceptuando el ETH10, €l restodelos
marcadoressoninformativosy por tan-
toson Utilesparaval orar lavariabilidad
genética de la oveja Palmera.

L a heterocigosidad media observa-
da acanza un valor de 0,5504 y la
esperada, calculada a partir de las
frecuencias alélicas, de 0,6039. Estos
valores son inferiores a los encontra-
dos por Arranz et al. (2001) en otras
razas ovinas espafolas y por Diez-
Tascon et al. (2000) en € Merino
espariol y 5 razas derivadas del mismo,
sin embargo indican una diversidad
genética aceptable en laovejaPalme-
ra a pesar de tratarse de una raza en
proceso de recuperacion.

La prueba de equilibrio Hardy-
Weinberg paralatotalidad de lapobla
cion dio como resultado un desequili-
brio, pero cuando se realiza esta mis-
mapruebapor ganaderias, el resultado
es que solo una de ellas se desvia del
equilibrio, debido probablemente al
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Tablal. Microsatélites analizados, nimer o de alel os obtenido, valores de PIC (contenido
deinformacién polimérfica) y de PE (probabilidad de excl usi 6napriori) decadaunodeellos.
(Microsatellites analysed, alleles obtained number (NA), PIC values (polymorphic information content)
and a priori exclusion probability (PE) of each microsatellite).

Locus Numero alelos PIC PE Locus Numero alelos PIC PE
BM1818 12 0,78 0,62 INRA35 4 0,58 0,37
CSSM66 15 0,71 0,55 TGLA122 6 0,56 0,36
BM6526 6 0,71 0,53 OarFCB11 6 0,56 0,36
CRSD247 8 0,69 0,52 OarCP34 7 0,53 0,35
TGLA126 5 0,71 0,52 OarFCB304 8 0,50 0,30
RMO006 7 0,68 0,48 MAF65 4 0,45 0,28
ILSTS011 8 0,65 0,46 OarCP20 9 0,43 0,27
BM8125 6 0,64 0,45 TGLAS53 10 0,42 0,27
INRAG3 10 0,65 0,45 ETH225 5 0,45 0,26
MAF209 7 0,63 0,42 BM1824 4 0,43 0,25
OarFCB48 5 0,60 0,39 SPS115 7 0,39 0,23
BM6506 8 0,57 0,38 ETH10 2 0,01 0,01

sstema de intercambio de repro-
ductores por productos que se lleva a
cabo en esta ganaderia y que esta
encuadrado dentro del plan de recupe-
racion de la raza.

En latabla | sedetallanlosvalores
de PE paracadamarcador. A partir de
estos datos se ha disefiado un panel
basico de 12 microsatélites cuya pro-
babilidad de exclusién combinada a
priori (PEC) es 0,9984. Se prepara
otro panel adicional de otros 6
microsatélites paracasosde control de
filiacion que no puedan resolverse con
el panel béasico. La PEC de los dos
paneles es 0,9999.

Se han redlizado 48 controles de
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