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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar el uso de un conjunto de marcadores microsatélites para el analisis de paternidad en
cerdos Criollos venezolanos, se seleccionaron individuos para la colecta de muestras de foliculos pilosos en los
poblados de Masaguaral (22), El Socorro (26), Guayabal (31) Arismendi (31) Capanaparo (29) y Cunaviche (32),
asimismo se incluyeron 21 individuos de raza Landrace y 14 de raza Large White como referenciales. Se amplifi-
caron 13 marcadores microsatélites y tipificaron los fragmentos mediante tincion con nitrato de plata (AgNO,). Se
calculd el nimero total y numero medio de alelos (NTA, NMA), heterocigosis media observada y esperada (HMO,
HME), indice de contenido polimdrfico medio (PICM), probabilidad de exclusiéon con ausencia de informacion de
los dos progenitores y un progenitor (PE2, PE1) y la probabilidad de exclusién combinada para ambos casos
(PEC2, PECH1). Los resultados obtenidos indican la presencia de 63 alelos con NMA de 4,5. La HMO resulté en
0,499 (0,192 - 0,708). Se obtuvo un valor de 0,560 para HME (0,345 - 0,738). El PICM se ubicé en 0,496 (0,274
- 0,678). Los valores de PE1 resultaron superiores a PE2 para todos los loci, encontrandose valores de 0,980 y
0,990 para PEC2 y PEC1, considerando 10 marcadores. El panel de microsatélites propuestos tiene la utilidad y
precisidn necesaria para realizar pruebas de paternidad y registros genealdgicos en los cerdos Criollos venezo-
lanos basandose en el calculo de la probabilidad de exclusion.
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Microsatellites use to paternity analysis in venezuelan Creole pigs

ABSTRACT

To evaluate the use of a set of microsatellite markers to paternity analysis in venezuelan Creole pigs, taken
hair follicles samples of 22 Masaguaral individuals, 26 of El Socorro, 31 of Guayabal, 31 of Arismendi, 29 of
Capanaparo and 32 of Cunaviche, also, 21 individuals of Landrace and 14 Large White breeds were used as a
reference. Thirteen microsatellite markers were amplified, and viewed the fragments by staining with silver nitrate
(AgNOQ,). It was calculated the total and average allele numbers (NTA, NMA), observed and expected mean
heterozygosity (HMO, HME), medium polymorphic content index (PICM), exclusion probability with no informa-
tion from the two parents and one parent (PE2, PE1), and combined exclusion probability for both cases. (PEC2,
PEC1). Sixty - three alleles were visualized with NMA of 4.5. The HMO was 0.499 (0.192 - 0.708). HME was 0.560
(0.345 - 0.738). The PICM was 0.496 (0.274 - 0.678). The PE1 values resulted higher than PE2 for all loci, finding
values of 0.980 and 0.990 for PEC2 and PEC1, considering 10 markers. The microsatellites panel proposed has
the necessary utility and precision to perform paternity test and genealogical records in venezuelan Creole pigs,
basing in exclusion probabilities tool.

Key words: alleles, heterozygosity, polymorphic content index, exclusion.

Aprobado: junio 2018

17



Vol. 36 (1-2)

ZOOTECNIA TROPICAL

2018

INTRODUCCION

Los programas de mejora genética en espe-
cies animales de interés zootécnico que utilizan
métodos cuantitativos, se fundamentan en las
relaciones genéticas entre los individuos. En la
actualidad, el procedimiento del mejor predictor
lineal insesgado usado para calcular los valores
genéticos es el mas aceptado (Sifuentes et al.
2006).

En este sentido, es requisito obligatorio la correcta
identificacion de los individuos y su genealogia, de
manera de obtener valores precisos de su poten-
cial genético y poder establecer objetivos claros
y confiables en dichos programas. En el caso de
explotaciones porcinas donde no se tiene con
precision las relaciones de parentesco entre los
progenitores y la progenie, existe una alta probabi-
lidad de incurrir en errores de pedigri, pudiéndose
afectar de forma negativa el progreso genético por
generacion.

En este aspecto, se citan los marcadores de
ADN como una herramienta eficaz para la asig-
nacion de paternidad en animales de interés
doméstico; de ellos, los microsatélites resultan
ser marcadores moleculares de amplio uso para
tal fin, debido a su reproducibilidad, alta fiabi-
lidad (mayor al 95 %), bajos costos en relacién
a otros marcadores moleculares, elevado poli-
morfismo y facil interpretacion (Aranguren et al.
2005, Riojas et al. 2006).

A pesar de que el nivel tecnoldgico disponible
para las explotaciones porcinas permite tener
mucha precision en la identificacion de la genea-
logia, el manejo errado de los reproductores,
asi como los errores en los registros de insemi-
nacion y registros de montas dirigidas, pueden
ocasionar fallas en el arbol genealdgico.

Es por esto, que mas alla de la importancia de
registrar la progenie como requisito fundamental
de los libros genealdgicos y el correcto calculo de
los valores genéticos, las pruebas de paternidad
son importantes como herramientas auxiliares en
la determinacion precisa del valor de cria en las
explotaciones porcinas selectas (Delgado et al.
2005, Behl et al. 2017) y en aquellas poblaciones
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donde no se llevan registros precisos de la iden-
tificacion y los apareamientos.

Con respecto al ultimo punto mencionado, esto es
de gran importancia en las poblaciones de cerdos
Criollos venezolanos, puesto que los sistemas
de explotacion son predominantes extensivos.
La presente investigacion tiene como finalidad
evaluar el uso de un conjunto de marcadores
microsatélites para el analisis de paternidad en
cerdos Criollos venezolanos.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de foliculos pilosos de
cerdos Criollos venezolanos en los poblados
de Masaguaral (22), El Socorro (26) y Guayabal
(31) en el estado Guarico; Arismendi (31) en el
estado Barinas; Capanaparo (29) y Cunaviche
(32) en el estado Apure, asimismo se incluyeron
21 individuos de la raza Landrace y 14 de la raza
Large White de una explotacion intensiva en el
estado Carabobo, como referencias externas.

Las muestras fueron analizadas en el Centro de
Investigaciones en Biotecnologia Agricola en el
Instituto de Genética de la Facultad de Agronomia
de la Universidad Central de Venezuela, ubicado
en la ciudad de Maracay, estado Aragua, Venezuela.

El ADN genémico de los foliculos pilosos fue
aislado usando nitrogeno liquido y acetato de
sodio (C,H,NaO,) segun el protocolo descrito por
Galindez et al. (2011). Las reacciones de PCR se
llevaron cabo en un equipo termociclador marca
BIORAD, modelo PTC-100, con el programa
presentado en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Perfil termico usado para las reacciones

de PCR.
FASE T' (°C) 2 (s)
Desnaturalizacion inicial 95 240
Desnaturalizacion 95 30
40 S especifica
ciclos Hibridacion cebador 60
Extension 72 120
Extension Final 72 600

"Temperatura termociclador. 2Duracién de la fase.
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La composicion de la solucion de reactivos usada
para la amplificacion por PCR, y las secuencias
nucleotidicas del grupo de 13 microsatélites reco-
mendados por la FAO (2011) para estudios de
caracterizacion genética en cerdos, que fueron
usados en este trabajo, se presentan en los
cuadros 2 y 3 respectivamente.

Cuadro 2. Composicion de la mezcla de PCR.

Componente (concentracion) Vol.
albumina de suero bovino (BSA) (1mg.mL") 0,5 uL
tampon (5X) 5puL
MgCl, (25mM) 2,5uL
polimerasa TAQ (5U.uL") 0,2 uL
desoxinucledtidos trifosfatos (ANTP)(200 uM) | 0,2 pL
ADN molde (10ng.uL") 5L
cebadores especificos (10 uM) 2 uL
agua purificada c.s.p 25 uL

Cuadro 3. Marcadores microsatélites utilizados en el
analisis de paternidad en el cerdo Criollo

venezolano.

Mrc! Secuencia (5' — 3) T?
TCCTTCCCTCCTGGTAACTA

S0005 | GCACTTCCTGATTCTGGGTA 58

Sots5 | TGTTCTCTGTTTCTCCTCTGTTTG -
AAAGTGGAAAGAGTCAATGGCTAT

0215 | TAGGCTCAGACCCTGCTGCAT 5
TGGGAGGCTGAAGGATTGGGT
GTGTAGGCTGGCGGTTGT

S0218 | CCCTGAAACCTAAAGCAAAG 55

0205 | GCTAATGCCAGAGAAATGCAGA -
CAGGTGGAAAGAATGGAATGAA

0207 | GATCCATTTATAATTTTAGCACAAAGT -
GCATGGTGTGATGCTATGTCAAGC
CTTTGGGTGGAGTGTGTGC

SW24 | ATCCAAATGCTGCAAGCG 58
TGGGTTGAAAGATTTCCCAA

SW240 | GGAGTCAGTACTTTGGCTTGA 58
ATCAGAACAGTGCGCCGT

SWB32 | 17GAAAATGGGGTGTTTCC 58
AGAAATTAGTGCCTCAAATTGG

SW857 | AAACCATTAAGTCCCTAGCAAA 58
CTCAGTTCTTTGGGACTGAACC

SWOT | CATCTGTGGAAAAAAAAAGCC 55
TCTGGAGCTAGCATAAGTGCC

SWO36 | 3TGCAAGTACACATGCAGGG 58
TTTCACAACTCTGGCACCAG

SWO1T | GATCGTGCCCAAATGGAC 58

"Marcador. 2Temperatura de hibridacién (°C). Fuente: FAO
(2011).
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La separacion de los productos de la PCR se
realizd6 mediante electroforesis vertical en geles
de poliacrilamida (concentracion del 6 %) y se
revelo el resultado con solucién de nitrato de
plata (AgNO,) segun la metodologia descrita
por Badan (2003). La tipificacién de los frag-
mentos de PCR se realiz6 con el apoyo de un
transiluminador de luz blanca y el tamafio de los
amplicones se calculé6 usando la metodologia
propuesta por Hames y Rickwood (1981), a partir
de un marcador de 25 pb, con el apoyo de la
aplicacién Microsoft Excel®.

Se calcularon los parametros; numero total de
alelos (NTA), numero medio de alelos (NMA),
indice de contenido polimérfico medio (PICM),
heterocigosidad media esperada (HME) y hete-
rocigosidad media observada (HMO), usando
el complemento para Microsoft Excel “The
Excel Microsatellite Toolkit” (Revidatti 2009).
Los valores de la probabilidad de exclusion con
ausencia de informacion de los dos progenitores
(PE2), probabilidad de exclusion con ausencia de
informacion de un progenitor (PE1), probabilidad
de exclusién combinada para todos los loci, con
ausencia de informacion de los dos progenitores
(PEC2) y probabilidad de exclusion combinada
para todos los loci, con ausencia de informacion
de un progenitor (PEC1) se obtuvieron con apoyo
del programa estadistico Cervus, version 3.0
(Marshall et al. 1998, Kalinowski et al. 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron 63 alelos (NTA) para las seis
poblaciones de cerdos Criollos venezolanos vy
razas referenciales, para una media de 4,5 (NMA),
esto se corresponde a una alta riqueza alélica, la
cual es similar a los reportes previos de la litera-
tura (Revidatti 2009, Landi et al. 2011, Costa et
al. 2012, Montenegro 2012, Revidatti et al. 2014,
Yu et al. 2015), aunque resultaron ser inferiores
a los valores reportados por Pardo et al. (2015)
y Cortés et al. (2016), resaltando que se usaron
algunos microsatélites diferentes a los empleados
en el presente estudio.

Los valores de HMO oscilaron entre 0,192 y 0,708;
mientras que la HME varié entre 0,345 y 0,738
(Cuadro 4). Los valores maximos y minimos para
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Cuadro 4. HMO, HME y PICM por marcador en
cerdos Criollos venezolanos.

Marcador HMO HME PICM
S0005 0,708 0,647 0,568
S0155 0,561 0,673 0,595
S0215 0,192 0,345 0,274
S0218 0,549 0,577 0,525
S0225 0,543 0,731 0,669
S0227 0,296 0,380 0,326
SW24 0,665 0,705 0,635
SW240 0,690 0,656 0,585
SW632 0,573 0,639 0,558
SW857 0,599 0,582 0,517
SW9I11 0,515 0,738 0,678
SW936 0,516 0,667 0,588
SW951 0,577 0,500 0,430
Total’ 0,499 0,560 0,496

"Valores medios considerando todos los marcadores.

la heterocigosidad son similares a los reportados
por Fan et al. (2005), Vicente et al. (2008), Pardo
et al. (2015), Revidatti et al. (2014), Yu et al. (2015),
Cortés et al. (2016); destacando que, si se excluyen
los loci S0215 y S0227, se presento alta variabilidad
genética en los cerdos Criollos venezolanos. Por
otra parte, la diferencia entre los valores promedios
para todos los loci es superior (0,061) al encontrado
por los autores mencionados.

El valor de PICM para los microsatélites S0005,
S0155, S0218, S0225, SW24, SW240, SW632,
SW857, SW911 y SW936 fue superior a 0,5. De
acuerdo a Pérez (2005) este resultado indica
que son altamente informativos y demuestra su
utilidad en el estudio de variabilidad y paternidad
en cerdos; mientras que los marcadores S0215,
S0227 y SW951 son medianamente informativos
al ubicar sus PICM entre 0,25 y 0,5 (Martinez et
al. 2005b).

La diferencia entre HMO y HME fue reportada
por Galindez et al. (2016) para las mismas pobla-
ciones del presente estudio, lo que refleja, segun
los autores, una desviacion del equilibrio Hardy-
Weinberg; situacion que a su vez evidencia la
existencia de subestructura poblacional.
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De manera general, otros autores han encontrado
resultados similares para el PICM en diferentes
especies (Li et al. 2004, Thuy et al. 2006, Vicente
et al. 2008, Chang et al. 2009, Montenegro 2012,
Pardo et al. 2014, 2015; Sharma et al. 2015, Yu
et al. 2015, Ayagirwe et al. 2018, Pei et al. 2018).

La PE2 por marcador varié en un rango de 0,085
(S0215) a 0,383 (S0225), mientras que para la
PE1 el intervalo de variacion estuvo entre 0,164
y 0,563 para los mismos mismos marcadores
(Cuadro 5). Estos valores de PE se asemejan a
los reportes de Yalta et al. (2014), Yu et al. (2015)
y Pei et al. (2018) quienes evaluaron poblaciones
de cerdos, alpacas y yaks.

Cuadro 5. PE2 y PE1 para la combinacién
de poblaciones de cerdos Criollos
venezolanos y referenciales.

Locus PE2 PE1
S0005 0,284 0,455
S0155 0,332 0,508
S$0215 0,085 0,164
S0218 0,324 0,507
S0225 0,383 0,563
S0227 0,129 0,261
Sw24 0,353 0,531
SW240 0,341 0,517
SW632 0,243 0,402
SW857 0,314 0,490
SW9I11 0,364 0,543
SW936 0,301 0,476
SW951 0,194 0,332
PEC’ 0,9874 0,9996
PEC? 0,9804 0,9990

'PEC, considerando todos los loci en conjunto;
PEC combinada descartando los loci S0215,
S0227 y SW951.

Los valores de probabilidad de exclusion encon-
trados para los marcadores S0155, S0227,
SW911, SW936 y SW951, son superiores a los
reportados por Delgado et al. (2005), esta dife-
rencia puede explicarse sobre la base de que se
estudiaron poblaciones divergentes y, por tanto,
la constitucion genética de estas puede diferir.
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Asimismo, los valores encontrados son inferiores
a los reportados por Fan et al. (2005) y Vicente
et al. (2008); en este caso debe mencionarse
que los valores de probabilidad de exclusién por
cada marcador aumentan con el incremento
del numero de alelos de estos, lo que conduce
a pensar que en los trabajos citados probable-
mente existié una mayor riqueza alélica.

Se detectaron tres marcadores con baja probabi-
lidad de exclusion (menor a 0,25); S0215, S0227
y SW951, de acuerdo al criterio establecido por
Delgado et al. (2005) se consideran como poco
informativos. Estos resultados concuerdan con
los autores citados, estos microsatélites se corres-
ponden con la menor heterocigosidad media e
inferiores indices de contenido polimérfico medio
(Cuadro 5), lo que confirma los hallazgos y teorias
expresadas con anterioridad sobre la poca infor-
macion que expresan los marcadores mencio-
nados en estas poblaciones para el estudio de la
diversidad genética.

La PEC incluyendo todos los loci para ambos
casos resulto en valores superiores a 0,98 (Cuadro
5), resaltando que el poder de discriminacién de
un individuo con respecto a la poblacién mediante
la probabilidad de exclusion total es cercana al
100 % (99,9 %) en ausencia de informacion de
uno de los progenitores (PEC1). Los resultados
concuerdan con los reportes de Vicente et al.
(2008) y Delgado et al. (2005) quienes informan
valores de probabilidad de exclusién similares al
presente estudio.

Vale la pena mencionar que, si se descartan los
microsatélites S0215, S0227 y SW951, la PEC se
mantiene en 99,9 % para un panel de 10 micro-
satélites (Cuadro 5), por lo tanto, la no inclusion
de estos marcadores implica ahorro en tiempo y
dinero sin afectar la precision del analisis.

De acuerdo a Aranguren-Méndez (2002), los
valores altos de la PE implican que practicamente
existe una probabilidad de 100 % de detectar
una falsa paternidad con el panel de marcadores
propuesto. Asimismo, es valido aseverar que la
prueba propuesta constituye una herramienta
muy util para controlar la genealogia en cerdos
Criollos venezolanos a través del disefio de los
planes de apareamiento, sobre todo porque es
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conocido que en los sistemas de explotacién de
estos cerdos los apareamientos no son contro-
lados y menos aun las relaciones de parentesco
que puedan ocurrir entre los individuos de las
poblaciones consideradas.

Por tanto, el analisis de paternidad para minimizar
o eliminar la consanguinidad representa un paso
fundamental a ser considerado en los planes de
conservacion y recuperacion de las poblaciones
de cerdos Criollos venezolanos. Asimismo, la
premisa de poder controlar la genealogia, usando
esta técnica, en futuros planes de mejora gené-
tica luce como un objetivo fundamental a mediano
plazo (Aranguren-Méndez 2002; Martinez et al.
20054, Yu et al. 2015, Pei et al. 2018).

Enreferenciaalos valores de la PEC discriminados
por grupo experimental, los resultados muestran
valores altos dentro de las poblaciones de cerdos
Criollos venezolanos y las razas comerciales
(Cuadro 6). El microsatélite que presenté menor
valor para PE1 fue variable entre poblaciones, en
Masaguaral, El Socorro, y Arismendi correspondié
al marcador S0005, mientras que en Guayabal,
Capanaparo, Cunaviche, Landrace y Large White
los marcadores identificados fueron SW857,
SW24, SW240, SW936 y S0218, respectivamente.

Estos marcadores fueron poco informativos para
las poblaciones mencionadas, por lo tanto, la
discusion sobre su poca o ninguna utilidad es
valida, puesto que es muy probable que se puedan
descartar en el analisis de cada poblacion parti-
cular sin que ocurran variaciones significativas en
el valor de la probabilidad de exclusion combinada.

Una distribucion similar se observa con los marca-
dores que presentan los valores mas elevados de
probabilidad de exclusién dentro de cada pobla-
cion, ya que estos no son los mismos entre un
grupo y otro (Cuadro 6).

Finalmente, la probabilidad de exclusién supera
el valorde 99 % (entre 99,3% y 99,9 %) para todas
las poblaciones, por tanto, el analisis posee alta
precision, en concordancia a lo expresado por
Aranguren-Méndez (2002), es improbable que
no se detecte una paternidad errébnea con este
tipo de analisis en las poblaciones y condiciones
consideradas.
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Cuadro 6. PE1 para cada poblacion de cerdos Criollos venezolanos y razas comerciales.

Marcador Masa? EISo® Aris* Guay® Capa® Cuna’ Land? LaWh?®
S0005 0,321 0,292 0,292 0,476 0,367 0,323 0,345 0,393
S0155 0,398 0,439 0,471 0,370 0,295 0,478 0,453 0,379
S0218 0,612 0,471 0,409 0,311 0,552 0,338 0,331 0,106
S0225 0,602 0,476 0,479 0,343 0,533 0,458 0,618 0,498
SW24 0,449 0,478 0,563 0,342 0,269 0,338 0,424 0,517
SW240 0,362 0,342 0,414 0,541 0,454 0,245 0,412 0,410
SW632 0,481 0,338 0,433 0,394 0,471 0,399 0,403 0,266
SW857 0,334 0,424 0,409 0,132 0,444 0,393 0,338 0,157
SWI11 0,532 0,459 0,515 0,459 0,367 0,479 0,466 0,466
SW936 0,496 0,365 0,326 0,326 0,295 0,492 0,185 0,348
PEC' 0,999 0,999 0,998 0,995 0,995 0,997 0,997 0,993

"Probabilidad de exclusién combinada, descartando los loci S0215, S0227 y SW951. 2Masaguaral. *El Socorro.
“Arismendi. *Guayabal. ®Capanaparo. ‘Cunaviche. 8Landrace. °Large White.

Tales precisiones han sido reportadas en asnos,
cerdos, vacunos, ovinos, aves y camélidos usando
distintos paneles de microsatélites (Aranguren-
Méndez 2002, Rodriguez et al. 2004, Fan et al.
2005, Martinez et al. 2005a, Delgado et al. 2005,
Arellano et al. 2007, Arellano 2008, Vicente et
al. 2008, Calvo et al. 2009, Delgado et al. 2006,
Tobaruela 2011, Yu et al. 2015, Jan y Fumagalli
2016, Pei et al. 2018).

CONCLUSIONES

Se detectd alta riqueza alélica en las poblaciones
estudiadas, la cual es corroborada por la alta
variabilidad expresada por los valores de hetero-
cigosidad tanto observada como esperada.

Por otra parte, de los 13 microsatélites utilizados
se comprobé que 10 de estos tienen la utilidad
y precision necesaria para realizar pruebas de
paternidad y registros genealdgicos en los cerdos
Criollos venezolanos, utilizando la herramienta de
la probabilidad de exclusion.
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