" Raza, genética y reproduccion

Anadlisis de filiacion para certificar la
pureza de la raza

Resumen: En la actualidad, el uso de técnicas en biologia molecular para el control alimentario esta a la orden le dia.
La inclusion de estudios genéticos para la trazabilidad de canal, control de libros genealégicos, detecmczn de
enfermedades, identificacion de caracteres productivos, entre otras cosas, ya son una realidad. Desde hace afios el
Laboratorio NASERTIC lleva desarrollando y realizando diferentes técnicas para realizar este tipo de estudios. Desde
2016 el laboratorio NASERTIC colabora con La Federacion Espafiola de Asociaciones de Ganado Selecto (FEAGAS),
y entre ellas AECERIBER, para dar servicio en su control del libro genealégico mediante identificacion genética.
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CONTEXTO

a Federacion Espafiola de
Asociaciones de Ganado
Selecto (FEAGAS) y
NASERTIC suscribieron en junio

' de 2016 un acuerdo de colabora-
' cion para la realizaciéon de las
- pruebas de genotipado para

filiacion en bovino, equino y
porcino.

Actualmente, un total de
veinte organizaciones miembros
de FEAGAS, entre ellas
AECERIBER, estan trabajando
con el Laboratorio de NASERTIC
bajo las ventajosas condiciones
econdmicas y de gestion pactadas
por ambas partes en la negocia-
cion previa a la firma del mencio-
nado convenio.

»

En este articulo informare-
mos de toda la cadena de valor

Contacto: tbernadc@nasertic.es NASERTIC, Area de Laboratorio, Avda. Serapio Huici 20. 31610 Villava (Navarra), Espafia

cientifico tecnoldégica del
Laboratorio de NASERTIC para la
realizacién de la analitica requeri-
da para los Libros Genealdgicos
de las Asociaciones de FEAGAS,
referentes a nivel nacional e
internacional, como AECERIBER.

Los Libros Genealdgicos
de las Razas Domésticas nacie-
ron con la intencién de garantizar
la pureza racial y verificar las
genealogias de las razas de las
diversas especies domésticas.
Constituyen un instrumento
esencial no solo en los programas
de conservacion, especialmente
en aquellas razas con una implan-
tacion local o regional, sino
también en los de mejora o selec-
cion genética.

El Libro Genealogico para
la Raza Porcina Ibérica naci6 en
1987, por Orden de 28 de mayo de

1987 (BOE 30/05/1987) mediante la cual
se aprob6 su reglamentacion especifica.
EI MAPA, por Orden de 30 de julio de 1987
concede el titulo de Entidad Colaboradora
a AECERIBER, que pasa asi a gestionar
el Libro practicamente desde su nacimien-
to. La entrada de Esparia en la UE trajo
consigo el reconocimiento de
AECERIBER como Asociacion de Raza
Pura, publicado en el Real Decreto 723 de
8de juniode 1990y en la Orden Ministerial
de 22 de Julio de 1991, con la Resolucion
de 11 de mayo de 1993. La finalidad de
AECERIBER es, como no podia ser otra,
la certificacion de la Pureza Racial de los
ejemplares reproductores inscritos.

Con el fin de certificar la inscripcion
en el Libro Genealdgico de la raza y/o
estirpe, una vez que por distintas vias ha
podido ser acotada la poblaciéon de
animales pertenecientes a una determina-
da raza y/o estirpe, un analisis genético
“simple” permite comprobar la genealogia
de los nuevos animales. Con esta compro-
bacion imprescindible, se dispone de la
informacion suficiente para su registro en
dicho Libro.

El estudio genético se realiza a
partir del andlisis de marcadores genéti-
cos tipo STRs o microsatélites. Al tratarse
de ADN nuclear, estos analisis podran
llevarse a cabo a partir de cualquier
muestra de tejido, o fluido biolégico que
contenga células del animal.

El Laboratorio de NASERTIC
dispone de distintos procedimientos que
permiten extraer ADN de los distintos
tejidos o fluidos. La amplificacién y anali-
sis de este ADN unido a los resultados
genéticos ya disponibles para otras
muestras permitird realizar trabajos de
identificacion, filiacién y exclusion de
parentesco.
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El fundamento técnico del analisis
genético utilizado para los estudios
genéticos citados en el parrafo anterior
consiste en establecer una identificacion
geneética del animal (perfil genético) a
partir del analisis de aproximadamente 20
marcadores distribuidos a lo largo de su
genoma. Las relaciones de filiacion se
establecen en funcién de la herencia del
mismo (50% de la madre y 50% del
padre).

A) Identificacion y trazabilidad analitica

Los desarrollos técnicos han
hecho que los andlisis genéticos a dia de
hoy sean muy accesibles en todos los
aspectos, lo que ha provocado un impor-
tante incremento en la demanda tanto
para identificacion genética humana como
animal. El volumen de muestras que
analizamos en el Laboratorio de
NASERTIC va creciendo de manera
exponencial resultando de vital importan-
cia disponer de un sistema que permita
procesar grandes cantidades de muestras
asi como garantizar la identificacion y
trazabilidad de las muestras desde su
llegada al Laboratorio hasta la obtencion
del perfil genético final. La sistematica de




identificacion debe permitir una rapida
gestion de las muestras que facilite al
Laboratorio gestionar un gran nimero de
muestras. Estos son los pilares para dar la
respuesta analitica de la forma mas agil y
segura posible.

Por lo tanto, es de suma importan-
cia la identificacién de las matrices y los
soportes en los que las muestras vayan a
ser enviadas al Laboratorio. Cada una de
las muestras debe tener un cddigo unico
que permita asociar este a la identificacion
Unica del animal del que se ha tomado.
Esta es la sistematica que permitira trazar
la identificacion del animal con el objeto del
estudio genético.

Desde el Laboratorio NASERTIC se
requiere que las muestras dispongan de
algun sistema de codificacion (cédigo de
barras o cédigo bidi) que permita ser leido
con equipos electrénicos como escaner de
mano. Esta sistematica de lectura junto
con el software de gestién garantizara la
trazabilidad de la muestra y los trabajos
realizados sobre la misma durante su paso
por el Laboratorio.

Toma de muestras

Los tejidos y/o fluidos biolégicos
que llegan al Laboratorio contienen una
cantidad de células variable, dependiendo
de factores como la toma de muestra o las
condiciones de conservacion.

Para optimizar la gestién de los
libros genealégicos la sistematica de
trabajo recomendada es realizar la toma
de muestras de manera simultanea a la
identificaciéon individual del animal. En el
momento de identificacion se asocia esta
~con el cédigo de la muestra enviada al
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Laboratorio.

Los tejidos o fluidos mas comunes
de los que se pueden obtener células para
la extraccion de ADN nuclear son:

Sangre: Actualmente la forma mas
comun de obtencion de muestra. La
principal ventaja de esta matriz es que
con un tubo se dispone de una elevada
cantidad de muestra asi como la
facilidad de manejo en Laboratorio
mediante procesos automatizados. La
desventaja de este tipo de muestra es
que la toma de muestras debe ser
realizada por técnicos cualificados. Los
tubos que permiten conservar la
sangre y extraer ADN en cantidad y
calidad suficiente para la obtencion del
perfil genético son dos tipos:

- EDTA — Tapa morada: La
muestra contiene una concentra-
cion de sales baja que facilita una
mejor extraccion del ADN. La
conservaciéon debe ser en refrigera-
cion o congelacion.

- Magic Buffer — Tapa gris: La
conservacién puede ser a tempera-
tura ambiente. Las muestras
contienen una elevada concentra-
cion de sales que dificulta la extrac-
cion, sobre todo en los casos en
que la cantidad de sangre del tubo
sea pequefa o que la conservacion
se produzca a temperaturas
extremas (menos de 8°C o més de
30°C). (indicar que se necesita un
volumen minimo de muestra para
garantizar un resultado fiable).

Tejido: Matriz cada vez mas
utilizado el envio de pabellén auricular,
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ya que la obtencion de la muestra se
da sin trabajo adicional alguno a lo que
supone la identificacion del animal, no
requiere ser realizado por técnicos con
una cualificacion especifica y la
trazabilidad de las muestras al animal
del que han sido tomadas es muy
sencilla.

Las desventajas que esta matriz
presenta es el reducido tamafo de la
muestra, el coste de los soportes de
muestra es superior al de las muestras
de sangre, las muestras son procesa-
das en su totalidad y no queda reser-
vorio de muestra y si por cualquier
cuestibn no se puede obtener perfil
genético debe volver a realizarse la
toma de muestra.

Por la experiencia adquirida con el
trabajo en los distintos soportes de
muestra, desde el Laboratorio se
recomienda, antes de decantarse por
cualquier opcién comercial, realizar
unas pruebas para comprobar que a
partir de la combinacién entre la
muestra y el soporte utilizado se puede
obtener ADN de calidad suficiente
para la obtencién de un correcto perfil
genético.

Pelo: La principal ventaja que
presenta esta matriz es la facilidad de
obtencién de la muestra, aunque
también cuenta con notables inconve-
nientes, siendo el mas importante la
posibilidad de que la muestra no sea
valida por falta de raiz (foliculo piloso),
ya que ésta es la Unica parte del pelo
que contiene células y por tanto la
Unica de la que poder extraer ADN
nuclear. La peculiaridad de la muestra
hace que se incremente de forma
notoria la facilidad de contaminacion

cruzada entre muestras. Por ultimo,
los procedimientos de trabajo con esta
matriz en el Laboratorio son mas
complejos que con las otras matrices
expuestas, por lo que el coste analitico
se incrementa también respecto de las
otras matrices.

Células bucales - Frotis bucal:
Este tipo de muestra, en algunas
ocasiones definida como muestra de
saliva, no se considera apropiada ya
que si la boca no esta limpia (algo
habitual en los animales) la presencia
de distintos compuestos puede
interferir en la calidad de los procesos,
ya sea por la presencia de otros tipos
de ADN o de sustancias que inhiban la
extraccion o amplificacién del ADN.

Competencia cientifica tecnolégica
avalada

Con todo lo expuesto anteriormen-
te, se muestra que el Laboratorio de
NASERTIC dispone de la capacidad para
procesar distintos tipos de muestras y
para todas ellas el requisito en comun es
que dispongan de identificacion electréni-
ca unica. Esta identificacion de las mues-
tras unida a la identificacion del animal,
que también debe ser Unica, facilitara el
poder realizar de la forma mas automati-
zada posible la gestion de las muestras.

La comunicacion e intercambio de
informacion entre las distintas asociacio-
nes y el Laboratorio puede realizarse a
través de dos vias distintas:

-PERFILAN, aplicaciéon web en la
que los clientes disponen de coédigos
de acceso para poder cargar toda la
informacion necesaria para la gestion
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Unimos informacién y tecnologia

de las muestras (explotaciones,
animales, muestras, etc.) asi como
descargar los resultados e informes
generados desde el Laboratorio. Esta
plataforma apenas requiere dedicacion
inicial de recursos ya que el intercam-
bio de informacion es a través de
ficheros con unos determinados
formatos, que pueden ser creados
manualmente a partir de una hoja de
calculo o una base de datos.

- Web Service: Desarrollos hechos
a medida que comunican la plataforma
de trabajo del Laboratorio y el sistema
de gestion de cada asociacion.
Conlleva un elevado coste inicial de
programacioén informatica. Una vez
desarrollado se minimizan de manera
notable tanto los recursos requeridos
para la gestién diaria como las inciden-
cias.

Otro de los valores afiadidos que
aporta el Laboratorio de NASERTIC a las
Asociaciones de FEAGAS, entre ellas a
AECERIBER, es el Sistema de Gestion de
Calidad. Los procedimientos de trabajo y
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control de calidad de NASERTIC estan
desarrollados cumpliendo los requisitos de
la norma UNE EN ISO/IEC 17025. Esta
sistematica permite al Laboratorio estar
acreditado por la Entidad Nacional de
Acreditacion para el analisis de marcado-
res moleculares tipo microsatélites para la
identificacion y analisis de filiaciones
animales. Los informes emitidos por el
Laboratorio NASERTIC son certificados
reconocidos a nivel mundial y con total
garantia para posibles procesos judiciales
en los que estos informes puedan ser
aportados como pruebas periciales.

Disponer de un alcance de acredi-
tacion abierto, disponiendo de Lista de
Ensayos Bajo Acreditacion (LEBA) obligaa
nuestro Laboratorio a disponer de procedi-
mientos de validacion de métodos analiti-
cos de manerarapiday agil.

La acreditacion con alcance abierto
permite ademas satisfacer de manera
inmediata nuevas necesidades de cliente e
informar, amparados con el sello de la
acreditacién, nuevos ensayos sin necesi-
dad de procesos que se alargan en el
tiempo por la necesidad de intercambio de
informacién asi como de auditorias pre-
senciales.

B) Inicio del proceso analitico

Lo expuesto en los apartados
anteriores permite gestionar las muestras
de una forma agil y segura, garantizando
en todo momento la trazabilidad de las
mismas desde el momento de su llegada,
que es cuando se verifica y se contrasta
toda la informacién recibida y se genera la
correspondiente solicitud.
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Extraccion de ADN en el Laboratorio de NASERTIC

1. Extraccion de ADN:

La extraccion se realiza mediante
procedimientos que permiten obtener
ADN de muestras de distinta naturaleza
de forma automatizada. La mayor parte de
las muestras recibidas son de sangre
(tubos con conservante EDTA o Magic
Buffer) o de tejido (pabellén auricular). El
Laboratorio de NASERTIC utiliza placas
donde se extrae el ADN de hasta 95
muestras gracias a un robot de pipeteo y
un equipo de extraccién automatica). El
ADN resultante se conserva en refrigera-
cién o congelado.

2. Amplificacion del ADN vy
Electroforesis en secuenciador automati-
Co:

Amplificacion de los marcadores
genéticos mediante la reaccion en cadena
de la Polimerasa (PCR) y la deteccion de
los mismos mediante la electroforesis en
un secuenciador automatico. |

Estas secuencias de tipo microsa-
télite estan constituidas por motivos

%9

basicos que se repiten en tandem “n
veces y son altamente variables entre
individuos, asi pues, para cada marcador
microsatélite en los distintos individuos
encontraremos distintas variantes o
alelos. Cada individuo presenta una
combinacion de alelos exclusiva que da
lugar a su huella genética. Como la
informacién genética contenida en el ADN
es heredada de los padres a su descen-
dencia, es posible contrastar la huella
genética de un individuo con la de sus
progenitores.

Realizamos la identificacion
genética mediante la determinacion del
numero de repeticiones (alelos) de un
panel de 17 marcadores microsatélites del
ADN, siguiendo las recomendaciones de
la Sociedad Internacional de Genética
Animal (ISAG) que establece los microsa-
telites mas adecuados para la identifica-
cion y filiacion para las diferentes espe-
cies. Analizar simultdneamente un alto
numero de marcadores posibilita poder
analizar y discriminar las relaciones de
filiacion en grupos de animales donde
existe un alto grado de consanguinidad.
Permite ademas llevar a cabo exclusiones




Técnicas de Biologia Molecular de NASERTIC secuenciando ADN
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de paternidad con datos procedentes de
otros Laboratorios en los que se utilicen
algunos de los marcadores incluidos en
este panel. La posibilidad de comparar
estos marcadores obtenidos en otros
Laboratorios es posible gracias al hecho
de que nuestros 17 marcadores estén
seleccionados de las listas de la ISAG, que
presentan una nomenclatura estandariza-
da.

3. Obtencion de perfiles:

Cada uno de los 17 marcadores
microsatélite que componen el perfil
genético estd compuesto de 2 alelos o
variantes (uno heredado de la madre y otro
del padre, a veces es el mismo). La combi-
nacion de estos alelos genera una huella
genética exclusiva de cada individuo. El
perfil de cada animal no varia con el tiempo
ni en los distintos tejidos o fluidos del
animal. Una vez obtenidos, estos datos
quedan almacenados en el sistema de
modo que pueden ser utilizados en las
pruebas de filiacion que el cliente solicite
incluso después de la muerte del animal.

La calidad del perfil obtenido
variara mucho dependiendo de varios
factores entre los que el mas importante es

la calidad de la muestra (conservante
utilizado, temperatura de conservacion,
tiempo hasta la entrega en el Laboratorio,
fluido o tejido de eleccidn, etc.).

4. Estudios de comparacion:

Una vez obtenido el perfil genético
se puede verificar el parentesco o identifi-
car al animal a diferentes niveles:

1. Estudios de identidad: identifica-
cién de animales a partir de su perfil
genético, verificar la identidad de un
animal mediante la comparacion con el
perfil genético de una muestra tomada
con anterioridad. El perfil genético de
un individuo se mantiene inalterable
durante toda la vida del animal, si
comparamos los perfiles genéticos de
dos muestras tomadas del mismo
animal en distintos momentos, estos
han de seridénticos.

2. Estudios de filiacion: compara-
cion de los perfiles genéticos de
distintos individuos para determinar su
compatibilidad o excluirla, es decir,
determinar si el genotipo del hijo es
compatible o incompatible con el de
sus progenitores. Los marcadores
moleculares que conforman el perfil
genético presentaran dos versiones o
alelos, uno heredado del padre y otro
de la madre biolégica. Asi para cada
marcador la informaciéon que tiene el
hijo tiene que proceder del padre y la
madre al 50%. Encontrar alelos en el
presunto hijo que no han podido ser
transmitidos por la madre o por el padre
implica que estos son incompatibles y
podemos excluir la relacion de filiacion.
Podemos encontrarnos diferentes
casos entre las solicitudes del cliente:

i
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- compatibilidad con los dos padres

- compatibilidad con uno de los
padres

- busqueda de padres entre un lote
de animales

- exclusion de la paternidad.

El tipo de comparacién que nos
soliciten dependera mucho del sistema de
cria y del registro reproductivo que lleve la
explotacion; un buen control en la explota-
cion reducira al minimo las posibilidades
de busqueda sobre las cuales efectuar la
prueba.

En el mejor de los casos las asocia-
ciones solicitan estudios de filiacion
dirigidos, es decir, se pretende determinar
si un individuo es hijo de una madre y un
padre dados. En los casos en los que se
trata de encontrar el padre de un individuo
entre un grupo de sementales, se determi-
na cual es el padre mas probable exclu-
yendo los otros, y normalmente fijando ala
madre. Y en el peor de los casos se solicita
hacer el estudio de filiacion solamente con
uno de los parentales.

La declaracion de incompatibilidad
entre un padre y un hijo tiene una certeza
absoluta, del cien por cien. Sin embargo,
la asignacion de paternidad tiene asigna-
da una probabilidad que depende del
numero de marcadores empleados para el
estudio y la frecuencia en la poblacion de
estos alelos o variantes del marcador. La
precision de la prueba es cercana al 100%
cuando ambos padres estan incluidos el
estudio y baja considerablemente cuando
falta uno de los progenitores.
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C) ¢Y queé nos depara el futuro analiti-
co?

El trabajo con marcadores genéti-
cos, ademas de ser utilizado para estudios
de filiacién o de trazabilidad, tiene diver-
sas aplicaciones que se pueden imple-
mentar de una forma sencilla:

‘Estudios de genética poblacional.
Establecer los niveles de variabilidad
genética que se encuentra en una explota-
cién, raza, etc.

‘Asignacion de individuos a una
raza. Determinar si un individuo concreto
pertenece 0 no a esa raza y/o en qué
grado.

‘Estudio genético de marcadores
que pueden estar ligados a un caracter
productivo.

‘Estudios genéticos de marcado-
res que puedan estar ligados ala suscepti-
bilidad o no de padecer una enfermedad.

Actualmente se esta avanzando de
forma extraordinaria en el uso de nuevas
técnicas para el estudio del genoma
animal. Cada dia, gracias a los secuencia-
dores de nueva generacion, se describen
nuevos caracteres implicados en la
mejora genética de una raza, especie,
etc., abriendo un campo indescriptible a
las posibilidades de futuros analisis.
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Obtencion de perfiles y estudios de comparacion




