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RESUMEN

Cuatro machos aparecieron en un envio de
conejas de una linea materna. Las relaciones
genéticas entre machos y hembras se analizaron
mediante la huella dactilar genética. Dada la
existencia de bandas comunes, se introdujo como
término de comparacién un grupo control (cone-
jos no relacionados entre si ni con los animales a
estudio). Se calcularon las proporciones medias
de bandas compartidas (x) dentro y entre estos
tres grupos, que se compararon mediante anali-
sis de varianza y test de la diferencia minima
significativa protegida de Fisher (PLSD). Los re-
sultados mostraron que los machos no estaban
relacionados con las hembras y probaron la utili-
dad de la metodologia aplicada en ausencia de
datos poblacionales y de pedigri.

SUMMARY

Four male rabbits appeared in a female
shipment of maternal line. All the animals were
analysed by DNA fingerprinting to study genetic
relatedness. As some of the bands in the
fingerprints were common, a control group of

ADDITIONAL KEYWORDS

DNA fingeprinting. Band sharing. pV47 multilocus
probe.

rabbits was used for comparison (unrelated
individuals which were also not related to the
animals being tested). The mean band sharing (x)
within and between the groups was calculated
and compared using analysis of variance and
Fisher's protected least significant difference
(PLSD) test. Results provided enough evicence
to consider the test males as not related to the
farm females, showing the usefulness of these
technics when any previous population data and
individual pedigrees are unknown.

INTRODUCCION

Un criador de conejos recibid un
envio de hembras de una linea mater-
na, abuelas de los conejos de abasto,
mezcladas con un grupo de machos.
La verificacion del parentesco entre
estos animales permitiria establecer
esquemas de cruzamiento interesantes
para el ganadero y demostraria la uti-
lidad de las técnicas de Genética
Molecular para la deteccion de paren-
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Tabla 1. Proporciones medias de bandas compartidas(x, x,, x, x, x, x,); errores estandar
(x e.e);numero de pares de individuos (C) y numero de individuos considerado en cada grupo
(n). (Mean band sharing (X,, X,, X,, X,, X,, X,); standard errors (& se); number of pairwise comparisons (C)
and number of different individuals used in the comparisons (n) .

Machos test

Hembras granja Grupo control

Machos test x,.0,550 + 0,059
(C=6; n=4)

Hembras granja

Grupo control

x,=0,641 £ 0,024 x;=0,573 £ 0,044

(C=28; n=11) (C=12; n=7)
x,=0,761 + 0,012 X,=0,647 + 0,012
(C=21; n=7) (C=21; n=10)
x,=0,593 + 0,083
(C=3; n=3)

tescos en grupos de individuos de pe-
digri desconocido.

Las pruebas de parentesco median-
te marcadores de ADN (microsatélites,
SSCP's, SNP's) precisan el conoci-
miento de sus frecuencias alélicas en
la poblacion originaria (Jamieson,
1994). Las poblacionales originales son
inaccesibles, por lo que optamos por
las ya clasicas técnicas de huella
dactilar genética (DNA fingerprinting).
Las sondas minisatélites multilocus
analizan simultaneamente varias re-
giones gendmicas, acelerando y aba-
ratando la resolucion del problema y
ya fueron utilizadas con ¢éxito en el
estudio de parentescos de conejo
(Dipenaar et al., 1994).

La proporcion de bandas comparti-
das (x) entre dos individuos estima la
semejanza de sus patrones de bandas
y, por tanto, sus relaciones genéticas,
por lo que permite descartar la existen-
cia de relaciones genéticas entre indi-
viduos problema (Grunder et al., 1994),
aunque puede reflejar una semejanza
especifica comun. Por ello introduji-
mos un grupo control (conejos no
emparentados entre si ni con los indi-
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viduos en estudio), para comparar el
valor de x en un grupo de animales no
emparentados, asi como el valor de x
entre estos individuos y las conejas de
la granja, con los valores de x que
muestren dichas conejas entre siy con
los machos test.

MATERIAL Y METODOS

El grupo de machos test consistia
en los cuatro machos indicados. Siete
de las hembras (hembras de la granja)
fueron escogidas aleatoriamente para
las comparaciones. Los animales mos-
traban una edad similar y su apariencia
externa sugeria un origen neozelandés.
Dos machos californianos de diferen-
tes lineas y una hembra neozelandesa
de otra granja distinta constituian el
grupo control.

Las muestras de ADN individuales
fueron digeridas con Hae III, someti-
dasaelectroforesis (agarosaal 1 p.100)
y transferidas a una membrana de
nailon, donde se hibridaron con la son-
da multilocus pV47 (Longmire et al.,
1990), marcada con biotina (Feinberg
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Tabla Il. Comparaciones multiples para
las proporciones medias de bandas com-
partidas (x, a x,) mediante el test PLSD.
(Multiple comparison for mean band sharing (x, to
Xe, by means of Fisher's PSLD test).

Comparacion de x  Diferencia Valor umbral
observada (Fisher PLSD)

X, VErsus X, 0,211 0,098***
X, VErsus X, 0,168 0,131***
X, Versus X, 0,120 0,061***
X, VErsus X, 0,188 0,077
X, VErsus X 0,115 0,065***
X, Versus X, -0,043 0,150M
X, VErsus X, -0,091 0,095%
X, Versus X -0,023 0,106"¢
X, VErsus X -0,097 0,098"s
X, VErsus X, -0,048 0,128Ns
X, VErsus X 0,020 0,137 N
X, Versus X -0,053 0,131ns
X, VErsus X 0,068 0,073"¢
X, Versus X, -0,005 0,061Ns
X VErsus X -0,073 0,077Ns

***significativo al nivel de significacion a*=0,0033.
NSno significativo para dicho nivel de significa-
cion.

y Vogelstein, 1983; Hodgson y Fisk,
1987). Las bandas de hibridacion fue-
ron visualizadas usando el kit BluGene
(BRL Life technologies).

El programa DNA-POP (Pena y
Nunes, 1990) se utilizo para establecer
seis valores de x, que son proporciones
medias de bandas compartidas: x, (en-
tre machos test), x, (entre hembras de
la granja), x, (entre individuos del gru-
po control), x, (para los pares posibles
macho test-hembra de la granja), x;
(para los pares posibles macho test-
individuo del grupo control), x, (para
los pares posibles hembra de la granja-

individuo del grupo control).

Sus comparaciones se realizaron
(programa STATVIEW SE+GRA-
PHICS) mediante ANOVA a una via
seguido por el test de la diferencia
minima significativa protegida de
Fisher (PLSD). El nivel de significa-
cion Oo* para cada comparacion a
posteriori depende del nimero N de
comparaciones a realizar (0*= a/N).
El test PLSD proporciona el valor
umbral o valor minimo de la diferencia
que debe considerarse como significa-
tivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

So6lo se consideraron las bandas
entre 27590 bp y 2322 bp; cada huella
individual mostré6 11-21 bandas. El
promedio global de bandas observa-
das fue de 16,786 (+0,933); para los
machos test de 15,500 (£2,061), para
las hembras de la granja de 18,571 (+
0,782)y parael grupo control de 14,333
(£ 2,404).

Los valores de x,-x, fueron eleva-
dos, superiores al 55 p.100 (tablal),y
difirieron significativamente (p=
0,0001; ANOVA a una via). El test
PLSD (tabla II) determiné que sélo 5
de las 15 comparaciones posibles en-
tre los valores de x eran significativas
(comparaciones de x, con los demas
valores de x). La tabla II muestra
también el valor umbral para el nivel
de significacion a*=0,05/15=0,0033.

La proporcion media de bandas
compartidas es mucho mayor en el
grupo de las hembras de la granja que
en el grupo control (diferencia signifi-
cativaentre x,y x,). Dadala diferencia
significativa entre x, y x,, la técnica
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empleada es capaz de detectar una au-
sencia de parentesco entre grupos real-
mente no emparentados (caso del gru-
po de hembras de la granja y el grupo
control). El grupo de hembras de la
granja aparece como un grupo de indi-
viduos muy proéximos genéticamente
y con una consanguinidad supuesta-
mente elevada.

La proporciéon media de bandas
compartidas por las hembras de la ex-
plotacion es significativamente mas
alta que la proporcion media de bandas
compartidas por los machos test (dife-
rencia significativa entre x, y x,). Los
machos no estan tan emparentados
entre si como las hembras y, por tanto,
no parecen pertenecientes a la misma
linea que las hembras de la explota-
cion. Ademas, los machos no se pare-
cen tanto a las hembras como éstas
entre si (diferencia significativa entre

X,V X,).
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La diferencia significativa entre x,
y X, prueba nuevamente la capacidad
de estas técnicas para diferenciar valo-
res de x correspondientes a individuos
estrechamente relacionados de valo-
res de x correspondientes a individuos
no relacionados.

Asi pues, puede considerarse pro-
bado que los machos test no estan
relacionados con las hembras de la
granja.
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