ESTADO DE LA CUESTION EN LA GESTION DE LOS RECURSOS ZOOGENETICOS

Secciéon C

Marcadores moleculares:
una herramienta para explorar
la diversidad genética

n Introduccion

Los marcadores de ADN son utiles tanto en la
investigacién basica (p. ej., andlisis filogenético
y busqueda de genes utiles) como en la aplicada
(p. €j., seleccion asistida por marcador, pruebas de
paternidad y trazabilidad de los alimentos). Esta
seccidon se centra sobre todo en su aplicacién a la
caracterizacion de la diversidad de los recursos
zoogenéticos, y en la busqueda de variantes
funcionales de determinados genes. Hay que
destacar que el ARN y las proteinas también
contienen informacion clave, y que por tanto
merecen un estudio paralelo; su papel en la
busqueda de variantes funcionales se explora
asimismo mas abajo.

La diversidad entre organismos es consecuencia
de las diferencias en las secuencias de ADN y de
los efectos ambientales. La variacion genética
es notable, y cada individuo de una especie, a
excepcién de los gemelos monocigoéticos, posee
una secuencia de ADN Unica. Las variaciones en el
ADN son mutaciones resultantes de la sustitucion
de un solo nucledtido (polimorfismos de un
solo nucleétido — SNP), insercion o deleciéon de
fragmentos de ADN de diversas longitudes (desde
uno a varios miles de nucleétidos), o duplicacién o
inversion de fragmentos de ADN. Las variaciones
del ADN se clasifican como «neutras» cuando no
originan cambios en los caracteres metabdlicos o
fenotipicos, y por consiguiente no estan sometidas
a seleccion positiva, negativa o de reequilibrio; en
caso contrario, se denominan «funcionales». Las
mutaciones en nucleétidos clave de una secuencia
codificadora pueden alterar la composicion de

aminoacidos de una proteina, y conducir a nuevas
variantes funcionales. Dichas variantes pueden
tener una mayor o menor eficiencia metabdlica
comparadas con el «tipo nativo» original, pueden
perder completamente su funcionalidad, o incluso
adquirir una funcién nueva. Las mutaciones en las
regiones reguladoras pueden afectar a los niveles
y las pautas de expresién génica; por ejemplo,
activar o desactivas genes, o sobreexpresar o
infraexpresar proteinas en tejidos concretos en
distintos estadios del desarrollo o en distintos
estados fisiologicos.

Aunque el andlisis de tipos
biomoléculas ha resultado extremadamente util
para la comprension de los fenémenos bioldgicos,
la investigacién paralela y a gran escala del ADN,
ARN y proteinas ha abierto nuevas perspectivas
para la interpretacion y el modelado de la
complejidad de los organismos vivos. Estan
surgiendo nuevas disciplinas cientificas con el
sufijo «—émica». En dichos campos, los avances
recientes en la preparacion, identificacién y
secuenciado del ADN, ARN vy proteinas, asi
como el almacenamiento de datos a gran escala
y su analisis, estdn creando una revolucién en
nuestros conceptos. Estd surgiendo una vision
global e integrada de un conjunto completo
de moléculas bioldgicas implicadas en procesos
biolégicos complejos. La gendmica estructural, la
transcriptomica y proteémica han ido seguidas de
la metabolémica y la interactémica, entre otras, y,
a un nivel de complejidad aun mayor, la biologia
de sistemas (Hood et al., 2004; Recuadro 71).

Unicos de
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Recuadro 70
ADN, ARN y proteina

El ADN (acido desoxirribonucleico) esta organizado en
pares de cromosomas, siendo cada uno heredado de
uno de los progenitores. Cada gen de un individuo, por
tanto, posee dos copias, llamadas alelos, uno en cada
cromosoma de un par. En los mamiferos, los genes
estan diseminados a lo largo de los cromosomas, y
separados por secuencias de ADN largas y normalmente
repetitivas. Los genes estan formados por secuencias
codificadoras (exones) separadas por intrones. Estos
tltimos no llevan informacion para codificar proteinas,
pero en ocasiones desempefian un papel en la
regulacion de la expresion génica. Las instrucciones
codificadas por los genes se activan mediante dos
procesos. El primero es la transcripcion (copia) de
informacion genética a otro tipo de 4cido nucleico,

el ARN (écido ribonucleico). Tanto los exones como

los intrones se transcriben a una molécula de ARN
mensajero primario (mARN). A continuacion, dicha
molécula es modificada, en un proceso que conlleva la
eliminacion de los intrones, la union de los exones, y

la adicién de caracteristicas Unicas a cada extremo del
mARN. Se crea asi una molécula de ARN madura, que
se transporta entonces a estructuras conocidas como
ribosomas, localizadas en el citoplasma celular. Los
ribosomas estan formados por ARN ribosdmico (rARN) y
proteinas, y proporcionan sitios para el sequndo proceso

La investigacion de la complejidad biolégica

— traduccion de la informacién genética, previamente
copiada al mARN, a un polipéptido (una proteina
entera o una de las cadenas de un complejo proteico).
La molécula de mARN se lee o traduce a razén de tres
nucleétidos (un coddn) por vez. La complementariedad
entre el codon de mARN y el anti-codon de una
molécula de ARN de transferencia (tARN), que lleva el
aminoacido correspondiente al ribosoma, garantiza que
el polipéptido recién formado contenga la secuencia
especifica de aminoacidos necesarios.

No todos los genes se traducen en proteinas; algunos
expresan su funcion (como el rARN y tARN implicados
en la traduccion). Se han descubierto recientemente
nuevas funciones del ARN en el proceso de modificacion
del mARN y en la regulacion de la expresion génica
(Storz et al., 2005; Aravin y Tuschl, 2005; Wienholds y
Plasterk 2005). Por ejemplo, los ARN no codificadores
parecen ser elementos clave en diversos procesos
reguladores (Bertone et al., 2004; Clop et al., 2006). Asi
pues, existen tres tipos de moléculas disponibles para el
estudio de las caracteristicas genéticas a nivel celular,
tisular y de todo el organismo: el ADN que contiene
las instrucciones codificadas; el ARN que transfiere
las instrucciones a la «fabrica» celular; y las proteinas
que se construyen segun las instrucciones y que crean
células y organismos funcionales.

Recuadro 71

es una nueva frontera que requiere tecnologia
molecular ultrarrapida, altas velocidades de
computacién y memoria, nuevos enfoques en
el andlisis de datos, y la integracién de pericia
interdisciplinaria (Recuadro 72).

Las nuevas disciplinas cientificas,
las «— 6micas»

La gendmica cartografia los genes y las variaciones
genéticas de distintos individuos y grupos. Nos
informa de la traduccion de la informacion genética en
funciones metabdlicas y caracteres fenotipicos. Revela
procesos bioldgicos y sus interacciones con factores
medioambientales. La gendmica consiste en combinar
un conjunto de tecnologias ultrarrapidas, como la
protedmica y la metabolémica, con las técnicas de
bioinformatica que posibilitan el procesado, analisis e
integracion de grandes volumenes de datos.

E El papel de las tecnologias
moleculares en la caracterizacion

La informacién sobre la diversidad genética es
esencial para optimizar tanto las estrategias de
conservacion de los recursos zoogenéticos como
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Recuadro 72
Avances recientes en biologia
molecular

Los actuales avances revolucionarios en el campo de
la biologia molecular con aplicaciones en la cria de
ganado y la conservacion de la diversidad genética
incluyen:

1. establecimiento de la secuencia genémica
completa de las especies agropecuarias mas
importantes;

2. desarrollo de tecnologia para medir
polimorfismos en loci diseminados por todo el
genoma (p. ej., métodos para detectar SNP); y

3. desarrollo de tecnologia de microarrays para
medir la transcripcion génica a gran escala.

La informacién obtenida mediante el secuenciado
del genoma entero (ya conseguido para gallinas y
casi terminado para cerdos y bovinos), integrada con
la tecnologia SNP, acelerara la busqueda de genes.
El cartografiado de los loci de caracteres cuantitativos
(QTL) para identificar regiones cromosdmicas que
influyen en un determinado caracter diana, la
presencia de genes candidatos localizados en la
misma region, y la investigacion de sus patrones
de expresion (mediante los analisis por microarrays
y protedmicos), asi como su funcién en distintas
especies, se combinaran para identificar genes clave
y desvelar la complejidad de la regulacion fisioldgica
de los caracteres diana.

Véase mas adelante una descripcion mas detallada de dichos
avances.

las de utilizacion. Dado que los recursos para la
conservacion son limitados, suele ser necesaria
una priorizacién. Las nuevas herramientas
moleculares permitiran la identificacion de
genes implicados en un conjunto de caracteres,
incluyendo los caracteres adaptativos, asi como los
polimorfismos que causan la variacion genética
funcional (QTN - Nucleétidos de Caracteres
Cuantitativos). Sin embargo, ain no disponemos
de conocimientos suficientes para priorizar las
decisiones de conservacion sobre la base de la

diversidad molecular funcional, y se requieren
medidasalternativas. La caracterizaciéon fenotipica
proporciona una estimaciéon rudimentaria del
promedio de variantes funcionales de genes
de los que son portadores un individuo o una
poblacion. Sin embargo, la mayoria de fenotipos
de la mayor parte de especies agropecuarias no
estan documentados.

Primer papel. En ausencia de datos de QTN
y fenotipicos fiables, o para complementar los
ya existentes, el modo mas rapido y rentable
de medir la diversidad genética es mediante el
analisis de polimorfismos utilizando marcadores
genéticos moleculares anénimos. Los marcadores
anénimos pueden proporcionar informacion
indirecta sobre genes funcionales para caracteres
importantes, partiendo del supuesto de que
las poblaciones singulares que han tenido una
determinada historia evolutiva en los marcadores
neutros (ya sea debido a un antiguo aislamiento
o a una domesticacién independiente) es
probable que sean portadoras de variantes
Unicas de las variaciones funcionales. Las técnicas
moleculares también han resultado Utiles para
investigar el origen y la domesticacion de especies
agropecuarias, y sus migraciones posteriores,
asi como para dar informacion sobre relaciones
evolutivas (arboles filogenéticos) e identificar
areas geograficas de mezcla entre poblaciones
de distintos origenes genéticos. El subcapitulo 3.1
describe las técnicas moleculares para evaluar la
diversidad genética dentro de una raza y entre
distintas razas.

Segundo papel. El tamafio efectivo de la
poblacion (N_) es un indice que estima el numero
efectivo de animales de una poblacion que se
reproducen y aportan genes a la generaciéon
siguiente. N_ estd estrechamente vinculado al
nivel de endogamia y de deriva genética de
una poblacién, y es por tanto, un indicador
crucial para evaluar el estado de peligro de una
determinada poblacion (véanse las Secciones
Ay F). Los enfoques tradicionales para obtener
valores fiables de N_ en poblaciones de razas se
basan en los datos del pedigri o en los censos.
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Los datos necesarios sobre variabilidad del éxito
reproductivo e intervalos entre generaciones
no suelen estar disponibles de modo fiable en
los paises en desarrollo. Por consiguiente, los
enfoques moleculares pueden ser una alternativa
prometedora (véase el subcapitulo 3.2 para mas
detalles).

Tercer papel. Una prioridad maxima en
la gestion de recursos zoogenéticos es la
conservacion de razas con caracteres singulares
0 Unicos. Entre estos, la capacidad de vivir y
producir en condiciones desfavorables, y la
resistencia a las enfermedades infecciosas son
de capital importancia, sobre todo en los paises
en desarrollo. Los caracteres complejos, como
la adaptacién y la resistencia a los patogenos,
no se visualizan o miden facilmente. Se pueden
investigar en experimentos en los que se somete a
los animales a condiciones ambientales especificas
o se les inocula el patégeno en estudio. Ahora
bien, dichos experimentos son dificiles y caros
de realizar, y generan dudas sobre la proteccién
y bienestar de los animales. Esta es la razén por
la que los investigadores tienen tanto interés en
identificar los genes que controlan caracteres
complejos. Dichos genes pueden estudiarse
mediante una gama de enfoques distintos. Las
herramientas que se estdn desarrollando para
estudiar la variacion funcional se describen en el
subcapitulo 3.3.

E Vision general de las técnicas
moleculares

Esta seccion describe las técnicas moleculares
mas importantes que se estan utilizando vy
desarrollando actualmente para evaluar la
diversidad genética y para estudiar la variacién
funcional. El Recuadro 73 describe cdmo se
extrae el ADN y ARN del material biolégico y
su preparacion para el analisis. Los atributos
de los marcadores moleculares mas utilizados
se describen en el Recuadro 74, y la toma de
muestras (aspecto sumamente importante de los
estudios moleculares) en el Recuadro 75.
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Los polimorfismos proteicos fueron los
primeros marcadores utilizados en estudios
genéticos de ganado. Sin embargo, el nimero de
loci polimérficos que se pueden analizar, y el nivel
de polimorfismos observados en dichos loci suelen
ser bajos, lo cual limita mucho su aplicacion a
estudios de diversidad genética. Con el desarrollo
de nuevas tecnologias, los polimorfismos del ADN
han pasado a ser los marcadores de elecciéon en
las encuestas de variacion genética basadas en
datos moleculares (Recuadro 74).

3.1 Técnicas que utilizan marcadores
de ADN para evaluar la diversidad
genética

Marcadores de ADN nuclear

Existe un conjunto de marcadores ya disponibles
para detectar polimorfismos del ADN nuclear.
En los estudios de diversidad genética, los
marcadores mas utilizados son los microsatélites.

Microsatélites

Actualmente, los microsatélites (Recuadro 74)
son marcadores mas populares en los estudios de
caracterizaciéon genética del ganado (Sunnucks,
2001). Su alta tasa de mutacion y naturaleza
codominante permiten la estimacion de la
diversidad genética dentro y entre razas, asi como
la mezcla genética entre razas incluso si estan
estrechamente emparentadas.

Hay cierta polémica respecto a la eleccién de
un modelo de mutacién —el modelo de alelo
continuo o infinito o el modelo de mutacién
discreto o por pasos (Goldstein etal, 1995)-
para el andlisis de los datos de microsatélites.
De todos modos, los estudios de simulacion han
demostrado que el modelo de mutacion de alelo
infinito suele ser generalmente vélido para la
evaluacién de la diversidad dentro de una especie
(Takezaki y Nei, 1996).

Elnimero medio de alelos (MNA) por poblacién,
y la heterocigosidad observada y esperada
(Ho y He), son los parametros mas usuales en
la evaluaciéon de la diversidad intrarracial. Los
parametros mas simples para evaluar la diversidad
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Recuadro 73
Extraccion y multiplicacion del ADN
y ARN

El primer paso en el andlisis de ADN, ARN y proteinas
es su extraccion y purificacion a partir de las muestras
biolégicas. Existen varios protocolos y equipamientos
comerciales. Las estrategias aplicadas dependen del
material fuente y de la molécula diana. Por ejemplo,
la extraccion de ADN de sangre entera o leucocitos
es relativamente facil, en tanto que su extraccion de
alimentos procesados es mas dificil. La extraccion de
ARN de tejido pancreatico es dificil debido a su rapida
degradacion en dicho érgano. La pureza del ADN, ARN y
proteinas es a menudo un factor clave que no se cuida
lo suficiente en la obtencion de resultados fiables.

Tras aislar el ADN (o el ARN) de las células,
el siguiente paso es obtener miles o millones de
copias de un gen determinado o fragmento de
ADN. La multiplicacion de fragmentos de ADN se
puede encomendar a la accién de microorganismos,
generalmente E. coli, o puede realizarse in vitro
utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Esta técnica, por la que su creador, Cary Mullis, obtuvo
el Premio Nobel, amplifica exponencialmente cualquier
segmento de ADN de secuencia conocida. El componente
clave de una reaccién PCR es la ADN polimerasa aislada
de Thermus aquaticus, un microorganismo adaptado
a vivir y multiplicarse a muy alta temperatura. Esta
polimerasa termoestable (llamada Tag- por Thermus
aquaticus) permite la replicacion de cadenas en ciclos
y produce un crecimiento geométrico del niimero de
copias del ADN diana. Un ciclo PCR incluye tres pasos:
i) desnaturalizacion del ADN a 90-95 °C para separar el
ADN en dos cadenas que serviran de plantilla; ii) hibridacion
de una pareja de oligonucleétidos de cadena Unica corta
(cebadores) complementarios de las regiones diana que
flanquean por ambos extremos el fragmento de interés,
a 45-65 °C; iii) extension o elongacion de las cadenas
recién sintetizadas de ADN iniciada por los cebadores y
facilitada por la Tag-polimerasa, a 72 °C. Dicho ciclo se
puede repetir, normalmente unas 25 a 45 veces, para
permitir la amplificacion de suficientes amplicones (un
fragmento de un gen o de ADN sintetizado usando la
PCR) para que se puedan detectar.

interracial son los indices de diferenciacion
genética o de fijacién. Se han propuesto varios
estimadores (F, y Gg), el mas ampliamente
utilizado de los cuales es F.. (Weir y Basten, 1990),
que miden el grado de diferenciacion genética
de las subpoblaciones calculando las varianzas
estandarizadas de frecuencias alélicas entre
poblaciones. Se puede calcular la significacién
estadistica para los valores de F entre pares
de poblaciones (Weir y Cockerham, 1984) para
comprobar la hipétesis nula de una falta de
diferenciaciéon genética entre poblaciones, y por
tanto, la divisién de la diversidad genética (p. e€j.,
Mburu et al., 2003). Puede realizarse un analisis
jerarquico de la varianza molecular (AMOVA)
(Excoffier et al., 1992) para evaluar la distribucion
de diversidad dentro y entre grupos de razas.

Los datos de microsatélites se usan también
frecuentemente para evaluar relaciones genéticas
entre poblaciones e individuos mediante el calculo
de las distancias genéticas (p. ej., Beja-Pereira et al.,
2003; Ibeagha-Awemu etal., 2004; Joshi etal,
2004; Sodhi etal., 2005; Tapio etal, 2005). La
medida mas habitual de la distancia genética es la
distancia genética estandar de Nei (D,) (Nei, 1972).
Sin embargo, para poblaciones estrechamente
emparentadas, en las que la deriva genética es
el principal factor de diferenciacion genética,
como suele ocurrir en las razas agropecuarias,
particularmente en el mundo en desarrollo, se
recomienda la distancia Cavalli-Sforza modificada
(D,) (Nei et al., 1983). Se suele visualizar la relacion
genética entre razas mediante la reconstruccion de
una filogenia, utilizando habitualmente el método
de adyacencia (N-J) (Saitou y Nei, 1987). No obstante,
un inconveniente importante de la reconstruccion
de arboles filogenéticos es que presupone que la
evolucion de los linajes no es reticular, es decir, que
los linajes pueden divergir, pero nunca ser resultado
de cruces entre linajes. Este supuesto rara vez es
aplicable al ganado, ya que a menudo las nuevas
razas se originan por cruce entre dos o mas razas
ancestrales. La visualizacion de la evolucién de las
razas obtenida por reconstruccion filogenética
debe interpretarse, pues, con cautela.
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Recuadro 74
Marcadores habituales de ADN

Los polimorfismos por restriccion de la longitud de los
fragmentos (RFLP) se identifican usando enzimas de
restriccion que parten el ADN Unicamente en «puntos
o sitios de restriccion» precisos (p. ej., EcoRl corta

en el sitio definido por la secuencia palindrémica
GAATTC). Actualmente, el uso mas frecuente de los
RFLP es en combinacion con la PCR (PCR-RFLP),

para detectar alelos que difieren en secuencia en un
sitio de restriccion concreto. Primero se amplifica un
fragmento de gen con la PCR, y luego se expone a un
enzima de restriccion especifico que corta solamente
una de las formas alélicas. Los amplicones digeridos
suelen resolverse mediante electroforesis.

Los microsatélites o SSR (Repeticiones de
Secuencia Unica) o STR (Repeticiones Simples en
Tandem) consisten en un tramo de ADN de unos
cuantos nucleétidos de longitud — de 2 a 6 pares
de bases (bp) — que se repiten varias veces en
tandem (p. j., CACACACACACACACA). Estan
diseminados por todo el genoma de los eucariotas.
Los microsatélites son de un tamano relativamente
pequefio y, por consiguiente, pueden ser facilmente
amplificados con la PCR usando ADN extraido de
fuentes diversas, como la sangre, el pelo, la piel,

e incluso las heces. Los polimorfismos se pueden
visualizar en un gel secuenciador, y la disponibilidad
de secuenciadores automaticos de ADN permite un
analisis ultrarrépido de un gran nimero de muestras
(Goldstein y Schlétterer, 1999; Jarne y Lagoda, 1996).
Los microsatélites son hipervariables; muestran a
menudo decenas de alelos en un locus que difieren
entre si en el nimero de repeticiones. Siguen

siendo los marcadores de eleccion para estudios

de diversidad, para analisis de parentesco y para el
cartografiado de Loci de Caracteres Cuantitativos
(QTL), pero esto podria cambiar en el futuro proximo
con el desarrollo de métodos baratos para el analisis
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de los SNP. La FAO ha publicado recomendaciones
para conjuntos de loci de microsatélites a utilizar en
estudios de diversidad de las especies agropecuarias
mas importantes, que fueron desarrollados por el
Grupo Asesor sobre Diversidad Genética Animal de la
ISAG-FAQ (véase la biblioteca DAD-IS en http://www.
fao.org/dad-is/).

Los minisatélites comparten las mismas
caracteristicas que los microsatélites, pero la
longitud de las repeticiones es de entre diez y
algunos centenares de pares de bases. Los micro y
minisatélites también se denominan polimorfismos
VNTR (NUmero Variable de Repeticiones en Tandem).

Los polimorfismos por ampliacion de la longitud
del fragmento (AFPL) son una técnica de identificacion
del ADN que detecta fragmentos de restriccion de
ADN mediante amplificacion con PCR.

Los STS (Sitios con Marca de Secuencia) son
secuencias de ADN que solo se dan una vez en un
genoma, en una posicion conocida. No tienen por qué
ser polimorficos y se utilizan para construir mapas
fisicos.

Los SNP son variaciones en nucledtidos tnicos que
no cambian la longitud total de la secuencia de ADN
en la region. Existen SNP en todo el genoma. Son
muy abundantes en el genoma humano, a razén de
un SNP por cada 1 000 pares de bases (Sachinandam
et al., 2001). La mayoria de SNP se localizan en las
regiones no codificantes, y no tienen un impacto
directo en el fenotipo de un individuo. No obstante,
algunos introducen mutaciones en secuencias
expresadas o en regiones que influyen en la expresion
génica (promotores, potenciadores), y pueden inducir
cambios en la estructura o regulacion de las proteinas.
Dichos SNP tienen el potencial de detectar la variacion
genética funcional.
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Recuadro 75
Muestreo del material genético

La recogida de muestras es el primer y mas
importante paso en cualquier estudio de

diversidad. A poder ser, las muestras no deberian
estar relacionadas y si ser representativas de las
poblaciones en estudio. Por lo general, la toma de
muestras de 30 a 50 individuos bien escogidos por
raza se considera suficiente para dar una pista sobre
los caracteres distintivos de la raza y la diversidad
intrarracial, siempre y cuando se analice un nimero
adecuado de marcadores independientes (unos
20-30 microsatélites; Nei y Roychoudhury, 1974; Nei,
1978). Sin embargo, las cifras reales pueden variar
de un caso a otro, y pueden incluso ser inferiores en
el caso de una poblacion local muy endogamica, y
superiores en una poblacion muy diseminada dividida
en ecotipos distintos.

La eleccién de muestras no relacionadas es
bastante sencilla en una raza bien definida, ya que
puede basarse en el libro del rebafio o en el registro
del pedigri. En cambio, puede ser mas dificil en una
poblacion semi-asilvestrada de la que no existen
registros escritos. En este caso, es muy recomendable
el uso de un criterio geografico, es decir, tomar
muestras de un Unico o de muy pocos animales (no
relacionados) por rebafio a partir de los rebafos
diseminados en una amplia area geografica. El
registro de las coordenadas geogréficas, y la foto-
documentacion de los lugares de toma de muestras,
de animales y de rebafios resulta valiosisimo —para
documentar cruces en caso de valores atipicos
inesperados, o para identificar pautas geograficas
interesantes de diversidad genética—. Un conjunto
bien escogido de muestras es un recurso valioso y
duradero, que se puede usar para producir resultados
significativos incluso con tecnologia basica. Por el
contrario, una muestra sesgada producira resultados
distorsionados o dificiles de entender aunque se
utilicen las herramientas moleculares mas avanzadas.

El anélisis multivariante, y mas recientemente,
los conglomerados bayesianos se han utilizado para
el estudio de mezclas de datos de microsatélites
de distintas poblaciones (Pritchard et al., 2000).
Probablemente, el estudio mas completo de este
tipo en ganado es el llevado a cabo en Africa en
ganado bovino (Hanotte etal., 2002), que ha
revelado las rubricas genéticas de los origenes,
movimientos secundarios, y diferenciacion del
pastoreo del ganado bovino africano.

Los datos genéticos moleculares, en conjuncién
con, y complementados por, datos de otras fuentes,
como la evidencia arqueoldgica y los registros
escritos, proporcionan informacién util sobre los
origenes, movimientos posteriores, y cambios de la
diversidad genética en las especies agropecuarias. El
cartografiado del origen de la diversidad genética
actual podria permitir hacer inferencias sobre
donde puede hallarse variacion genética funcional
dentro de una especie de la que solo existen datos
limitados sobre la variacion fenotipica.

El andlisis combinado de los datos de
microsatélites obtenidos en estudios separados
es muy deseable, pero rara vez ha resultado
posible. Ello se debe a que la mayoria de estudios
de genética poblacional que usan marcadores de
ADN se limitan a un pequefio numero de razas, a
menudo de un Unico pais (Baumung et al., 2004).
Con frecuencia se utilizan distintos subconjuntos
de los marcadores recomendados por la FAO, y
no se genotipan muestras estandar en distintos
proyectos. La aplicacion de sistemas distintos
de genotipaje de microsatélites causa variacion
entre estudios respecto al tamafo estimado de
alelos en los mismos loci. Para promover el uso
de marcadores comunes, la FAO propone ahora
una lista® actualizada y jerarquizada de loci de
microsatélites para las especies agropecuarias
mas importantes. La FAO recomienda el uso de
marcadores en el mismo orden jerarquico, para
maximizar el numero de marcadores que se
solapan en distintas investigaciones. Para algunas
especies existe ADN de animales estandar.

3 Las listas y guias se pueden encontrar en la biblioteca de DAD-
IS (http://www.fao.org/dad-is).
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Por ejemplo, se han distribuido muestras del
ADN estandar de oveja y cabra utilizado en el
proyecto Econogene de la Unién Europea (UE)
a otros proyectos a gran escala en Asia y Africa,
que se pueden solicitar a través del Sitio Web de
Econogene (http://www.econogene.eu).

Solo existen unos cuantos ejemplos de analisis a
gran escaladeladiversidad genética de las especies
agropecuarias. Hillel et al. (2003) y SanCristobal
et al.(2006a) investigaron, respectivamente, la
diversidad en gallinas y cerdos en toda Europa;
Hanotte et al. (2002) obtuvieron datos de ganado
bovino a escala de casi todo el continente africano;
Tapio etal. (2005) evaluaron la diversidad en
ovejas a gran escala regional en los paises del
norte de Europa; y Cafion et al. (2006) estudiaron
la diversidad en cabras de Europa y Cercano y
Medio Oriente. No obstante, para la mayoria
de especies, falta adin una revision completa. La
estrecha coordinacion actual entre proyectos
a gran escala promete ofrecer una estimaciéon
mundial de la diversidad genética en un futuro
proximo para algunas especies como ovejas y
cabras. En el interin, se estan desarrollando nuevos
métodos de analisis de datos que permitiran el
metandlisis de conjuntos de datos que incluyen
solo unas cuantas razas y ninguno, o muy pocos,
marcadores en comun (Freeman et al., 2006). Esta
perspectiva global de la diversidad agropecuaria
sera extremadamente valiosa para reconstruir el
origeny la historia de las poblaciones de animales
domeésticos, e, indirectamente, de las poblaciones
humanas. Revelard asimismo «puntos calientes»
de diversidad genética regional y local que podran
ser objeto de actuaciones de conservacion.

SNP

Los SNP (Recuadro 74) se utilizan como
alternativa a los microsatélites en los estudios de
diversidad genética. Existen diversas tecnologias
para detectar y tipar los marcadores SNP (véase
la revision de Syvanen, 2001). Al ser marcadores
bialélicos, los SNP poseen un contenido de
informacién bastante bajo, y hay que usar
muchos para llegar al nivel de informacién
obtenido a partir de un panel estandar de 30 loci
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de microsatélites. No obstante, las tecnologias
moleculares estdn en constante evolucién,
aumentando la automatizacién y disminuyendo
el costo del tipaje de SNP. Probablemente, en
el futuro proximo, ello permitird el andlisis en
paralelo de un gran nimero de marcadores a
un costo inferior. Con esta perspectiva, estan en
marcha proyectos a gran escala en varias especies
agropecuarias para identificar millones (p. e€j.,
Wong et al., 2004) y validar varios miles de SNP, e
identificar bloques de haplotipos en el genoma.
Al igual que la informacion sobre secuencias, los
SNP permitiran una comparacion directa y analisis
conjunto de diferentes experimentos.

Los SNP parecen ser marcadores atractivos para
aplicarlos en el futuro a estudios de diversidad
genética ya que se pueden usar facilmente en la
evaluacién de la variacion funcional o neutra. Sin
embargo, la fase preliminar del descubrimiento o
seleccion de los SNP a partir de bases de datos es
critica. Los SNP se pueden generar mediante varios
protocolos experimentales, ya sea secuenciado,
polimorfismo conformacional de cadena Unica
(SSCP) o cromatografia liquida desnaturalizadora
de alto rendimiento (DHPLC), o in silico, alineando
y comparando secuencias multiples de la misma
regién a partir de bases de datos publicas del
genoma y de secuencias expresadas (EST). Si los
datos no se han obtenido aleatoriamente, no
se pueden aplicar los estimadores estandar de
los parametros de la genética poblacional. Un
ejemplo frecuente es el que se da cuando los
SNP identificados inicialmente en una muestra
pequena (panel) de individuos se tipan en una
muestra mayor de cromosomas. Como, de los SNP,
se toman muestras preferencialmente a frecuencias
intermedias, dicho protocolo sesga la distribucién
de frecuencias alélicas cuando se comparan con
lo esperado de una muestra aleatoria. Los SNP
son prometedores para aplicaciones futuras en
andlisis de genética poblacional; sin embargo, aun
estan por desarrollar los métodos estadisticos que
de manera explicita cubran todos los métodos de
descubrimiento de los SNP (Nielsen y Signorovitch,
2003; Clark et al., 2005).
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AFLP

Los AFLP son marcadores bialélicos dominantes
(Vos etal.,, 1995). Las variaciones en muchos
loci se pueden detectar simultdneamente en
un microarray para detectar variaciones en
nucledtidos Unicos en regiones gendmicas
desconocidas, en las que puede hallarse
frecuentemente una mutacion en genes
funcionales indeterminados. Un inconveniente,
sin embargo, es que muestra un modo dominante
de transmision; ello reduce su capacidad en
analisis genéticos poblacionales de la diversidad
dentro de una raza, y en la endogamia. Por otra
parte, los perfiles AFLP dan mucha informacion
relativa a la relacion entre razas (Ajmone-Marsan
etal., 2002; Negrini etal, 2006; De Marchi
et al., 2006; SanCristobal et al., 2006b) y especies
emparentadas (Buntjer et al., 2002).

Marcadores de ADN mitocondrial

Los polimorfismos del ADN mitocondrial (mtADN)
se han utilizado ampliamente en analisis
filogenéticos y de diversidad genética. El mtADN
haploide, contenido por las mitocondrias en el
citoplasma celular, presenta un modo materno de
transmisién (los individuos heredan el mtADN de
sus madres y no de los sementales), asi como una
alta tasa de mutacién; no se recombina. Dichas
caracteristicas permiten a los biélogos reconstruir
relaciones evolutivas dentro de una especie y
entre distintas especies valorando las pautas de
mutacién del mtADN. Los marcadores de mtADN
pueden también permitir la rapida deteccion
de hibridacién entre especies o subespecies de
ganado (p. €j., Nijman et al., 2003).

Los polimorfismos en la secuencia de la
regién hipervariable del bucle-D o region de
control del mtADN han contribuido en gran
medida a identificar los progenitores salvajes
de las especies domésticas, establecer pautas
geograficas de diversidad genética, y a entender
la domesticacion del ganado (véase la revision
de Bruford etal, 2003). Por ejemplo, se ha
demostrado recientemente que el origen del
ganado bovino europeo moderno tuvo lugar
en Oriente Medio (Troy et al., 2001). El estudio

identificé cuatro estirpes maternas de Bos taurus
y demostré asimismo la pérdida de variabilidad
genética bovina durante la migracion neolitica
humana a partir del Creciente Fértil. Del mismo
modo, se han observado en cabras multiples
origenes maternos, con tres estirpes de
mtADN (Luikart etal., 2001), siendo Asia y el
Creciente Fértil los posibles centros de origen.
Recientemente, se descubrié un tercer linaje de
mtADN en ovejas chinas nativas (Guo et al., 2005),
un cuarto en cabras chinas nativas (Chen et al.,
2005), y un quinto en bovinos chinos (Lai et al.,
2006). En gallinas asiaticas, se han descubierto
nueve clados diferentes de mtADN (Liu etal.,
2006), lo cual sugiere origenes multiples en el Asia
meridional y sudoriental. Todos estos resultados
indican que nuestro conocimiento actual de la
domesticacion y diversidad genética del ganado
dista de ser completo. Para mayor informaciéon
sobre los origenes de las especies agropecuarias
domésticas, véase la Parte 1 —Seccion A.

3.2 Marcadores utilizados para
calcular el tamaio efectivo de una
poblacién

Hill (1981) sugirié utilizar el desequilibrio de la
fase gamética en los polimorfismos del ADN para
calcular el tamafno efectivo de una poblacién
(N,). Dicho célculo se puede basar en genotipos
para marcadores ligados (microsatélites o SNP).
La correlacion esperada de frecuencias alélicas
en loci ligados es funcién de N_y de la tasa de
recombinaciéon. N, puede, por tanto, calcularse
a partir del desequilibrio observado. Hayes et al.
(2003) sugirié un enfoque similar, basado en la
homocigosis cromosémica segmentaria, que,
ademas, tiene el potencial de calcular N, de
generaciones anteriores, y por tanto, posibilita
decidir si una poblacién existente aumentaba
o disminuia de tamano en el pasado. El estudio
demostrd, con conjuntos de datos de ejemplo,
que la raza bovina Holstein-frisona sufrié una
reduccién notable de su N_ en el pasado, en tanto
que el tamano efectivo de la poblacion humana
estaba aumentando, lo cual esta de acuerdo con
los estudios de censo y de pedigri.
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3.3 Herramientas moleculares para
estudiar la variacion funcional

Enfoques basados en la posicion:
cartografiado de loci para caracteres
cuantitativos (QTL)

Los marcadores genéticos se comportan como
caracteres mendelianos; dicho de otro modo,
siguen las leyes de segregacién y distribucion
independiente que Mendel fue el primero en
describir. Dos genes que se encuentren en el
mismo cromosoma estan fisicamente ligados y
tienden a heredarse juntos. Durante la meiosis,
la recombinaciéon entre cromosomas homologos
puede romper este ligamiento. La frecuencia de
recombinacién entre dos genes situados en el
mismo cromosoma depende de la distancia que los
separa. La tasa de recombinacion entre marcadores
es, por tanto, indicativa de su grado de ligamiento:
cuanto mas baja es la tasa de recombinacién, mas
cerca estaran los marcadores. La construccién de
mapas genéticos aprovecha esta caracteristica para
inferir el orden probable de los marcadores y la
distancia entre ellos.

Los estudios de cartografiado se suelen realizar
tras la co-segregacion de marcadores polimorficos
en poblaciones experimentales estructuradas (es
decir, F2 o retrocruzamiento) o en poblaciones
ya existentes sometidas a programas de selecciéon
(familias de hermanos completos o parciales). Para
la mayoria de especies agropecuarias se dispone
de mapas genéticos de densidad media o alta para
algunos centenares o millares de marcadores.

Para identificar un QTL para un caracter
concreto, una familia que segregue el caracter
se genotipa con un conjunto de marcadores
moleculares regularmente repartidos por el
genoma (Recuadro 76). Existen varios métodos
estadisticos para inferir la presencia de un QTL
significativo en un determinado intervalo del
marcador, pero todos se basan en el hecho de que
las familias poseen un alto grado de desequilibrio
de ligamiento, es decir, que grandes segmentos
cromosémicos se transmiten de los padres a la
progenie sin recombinacién alguna.
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El resultado de un experimento de
cartografiado QTL es la identificacion de una
region cromosdémica, que a menudo ocupa
medio cromosoma, en la que se detecta un
efecto significativo para el caracter diana. La
investigaciéon moderna utiliza activamente el
cartografiado para identificar la influencia de QTL
en los caracteres adaptativos. En gallinas, ejemplos
de dichos caracteres incluyen la resistencia a la
colonizacién y excrecién de Salmonella (Tilquin
etal., 2005), y la susceptibilidad a presentar el
sindrome de hipertensién pulmonar (Rabie et al.,
2005); y en ganado bovino, la tripanotolerancia
(Hanotte et al., 2002).

La fase de cartografiado QTL va seguida
generalmente por un refinamiento de la posicion
del QTL en el mapa (cartografiado QTL preciso).
Para llevar a cabo esta tarea, se analizan otros
marcadores, y especialmente, todos los casos
de recombinacion adicional en el area diana.
Recientemente se ha disefiado y aplicado un
astuto enfoque al cartografiado preciso de una
region cromosémica en BTA14, que presenta
un QTL significativo para el porcentaje de grasa
en leche y otros caracteres (Farnir et al., 2002).
Este enfoque explota la recombinacién histérica
en generaciones anteriores para restringir la
posicion en el mapa a una region relativamente
pequefia, de 3,8 cM (centimorgan), tamafo
que ha permitido el clonaje posicional del gen
(DGAT1) (Grisart et al., 2002).

Concluido el cartografiado preciso, los genes
que determinan el caracter de interés se pueden
buscar entre los genes situados en las regiones
identificadas. Los genes candidatos se pueden
buscar en la misma especie (p. ej., cuando existe un
mapa rico en etiquetas de secuencia expresada, o
cuando el genoma esta totalmente secuenciado),
o en regiones ortélogas de un organismo modelo
para el cual se dispone de informaciéon genémica
completa.

Ocasionalmente, la  informaciéon  clave
relativa a una funcion génica proviene de una
fuente inesperada. Esto ocurri6 con el gen
de la miostatina, cuya funcién se descubrid
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inicialmente en ratones y mas tarde se localizé en
ganado bovino en la region cromosémica donde
previamente se habia cartografiado el gen de
doble musculatura (McPherron y Lee, 1997).

Queda claro que identificar el gen responsable
(genes de caracteres cuantitativos — QTG) y la
mutacion funcional (QTN) de un caracter complejo
sigue siendo una tarea improba, y se requieren
diversos enfoques para disminuir el nUmero de
genes candidatos posicionales. A este respecto,
disponer de informacién sobre la funciéon génica
es fundamental. Sin embargo, desconocemos
la posible funciéon o funciones de la mayoria de
genes identificados mediante secuenciado del
genoma y del cADN (ADN complementario).
Por eso, la investigacion de pautas de expresiéon
génica puede proporcionar informacion util, en
combinacién con el enfoque posicional antes
descrito, para identificar genes candidatos para
caracteres complejos. A este enfoque combinado
se le conoce como gendmica genética (Haley y de
Koning, 2006). En la seccién siguiente se describen
nuevos avances en la investigacién de pautas de
expresion génica.

Actualmente se estan investigando enfoques
alternativos para detectar genes adaptativos
utilizando marcadores genéticos (Recuadro 77).
Se hallan en etapa experimental, y solo la
investigacion ulterior permitirda evaluar su
eficacia.

El objetivo final del cartografiado QTL es
identificar el QTG, hasta llegar al QTN. Aunque a
fecha de hoy existen pocos ejemplos en ganado,
este es el tipo de mutaciones que podrian
tener un impacto directo en la cria basada en
marcadores y en las decisiones de conservacién.
Deberan desarrollarse modelos de conservaciéon
que incluyan los caracteres funcionales y las
mutaciones, ya que en un futuro préximo se
descubrird un nimero creciente de QTG y QTN.

Investigacion de pautas de expresion génica

En el pasado, la expresion de caracteres
especificos, como la adaptacién y la resistencia,
solo podian medirse a nivel fenotipico.
Actualmente, el transcriptoma (el conjunto de

Recuadro 76
Cartografiado de QTL

Si existe un QTL para un caracter diana, el alelo
variante mas- y menos- del gen responsable
desconocido (Q y g) se co-segregara con los alelos en
un marcador M1 cercano (M1 y m1) que podremos
genotipar en el laboratorio. Supongamos que M1 se
co-segrega con Q, y m1 con g, es decir, que M1y Q
estan cerca en el mismo cromosoma, y que m1y g
estan en el cromosoma homélogo (M1Q y m1q).
Supongamos también que genotipamos una
poblacion F2 obtenida por apareamiento de individuos
heterocigotos F1. Tras el genotipaje, las progenies F2
se agrupan sobre la base de su genotipo marcador
(MTM1y mim1; M2M2 y m2m2; ... MnMn y mnmn),
y luego comparamos el fenotipo medio de los grupos.
Si no existe ningtin QTL ligado a un marcador dado
(p. €j., M2), entonces no detectaremos una diferencia
significativa entre el valor fenotipico medio de las
progenies M2M2 y m2m2 para el caracter diana. Por
el contrario, cuando las progenies se agrupan por
genotipo en el marcador M1, entonces el grupo M1M1
sera en su mayor parte QQ en el QTL, en tanto que el
grupo m1m1 sera principalmente qg. En este caso, se
observa una diferencia significativa entre las medias
de la progenie, y por lo tanto, detectamos la presencia
de un QTL. En especies como aves y cerdos en las
que se suelen entrecruzar comercialmente lineas y
razas, el estudio puede emprenderse en poblaciones
experimentales (F2, BC), en tanto que en rumiantes
se suelen utilizar dos pedigries de generacion
(disefio hijas — DD) o tres (disefio nietas — GDD). En
DD la segregacion de marcadores heterocigéticos
en un semental (generacion 1) se sigue en las hijas
(generacion 1) cuyos datos fenotipicos se estan
recogiendo. En GDD, la segregacion de marcadores
heterocigoticos en un semental abuelo (generacion
1) se sigue en sus hijos medio-hermanos (generacion
1), cuyo fenotipo se infiere a partir del de las nietas
(generacion l1).

todos los transcriptos en una célula o tejido), y
el proteoma (el conjunto de todas las proteinas),
se pueden investigar directamente mediante
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técnicas ultrarrapidas, como la Vvisualizacién
diferencial (DD) (Liang y Pardee, 1992), cADN-
AFLP (Bachem etal., 1996), el anélisis seriado
de la expresién génica (SAGE) (Velculescu et al.,
1995; 2000), la espectrometria de masas, y los
microarrays de proteinas y ADN. Dichas técnicas
representan un gran avance en el andlisis del ARN
y las proteinas, permitiendo el anélisis en paralelo
de practicamente todos los genes expresados en
un tejido en un momento dado. Asi pues, las
técnicas contribuyen a descodificar las redes que
probablemente subyacen en muchos caracteres
complejos.

Las tecnologias «—Omicas» se suelen
comparar a iluminar la totalidad de un fresco
de Michelangelo en vez de hacerlo con una
antorcha que solo permite ver una parte a la
vez. Esta vision global permite entender el
significado de la representacion y apreciar su
belleza. En realidad, la potencia de estas técnicas
es paralela a la dificultad y el costo de aplicarlas
y de procesar los datos obtenidos. Aislar muestras
homogéneas de células es bastante dificil, pero
es una condiciéon previa importante en muchos
estudios de perfiles de expresion génica. El gran
numero de analisis en paralelo redunda en un
menor costo por analisis, pero en un mayor costo
por experimento. El equipo es caro, y se precisa
una pericia técnica considerable en todas las fases
experimentales. Aparte de la dificultad general
de analizar el ARN y compararlo con el ADN. El
ARN es muy sensible a la degradacion, y debe
extraerse con mucho cuidado de los tejidos que
muestran un metabolismo muy activo. De hecho,
la conservacién y manipulacién de la muestra es
una de las claves del éxito en experimentos de
analisis del ARN. La aplicaciéon de nanotecnologias
al analisis de moléculas bioldgicas esta abriendo
perspectivas prometedoras en la resolucién en
estos problemas (Sauer et al., 2005).

Otro problema es el tratamiento de los datos.
Los conjuntos de datos moleculares, como los
perfiles de expresion génica, se pueden generar
en un tiempo relativamente corto. Sin embargo, es
fundamental homologar datos entre laboratorios
para poder analizar coherentemente los diversos
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conjuntos de datos bioldgicos. Es esencial llegar a
acuerdos sobre la estandarizacién, asi como crear
bases de datos interconectadas, para un analisis
eficiente de las redes moleculares.

Perfiles de transcriptos

En esta seccion se describen brevemente las
técnicas SAGE y de microarrays. Se pueden hallar
descripciones de otras técnicas en revisiones
recientes (p. ej. Donson et al., 2002). SAGE genera
perfiles completos de expresion de tejidos o
lineas celulares. Comprende la construccién de
bibliotecas de mARN total que permiten un
analisis cuantitativo de todos los transcriptos
expresados o inactivados en determinados
pasos de una activacién celular. Se basa en tres
principios: i) una etiqueta de secuencia corta
(9-14 pares de bases) obtenida de una regién
definida dentro de cada transcripto de mARN que
contiene suficiente informacién para identificar
de manera inequivoca un transcripto especifico;
ii) las etiquetas de secuencia se pueden unir
entre si para formar largas moléculas de ADN
(concatameros), que se pueden clonary secuenciar
— el secuenciado de los clones de concatameros
conduce a una rapida identificacion de numerosas
etiquetas individuales; iii) el nivel de expresion
se cuantifica en base al niumero de veces que se
observa una etiqueta determinada.

Los microarrays pueden utilizarse para
comparar, en un unico experimento, los niveles de
expresion de mARN de varios millares de genes
entre dos sistemas biolégicos, por ejemplo, entre
animales en un ambiente normal y animales en un
ambiente desfavorable. Las técnicas de microarray
pueden contribuir a una mejor comprensién de
las pautas temporales y espaciales de expresiéon
génica en respuesta a una amplia gama de
factores a los que el organismo esta expuesto.

Se depositan voliumenes muy pequefios de
una solucién de ADN sobre un portaobjetos de
un material no poroso como el vidrio, creando
manchitas de unas 100 a 150 pym de diametro.
Actualmente se pueden depositar mediante
un robot unos 50 000 ADN complementarios
(cADN) en un portaobjetos de microscopio. Los
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microarrays de ADN contienen varios centenares
de genes conocidos, y algunos millares de genes
desconocidos. El microarray se cubre con manchitas
de fragmentos de cADN o con oligonucleétidos
prefabricados. Esta Gltima opcién tiene la ventaja
de una mayor especificidad y reproducibilidad,
pero sélo se puede disefar si se conoce la
secuencia. El uso de los microarrays se basa en el
principio de «hibridacion», es decir, se exponen
entre si dos secuencias de ADN de cadena Unica, o
una de ADN y otra de ARN, y se mide la cantidad
de molécula de doble cadena que se forma. La
expresion del mARN se puede medir cualitativa y
cuantitativamente. Indica actividad génica en un
tejido, y suele estar directamente relacionada con
la producciéon de proteina inducida por el mARN.

Los perfiles de expresién génica contribuyen
a la comprension de los mecanismos bioldgicos,
y por tanto, facilitan la identificacion de genes
candidatos. Por ejemplo, el grupo de genes
implicado en la expresién de la tripanotolerancia
en ganado bovino se ha caracterizado mediante
SAGE (Berthier et al., 2003), y por analisis de cADN
en microarray (Hill et al., 2005). La investigacion
en paralelo de la expresién de muchos genes
puede permitir la identificacion de genes maestros
responsables de caracteres fenotipicos que no se
pueden detectar mediante anélisis de expresion
diferencial. Dichos genes maestros pueden,
por ejemplo, presentar diferentes alelos que se
expresan todos al mismo nivel, promoviendo la
expresion de genes a niveles inferiores con distinta
eficiencia. En este caso, el gen maestro se puede
buscar ya sea aprovechando los conocimientos
actuales sobre vias metabdlicas, o bien a través
de un QTL de expresion (eQTL) (Lan et al., 2006).
En dicho enfoque, el nivel de expresion de los
genes de nivel inferior se mide en una poblacion
segregante. La cantidad de transcripto de cada
gen se trata como un caracter fenotipico, los
QTL que influyen en la expresidon génica pueden
buscarse utilizando las metodologias antes
descritas. Cabe senalar que el analisis de datos
para la deteccion de QTL dista ain mucho de ser
facil. Esto es también aplicable a las técnicas de

perfiles de transcriptos, debido a las numerosas
sefiales falsas que se producen.

Perfiles proteicos

El estudio sistematico de las estructuras proteicas,
las modificaciones post-traslacionales, los perfiles
proteicos, las interacciones entre proteina-
proteina, proteina—acido nucleico, y proteina—
molécula pequefia, asi como la expresion
espacial y temporal de las proteinas en las
células eucariotas, son cruciales para comprender
fendmenos bioldgicos complejos. Las proteinas
son esenciales para la estructura de las células
vivas y sus funciones.

La estructura de una proteina se puede
revelar mediante difraccion de rayos X o por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear.
La primera requiere una gran cantidad de
proteina cristalina, y esto suele ser restrictivo.
Para comprender la funcidon proteica y las
interacciones proteina—proteina a nivel molecular,
seria util determinar la estructura de todas las
proteinas en una célula u organismo. Hasta la
fecha, sin embargo, esto no se ha conseguido. Es
interesante observar que el nimero de variantes
proteicas diferentes surgidas de la sintesis
proteica (empalme alternativo y/o modificaciones
post-traslacionales) es significativamente mayor
que el numero de genes en un genoma.

La espectrometria de masas (una técnica
analitica para determinar la masa molecular)
en combinacién con técnicas de separacion
cromatograficas o electroforéticas, es
actualmente el método de eleccion para
identificar proteinas enddgenas en las células,
para caracterizar las modificaciones post-
traslacionales y determinar la abundancia
proteica (Zhu etal, 2003). La electroforesis
bidimensional en gel es Unica con respecto al
gran numero de proteinas (>10 000) que pueden
separarse y visualizarse en un solo experimento.
Las manchas de las proteinas se recortan del
gel, se someten a digestion proteolitica, y se
identifican las proteinas usando la espectrometria
de masas (Aebersold y Mann, 2003). Sin embargo,
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ha resultado dificil estandarizar y automatizar
la electroforesis bidimensional en gel, y el uso
de los patrones proteicos resultantes como
mapas de referencia proteémica solo ha tenido
éxito en unos cuantos casos. Una técnica
complementaria, la cromatografia liquida, es
mas facil de automatizar, y se puede acoplar
directamente al espectrometro de masas. Los
métodos protedmicos por afinidad, basados en
microarrays, son un enfoque alternativo a los
perfiles proteicos (Lueking et al., 2003), y también
se pueden utilizar para detectar interacciones
proteina-proteina. Dicha informacion es esencial
para el modelado algoritmico de las vias
bioldgicas. No obstante, la especificidad del enlace
sigue siendo un problema en la aplicacién de los
microarrays de proteinas, ya que la reactividad
cruzada no se puede predecir con exactitud.
Existen enfoques alternativos para detectar
las interacciones proteina-proteina, como el
sistema de dos hibridos (Fields y Song, 1989). Sin
embargo, ninguno de los métodos actualmente
utilizados permite la deteccién cuantitativa de las
proteinas de enlace, y no queda claro hasta qué
punto las interacciones observadas representan
las interacciones proteina-proteina.

También se han desarrollado métodos basados
en arrays o matrices para detectar la interacciéon
ADN-proteina in vitro e in vivo (véase la de Sauer
et al., 2005), e identificar el enlace de proteinas
desconocidas con secuencias génicas reguladoras.
Los microarrays de ADN se emplean eficazmente
para el cribado de extractos nucleares en busca
de complejos que enlacen ADN, en tanto que los
microarrays proteicos se utilizan basicamente para
identificar proteinas desconocidas que enlazan
ADN a nivel de todo el proteoma. En el futuro,
estas dos técnicas permitirdn conocer los detalles
del funcionamiento de las redes reguladoras
transcripcionales.

Muchos métodos de predecir la funcion de
una proteina se basan en su homologia con otras
proteinas y su localizacién intracelular. Predecir
las funciones proteicas es bastante complicado,
y también exige técnicas para detectar las
interacciones proteina-proteina, y detectar
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asimismo el enlace de las proteinas con otras
moléculas, puesto que las proteinas realizan sus
funciones en dichos procesos de enlace.

n El papel de la bioinformatica

El desarrollo de tecnologias ultrarrapidas seria
inutil sin la capacidad de analizar el volumen de
datos bioldgicos, que crece exponencialmente.
Los datos se almacenan en bases de datos
electrénicas (Recuadro 78) asociadas a aplicaciones
informaticas especificas disefiadas para permitir
la actualizaciéon de los datos, su interrogacién y
recuperacion. La informacion debe ser facilmente
accesible, flexible a la interrogacién, para permitir
la recuperacién de informaciéon que se utilizara
para desentrafiar las vias metabdlicas y el papel
de los genes y proteinas implicadas.

La bioinformatica es crucial para combinar
informacion de diversas fuentes y generar nuevo
conocimiento a partir de los datos existentes.
Tiene, ademas, el potencial de simular la
estructura, funcién y dindmica de los sistemas
moleculares, y es por tanto util en la formulacion
de hipétesis que orienten el trabajo experimental.

E Conclusiones

La caracterizacién molecular puede desempefiar
un papel en dilucidar la historia, y estimar la
diversidad, caracteres distintivos y estructura
poblacional de los recursos zoogenéticos. Puede
también servir de ayuda en el manejo genético
de pequehas poblaciones, para evitar una
endogamia excesiva. Se han descrito diversas
investigaciones sobre diversidad entre y dentro de
poblaciones — algunas a escala bastante grande.
Sin embargo, estos estudios estan fragmentados
y son dificiles de comparar e integrar. Ademas,
aun estd por hacer una encuesta mundial
completa de las especies relevantes. Por tanto, es
de importancia estratégica desarrollar métodos
para combinar los conjuntos de datos existentes,
que se solapan parcialmente, y garantizar el
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Recuadro 77
El enfoque de la genémica poblacional

Recientemente se ha propuesto un enfoque alternativo
a la identificacion de regiones gendmicas portadoras de
genes de interés. Consiste en la deteccion de «rabricas
de seleccion» mediante un enfoque de «gendmica
poblacional» (Black et al., 2001; Luikart et al., 2003).
Los tres principios basicos de la genémica poblacional
aplicada al cartografiado QTL son:

1. que los loci neutros de todo el genoma se veran
similarmente afectados por la deriva genética,
la demografia, y la historia evolutiva de las
poblaciones;

2. que los loci bajo seleccion se comportan a
menudo de manera distinta, y, por tanto, revelan
pautas de variacion con valores atipicos, pérdida
de diversidad (habria aumento de la misma si los
loci se hallaran bajo una seleccion equilibrada),
desequilibrio de ligamiento, y aumentos/
disminuciones de los indices Gst/Fst; y

3. que merced a los efectos de ligamientos
oportunistas, la seleccion afecta también a los
marcadores ligados, permitiendo la deteccion
de una «rubrica de seleccion» (efectos de
valores atipicos), que a menudo puede
detectarse genotipando un gran nimero de
marcadores en un cromosoma e identificando
bloques de valores atipicos. Este enfoque
utiliza datos fenotipicos a nivel de raza (o de
subpoblaciones dentro de una raza) mas que
a nivel individual, y por lo tanto complementa
bien el cartografiado QTL clasico dentro de los
pedigries.

El enfoque de la gendmica poblacional permite
asimismo identificar genes sometidos a una fuerte

suministro de muestras y marcadores estandar
para su uso futuro como referencias mundiales.
Facilitaria la puesta en practica de una encuesta
mundial disponer de una red de instalaciones
que recogieran plasma germinal autéctono, y lo
pusieran a disposiciéon de la comunidad cientifica
bajo una reglamentacién apropiada.

presion de seleccion que han quedado fijados
finalmente en las razas, y en concreto, los genes
implicados en la adaptacion a ambientes extremos,
resistencia a las enfermedades, etc. Muchos de estos
caracteres, que son de gran importancia para la
sostenibilidad de la cria de ganado, son dificiles o
imposibles de investigar mediante el cartografiado
QTL clasico o los estudios de asociacién. El potencial
de la gendmica poblacional se ha investigado
recientemente desde un punto de vista tedrico
(Beaumont y Balding, 2004; Bamshad y Wooding,
2003), y mediante trabajo experimental con diferentes
tipos de marcadores en poblaciones naturales (AFLP:
Campbell y Bernatchez, 2004; microsatélites: Kayser
et al., 2003; SNP: Akey et al., 2002). El enfoque se ha
aplicado recientemente en el proyecto Econogene
(http://lasig.epfl.ch/projets/econogene). En analisis
preliminares, tres SNP en los genes de MYH1 (miosina
1), MEG3 (calipigia) y CTSB (catepsina B) en ovejas
han mostrado un comportamiento atipico significativo
(Pariset et al., 2006).

En el seno del mismo proyecto, se ha disefiado un
enfoque novedoso, basado en el Método de Analisis
Espacial (SAM), para detectar rdbricas de seleccién
natural dentro del genoma de animales domésticos
y salvajes (Joost, 2006). Los resultados preliminares
obtenidos con dicho método concuerdan con los
obtenidos por aplicacion de modelos tedricos de la
genética poblacional, como los desarrollados por
Beaumont y Balding (2004). El SAM va mas alla de
los enfoques clasicos, puesto que esta concebido para
identificar parametros ambientales asociados con
marcadores seleccionados.

Las tecnologias de marcadores evolucionan, y es
probable que los microsatélites se complementen
cada vez mas con SNP. Dichos marcadores son
muy prometedores debido a su abundancia en el
genoma, y por su adecuacién a la automatizacion
en produccion y puntuacién. No obstante, queda
por aclarar a fondo la eficiencia de los SNP en
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la investigacion de la diversidad en especies
animales. El tema deberia estudiarse con cierta
distancia critica para evitar la producciéon de
resultados sesgados.

También evolucionan los métodos de analisis
de datos. Los nuevos métodos permiten
el estudio de la diversidad sin supuestos a
priori respecto a la estructura de la poblacién
investigada; la exploraciéon de diversidad para
identificar genes adaptativos (p. ej. utilizando
gendmica poblacional, véase el Recuadro 77);
y la integracion de informacion de fuentes
diversas, incluyendo pardametros socioeconémicos
y medioambientales, para establecer prioridades
de conservacion (véase la Seccion F). La adopcidon
de una estrategia de toma de muestras correcta
y la recogida sistematica de datos fenotipicos
y ambientales, siguen siendo factores clave
para explotar el pleno potencial de las nuevas
tecnologias y enfoques.

Ademas de la variacién neutra, la investigacion
busca activamente genes que influyen en
caracteres clave. La resistencia a enfermedades,
eficiencia productiva y calidad del producto
se hallan entre los caracteres que reciben
una alta prioridad. Para ello se usan diversas
estrategias y las nuevas tecnologias «—6micas»
ultrarrapidas. La identificacion de QTN ofrece
nuevas oportunidades y retos para la gestién de
recursos zoogenéticos. La informacién sobre la
diversidad adaptativa complementa la existente
sobre diversidad genética neutral y fenotipica, y
se puede integrar en las herramientas de toma
de decisiones sobre gestion y conservacion de los
recursos zoogenéticos. La identificacion de alelos
Unicos o combinaciones de alelos para caracteres
adaptativos en poblaciones concretas puede
reforzar la justificacién para su conservacién
y utilizaciéon. La seleccion basada en los genes
tiene ademas el potencial de disminuir la brecha
de eficiencia selectiva que se observa hoy
entre grandes poblaciones criadas en sistemas
de produccion industriales, y las pequefias
poblaciones locales, donde los sistemas de
evaluacién genéticapoblacionalyplanesdecriano
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Recuadro 78
Bases de datos de moléculas biolégicas

Existen diversas bases de datos que recogen
informacion sobre moléculas bioldgicas:

Bases de datos de secuencias de ADN:
o European Molecular Biology Lab (EMBL): http://
www.ebi.ac.uk/embl/index.html
o GenBank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
o DNA Data Bank of Japan (DDBJ): http://www.
ddbj.nig.ac.jp

Bases de datos de proteinas:
o SWISS-PROT: http://www.expasy.ch/sprot/sprot-
top.html
o Protein Information Resource (PIR): http://pir.
georgetown.edu/pirwww/
o Protein Data Bank (PDB): http://www.rcsh.org/pdb/

Sitios de identificacion génica o Bio-Portal

o GenomeWeb: http://www.hgmp.mrc.ac.uk/
GenomeWeb/nuc-geneid.html

e BCM Search Launcher: http://searchlauncher.
bem.tme.edu/

e MOLBIOL: http://www.molbiol.net/

o Pedro’s BioMolecular Research tools: http://
www.biophys.uni-duesseldorf.de/BioNet/Pedro/
research_tools.html

o ExPASy Molecular Biology Server: http://www.
expasy.ch/

Bases de datos de interés particular sobre

animales domésticos:
http://locus.jouy.inra.fr/cgi-bin/bovmap/intro.pl
http://www.cgd.csiro.au/cgd.html
http://www.ri.bbsrc.ac.uk/cgi-bin/arkdb/browsers/
http://www.marc.usda.gov/genome/genome.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/pig/
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.tigr.org/
http://omia.angis.org.au/
http://www.livestockgenomics.csiro.au/ibiss/
http://www.thearkdb.org/
http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/bovine/
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se pueden aplicar de manera eficaz. No obstante,
la seleccién basada en genes y marcadores puede
no ser siempre la mejor solucion. Dichas opciones
deben evaluarse y optimizarse caso por caso,
tomando en consideracion los efectos a corto y
largo plazo sobre la poblacién, sobre la tasa de
endogamia, asi como los costos y beneficios en
términos socioecondmicos y medioambientales
- concretamente sobre el nivel de vida de la
poblacion.

Como ocurre con otras tecnologias avanzadas,
es muy deseable que los beneficios de los avances
cientificos en el campo de la caracterizacion
molecular se compartan por todo el planeta,
contribuyendo asi a una mejor comprensién,
utilizacion 'y conservacion de los recursos
zoogenéticos del mundo en beneficio de las
generaciones humanas actuales y venideras.
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Recuadro 79
Glosario: marcadores moleculares

Para el material de esta seccion se utilizan las
siguientes definiciones:

ADN: la informacidn genética de un genoma esta
codificada en el cido desoxirribonucleico (ADN),
que se conserva en el nicleo celular. EI ADN tiene
dos cadenas estructuradas en una doble hélice,
formada por un gltcido (desoxirribosa), fosfato y
cuatro bases quimicas — los nucleétidos: adenina
(A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). Una A en
una cadena se empareja siempre con una T en la otra
mediante dos enlaces de hidrégeno, en tanto que
una C siempre se empareja con una G mediante tres
enlaces de hidrdgeno. Las dos cadenas son, pues,
complementarias entre si.

ADN complementario (cADN): secuencias de
ADN generadas por la transcripcion inversa de las
secuencias de mARN. Este tipo de ADN incluye exones
y regiones no traducidas en los extremos 5"y 3’ de los
genes, pero no incluye el ADN del intrén.

ARN: el &cido ribonucleico es un acido nucleico
de una cadena formado por tres de las cuatro bases
presentes en el ADN (A, Cy G).T, sin embargo, es
sustituida por uracilo (U).

Cebador: una secuencia corta (de una cadena) de
oligonucledtidos utilizados en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR).

Desequilibrio de ligamiento (LD): es un término
utilizado en el estudio de genética poblacional para
la asociacion no aleatoria de alelos en dos o mas
loci, no necesariamente en el mismo cromosoma.

No es lo mismo que el ligamiento, que describe la
asociacion de dos o mas loci en un cromosoma con
un grado limitado de recombinacién. LD describe una
situacion en la que algunas combinaciones de alelos
0 marcadores genéticos se dan en una poblacién mas
0 menos frecuentemente de lo que seria de esperar
de una formacion aleatoria de haplotipos de alelos
sobre la base de sus frecuencias. El desequilibrio de
ligamiento es causado interacciones adaptativas
entre genes o por procesos no adaptativos como son
la estructura de la poblacion, endogamia, y efectos
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estocasticos. En la genética de poblaciones, se afirma
que el desequilibrio de ligamiento caracteriza la
distribucion del haplotipo en dos o mas loci.

Gen candidato: cualquier gen que pudiera
plausiblemente causar diferencias en las
caracteristicas observables de un animal (p. ej.,
en resistencia a las enfermedades, produccion de
proteina en leche, o crecimiento). El gen puede ser un
candidato porque esté situado en una determinada
region cromosomica de la que se sospecha que esta
implicada en el control del caracter, o porque su
producto proteico pueda sugerir que puede estar
implicado en el control del caracter (p. €j., genes de
proteina lactea en la produccion de proteina lactea).

Haplotipo: contraccion de la expresion «genotipo
haploide»; se refiere a la constitucién genética de
un cromosoma individual. En el caso de organismos
diploides, el haplotipo contendra un miembro de la
pareja de alelos para cada locus. Puede referirse a un
conjunto de marcadores (p. €j., polimorfismos de un
solo nucledtido — SNP) que estadisticamente estan
asociados a un unico cromosoma. Sabido esto, se
cree que la identificacion de unos cuantos alelos de
un bloque de haplotipo puede identificar de manera
inequivoca el resto de loci polimérficos de la region.
Dicha informacion es de gran utilidad para investigar
la genética de los caracteres complejos.

Ligamiento: la asociacion de genes y/o
marcadores cercanos entre si en un cromosoma.

Los genes y marcadores ligados tienden a heredarse
juntos.

Marcador genético: un polimorfismo del ADN
que se puede detectar facilmente mediante analisis
fenotipico o molecular. El marcador puede hallarse
dentro de un gen o en un ADN sin funcidn conocida.
Dado que los segmentos de ADN que se encuentran
préximos entre si en un cromosoma tienden a
heredarse juntos, los marcadores se suelen utilizar
como maneras indirectas de sequir la pista del patrén

e continta
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Recuadro 79 cont.
Glosario: marcadores moleculares

de herencia de un gen que atn no se ha identificado,
pero cuya localizacion aproximada si es conocida.
Tecnologia de microarray: una nueva forma

de estudiar cuantos genes interaccionan entre si 'y
como las redes reguladoras de la célula controlan
simultaneamente vastas baterias de genes. El método
utiliza un robot que aplica con precisién pequefias
gotitas de ADN funcional sobre portaobjetos de

vidrio. Luego los investigadores unen marcadores
fluorescentes al mMARN o al cADN de la célula que
estan estudiando. Las sondas marcadas se enlazan
a cadenas de cADN en el portaobjetos, y estos se
colocan en un microscopio de rastreo que puede
medir el fulgor de cada punto fluorescente; el brillo
revela la cantidad presente de un mARN concreto,
indicador de su grado de actividad.
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