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Capitulo IV /Marcadores moleculares de apN

La diversidad entre individuos se debe a variaciones en las secuencias de ADN
entre ellos y a factores ambientales. Estas variaciones de ADN son el resultado de
mutaciones, inserciones, deleciones, duplicaciones o inversiones del material
hereditario. Aunque en el pasado los estudios con polimorfismos bioquimicos
fueron las herramientas de eleccion en el analisis de la variabilidad genética
de las poblaciones, el gran desarrollo experimentado por la biologia molecular
en las ultimas décadas ha permitido el desarrollo de nuevas herramientas en
el estudio de la diversidad genética de las poblaciones y de las relaciones entre
ellas. Con estas herramientas se ha logrado una visién mucho mas profunda de
la variabilidad genética, de como se distribuye y como le afectan los procesos
que alteran las caracteristicas genéticas de las poblaciones, por ejemplo, la

migracion, la seleccion, la mutacion o la deriva genética.

Los marcadores moleculares de ADN permiten identificar el polimorfismo
(las diferentes alternativas que puede presentar una secuencia de ADN) que
diferencia a los individuos entre si. Aunque el término marcador molecular
para algunos autores incluye los polimorfismos bioquimicos o proteicos, su uso
se generaliz6 a partir del desarrollo de las técnicas que permitian identificar

los polimorfismos a nivel de ADN.

Desde finales del siglo xx se han identificado diferentes tipos de marcadores
moleculares de ADN (algunos de los méas importantes se describen en la tabla 2).
A pesar de que existen numerosas definiciones de marcador molecular
de ADN, una de las mds extendidas lo define como un fragmento de ADN
variable, ficilmente identificable en el laboratorio y que sigue un modelo de
herencia conocida; por lo tanto, es posible seguir su herencia de generacién en
generacion. En la descripcion de los marcadores moleculares de ADN, es comin
que se definan, entre otras, dos importantes caracteristicas:
1. Marcador neutro/no neutro. Es aquel que no estd sujeto a seleccion,
por lo que una variante u otra no implica una ventaja adicional en el

individuo que la posee. Aunque existen excepciones, un marcador
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neutro se localiza en el ADN extragénico, mientras que el no neutro,
en los genes.

2. Marcador dominante/codominante. Este permite diferenciar al
individuo heterocigoto del homocigoto; el codominante, por el

contrario, no los diferencia.

Ademads de estas dos caracteristicas, la reproducibilidad, el coste de genotipado
y la capacidad de automatizacion han influido en la difusion y utilizacion de los

marcadores.

Tabla 2. Caracteristicas de algunos de los marcadores moleculares de apn mas difundidos

Coste

Marcador Dominancia Reproducibilidad O Is Automatizacion
RFLP Dominante Alta Alto Baja
RAPDS Codominante Baja Bajo Media
AFLPS Dominante Alta Medio Media
STR Codominante Alta Bajo Alta
SNP Codominante Alta Bajo Alta

Nota: rrip: polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion; rapp: apN  polimorfico
amplificado al azar; arp: polimorfismo de longitud de fragmento amplificado; str: repeticiones en
tandem cortas; sne: polimorfismo de nucleétido simple.

Fuente: Elaboracion propia

Otra caracteristica importante de los marcadores moleculares es su capacidad
de identificar polimorfismo. En el genoma de las especies domésticas, existen
regiones donde la secuencia de ADN presenta diferencias entre los individuos; a
cada una de esas alternativas se les llama alelos, que a su vez componen lo que
se denomina regiones polimorficas. En términos genéticos, se asume que un
polimorfismo, es decir, una diferencia en la secuencia de ApN entre individuos,

se considera alelo si su frecuencia en la poblacién es superior al 1%.
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Aunque existe un gran nimero de marcadores moleculares de ADN que se han
utilizado o siguen utilizindose en poblaciones de animales domésticos, por sus
caracteristicas muy pocos han sido ampliamente usados en el analisis de la

diversidad genética de poblaciones de animales domésticos.

Microsatélites

Los microsatélites, también llamados repeticiones en tindem cortas (STR, por
sus siglas en inglés), o secuencias repetidas simples (SSR, por sus siglas en inglés),

consisten en secuencias cortas, de 1 hasta 6 nucleétidos, que se repiten en taindem.

Estos marcadores fueron descubiertos a finales de los afios ochenta (Tautz,
1989). Inicialmente, se llamaron varibale number of tandem repeats (VNTR), pero
este nombre se dejo para los minisatélites; por esta razon, se les denominé
luego como STR. Su polimorfismo radica en el nimero de veces que se repite
la secuencia corta y cada variante es un alelo. Por ejemplo, un microsatélite es
una repeticion de la secuencia GT y esta secuencia puede estar repetida de 17
a 22 veces (6 variantes o alelos); asi, un individuo tendra dos de esos alelos,
uno en cada cromosoma donde se localice el microsatélite y, por tanto, habra

heredado uno via paterna y el otro via materna.

En los mamiferos, los microsatélites mas comunes se corresponden con
repeticiones (CA)n y (AT)n, siendo n el nimero de veces que se repite la
secuencia corta (Ellegren, 2004). Estos se pueden encontrar en regiones
codificantes, pero la mayoria de ellos se localiza en regiones no codificantes;
ademi3s, en funcion del tamano de la secuencia que se repite, existen pequenas
diferencias en su frecuencia. Las repeticiones del tipo mononucleétido
son mas comunes (cada 5-10 kb) que los dinucle6tidos (cada 25-100 kb) y

que los trinucleotidos (cada 300-500 kb). Hasta la aparicién de los snp, los
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microsatélites han sido los marcadores moleculares de ADN mas utilizados, en

especial, por su elevado polimorfismo.

El principal mecanismo que explicala alta tasa de mutacion de los microsatélites
(1 x 10 — 1x10°9), superior a la del resto del ADN nuclear (Weissenbach et al.,
1992; Weber & Wong, 1993), es el deslizamiento de la polimerasa durante la
replicacion (del término en inglés polymerase slippage) (Levinson & Gutman,
1987). Durante la replicacion, las dos hebras del ADN se separan, y de esta
manera sirven de molde para generar la hebra complementaria. Cuando
estas se vuelven a unir, en ocasiones se forma un loop, que genera un nimero
diferente de repeticiones en la hebra molde o recién creada. Si dicho loop no es
eliminado, en la siguiente replicacién se formaran dos hebras de ADN, cada una

con un namero diferente de repeticiones.

Los microsatélites han sido ampliamente utilizados en estudios de genética de
poblaciones, y para esto es importante establecer el modelo de mutacion de los
microsatélites. El modelo matematico que mejor se ajusta al modelo de evolucion
de los microsatélites es el Stepwise Mutation Model (smMm), el cual fue descrito
originalmente por Otha y Kimura en 1973 para alozimas y, posteriormente, fue
validado como microsatélite (Shriver et al., 1993; Valdés et al., 1993). Valdés
et al. (1993) comprobaron de qué manera la distribucion de la longitud de los
alelos y las diferencias de las frecuencias alélicas de un centenar de microsatélites
humanos no diferian mucho de las simuladas bajo un smwm, las cuales indican que:

e Las mutaciones son cambios de una unidad de repeticién.

* No hay restricciones respecto a la longitud de los alelos.

e Lapérdida o ganancia de una unidad de repeticion tienen la misma

probabilidad.

e Latasa de mutacion es independiente del tamafo del alelo.

Este modelo se considera un sSMM estricto. Posteriormente, Shriver et al. (1993)

demostraron que la mayoria de los microsatélites se ajustan bastante bien a
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este modelo. Di Rienzo et al. (1994) encontraron que el two phase model (TPMm)
se ajustaba mejor al proceso de mutacion de los microsatélites que el sMM.
La principal diferencia entre ambos modelos radica en que el TPM permite, con
menor frecuencia, cambios de alelos de mas de una unidad de repeticion. Aunque
posteriormente se han propuesto nuevas modificaciones al TpMm, este es valido
para la mayoria de los estudios de genética de poblaciones (Garza et al., 1995;

Kimmel & Chakraborty, 1996; Nauta & Weissing, 1996; Feldman et al., 1997).

A finales del siglo xx surgi6 una iniciativa de colaboracion entre la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FA0) vy la International Society of Animal Genetics (1SAG), con el objetivo de
publicar recomendaciones para el andlisis de la diversidad de los animales
domésticos (Measurament of Domestic Animal Diversity [MoDAD]), en la
cual se propone, entre otros aspectos, un conjunto de microsatélites para el
analisis de la diversidad genética en las principales especies domésticas (vacas,
ovejas, cabras, bufalos, caballos, burros, gallinas, cerdos y camélidos) (rao,
2011). En cuanto a la eleccion de los microsatélites, se tienen las siguientes
recomendaciones:

e Lainformacién de los microsatélites propuestos debe ser publica.

* Enla medida de lo posible, los microsatélites deben estar mapeados y

es importante evitar que estén ligados entre si.

e Deben tener una herencia mendeliana.

e El ntmero de alelos minimo de un microsatélite tiene que ser de 4.

e Aquellos microsatélites validos para especies préximas como bovinos,

ovinos o caprinos deben ser priorizados.

Ante la elevada cantidad de microsatélites presentes en el genoma de las
especies de animales domésticos, la eleccion de aquellos que se utilizan en
estudios de genética de poblaciones depende de las consideraciones que se
comentaron anteriormente y de lo informativo que sea el microsatélite. Su

grado de informacion estd directamente relacionado con el nimero de alelos
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del microsatélite y con sus frecuencias. De manera genérica, cuanto mayor sea
el nimero de alelos y el equilibrio en sus frecuencias, mas informativo serd un
microsatélite. El contenido en informacién polimoérfica (p1c) y la heterocigosis
son dos de los parametros que se usan para analizar qué tan informativos
son los microsatélites. Dentro de un conjunto de microsatélites, aquellos que
muestren mayor PIC y heterocigosis serdn mas informativos y, por tanto, mas

atiles en los andlisis de la diversidad genética de las poblaciones.

La heterocigosis se define como la frecuencia de los individuos heterocigotos y

se calcula con la siguiente férmula para un locus con varios alelos:

Hekzl'zpiz

El pic determina en qué medida somos capaces de identificar de qué progenitor
proceden los dos alelos de un individuo. Para ello, es necesario que el individuo
sea heterocigoto (entre otras caracteristicas) y, por tanto, se calcula como la

frecuencia de heterocigotos informativos.

PIC=1-) p?-) p?p?
i i, j

* Enlatabla 3, se muestran los valores de heterocigosis y PIC para un

locus con diferente nimero de alelos y frecuencias.

Tabla 3. Heterocigosis y pic para un locus con diferente nimero de alelos y frecuencias

N.° alelos Frecuencia Heterocigosis PIC
1 1 0 0
2 0,5-0,5 0,5 0,375
2 0,9-0,1 0,18 0,1638
4 0,25 0,75 0,7031
10 0,1 0,9 0,891

Fuente: Elaboracién propia
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Las aplicaciones de los microsatélites han sido multiples, como el genotipado de
los individuos para andlisis de genética de poblaciones (Weber & May, 1989),
genética forense (controles de filiacion, diferenciacion de especies, entre otros),
desarrollo de mapas genéticos, identificacion de quantitative trait loci (QTL) o
de genes responsables de caracteres de interés y estudios evolutivos (Weber &
May, 1989; Weissenbach et al., 1992; Bowcock et al., 1994; Kimpton et al., 1994;
Goldstein et al., 1995a, 1995b; Shriver et al., 1995; Slatkin, 1995; Dib et al., 1996;
Gill et al., 1996; Kimpton et al., 1996; Broman et al., 1998; Zhivotovsky, 1999).

Si bien el objetivo de este capitulo no es hacer una revision actualizada de
los andlisis que se han realizado en animales domésticos con microsatélites
(de hecho, en el parrafo anterior las referencias corresponden a los primeros
trabajos que se han llevado a cabo en relacion con estos en diferentes areas),
los microsatélites siguen siendo utilizados actualmente a pesar del desarrollo de
nuevos marcadores moleculares como los sNp. En el caso de las razas criollas, se
han publicado enlos tltimos afios varios trabajos organizados por la Conservacion
de la Biodiversidad de los Animales Domésticos Locales para el Desarrollo Rural

Sostenible (Red Conbiand) en las principales especies domésticas''.

Polimorfismo de nucleotido simple

Un polimorfismo nucleotidico simple (SNP, por sus siglas en inglés) se define
como un cambio en la secuencia de ApN de un nucleétido por otro. Dado que
el ADN contiene cuatro nucleétidos (adenina, guanina, citosina y timina), un
SNP como maximo tendra cuatro alelos. No obstante, la mayoria de los sNP
son bialélicos, y los mas frecuentes son los que corresponden al cambio de

una base purica por otra ptrica o de una pirimidinica por otra, A/G o C/T,

I Vease: http://www.uco.es/conbiand/Bienvenida.html
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respectivamente. Para considerar un SNP, es necesario que el alelo menos

frecuente tenga aunque sea una frecuencia superior al 1% (Wang et al., 1998).

Los sNP son las variaciones mas comunes en los genomas de los organismos
eucariotas y se pueden localizar en genes, por lo tanto, estan sujetos a seleccion
(no neutro), como en las regiones intergénicas (neutros). Por término medio, el
genoma de un organismo eucariota presenta un sNp cada 1000 bases (Venter et al.,
2001). En comparacién con los microsatélites, los SN de manera individual son
menos informativos. No obstante, el desarrollo de plataformas de genotipado
permite genotipar simultineamente desde decenas a cientos de miles de SNP en
una sola reaccion; esto aporta mucha méas informacion que un conjunto de 15-20
microsatélites, que tradicionalmente se usan en el andlisis de la diversidad
genética de las poblaciones. El desarrollo de las técnicas de secuenciacion de
los genomas dio un gran impulso a la identificacion de sNP en el genoma de las
especies de los animales domésticos y el posterior desarrollo de plataformas
de genotipado de alta densidad. Esta capacidad de automatizacion, el coste de
genotipado que se haidoreduciendo con el paso del tiempoy suelevada frecuencia
en los genomas han favorecido su uso en los estudios de diversidad genética, de
asociacion o de identificacién de huellas de seleccién, entre otros, en la tltima
década (Eusebi et al., 2019). En la tabla 4, se describen las caracteristicas de los
genomas de referencia y algunas de las plataformas de genotipado mas comunes

en las principales especies de animales domésticos.
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Tabla 4. Caracteristicas de los genomas de referencia y principales plataformas de genotipado de sxe en las especies domésticas mas representativas

Lates SNP Bead Chip
Eersions

Assembly Fold Genome
1D Coverage Lenght (bp)

Species

Release Year

Illumina: BovineSNP50 v 3
(53,714 SNPs)

Cow ® Illumina: BovineHD
-//www.ncbi i #
(Bos Taurus) bosTau9 80.0x 2,715,853,792 g https:// -ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_002263795.1/#/st (<777,000 SNPs)
Affymetrix: Axiom
Genotyping Array (54,560)
Ilumina: OvineSNP50
Sheep o n . ) (54,241 SNPs)
o oviAri4 166.0x 2,615,499,083 3 https: //www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_00298735.2 . )
(Ovis aries) S Affymetrix: Axiom
Genotyping array 54,236 SNPs
Affymetrix: Axiom
Goat ° ) . Genotyping array 60,034 SNPs
. ARS1 50.0x 2922813246 5 https: //www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_001704415.1 X
(Capra bircus) Sl Illumina: GoatSNP50
(50,000 SNPs)
Ilumina: PorcineSNPGO v2
Pig ~ _ . (64,232 SNPs)
susScrll 65.0x 2,501,912,388 S https: //www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000003025.6/ . .
(Sus scrofa) Sl Affymetrix: Axiom
Genotyping array 658,692 SNPs
Illumina: EquineSNP50
Horse © . ) (54,602 SNPs)
equCab3 88.0x 2,506,966,125 =  https: //www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_002863925.1/ . ) .
(Equus caballus) Sl Affymetrix: Axiom Equine
HD Array (670,000SNPs)
Illumina: 60 k SNP
Chicken © . . BeadChip (57,636 SNPs)
galGal6 82x 1,065,365,434 S https: //www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000002315.6 )
(Gallus gallus) 3 Affymetrix 600 K

(+/- 600,000SNPs)

Fuente: Elaboracion propia, a partir de Eusebi et al. (2019)
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Numerosas investigaciones han comparado los resultados obtenidos con
microsatélites y sNp en estudios de diversidad genética de poblaciones de
animales domésticos y de las relaciones genéticas entre estas (Morin et al., 2012;
Girke et al., 2012; Cortés et al., 2019; Saint-Pé et al., 2019). Aunque los
resultados obtenidos con ambos marcadores son similares, la densidad de
marcadores en el caso de los sNP permite realizar estimaciones mds precisas
que en el caso de los microsatélites. A pesar de que muchos de los pardmetros
descritos en otros capitulos de este libro estan relacionados con la diversidad
genética de las poblaciones y de que las relaciones genéticas entre ellas se
pueden estimar con la informacion obtenida por marcadores moleculares
de tipo microsatélite y SNp, estos ultimos permiten estimar pardmetros
adicionales que han supuesto grandes avances en los andlisis genémicos de las

especies de animales domésticos.
Desequilibrio de ligamiento

Cuando dos alelos se encuentran proximos entre si tienden a transmitirse
conjuntamente y, por tanto, al no segregar independientemente, generan lo
que se denomina el desequilibrio de ligamiento (Linkage disequilibrium [LD]).
A medida que se produzcan los eventos de recombinacion, se alcanzard el
equilibrio, y el tiempo para alcanzarlo depende fundamentalmente de la
distancia entre los marcadores, del numero de generaciones que transcurran
y del censo de la poblacion. La estimacioén del LD entre marcadores resulta
fundamental para establecer el nimero de sNP necesarios para desarrollar
estudios de asociacion o de mapeo de enfermedades genéticas (Gurgul et al,
2014). Ademas, el LD de los marcadores genomicos es un reflejo de la historia
de la raza; por ejemplo, depende de la seleccion natural o artificial de la raza,

de su censo, de los cuellos de botella, entre otras.
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Para estimar el LD, se utilizan fundamentalmente dos medidas con propiedades
estadisticas diferentes: D" y r2. En el caso de D’, los valores de LD pueden variar
de -1 a +1. Valores de 1 indican que un alelo de un locus esta completamente
asociado a un alelo del otro locus, mientras que valores de 0 indican ausencia
de desequilibrio de ligamiento. La estima del LD mediante D” es muy util para
analizar los patrones de recombinacién a lo largo del tiempo; no obstante, son
muy dependientes del tamafio de lamuestra, de manera que tamafios muestrales
pequefios y en presencia de alelos raros (frecuencias muy bajas) sobreestiman D",
La otra medida del LD, r2, es muy ttil en estudios de asociacion, y mide la
correlacion entre dos alelos de dos loci. Este parametro es muy dependiente de
las frecuencias extremas, bajas o altas, de los alelos al dar valores muy altos de r2
(Du et al., 2007; Khatkar et al., 2008).

Con los estudios realizados en las principales especies domésticas se ha
comprobado de qué manera los valores de LD difieren entre ellas, siendo
menores en ovejas y cabras, posiblemente por la menor presion de seleccion
de estas especies. No obstante, como se ha comentado, es importante destacar
que los valores de 1D son dependientes de la frecuencia de los alelos, de la
presion de seleccion a lo largo de los afios, del tamafio y de la estructura de
la poblacion, de la densidad de los marcadores y del pardmetro utilizado en su
estima; por lo tanto, la comparacién entre estudios debe realizarse con cautela
(Eusebi et al., 2019).

Otro aspecto que ha adquirido gran relevancia en los estudios de la diversidad
genética de las poblaciones y de su conservacion es la relacion entre LD y el
tamafio efectivo de la poblacion (Ne). En poblaciones mas grandes, el LD decaera
mas rapidamente que en poblaciones mas pequenas; por esta razon, el patron del
LD esta relacionado con los proceso demograficos que ha sufrido la poblaciéon y

permite estimar el Ne a lo largo del tiempo (Hollenbeck et al., 2016).
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Runs of homozygosity

Los runs of homozygosity (ROH) se definen como segmentos del genoma, de mayor
o menor longitud, en homocigosis. Estas regiones son consecuencia del cruce
de animales emparentados entre si al heredar dos haplotipos iguales de ambos
progenitores. La longitud de los rROH ird disminuyendo con el paso de las
generaciones, como consecuencia de los procesos de recombinacién; por lo
tanto, los segmentos de ROH mds grandes se asocian a cruces consanguineos
recientes y viceversa (Kirin et al., 2010). El patrén de ROH, en cuanto a su
numero y longitud, es dependiente de la historia de la poblacién, y respecto a
cuellos de botella, deriva genética, endogamia o presion de seleccion (Falconer
& Mackay, 1996), por lo que su uso en los analisis de diversidad genética de
las poblaciones se extendi6 rdpidamente con el desarrollo de las plataformas
de genotipado de alta densidad que permitieron su estimacion. El andlisis
conjunto de los patrones de LD y de ROH permite obtener una importante
informacioén para el manejo de las poblaciones de animales domésticos, como

se ha demostrado, por ejemplo, en cerdos (Herrero-Medrano et al., 2013).

La distribucion y longitud de los ROH es dependiente de los procesos de
seleccion al generar una reduccion de la diversidad haplotipica en las regiones
adyacentes del genoma sujetas a seleccion. La identificacion de dichas regiones
mediante el analisis de la distribucién de los ROH, junto con los estudios de
ontologia y enriquecimiento génico, es una de las metodologias de referencia
en los estudios de identificacion de genes responsables de caracteres de interés
(Eusebi et al., 2019).

Uno de los aspectos para considerar en el calculo de los ROH es el criterio para
definirlos, ya que no existe un consenso global. El tamafio minimo para definir
un ROH, el nimero y la densidad minima de sNp, y la distancia minima entre
dos sNP son los pardmetros que mas influencia tienen en la estima de los ROH

(Rodriguez-Ramilo et al., 2016). Con el objetivo de disminuir los falsos rROH,
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se han desarrollado diferentes metodologias basadas en la disponibilidad y
densidad de los snp (Lencz et al., 2007) o en la eliminacion de los SNP en LD
(Purcell et al., 2007).

Enpoblaciones de animales domésticos, el cdlculo de los RoH se ha utilizado para
estimar la consanguinidad de los individuos (coeficiente de consanguinidad,
en adelante FROH: suma de la longitud de los rROH dividido entre el tamafio
del genoma de la especie de estudio). Una de las formas clasicas de la estima
de la consanguinidad han sido los registros genealdgicos; no obstante, la
profundidad del pedigri o los posibles errores afectan a la fiabilidad de las
estimas. Por tanto, el cdlculo de la consanguinidad a partir de la estima de los
ROH no precisa de informacion genealogica y permite su estima a lo largo del

genoma, por ejemplo, en los diferentes cromosomas (Keller et al., 2011).

Las correlaciones entre FROH y los coeficientes de consanguinidad basados en
el pedigri (FPED) son de moderadasaaltasy son mayores amedida que aumenta
la longitud del segmento de ROH usado para su calculo. Esto posiblemente se
debe a que en la FPED la informacion se restringe a los ancestros registrados
en el pedigri, que son limitados en el tiempo, mientras que el FROH considera
tanto los eventos recientes como los pasados que han originado los ROH
(Peripolli et al., 2016).
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