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1. Introduccion

Desde mediados del siglo XIX hasta nuestros dias se ha producido, mediante selec-
cion artificial, una espectacular mejora de las especies de interés para el hombre.
Se han conseguido cultivares y razas con mayor produccion y calidad, asi como mas
adaptados a estreses bidticos y abidticos. Los mejoradores, que se enfrentan a esa
continua tarea del desarrollo de nuevos cultivares y razas, tienen ante si otro reto.
En la actualidad el margen de mejora de las especies de interés es muy escaso,
pues la mayor parte los genes mas importantes ya han sido seleccionados. En este
contexto, la ciencia debe aportar nuevas herramientas que permitan manipular el
resto de genes con efectos menores, pero en absoluto desdefiables en su conjunto.

Es bien conocido el papel que puede tener en este proceso de mejora la ingenieria
genética mediante la introduccién de genes de unas especies en otras. Otra gran
area de la biotecnologia que pasa mas desapercibida es la tecnologia de los marca-
dores moleculares, derivada de la investigacion en genética molecular. Los marca-
dores moleculares pueden emplearse para identificar aquellos individuos portadores
de las variantes alélicas mas favorables para los genes responsables de los caracte-
res de interés. La utilizacidon de los citados marcadores puede ayudar a aumentar la
eficacia de los procesos de mejora genética y es a lo que se le denomina Seleccidn
Asistida por Marcadores (MAS, Marker Assisted Selection). La potencialidad del em-
pleo de marcadores ligados a genes de interés ha sido evidente durante afios. Se
puede simplificar mucho la seleccidén si, en lugar de tener que medir el caracter co-
rrespondiente, se puede aplicar un ensayo molecular con un resultado claro y facil
de analizar. El concepto de MAS comenzd a aparecer en los afios 90 a raiz de los
primeros trabajos sobre analisis molecular de caracteres cuantitativos (Paterson y
col., 1988) aunque la primera referencia es muy anterior (Neimann-Sorenson y Ro-
bertson, 1961). Desde entonces, son innumerables los articulos cientificos que des-
criben la identificacion de marcadores moleculares estrechamente ligados a genes
de interés, pero, por el contrario, son bastante escasas las referencias de la aplica-
cion en programas de mejora de esos marcadores moleculares. Es por ello que las
diversas revisiones que se han hecho sobre este asunto tengan, por lo general, un
tono “cautamente optimista” (Young, 1999). Las herramientas estan ahi pero no se
utilizan tanto como pareceria razonable.

Los marcadores genéticos

Los marcadores genéticos pueden clasificarse en tres grupos: morfoldgicos, cromo-
somicos y moleculares. Los primeros marcadores genéticos empleados fueron di-
versos caracteres morfoldgicos tales como coloracion, talla, morfologia foliar, etc.
Este tipo de marcadores presentan una serie de desventajas que reducen su utili-
dad. Por lo general son caracteres determinados por varios genes, es necesario el
desarrollo del individuo hasta la madurez, su expresidon puede estar influenciada por
el ambiente y presentan frecuentemente interacciones génicas (epistasias). Pese a
esto, hay marcadores de este grupo, que presentan control monogénico y son de
facil clasificacion, que son empleados habitualmente.

Dentro del grupo de marcadores cromosémicos se encuentran, ademas de dife-
rentes tipos de bandeos cromosdémicos (bandeo C, bandeo G, etc.), mutaciones ta-
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les como las translocaciones o las inversiones. Si bien su empleo no esta muy ex-
tendido alguno de estos marcadores son de gran utilidad por estar asociados a ca-
racteres de interés. En la actualidad se estd produciendo un auge en la utilizacion
de marcadores cromosdmicos debido al desarrollo de las técnicas de hibridacién in
situ (FISH, Fluorescence In Situ Hybridization).

El nacimiento de los marcadores moleculares se produce con el desarrollo de las
técnicas electroforéticas que permitian el analisis de la variabilidad genética exis-
tente a nivel de proteinas. Diferentes variantes alélicas de un mismo gen pueden
presentar distinta carga neta debido a modificaciones en la estructura primaria de
las proteinas. Las mas empleadas son las isoenzimas, que son distintas formas
moleculares de la misma enzima que muestran idéntica o similar especificidad de
sustrato. El uso de este tipo de marcadores permitia un andlisis mas directo del
producto de los genes, sin influencias ambientales. Por primera vez, se podia anali-
zar un elevado numero de individuos, en un tiempo relativamente corto y de mane-
ra no destructiva. Su principal inconveniente reside en que el nimero de proteinas
que se puede analizar por electroforesis es bastante limitado.

Finalmente, el desarrollo de técnicas para la manipulacién del ADN ha permitido el
desarrollo de un gran nimero de marcadores basados en las diferencias en secuen-
cias de ADN para los individuos de una misma especie. Este tipo de estudios tiene
la ventaja de analizar directamente el material hereditario y no su manifestacién fe-
notipica. De forma muy general podriamos decir que estos marcadores moleculares
se basan, segun los diferentes tipos, en el uso de las tecnologias que permiten la
manipulacion del ADN (secuenciacion, hibridacion, digestion, amplificacion, etc.).
Son muy variados los tipos de marcadores moleculares y se encuentran en continuo
proceso de evolucién.

El primer tipo de marcadores de ADN desarrollado fueron los RFLP (Restriction
Fragment Length Poymorphism) que se basan en el empleo de endonucleasas de
restriccion para digerir el ADN. La variacion se detecta en funcién del cambio de ta-
mafno de los fragmentos de ADN digeridos. Estos cambios se deben a alteraciones
en las dianas que reconocen las endonucleasas o a inserciones y deleciones de pie-
zas de ADN en la region estudiada. El hecho de que el nimero de sondas utilizables
sea practicamente ilimitado fue la principal caracteristica responsable del extendido
uso de los RFLP en estudios genéticos. Por otra parte, esta tecnologia supone un
proceso largo y costoso, siendo ademas necesario, en la mayor parte de los casos,
el empleo de radiactividad.

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction), que permite la amplificacion enzimatica del nimero de copias de un seg-
mento de ADN (Mullis y col., 1986), supuso una revolucion en la Biologia y, en par-
ticular, en el campo de los marcadores moleculares. El principal inconveniente de
esta técnica es que requiere el conocimiento previo de la secuencia a amplificar.
Para solventar este problema se desarrollaron una serie de variantes de la técnica,
como son los RAPD (Random Amplified Polymorphic ADN) (Williams y col., 1990), y
otros, que se basan en el empleo de cebadores de secuencia al azar para los que no
es preciso tener informacidn previa de secuencia. El polimorfismo encontrado puede
producirse por la existencia de inserciones o deleciones dentro del segmento ampli-
ficado, aunque, en general, es consecuencia de mutaciones puntuales que afectan a
nucleotidos de las secuencias diana del cebador. El método es sencillo, rapido y con



costes reducidos. Sin embargo, los RAPD presentan problemas de repetibilidad por
lo que estan en desuso.

Con posterioridad, segun se ha dispuesto de mas secuencias, se ha desarrollado la
técnica llamada STS (Sequence Tagged Sites) (Olson y col., 1989) que consiste en la
amplificacién especifica de fragmentos de ADN. Entre muchas variantes, estan los
PCR-RFLP que permiten el analisis con enzimas de restriccion pero de una forma
mas rapida y sencilla que la clasica de los RFLP. Ademas, se han desarrollado otro tipo
de marcadores basados en la PCR en regiones con microsatélites (Tautz, 1989; Weber
y May, 1989). Los microsatélites, o SSR (Simple Sequence Repeats) son muy
abundantes y se encuentran dispersos por el genoma. En este caso, se detecta la va-
riacion en el nUmero de repeticiones del tdindem mediante amplificacion, empleando
cebadores complementarios a las regiones flanqueantes al microsatélite. En la actuali-
dad son muy utilizados debido a la gran variabilidad que detectan y a su fiabilidad.

Los AFLP (Amplification Fragment Length Polymorphism) (Vos y col., 1995) es una
metodologia que combina caracteristicas de los RFLP y de los marcadores basados
en la PCR. Para la identificacion de polimorfismo se amplifican fragmentos previa-
mente digeridos. Su mayor ventaja reside en la posibilidad de analizar cientos de
fragmentos de ADN al mismo tiempo. Por contra, esta técnica es mas laboriosa. Su
uso se ha extendido durante afios hasta la aparicion de nuevos tipos de marcadores
de mas facil estudio, como los SNP (Single Nucleotide Polymorphism).

Los Polimorfismos de Nucleétido Simple (SNP) son variaciones en la secuencia
de ADN que afectan a un solo nucledtido y estan convirtiéndose rapidamente en la
mejor opcidn para producir muchos marcadores en poco tiempo. Los SNP son una
parte importante de todas las variaciones presentes en los genomas y aparecen en
promedio cada 100 a 300 bases. Estas variaciones en la secuencia del ADN pueden
o0 no ser la causa directa de las diferencias funcionales en diferentes alelos de un
mismo gen, pero, en cualquier caso, pueden estar estrechamente ligados a esos
genes que se pretende mejorar. En la actualidad existen numerosas tecnologias
para el genotipado de este tipo de marcador: SNPlex, Tagman, SnapShot, MLPA,
microarrays, entre otras.

Los marcadores moleculares son herramientas para escrutar la variabilidad presente
en el ADN de diferentes individuos, muestreando al azar esa variabilidad. El mejor
tipo de marcador molecular sera aquel que abarque una mayor parte del genoma es-
tudiado. La nueva revolucion de los secuenciadores automaticos ha puesto a nuestra
disposicion el mejor marcador posible: la secuencia completa de los genomas. En la
actualidad ya es posible la secuenciacion masiva de genomas completos a un precio
razonable, aunque aun inabordable por un programa de mejora. Las compafiias (Ro-
che, Applied Biosystems, Illumina, etc.) estan en una carrera por conseguir la se-
cuenciacion de genomas humanos a 1.000 délares. Mucho antes de lo que pudiéra-
mos imaginar la secuenciacidn masiva sera una herramienta habitual para la mejora.

De diferentes formas, todos estos marcadores tratan de identificar las diferencias
en la secuencia del ADN de los individuos bien por esos cambios en un Unico nu-
cledtido (SNP, Single Nucleotide Polymorphisms) o por la insercion o delecion de
una pieza de ADN (Indels, insertions-deletions). Cada tipo de marcador molecular
tiene sus ventajas e inconvenientes, pero desde un punto de vista general, pode-
mos decir que permiten obtener mucha informacion del ADN con un coste y en un
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tiempo bastante razonables. De todo esto hablaremos mas adelante y serd una de
las claves para su utilizacion en programas de mejora.

Los Mapas Genéticos y la Mejora

Como dijimos previamente, los marcadores moleculares pueden convertirse en pie-
zas clave en el desarrollo de nuevos programas de mejora genética. Los marcado-
res moleculares sirven para detectar variabilidad genética, informacion que puede
ser de extrema utilidad en muy diferentes aplicaciones. Asi, entre otras muchas
aplicaciones, podemos emplear la variabilidad para determinar relaciones filogenéti-
cas entre individuos o poblaciones, para proteger materiales mejorados o para
identificar genes de interés econémico. Es por lo general esta ultima utilizacion la
que puede desembocar en el uso de marcadores en programas de MAS. En virtud
del fendmeno conocido como ligamiento genético, dos piezas de ADN que se en-
cuentran fisicamente muy proximas dentro del mismo cromosoma tienden a here-
darse de forma conjunta a los hijos de un individuo. Por lo tanto, cuando un marca-
dor molecular esta estrechamente ligado a un gen de interés, esa variante del
marcador se heredara conjuntamente con la variante del gen que porte ese indivi-
duo y podra servirnos para predecir el genotipo de los individuos de la descenden-
cia mirando Unicamente al marcador y no al gen.

La aparicién de los marcadores de ADN ha permitido la construccién de mapas sa-
turados. Estos mapas contienen un elevado numero marcadores localizados en pun-
tos concretos del genoma y para los que se sabe la distancia genética relativa entre
unos y otros. Es a partir de estos mapas como se puede establecer qué marcadores
estdn mas proximos a cada uno de los genes de interés y, por lo tanto, son mas (ti-
les en programas de mejora. Asi, en la actualidad ya hay mapas de estas caracte-
risticas en la mayor parte de especies de importancia econémica. Adicionalmente,
se han desarrollado diferentes procedimientos para saturar de marcadores especifi-
camente las regiones del genoma de interés. De este modo se reduce notoriamente
el tiempo y el dinero invertidos en estos trabajos al no tener que construir mapas
genéticos completos. Uno de los campos que estan mostrando un mayor desarrollo
gracias a la obtencién de estos mapas o regiones saturadas de marcadores es el es-
tudio de caracteres cuantitativos. Se han podido conseguir marcadores estrecha-
mente ligados a diversos loci de caracteres cuantitativos (QTL, Quantitative Trait
Loci) de una forma mas o menos sencilla.

Hay una serie de consideraciones que deben tenerse en cuenta para la elecciéon de
los marcadores moleculares correctos en un programa de MAS:

1. Fiabilidad: un marcador debe ser muy fiable, esto es, debemos ser capaces de
deducir sin equivocarnos el fenotipo para el caracter a partir del genotipo para el
marcador. El riesgo de equivocarnos sera mayor cuanto mayor sea la distancia
genética entre el marcador y el gen. La mejor solucion posible es que el marcador
no solo se encuentre muy proximo al gen si no que esté fisicamente dentro de él.

2. Cantidad de variabilidad detectada: los marcadores moleculares ejercen a modo
de lupas que escrutan el material hereditario en diferentes regiones. Como regla
general, serdan mas utiles aquellos marcadores que detectan mas variabilidad y
que, por lo tanto, permitan observar mas diferencias entre individuos.



3. Requerimiento en cantidad y calidad del ADN: no todos los marcadores tienen las
mismas exigencias en cuanto al material de partida y esto se traduce en un coste
en cuanto al tiempo y al dinero necesario para preparar el ADN que se analizara.

4. Complejidad del proceso técnico: hay tecnologias que requieren una mayor pre-
paracion y entrenamiento por parte del personal que realizard los marcadores y
en muchas ocasiones puede suponer un freno al empleo de ese tipo de marcador.

5. Coste: es evidente también que cada tecnologia tiene un coste para la obtencion
de los marcadores, tanto para implementar la tecnologia como posteriormente
para llevarla a cabo en el dia a dia.

La decision de qué tipo de marcador debe utilizarse en cada caso particular depen-
derd de estas cuestiones y, evidentemente, de los datos previos: tipo de marcado-
res descritos con anterioridad en la especie, mapas genéticos, informacion sobre li-
gamientos de algin marcador al caracter o caracteres que se quieran mejorar, etc.
Actualmente, en la mayor parte de los casos son los marcadores que identifican por
PCR alelos especificos, los microsatélites y los SNP los mas empleados en progra-
mas de mejora. Un ejemplo es la comercializacion del trigo Patwin, la primera varie-
dad comercial desarrollada por MAS en la Universidad de California-Davis, portadora
de dos genes de resistencia a la roya estriada y a la roya de las hojas seleccionados
con marcadores basados en la PCR (Helguera et al., 2003).

Los caracteres cuantitativos y los marcadores moleculares

Ya sabemos que los marcadores moleculares son mas utiles en la medida en la que
estdn mas estrechamente ligados a genes de interés. El punto critico que permitira
disefiar con éxito un programa de MAS es la diseccidon genética del caracter. Es pre-
ciso disponer de diferentes poblaciones en las que segregue el caracter para dedu-
cir cuantos genes participan en su control, qué papel individual tiene cada uno vy
ddnde se localizan. Todo este trabajo de investigacion previo es la parte mas crucial
que determinara la posibilidad de implementar un programa de mejora apoyado en
marcadores. Una parte de los caracteres de interés estan controlados por un Unico
gen pero la gran mayoria lo estan por varios genes (QTL, Quantitative Trait Loci)
complicandose por consiguiente la selecciéon de todas las variantes positivas de to-
dos los genes implicados. Aunque no entraremos en detalle sobre el estudio de ca-
racteres cuantitativos si podemos indicar que conllevan una enorme dificultad pues
es preciso trabajar con elevado numero de individuos de diferentes procedencias
que deben estudiarse durante varias generaciones y en distintos ambientes. Pero es
precisamente por la complejidad de ese analisis por lo que en la mejora de caracte-
res cuantitativos es donde la seleccidn asistida por marcadores puede ser mas util.

La MAS presenta una serie de ventajas genéricas frente a la selecciéon por observa-
cion directa del caracter cuantitativo:

1. Es mucho mas simple el analisis de marcadores que la medicidn y estudio de un
caracter cuantitativo.

2. El analisis de marcadores puede realizarse en fases muy tempranas del desarro-
llo de los individuos por lo que no es preciso alcanzar el momento en el que se
exprese el caracter.
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3. Con los marcadores moleculares se pueden seleccionar individuos portadores de
todos los alelos favorables para todos los genes, tarea imposible con el sistema
tradicional.

Por lo que hemos visto hasta el momento, los marcadores moleculares parecen te-
ner Unicamente aplicacién en la seleccién de los mejores individuos para ser los pa-
rentales en cada generacidén. Sin embargo, las aplicaciones de los marcadores son
diversas (Collard y Mackill, 2007):

1. Evaluacion del material de mejora: hay toda una serie de aplicaciones Utiles para
identificar las poblaciones susceptibles de ser incluidas en programas de mejora:

a) Estudio de la pureza de las poblaciones.

b) Estudio de la diversidad genética entre poblaciones para ampliar la base gené-
tica a mejorar.

c) Identificaciéon de individuos hibridos que tengan una mayor respuesta en mejora.

2. Retrocruzamientos asistidos por marcadores: es muy comun la introducciéon de
nuevos genes (alelos) de interés en lineas élite. Una vez introducidos los genes
mediante cruzamientos, es preciso retrocruzar por las lineas élite para recompo-
ner el genotipo de esas lineas donde finalmente solo haya cambiado su genoma
en las regiones donde estan los nuevos genes. De nuevo, un numero suficiente
de marcadores moleculares permitira identificar aquellos individuos en los que la
mayor parte del genoma sea el primigenio de la linea élite pero con los nuevos
atributos introducidos. Este es un procedimiento que se emplea habitualmente
en el caso de introduccién de genes por transgénesis.

3. Piramidacién asistida por marcadores: en este caso los marcadores seran Utiles
para introducir varios genes de interés en un programa de mejora. Un ejemplo
tipico es el de la combinacion de varios genes de resistencia a un patégeno. Has-
ta ahora, con mejora clasica, esto era tremendamente complejo porque los dife-
rentes genes de resistencia muestran generalmente el mismo fenotipo.

4. Seleccidon temprana de individuos favorables: esta es la aplicacion mas evidente.
En cada generacion, y en las primeras fases del desarrollo se pueden seleccionar
los individuos favorables, descartando el resto, con el consiguiente ahorro de
tiempo y dinero.

La practica ha demostrado que, por muy Util que pueda ser la estrategia de mejora
asistida por marcadores, los mejores resultados de mejora se obtienen con la combi-
nacion de la mejora tradicional con esta seleccion molecular. La seleccion clasica por
fenotipos es precisa para confirmar el resultado de la seleccion por marcadores y
ademas es imprescindible para aquellos caracteres en los que no todos los genes
han sido localizados. Hay numerosos ejemplos de los éxitos de estas estrategias de
mejora. En arroz, por ejemplo, se mejoraron a la vez los caracteres de nimero de
granos y altura de la planta mediante el uso de marcadores moleculares (Ashikari y
col., 2005). En cebada se pudieron localizar y mejorar simultdneamente un gen cua-
litativo y tres QTL de resistencia a la roya (Castro, 2003). En el caso de los animales
también hay numerosos ejemplos del uso de marcadores para mejorar caracteres
cuantitativos (Dekkers, 2004).



La seleccion genética frente a la seleccién genémica

La naturaleza universal del ADN implica que el desarrollo de marcadores moleculares
y su aplicacion en programas de mejora es factible en cualquier especie de interés,
ya sea ganadera, agricola, forestal o piscicola. A pesar de las ventajas aqui descritas
del empleo de la seleccion asistida por marcadores en programas de mejora, por el
momento parece que no ha tenido un impacto tan grande como cabria esperar. Las
causas son variadas y se podrian englobar en dos clases: las relacionadas con el
desarrollo de las tecnologias de marcadores moleculares y aquellas que tienen que
ver con el andlisis de caracteres cuantitativos. Los avances en el desarrollo de mar-
cadores moleculares son espectaculares y se dirigen, como veremos a continuacion,
a permitir el estudio de los genomas en su conjunto. Ademas, las compafiias estan
apostando por simplificar y, sobre todo, abaratar esas tecnologias para ponerlas al
alcance de laboratorios menos especializados. Por otra parte, el analisis de caracte-
res cuantitativos, tal como se realiza actualmente, tiene una serie de problemas de
dificil solucidn, entre otros: 1) hay QTL identificados que son poco fiables, pues no se
repiten en réplicas o poblaciones diferentes; 2) muchos de los genes menores de un
caracter tienen efectos indetectables y 3) el mismo QTL puede mostrar efectos dife-
rentes (incluso contrarios) en ambientes diferentes. Es principalmente por todas es-
tas cuestiones por lo que recientemente se ha propuesto una nueva estrategia para
el estudio y mejora de los caracteres cuantitativos: la Seleccion Gendmica.

A principios de este siglo, nace la seleccion gendmica (Meuwissen et al., 2001)
como una variante para aumentar la eficacia de la seleccion asistida con marcadores
moleculares (o seleccion genética). La principal caracteristica de esta metodologia
es que se emplean una multitud de marcadores distribuidos por todo el genoma y
que sirven para escrutar una porcion muy significativa de la variabilidad genética
presente en ese genoma. La seleccidn gendémica se llevd a cabo en primer lugar en
ganado vacuno pues, gracias a la publicacion de la secuencia completa del genoma
de bdvidos, comenzaron a aparecer plataformas de genotipado de alto rendimiento
que permitian el analisis de miles de SNP a un coste muy razonable. A titulo de
ejemplo, el genotipado de 50.000 SNP para un individuo cuesta unos 200 délares.

Aunque estamos describiendo una nueva metodologia para mejorar la eficacia de los
programas de mejora, conocida como seleccién gendémica, debe quedar claro que las
fuentes de informacidn siguen siendo los marcadores moleculares y los datos fenoti-
picos para los caracteres de interés. Las principales diferencias de la seleccién gend-
mica frente a la seleccidon genética residen en el aumento del nimero de marcadores,
el cambio de la estrategia de andlisis y el diferente tipo de poblaciones estudiadas.

En cuanto a la estrategia de analisis, hay multitud de variantes que siguen en la
actualidad en periodo de prueba. De forma general, en primer lugar se utiliza una
poblacion de entrenamiento que serd genotipada para todos los SNP y de la que
se tienen datos fenotipicos y de genealogias. Posteriormente se genotipa la pobla-
cién de validacién (de la que no hay datos fenotipicos) y en la que se estima el
efecto de cada QTL para cada cardcter analizado. Se obtiene un valor genémico
estimado de mejora (GEBV, Genomic Estimated Breeding Value) para cada indivi-
duo que define su calidad para el caracter estudiado. La seleccién gendmica esta
todavia en plena fase de crecimiento pero por el momento todos los resultados pu-
blicados parecen mostrar que las estimas deducidas a partir de los datos genémicos
son mejores que las obtenidas con la medida clasica de datos fenotipicos.
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En relacién con las poblaciones también se pueden apreciar diferencias notables,
pues en el caso de la seleccién genética habitualmente se emplean cruzamientos
mientras que en la gendmica se estudian poblaciones. Por lo tanto, el espectro de
variacidon observado es mucho mas amplio en el caso de la seleccion gendémica con
la consiguiente posibilidad de detectar los efectos de mas genes a la vez. La deduc-
cion del valor de cada individuo no ofrece informacion alguna sobre la funcién de los
genes que controlan un caracter pero aportan el mejor criterio de seleccidén posible.

En este informe detallaremos las tecnologias de marcadores moleculares asi como
su utilizacién en programas de mejora. Se abordaran las peculiaridades del uso de
esta tecnologia en funcién del tipo de organismo. Asi, dedicaremos apartados inde-
pendientes a la ganaderia, las plantas cultivadas, la silvicultura y la acuicultura. Hay
causas, como la posibilidad de realizar autofecundaciones o el mayor niumero de
descendientes a partir de un Unico cruzamiento en plantas, que provocan que tanto
los planteamientos de programas de mejora como la utilizacién de marcadores sean
muy diferentes en funcion del tipo de organismo, animal o vegetal. Solo a modo de
introduccién resumiremos cual es el estado actual de la seleccion genética y gend-
mica en estas areas:

1. Agricultura. Es el area donde se han producido mayores inversiones por parte de
las compafiias del sector apostando abiertamente por la MAS (Bernardo, 2008).
Hay notables diferencias en funcion del cultivo. La seleccion gendmica esta cre-
ciendo en funcion de los datos de SNP disponibles (Jannink y col., 2010).

2. Ganaderia. Hay también una clara apuesta por el uso de marcadores moleculares
en este sector (Misztal, 2006). Hay numerosos ejemplos de seleccion de un Uni-
co gen de gran importancia. También se estan realizando esfuerzos para mejorar
el analisis de caracteres cuantitativos (produccidon de leche, prolificidad, etc.) que
permitan la aplicacion de MAS. El concepto de seleccion gendmica se acufié en la
mejora de especies ganaderas y es donde mas esta evolucionando en la actuali-
dad (Goddard y Hayes, 2009).

3. Silvicultura. Debido a la particular complejidad del andlisis de especies foresta-
les, con tiempos de generacion mucho mas largos, el desarrollo de los progra-
mas de mejora estan notablemente mas atrasados (Butcher y Southerton,
2007). A pesar de ello, ya hay mucha informacién genética en especies como el
eucalipto, pinos o acacias. Precisamente debido a esos largos tiempos de espera
hasta que se pueden analizar los caracteres de interés, en arboles la aplicacidon
de la seleccion genética y gendmica se muestra como una herramienta de extre-
ma utilidad (Grattapaglia y Resende, 2010).

4. Acuicultura. Hay mapas genéticos en gran parte de las especies de peces pero su
grado de densidad es en muchos casos insuficiente (Chistiakov y col., 2006). Hay
diferentes genes identificados pero aun se precisa un nivel mayor de inversion y
esfuerzo para implementar esta tecnologia en peces. La seleccion gendmica esta
en estado embrionario (Sonesson y Meuwissen, 2009).

AUn queda mucho camino por recorrer para sacarle todo el partido posible al cono-
cimiento de la informacion de los genomas. En el salto de la seleccion genotipica a
la gendmica ya comienza a adivinarse una verdadera revolucion en el estudio y ma-
nejo de los caracteres de interés, pero el paso definitivo estd aun por llegar, mas
temprano que tarde.



2. Descripcion de tecnologias.
Técnicas de genotipado de SNP

Durante las tres Ultimas décadas se ha venido postulando la utilizacion de marcado-
res moleculares en los programas de mejora y la implementacion de métodos selec-
cién asistida por este tipo de marcadores (MAS) en las principales especies anima-
les y vegetales de interés productivo.

Las alozimas de los afios setenta dieron paso a los primeros marcadores de ADN en
la década de los ochenta, fundamentalmente detectados cémo polimorfismos a la
digestién con endonucleasas de restriccién y analizados mediante electroforesis
(RFLP). La busqueda de marcadores asociados a caracteres de interés se enfrenta-
ba con la escasa densidad de los mapas genéticos existentes y el limitado nimero
de genes caracterizados en estas especies. La construccién de mapas genéticos su-
frié una rapida transformacion al inicio de la década de los noventa mediante la ca-
racterizaciéon de marcadores del tipo microsatélite o STR (repeticiones cortas de 2 a
5 nucledtidos en tdndem) que permitié la identificacidon de los primeros QTL (regio-
nes del genoma con efectos significativos sobre un caracter cuantitativo). Sin em-
bargo, debemos admitir que, salvo algunos casos de marcadores asociados a genes
de efecto mayor, la utilizacion de MAS ha contribuido modestamente a la mejora de
los caracteres cuantitativos de naturaleza poligénica.

En esta ultima década los avances en las técnicas de laboratorio para el andlisis
masivo del genoma han permitido que la caracterizaciéon de marcadores genéticos y
el conocimiento de la secuencia del genoma de las principales especies de interés
agricola y ganadero hayan experimentado un desarrollo exponencial.

En este contexto, la utilizacion de paneles de marcadores genéticos en programas
de mejora se ha convertido en una practica habitual en la mayor parte de especies
animales y vegetales de interés productivo.

En este capitulo revisaremos las principales técnicas que han permitido estos avan-
ces y las metodologias de laboratorio que disponemos actualmente para su utiliza-
cion, en particular el empleo masivo de marcadores genéticos para su implementa-
cion en los planes de mejora que han supuesto un cambio de paradigma frente a
los esquemas clasicos basados en las herramientas de la genética cuantitativa.

Asi, un suficiente nUmero de marcadores genéticos moleculares analizados, combi-
nados con informacion fenotipica, permiten realizar inferencias sobre el mérito ge-
nético o la prediccion de valores fenotipicos para los caracteres de interés en las
poblaciones objeto de seleccion. Estas técnicas cuando se usan de forma masiva
con marcadores que cubren todo el genoma han venido a denominarse de seleccidon
gendmica (SG) (Meuwissen et al., 2001; Lee et al., 2008).

En su aproximaciéon mas clasica la SG permite estimar los efectos de un elevado
numero de marcadores que cubren adecuadamente el genoma a partir de indivi-
duos de los que también se dispone de registros fenotipicos para el caracter objeto
de interés. A partir de esta informacion es posible realizar la estima del valor gené-
tico de candidatos a la seleccion directamente mediante el genotipo de sus marca-
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dores y sin la necesidad de registros fenotipicos. A las ventajas econdmicas de re-
ducir los registros fenotipicos esta aproximacion permite afadir una considerable
reduccion de los intervalos generacionales con el correspondiente incremento del
progreso genético en las poblaciones objeto de seleccion.

Por estos motivos, la SG se ha implementado con inusitada rapidez inicialmente en
los programas de seleccion del ganado vacuno lechero ya que permite reducciones
de costes de hasta el 90% en los actuales esquemas de seleccion de sementales
(Schaeffer, 2006; Hayes et al., 2009). Esta rapida implementacion de la SG ha gene-
rado un elevado interés para su desarrollo metodoldgico y su aplicacion en la mejora
genética de otras especies animales (Goddart y Hayes, 2009; Hayes y Goddart,
2010), plantas (Heffner et al.,, 2009; Jannink et al., 2010) y especies de interés
acuicola (Sonesson y Meuwissen, 2009; Nielsen et al., 2009, 2010).

El desarrollo de las técnicas de SG ha sido posible gracias a las nuevas tecnologias de
secuenciacion y genotipado de alto rendimiento que en los Ultimos afos han experi-
mentado una verdadera revolucion. Asi, en tres décadas el genotipado de marcado-
res moleculares de ADN ha podido pasar de técnicas laboriosas y de bajo rendimiento
basadas en polimorfismos en las dianas de corte de endonucleasas de restriccion
(RFLP) a los actuales paneles de cientos de miles de polimorfismos de un solo nu-
cledtido (SNP) analizados de forma simultédnea en protocolos rapidos y fiables.

Con la secuenciacion del genoma de las especies de mayor interés productivo ya com-
pletada o en vias de finalizacidn, tanto en animales (pollo, vaca, oveja, cerdo...) como
en vegetales (arroz, maiz, trigo, vid, manzana, meldn...), las actuales plataformas de
secuenciacion masiva permiten la resecuenciacién completa de un genoma a un coste
inferior a los 30.000 $. Actualmente la disminucién de costes en secuenciacion va pa-
ralela al incremento de necesidades de almacenamiento y analisis de los datos, por lo
que resulta probable en un futuro proximo que resulte mas econdémica que los costes
asociados al mero almacenaje de la informacion producida (Garvey 2010).

Paralelamente, el desarrollo de protocolos de captura selectiva del ADN permite
realizar la resecuenciacion parcial de regiones del genoma (exones, regiones de in-
terés, etc.) a unos costes que hacen actualmente posible el estudio de un elevado
numero de muestras necesario para la implementacion de esquemas de mejora ge-
nética (Turner et al., 2009; Fu et al., 2010).

Los protocolos existentes para la captura selectiva de regiones de interés se basan
mayoritariamente en sistemas de hibridacién (Albert et al., 2007; Hodges et al.,
2007), en arrays (NimbleGen Array Capture, Febit HybSelect) o en solucidén (Nimble-
Gen, Agilent SureSelect), mediante miles de oligonucleétidos que cubren adecuada-
mente las regiones seleccionadas y que permiten capturar regiones de hasta 5-10 Mb.
Aunque también se han descrito sistemas basados en PCR multiple (Porreca et al.,
2007; Tewhey et al., 2009) su implementacion ha sido escasa debido al elevado nu-
mero de PCRs necesarias para capturar regiones de un cierto tamafio. Una de las apli-
caciones de estos sistemas comerciales ya disponible en el mercado para diversas es-
pecies consiste en la captura selectiva del exoma (conjunto de exones del genoma) de
un organismo para su ulterior secuenciacion (Mamanova et al., 2010).

Los estudios del transcriptoma en especies domésticas, inicialmente realizados me-
diante la tecnologia de microarrays para el analisis simultdneo de varios de miles de
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genes en plataformas comerciales como los GeneChip® (Affymetrix) se estan vien-
do también sustituidas por aproximaciones de secuenciacién masiva (RNA-seq), sin
las restricciones inherentes al contenido de los microarrays, permitiendo la elabora-
cion de verdaderos catdlogos de la expresién génica en tejidos diversos o estados
fisioldgicos de interés (Harhay et al., 2010). La secuenciacién masiva de ARN de
una muestra permite también identificar la existencia de patrones alternativos en el
ensamblaje de exones de un gen en tejidos o individuos distintos que pueden pro-
ducir proteinas distintas.

Estas aplicaciones han sido posibles gracias a la aparicién en el afio 2005 de una nueva
generacién de plataformas de secuenciacién masiva (NGS). La posibilidad de secuen-
ciar de forma rapida y asequible el genoma de un animal o planta abre nuevas pers-
pectivas a la utilizacién de informacién molecular en los esquemas de mejora genética.

Las tres plataformas comerciales de secuenciacidén existentes (Roche, Illumina, Life
Technologies) han experimentado una rapida evoluciéon desde su apariciéon (2005-
2007) en sus prestaciones y rendimiento (longitud y cantidad de secuencia) en una
carrera probablemente incrementada por la inminente apariciéon de una tercera ge-
neracién de plataformas de secuenciacion masiva.

TECNOLOGIAS DE SECUENCIACION MASIVA

454 /Roche

Solexa/
Illumina

Life
Technologies

2006

GS20
20 Mb/run
100 bp/read

2007 2008 2009 2010
GSFLX GSFLX
Standard Titanium
100 Mb/run 500 Mb/run
250 bp/read 500 bp/read
GAI GAII GAIIx Hiseq1000 / Hiseq2000
1 Gb/run 8 Gb/run 50 | |30 Gb/run 100 | 100 Gb/run 200 Gb/run
32 bp/read bp/read bp/read 100 bp/read
SOLiD SOLiD 2 SOLiD 3 SOLiD 4 SOLiD 5500/SOLiD 5500xI|
3 Gb/run 6 Gb/run 20-60 Gb/run | 100 Gb/run 90 Gb/run  180Gb/run

35 bp/read 50 bp/read 50 bp/read 60 bp/read 100 bp/read

En sus inicios las longitudes de secuencia de los equipos de Illumina y SOLID esta-
ban sobre los 35 pares de bases con un coste de 2$ por milldn de bases secuencia-
das (Shendure and Ji, 2008), sin embargo ambas plataformas actualmente pueden
producir lecturas de hasta 125 pares de bases (pb) con posibilidad de realizar se-
cuenciacion de 85 pb en ambos extremos de fragmentos de 300 pb, generando un
total de hasta 180Gb de secuencia que permiten cubrir la resecuenciacion completa
de un genoma animal o vegetal en un solo experimento. Paralelamente han apare-
cido en el mercado nuevos equipos de secuenciacidon mucho mas econdémicos, como
el secuenciador GS Junior® (Roche) o el nuevo secuenciador Ion Torren®t (Life
Technologies), con rendimientos inferiores (entre 70.000 y 100.000 secuencias de
unos 400 pb en el caso del GS Junior y actualmente unas 100.000 secuencias de
unos 100 pb en el caso de Ion Torrent). Sin embargo, existen aplicaciones (rese-
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cuenciacion selectiva, metagendmica, diagnédstico...) en las que estos niveles de
rendimiento resultan suficientes.

En el caso del nuevo secuenciador de Ion Torrent, ademas de un precio asequible
para laboratorios de mediano tamafio (unos 70.000$ incluyendo el servidor para
procesar los datos) resulta destacable la velocidad de cada carrera (unas 2h) y el
bajo coste de la misma (unos 500$). Esto es posible al no requerir de marcado
fluorescente ni sistemas Opticos para su deteccion. La secuenciacidén se realiza en
chips convencionales, susceptibles de detectar los cambios de pH que se producen
al incorporar de forma secuencial nucleétidos convencionales sobre los fragmentos
a secuenciar previamente amplificados por una PCR en emulsién.

Las caracteristicas de economia y rapidez de esta tecnologia resultan particular-
mente atractivas para muchas de las aplicaciones de diagnostico genético basadas
actualmente en genotipado.

Este rapido desarrollo de estas técnicas de secuenciacion de alto rendimiento ha
significado una verdadera revolucién en las técnicas de genotipado (Mardis, 2008)
ya que han permitido la identificacion de miles de nuevos SNP de forma répida y
eficiente (Hodges et al., 2007; Van Tassell et al., 2008; Wheeler et al., 2008) ade-
mas de otros tipos de variantes estructurales del ADN como inserciones, deleciones
y variacién en el nUmero de copias (CNV) (Campbell et al., 2008). Con el incremen-
to de genomas resecuenciados cabe esperar un aumento exponencial de las bases
de SNP y en disponibilidad de sistemas de genotipado con un creciente nimero de
marcadores en las principales especies de interés. Asi, en la especie humana la re-
ciente publicacion de los primeros resultados del proyecto de secuenciacién de
1.000 genomas (1000 Genomes Project Consortium, 2010) ha puesto de manifiesto
la existencia de unos 15 millones de SNP que permitirdn en un futuro inmediato la
existencia de chips de genotipado de hasta 5 millones de SNP (Infinium Omni5
BeadChip, Illumina). Este incremento de SNP en las plataformas de genotipado per-
mite incorporar variantes con menores valores de frecuencia en las poblaciones, in-
crementando el poder de deteccién en estudios de asociacién (GWAS). En una
aproximacion parecida se han publicado estudios de resecuenciacién en variedades
de arroz y maiz. En un trabajo de resecuenciacion 1x de 517 variedades de arroz se
han podido identificar unos 3,6 millones de SNP que se estima representan un 80%
de la diversidad existente en esta especie y elaborado un detallado mapa de haplo-
tipos (Huang et al., 2010). Utilizando este mapa se han realizado estudios de aso-
ciacion (GWA) para 14 caracteres de interés agronomico detectdéndose hasta 80
marcadores significativos que en promedio explicaban hasta un 36% de la varianza
fenotipica para cada uno de ellos (valores muy superiores a los habitualmente obte-
nidos en estudios equivalentes de GWA en la especie humana).

En el caso del maiz, la resecuenciacion (a un nivel 5,4x) de 6 lineas comerciales ha
permitido identificar mas de 1,2 millones de SNP y unas 30.000 variantes estructu-
rales del tipo insercidon/delecidn y lo que resulta mas sorprendente, la existencia de
numerosos genes presentes en unas variedades y ausentes en otras (variaciones de
presencia-ausencia, PAV) que quizas podrian explicar junto a otros polimorfismos la
heterosis en lineas hibridas observada en esta especie (Lai et al., 2010).

Estos ejemplos ilustran el enorme poder de las técnicas de secuenciacion masiva
para la caracterizacion de variantes en especies de interés y el rapido desarrollo de
protocolos de genotipado masivo de SNP en las principales especies domésticas.



Los chips de genotipado masivo: una herramienta potente
para la implementacion de la seleccién gendémica

El primer sistema de genotipado de alta densidad en una especie doméstica fue el
chip 10K (de 10.000 SNP) comercializado por Affymetrix (The Bovine HapMap con-
sortium, 2009). Sin embargo, este nUmero de SNP resultaba insuficiente para estu-
dios gendmicos de asociacion (GWAS) o para la implementacion de GS poniendo de
manifiesto la necesidad de un chip con mayor densidad de marcadores. El chip de
Illumina Bovine SNP50 (Matukumalli et al., 2009) con cerca de 50.000 SNP fue des-
arrollado por un consorcio de laboratorios mediante la utilizacion de secuenciacidon
masiva para la caracterizacion de nuevos SNP en diversas razas bovinas. El proto-
colo utilizado (Van Tasell et al., 2008), permite el descubrimiento de SNP a partir de
secuenciar los fragmentos generados por la digestion de un pool de ADN genémicos
con un enzima de restriccion. Los fragmentos de ADN son previamente selecciona-
dos para un cierto intervalo de tamafio mediante separacion electroforética. Esta
aproximacion ha sido también utilizada para la caracterizacién de nuevos SNP en
otras especies (Ramos et al., 2009; Myles et al., 2010) demostrando su utilidad
para la obtencion de chips de genotipado de alta densidad en especies en las que
ya se dispone de un genoma de referencia secuenciado.

éNecesitamos chips de mayor densidad?

En el caso de los mamiferos con un genoma de 3.000 millones de pb con un chip 50K
esperamos encontrar un SNP cada 60 Kb, si disponemos de un chip 800K la distancia
entre marcadores puede reducirse a intervalos de menos de 4 Kb. Estas distancias en-
tre marcadores permiten estimas mucho mas precisas en aplicaciones de GS o estu-
dios de asociacion (GWAS). La utilizacion de chips de alta densidad (en la especie hu-
mana proximamente dispondremos de chips de genotipado de hasta 5 millones de
SNP) permite obtener resultados de marcadores que pueden estar en baja frecuencia
en la poblaciéon estudiada, permitiendo su utilizacion en razas o variedades distintas en
las que las frecuencias génicas de los marcadores pueden diferir significativamente.

Otra ventaja de los chips de alta densidad consiste en la posibilidad de establecer con
una razonable precision los haplotipos existentes en las muestras genotipadas. La deter-
minacion de estos haplotipos permite con una razonable probabilidad la inferencia de
genotipos en muestras analizadas para paneles mas reducidos de SNP a menor coste.
Asi en el caso de la especie bovina la reciente aparicion de un nuevo chip de genotipado
de alta densidad Illumina BovineHD (con mas de 700.000 SNP) se ha visto acompafiada
con la de otro chip de baja densidad Illumina Bovine 3K (con unos 3.000 SNP) que per-
mite inferir haplotipos con una precision aceptable y a un coste muy razonable.

En el caso del ganado bovino, la Unica especie productiva en la que la SG se en-
cuentra completamente implementada, el escenario actual contempla el genotipado
mayoritario de toros con el chip de 50.000 SNP complementado en menor medida
con el de 700.000 SNP y un creciente nimero de hembras genotipadas con el chip
de baja densidad.

El horizonte de la seleccion genética y gendmica en especies productivas contempla
en consecuencia la coexistencia de técnicas de genotipado masivo (fundamentales
para la evaluacion genémica) con genotipados de baja intensidad que por una parte
cubran el diagndstico de los genes de mayor efecto y que permitan ademas la reali-
zacion de inferencias haplotipicas.
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La deteccién de SNP se fundamenta en una de estas 4 aproximaciones:

(1) Hibridacion alelo-especifica.
(2) Extension alelo-especifica.
(3) Ligacién alelo-especifica de oligonucledtidos.

(4) Digestion alelo-especifica.

Existen numerosas plataformas y protocolos para el genotipado de SNP basadas en
alguna de estas 4 aproximaciones metodoldgicas. La eleccion de cada una de ellas
depende fundamentalmente de la combinacién entre el nimero de muestras y el
ndimero de marcadores que necesitemos analizar.

En esta revisién nos limitaremos a describir las metodologias mayoritariamente em-
pleadas en las especies animales y vegetales de interés productivo en aproximacio-
nes de MAS, GWAS y GS.

2.1. Protocolos basados en la utilizacion de equipos
de PCR a tiempo real

que permiten el genotipado sin requerir el procesamiento ulterior del producto
amplificado lo que reduce el riesgo de contaminacion, facilitando ademas su auto-
matizacion.

En la actualidad, existen en el mercado varios equipos y protocolos para la realiza-
cidén de esta técnica. Desde el punto de vista de la deteccidn del producto amplifica-
do, existen tres métodos principales de deteccién basados en técnicas de fluorescen-
cia y que se diferencian en el tipo de deteccion de los productos de PCR. Estos
métodos son: el que emplea sondas alelo-especificas con doble marcado fluorescen-
te (TagMan®), los basados en el uso de dos sondas que hibridan de forma adyacente
a la posicidén polimoérfica en el fragmento que amplificamos (HybProbes® Roche),
ambos basados en el principio de la transferencia de energia entre fluorocromos
(FRET) vy, por ultimo, el que utiliza fluorocromos intercalantes que se unen a la doble
cadena de ADN (LCGreen o EvaGreen), produciendo emisidn de fluorescencia.

Las tres metodologias de deteccidon de producto amplificado en aplicaciones de PCR
cuantitativa han sido adaptadas al genotipado de SNP.

2.1.1. Empleo de sondas alelo-especificas con doble marcado fluorescente

El método mas difundido, es el que emplea sondas TagMan® (Gelfand et al., 1993).
Este método se basa en la actividad 5’-exonucleasa de la Taq polimerasa y en la
amplificacién mediante PCR de una determinada secuencia diana en presencia de
dos sondas fluorescentes alelo-especificas (sondas TagMan®) que hibridan con la
secuencia diana del SNP que estamos amplificando.

La sonda TagMan®, de un tamafio aproximado de 20-30 bases, tiene unido un fluo-
rocromo en posicion 5'(Reporter) y un segundo fluorocromo que actla por interfe-
rencia con el primero como amortiguador de fluorescencia en posicion 3’ (Quencher).
Ademas, esta sonda esta fosforilada en su extremo 3’ para evitar su extensién du-



rante la reacciéon de PCR. Para reducir el tamafio de las sondas y minimizar la sefial
fluorescente de fondo se utilizan oligonucleétidos conjugados (MGB-TagMan®) que
han demostrado una mayor fiabilidad en la discriminacion alélica (Kutyavin et al.,
2000). Si la secuencia diana (alelo) estd presente en la muestra, la sonda TagMan®
correspondiente hibridard especificamente con ella, situdndose entre los dos cebado-
res. Cuando se produce la etapa de extension en la reaccién de PCR, la actividad
5’-exonucleasa de la Taq polimerasa degrada a la sonda TagMan® liberando el fluoro-
cromo, que al quedar separado del amortiguador emitird una sefial fluorescente es-
pecifica para cada una de las sondas, que podra ser captada por el sistema dptico
del equipo. Este proceso de degradacién de la sonda tiene lugar en cada uno de los
ciclos y es directamente proporcional al nUumero de moléculas que estan siendo ex-
tendidas en cada uno de ellos y que podremos visualizar por el incremento de la se-
nal de fluorescencia al final de los ciclos de amplificacién.

Ademas, la Taq polimerasa no digiere la sonda libre sino Unicamente la hibridada,
por lo que la cantidad de sefial fluorescente emitida es proporcional a la cantidad de
producto especifico acumulado que podremos correlacionar directamente de forma
objetiva y reproducible con el genotipo de la muestra analizada. Los ensayos de ge-
notipado mediante este tipo de sondas no permiten el analisis simultaneo de varios
SNP (multiplexado) y debido al coste del doble marcaje fluorescente no resultan
apropiados cuando el nUmero de SNP que debamos analizar sea elevado. Sin em-
bargo, la simplicidad vy fiabilidad del protocolo lo hacen muy recomendable para en-
sayos rutinarios de un elevado nimero de muestras.

Aunque menos utilizadas que las sondas TagMan®, existen otros tipos de sondas con
el mismo principio de doble marcado fluorescente (Reporter-Quencher) que solo
emiten fluorescencia durante la hibridacion con la correspondiente secuencia alélica
del SNP al presentar una estructura no lineal por la existencia de secuencias comple-
mentarias en sus extremos como las sondas Molecular Beacons® (Tyagi et al., 1998)
o las sondas Scorpion® que ademads de la estructura en horquilla incorporan uno de
los cebadores de la PCR en su extremo 5’ (Thelwell et al., 2000).

Actualmente existen ademas dos plataformas de alto rendimiento en forma de chip
para la realizacion de un elevado nimero de reacciones de forma simultanea: Open-
Array® de Life Technologies y EP1 System® de Fluidigm.

Basadas en el mismo tipo de quimicas que las empleadas en los equipos de PCR
cuantitativa convencionales estas plataformas utilizan volumenes de reaccién muy
inferiores (en la escala de nanolitros), en forma de reactivos liofilizados o utilizando
técnicas de microfluidica en el chip, con el consiguiente ahorro de reactivos y dismi-
nucion del coste de los andlisis.

OpenArray® (Life Technologies)

El sistema utiliza la metodologia TagMan de genotipado en un sistema de portaobje-
tos metdlicos que presentan 3.072 puntos de andlisis (organizados en 48 conjuntos
de 64 pocillos de 33nl de capacidad cada uno) en los que se realizara la reaccién de
amplificacién. Los portaobjetos se suministran con las sondas liofilizadas y el siste-
ma permite la carga del resto de reactivos y del ADN problema de forma automati-
zada. El formato de analisis permite disefiar en cada portaobjetos desde un minimo
de 16 ensayos para 144 muestras hasta un maximo de 256 ensayos para un total
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de 12 muestras. El equipo es capaz de realizar el analisis simultdneo de hasta 3
portaobjetos (8.064 reacciones) que equivalen a un total de 84 placas de 96 poci-
llos con un considerable ahorro de tiempo y coste en reactivos.

EP1 System® (Fluidigm)

Chips basados en tecnologia de microfluidos que permiten volimenes de reaccion
en la escala de nanolitros. Existen dos formatos de array de 48 x 48 y de 96 x 96
(muestras x ensayos) que producen un total de 2.304 y 9.216 resultados por ensa-
yo. Los arrays constituyen una plataforma abierta en la que podemos utilizar cual-
quier aplicacion basada en PCR convencional o cuantitativa (Wang et al., 2009).

Fluidigm comercializa adicionalmente otra plataforma (BioMark®) que ademas del
genotipado de SNP con sondas TagMan puede utilizarse para otros tipos de aplica-
ciones (estudios de expresion génica por PCR cuantitativa, PCR digital y preparacién
de muestras para secuenciacién de alto rendimiento).

Una de las ventajas competitivas del sistema radica en la posibilidad de reutilizacion
de los chips para aplicaciones de genotipado. En una colaboracién con investigado-
res del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) Fluidigm ha lanzado
recientemente chips capaces de ser utilizados hasta un maximo de 5 veces lo que
comporta una considerable reduccion en el coste de los andlisis, factor critico en la
mayor parte de las aplicaciones de seleccion genética en especies productivas.

2.1.2. Genotipado mediante PCR alelo-especifica y deteccion fluorescente

Basadas conceptualmente en la posibilidad de discriminar entre dos alelos por PCR
mediante la utilizacion de dos cebadores especificos, complementarios cada uno en
su extremo 3’ a la variante alélicas del SNP (PCR alelo-especifica), recientemente
se han desarrollado técnicas que no requieran la utilizacion de sondas fluorescentes
especificas para cada SNP.

Uno de los protocolos mas eficientes es la técnica KASPar® (KBiosciences). Para
cada SNP el protocolo requiere la sintesis de un trio de oligonucledtidos no marca-
dos que sera utilizado para una PCR alelo-especifica. Dos de ellos actuaran cémo
cebadores para cada uno de los 2 alelos y presentan una secuencia especifica y dis-
tinta para cada uno en su extremo 5’ (cola).

El otro componente del protocolo son 4 oligonucledtidos de utilizacién universal. Dos
de ellos marcados fluorescentemente en su extremo 5’, uno con el fluoréforo FAM vy el
otro con CAL Fluor Orange 560. La secuencia de cada uno de estos oligonucledtidos
es complementaria a las colas de cada uno de los cebadores alelo-especificos.

Los dos oligonucledtidos restantes, con secuencia complementaria a cada uno de
los anteriores, estan marcados en su extremo 3’ con fluorocromos que actlan como
apagadores.

Al inicio de la PCR no hay emision de fluorescencia por la complementaridad de es-
tos 2 pares de oligonucleotidos universales. A medida que avanza la PCR y los pro-
ductos amplificados incorporan la cola de los cebadores.



2.1.3. Genotipado mediante la utilizacion de fluorocromos intercalantes

Basada en técnicas de discriminacidn de la cinética de desnaturalizaciéon del ADN he-
teroduplex, recientemente ha ganado popularidad por su bajo coste y simplicidad la
técnica denominada HRM (High resolution melting) para el genotipado de SNP en
amplicones de pequefio tamafio (Witwer, 2009). La técnica requiere de un equipo de
PCR a tiempo real capaz de realizar curvas de disociacion del producto amplificado y
de la utilizacién de sustancias fluorescentes con propiedades intercalantes sobre el
ADN. Este tipo de analisis de disociaciéon del producto amplificado para discriminar
variantes alélicas fue inicialmente introducido por Ririe et. al., (1997) y ampliamen-
te utilizado en protocolos de PCR cuantitativa en los equipos LightCycler® de Roche.
La estabilidad de los amplicones de ADN era monitorizada por los niveles de fluores-
cencia emitidos por agentes intercalantes como el SYBR Green I a medida que se
producian incrementos de temperatura y se realizaba una cinética de desnaturaliza-
cién del producto amplificado monitorizada por la correspondiente disminucion de la
sefial fluorescente emitida.

Las caracteristicas e identidad del producto amplificado podian estimarse mediante
la Tm (temperatura a la cual el 50% de las moléculas estaban desnaturalizadas) del
mismo. Sin embargo, diferencias minimas de sélo un nucledtido entre dos fragmen-
tos de ADN se consideraban por debajo de la capacidad de discriminacién en las ci-
néticas de desnaturalizacién. La introduccién de nuevos agentes intercalantes,
como LCGreen (Idaho Technology) o EvaGreen (Biotium, Inc.), capaces de ser utili-
zados a concentraciones de saturacion sin efectos inhibidores sobre la PCR permi-
tieron mejorar y optimizar el poder de discriminacién y su utilizaciéon en el genoti-
pado de SNP (Wittwer et al., 2003; Liew et al., 2004). Los sutiles cambios de Tm
producidos por un cambio nucleotidico generan diferencias en el perfil de las curvas
de disociacién para cada uno de los genotipos siendo posible la discriminacion entre
muestras homocigotas y heterocigotas de forma sencilla y fiable.

Una de las principales ventajas del método reside en su bajo coste al no requerir de
sondas especificas marcadas fluorescentemente y en su simplicidad y rapidez, reali-
zédndose el analisis post-PCR en el mismo vial de amplificacion, lo que minimiza los
riesgos de error y contaminacién (Farrar et al., 2009). A pesar de requerir una
puesta a punto previa de la técnica para cada SNP y a la imposibilidad de realizar
genotipados multiples HRM estd ganando popularidad para el andlisis rutinario de
marcadores y para la deteccion econdémica de nuevas variantes en genes de interés
en los ambitos ganadero, acuicola, agricola y forestal (Canovas et al., 2010; Borza
et al., 2010; Muleo et al., 2009; Li et al., 2010).

2.2. Protocolos de genotipado de alto rendimiento
2.2.1. Protocolos basados en ligacion alelo-especifica

Para proyectos con un elevado nimero de muestras y/o SNP uno de los protocolos
mas utilizados se basa en la ligacion alelo-especifica de nucledtidos y en la detec-
cion mediante fluorescencia por hibridacién en soportes inmovilizados (Fan et al.,
2003). El protocolo comercializado como Golden-Gate® (Illumina) permite el geno-
tipado de entre 96 y 1.536 SNP en formato de 96 muestras mediante la plataforma
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iScan® y tecnologia BeadArray® o entre 48 y 384 SNP mediante la plataforma
BeadXpress® y tecnologia VeraCode®.

El protocolo se inicia con la hibridacién sobre ADN gendmico de trios de oligonu-
cledtidos especificos para cada SNP, dos de ellos especificos para cada uno de los 2
alelos que, en caso de complementariedad en su extremo 3’ con el ADN molde, po-
dréan ser extendidos y ligados con el tercer oligonucledtidos, especifico para cada
SNP y que contiene una secuencia “etiqueta” que permitira identificar cada una de
las reacciones. Los productos de ligaciéon son amplificados de forma universal por
PCR mediante cebadores que incorporan marcado fluorescente especifico para cada
uno de los 2 alelos y el producto de amplificacidon es capturado por hibridacion me-
diante secuencias especificas en esferas que contienen oligonucleétidos comple-
mentarios a cada una de las secuencias “etiqueta” que identifican el producto de li-
gacidén de cada SNP. En esta técnica cada esfera define el ensayo y cada una de las
dos fluorescencias el alelo correspondiente (Figura 1).

En el sistema BeadXpress® la captura de los productos de hibridacién se realiza en
el interior de cilindros de vidrio especificos para cada SNP que la plataforma puede
discriminar mediante holograma y en los que el tipo de fluorescencia existente per-
mite determinar el genotipo de cada uno de ellos. Mediante este tipo de ensayos es
factible la obtencion de hasta 300.000 resultados de genotipado por persona y dia.

Figura 1
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2.2.2. Protocolos basados en extension de base

La mayor parte de métodos utilizan la extensién de un oligonucledtido alelo-especi-
fico en una sola base que corresponde a la de la posicién polimérfica que deseamos
analizar. Conocidos como métodos de “mini-secuenciacion” se diferencian en el tipo
y formato de deteccién del producto extendido. Estos protocolos requieren la reali-



zacién de diversos pasos hasta llegar al resultado final y resultan l6gicamente mas
laboriosos que los métodos basados en PCR cuantitativa, aunque se caracterizan
por la posibilidad de realizar simultdneamente el genotipado de multiples SNP. Exis-
ten diversas plataformas comerciales para la deteccién y lectura de los productos
de extension: emisién de luz por pirosecuenciacién (Biotage), citometria de flujo
(Luminex), fluorescencia por polarizacion (PerkinElmer), electroforesis capilar (Life
Technologies) y espectrometria de masas (Sequenom), siendo estas dos Ultimas las
mas utilizadas en el ambito agricola y ganadero.

a. Protocolos basados en extension alelo-especifica

El mas utilizado recibe el nombre comercial de SNaPshot® (Life Technologies) y utiliza
en la reaccién de extensién dideoxi-nucleétidos marcados fluorescentemente
(ddNTPs). Una vez realizada una amplificacién por PCR del fragmento a analizar y eli-
minados los restos de cebadores y nucleétidos de la misma, se realiza la extensién de
un oligonucledtido de secuencia complementaria a la regiéon adyacente a la base poli-
morfica. El tamano del producto obtenido es el del cebador inicial mas el de la base
fluorescente incorporada que, al ser un dideoxinucleétido, impide la incorporacién de
bases adicionales. El producto se puede visualizar mediante electroforesis capilar en
equipos de secuenciacidén convencionales. Existe la capacidad de realizar la deteccién
simultédnea de diversos SNP (normalmente hasta un maximo de 10) mediante el dise-
fo de cebadores de distinto tamafio. Utilizando equipos de secuenciacién de 96 capi-
lares es posible generar hasta un maximo de 10.000 genotipos por persona y dia.

b. Protocolos con marcado fluorescente y separacion electroforética

Basados en el mismo principio de mini-secuenciacion mediante la utilizaciéon de di-
deoxinucleétidos fundamenta la deteccion del producto extendido mediante la utili-
zacién de un equipo de MALDITOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization
Time-of-Flight Mass Spectrometry) capaz de discriminar las diferencias en masa
atomica del oligonucleotido extendido sin la necesidad de marcaje fluorescente.

El equipo MassARRAY® Analyzer 4 System (Sequenom) es capaz de realizar detec-
ciones multiples de hasta 36 SNP de forma simultanea, en formatos de 96 o 384
muestras lo que permite la realizacion de hasta 138.000 genotipos/dia. El sistema,
aunque requiere la adquisicion de un equipo de coste elevado, ofrece un alto rendi-
miento y niveles de flexibilidad para proyectos en el que el nimero total de SNP a
analizar por muestra sea inferior a 3.000.

c. Protocolos con separacién del producto extendido por espectrometria
de masas

Los protocolos de genotipado masivo Infinium I (Gunderson et al., 2005) e Infinium II
(Steemers et al., 2006) se fundamentan en reacciones de extensién de base produci-
das en oligonucledtidos especificos e inmovilizados en esferas depositadas en los
chips. Ambos protocolos incorporan una amplificacién masiva inicial del ADN (WGA)
seguida de hibridacidn en el array que contiene sondas de captura de 50 pb especifi-
cas para cada SNP. En el protocolo Infinium I las secuencias de captura incluyen en su
extremo 3’ el nucledtido especifico para cada alelo. Una reaccion de extension alelo-
especifica permite la incorporacion de nucleétidos marcados con biotina para la poste-
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rior deteccién de la reaccién de extensién. En los ensayos basados en Infinium II las
esferas contienen sondas especificas para cada locus y la discriminacién alélica ocurre
mediante una reacciéon de extensién mediante dideoxinucledtidos marcados fluores-
centemente. El sistema de 2 colores utilizados por Infinium II restringe el andlisis de
algunos SNP (los cambios A/T y C/G no pueden ser genotipados mediante este pro-
tocolo).

Esta plataforma de genotipado se ha convertido en el sistema de referencia para la
implementacion de protocolos de seleccion genémica en especies domésticas.

2.2.3. Microarrays de alto rendimiento

Mediante el sistema de arrays de genotipado GeneChip® de Affymetrix cada SNP es
analizado mediante su hibridacién frente a un conjunto de oligonucledtidos cortos
posicionados en el array. Este conjunto contiene secuencias complementarias para
cada uno de los alelos ademas de oligonucledtidos que incorporan cambios nucleoti-
dicos adicionales para discriminar la intensidad de la sefial de hibridacion (desde hi-
bridacion completa a hibridacion parcial por la existencia de una o mas bases no
complementarias) y poder asignar el genotipo a la muestra problema por discrimi-
nacion alélica en el proceso de hibridacién (Kennedy et al., 2003). Para que el pro-
tocolo de hibridacidn funcione eficientemente se requiere previamente una reduc-
cién de la complejidad del ADN gendémico mediante su digestion con endonucleasas
de restriccion (Sty I y Nsp I para chips de 500K o superiores) y los fragmentos ob-
tenidos de entre 400 y 800 pb, previa unidn a secuencias adaptadoras, se utilizan
para ser amplificados y marcados por PCR para ser hibridados posteriormente con
el chip. El sistema permite actualmente la deteccion simultdnea de hasta unos 2
millones de SNP.



3. Aplicacion de la seleccion genética
y gendmica en ganaderia

La especie humana ha adaptado los animales para la produccion tanto de alimentos
(carne, leche, huevos) como de otros productos (lana, cuero, huesos) desde los ini-
cios de la domesticacion hace mas de 10.000 afios. Se espera que el consumo de
productos de origen animal aumente en un 7% anual (la mayor parte en los paises
en vias de desarrollo) ya que, aunque la tasa de crecimiento de la poblacidén esta
disminuyendo, el nUmero de habitantes del planeta aumenta en 80 millones al afio
y se espera que alcance la cifra de 9.000 millones en 2050. La mejora genética ani-
mal juega un papel crucial en la producciéon animal y si Europa quiere tener algo
que decir en este campo debe desarrollar conocimiento y tecnologia en un esfuerzo
conjunto de los productores, la investigacion y la sociedad en su conjunto.

3.1. Consideraciones generales sobre los programas
de mejora genética

La mayoria de los rasgos de interés econémico de los animales domésticos son ca-
racteres cuantitativos que muestran una variacién hereditaria poblacional debida a
la segregacion de varios loci, no necesariamente muchos, cuya expresion puede ser
modificada por acciéon del medio. Esta mediatizacién ambiental implica que la co-
rrespondencia entre fenotipo y genotipo no sea perfecta, de manera que dos indivi-
duos con genotipos idénticos pueden tener fenotipos distintos y, por otra parte, que
la igualdad fenotipica no lleva forzosamente consigo la genética.

La descripcién de los caracteres cuantitativos suele hacerse siguiendo el llamado
modelo infinitesimal propuesto por Fisher en 1918, que estad basado en las técni-
cas de analisis de la varianza debidas igualmente a este autor. El modelo supone que
la desviacion del valor fenotipico (P) de un caracter en un individuo con respecto a la
media de la poblacion panmictica de la que éste forma parte, es suma de dos com-
ponentes residuales, uno genético (G) y otro ambiental (E). Si cada uno de estos
efectos se considera como la consecuencia final de la accién de un considerable nu-
mero de factores independientes cuya influencia individual es suficientemente pe-
quefia, ambos pueden tenerse por variables aleatorias normales. El efecto genético
o valor genotipico desviado (G) puede a su vez fraccionarse como suma de tres
variables aleatorias, normales e independientes que, en términos del andlisis de la
varianza factorial, corresponden a los efectos principales (valor aditivo o mejoran-
te A), las interacciones de primer orden (interacciones intralocus o desviacion
dominante D) y las de orden superior (interacciones interloci o epistaticas I).

La puesta en marcha de un programa de seleccidén consiste basicamente en utilizar
como reproductores solamente a aquellos animales cuyo valor mejorante es mayor.
Con respecto a un determinado caracter, este valor puede estimarse de varias for-
mas. En la practica, la forma 6ptima de evaluacion es la llamada BLUP-Modelo Ani-
mal, desarrollada inicialmente por Henderson! en 1948 para el vacuno lechero pero

! Henderson, C. R. (1948). Estimation of general, specific and maternal abilities in crosses
among inbred lines of swine. Iowa State University Press, Ames.
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rutinariamente utilizada en la actualidad en vacuno, porcino, caballos, gallinas vy,
mas recientemente, en peces. El procedimiento BLUP (“6ptima prediccién lineal
insesgada”) es una generalizacién de los indices de seleccién que estima los efectos
fijos y los valores mejorantes simultdneamente. Esta metodologia (y la metodologia
REML que se le asocia para estimar parametros genéticos) ofrece grandes ventajas
por lo que su utilizacién ha tenido un gran impacto en los modernos programas de
mejora. En primer lugar, permite corregir adecuadamente los efectos sistematicos
(rebafio, afio, estacion, edad, etc.), de forma que pueden compararse animales
procedentes de distintos grupos, criados bajo diferentes sistemas de manejo, o que
difieren en edad. También pueden compararse animales en el caso de que no se
disponga de la misma informacion para cada uno de ellos (cuando cuentan con dis-
tinto niUmero de parientes) o que han estado sometidos a distintas presiones selec-
tivas, siempre y cuando estos efectos sistematicos estén conectados a través de la
matriz de parentesco. En segundo lugar, todos los individuos son evaluados genéti-
camente de forma simultdnea, utilizdndose en cada caso la informaciéon proporcio-
nada por todos los parientes que se hayan registrado en el programa desde su ini-
cio hasta la generacidon mas reciente. En tercer lugar, la separacién entre los efectos
genéticos y ambientales hace posible la estima del progreso genético obtenido a lo
largo del tiempo. Por ultimo, el conocimiento de las genealogias nos capacita para
utilizar métodos de control de la consanguinidad.

Los resultados de la aplicacidon de los programas de mejora a las especies animales
domésticas son muy notables, alcanzdndose tasas anuales de progreso genético del
orden del 1-3% de la media. Por ejemplo, la produccién anual por ponedora ha au-
mentado de 120 huevos a 340 durante los ultimos 50 afios, y la produccién de le-
che por vaca y lactacién ha pasado de 2.000 kg a méas de 9.000 en el mismo perio-
do. En términos monetarios, el informe de la plataforma europea FABRE? atribuye a
la mejora genética animal un beneficio de 2000 millones de euros anuales, ligados
a una inversién de 150 millones en investigacion y desarrollo que es gestionada en
su mayor parte a través de convenios con universidades y otros centros de investi-
gacion. Aunque la tasa de progreso genético pueda parecer pequefia en relacién
con las atribuibles a los avances conseguidos en nutricion o manejo, debe tenerse
en cuenta que, a diferencia de estos ultimos, la ganancia genética es continua, acu-
mulativa y permanente. Por ejemplo, Harvenstein y col.,> compararon en 1991 los
pesos medios de gallinas de carne a la edad comercial de una linea control y otra
seleccionada, fundadas ambas en 1957, en las condiciones definidas por la utiliza-
cién de uno u otro de los piensos tipicos consumidos en esas dos fechas. El sumi-
nistro del pienso de 1991 en lugar del correspondiente a 1957 produjo un aumento
de peso del 19%, mientras que la estirpe seleccionada resulté ser un 210% mas
pesada que el control al cabo de los 34 afios transcurridos. Evidentemente, este es-
pectacular incremento del peso vino acompafiado por algunas consecuencias inde-
seables, entre ellas el aumento de la mortalidad debido a la discondroplasia de la ti-
bia, lo cual indica que cambios genéticos extremos para caracteres de interés
econémico pueden ocurrir enlazados a otros desfavorables referentes a los atributos
relacionados con la eficacia bioldgica.

2 FABRE TECHNOLOGY PLATFORM (2006). Sustainable Farm Animal Breeding and Reproduc-

tion-A vision for 2025.

Harvenstein, G.; Ferket, P. R.; Scheideler, S. E. and Rives, D. V. (1994). Carcass composition
and yield of 1991 vs 1957 broilers when fed “typical” 1957 and 1991 broiler diets. Poultry
Science, 73, 1795-1804.



3.2. Biologia molecular y mejora genética animal

Apenas treinta afios tras el descubrimiento de la estructura del ADN, la aparicion de
nuevas técnicas de genética molecular marca el comienzo del nuevo campo de la
genomica: la disciplina del mapeo, secuenciacion y analisis a nivel genémico de la
informacion del ADN. Aprovechando la existencia de marcadores polimorficos deno-
minados microsatellites, distribuidos por todo el genoma, los investigadores han
sido capaces de construir mapas genéticos de las especies domésticas y de localizar
regiones del genoma donde residen genes que afectan a los caracteres de interés
econdémico. Con el nuevo siglo, los proyectos genoma estan finalizando, primera-
mente en humanos y posteriormente en vacuno, gallinas, perros y caballos (y muy
pronto en cerdos y ovejas). Esto esta permitiendo la puesta a punto de chips de mi-
les de marcadores SNP que van a ser utilizados para la trazabilidad individual, fami-
liar y racial, para diagnosticar enfermedades y para practicar seleccion gendomica.
En lo que sigue revisaremos algunos de estos avances sin referirnos a aspectos mas
biotecnoldgicos que también pudieran ser importantes en el campo de la produccion
animal (clonacién, transgénesis, etc.)%.

3.2.1. Deteccion de QTL en las especies domésticas

Denominamos QTL a los /oci de los caracteres cuantitativos estudiados de forma in-
dividual. Un QTL es una region del genoma que alberga uno o varios genes con
efecto sobre un cardcter cuantitativo. En los afios 90 comenzaron los experimentos
para detectar QTL utilizando basicamente dos tipos de disefios. El primero utiliza el
desequilibrio de ligamiento generado por cruzamientos. Por ejemplo se genera una
F1 cruzando dos razas muy distintas: jabali x cerdo doméstico, cerdo ibérico x cer-
do blanco, vacuno de carne x vacuno de leche, razas comerciales de gallinas de
puesta x razas de carne, etc. Posteriormente la F1 se cruza para producir una F2 o
se retrocruza con una de las razas parentales.

Tal y como se indica en la Figura 2 imaginemos que disponemos de animales de dos
razas muy diferentes. Una de ellas blanca y de gran tamafio corporal y otra oscura
y de pequefio tamafo. Consideremos ahora un marcador que estaba fijado para
alelos alternativos en cada una de las lineas. En el cruzamiento F2 apareceran ani-
males con todas las combinaciones posibles de alelos y fenotipos. Podemos ahora
clasificar a los animales por su genotipo respecto al marcador en las clases MM, Mm
y mm. Los animales MM son grandes mientras que los mm son pequefios y los Mm
intermedios. Esto sugiere que el marcador M/m estd en una regiéon del cromosoma
en el que hay algun QTL relacionado con el crecimiento. Este no es el caso para el
color, puesto que los distintos colores aparecen con las mismas frecuencias en las
diferentes clases genotipicas. Lo mismo hariamos con otros marcadores elegidos de
forma que cubran todo el genoma. Naturalmente, en la practica se requieren técni-
cas estadisticas mas sofisticadas (regresion, maxima-verosimilitud o métodos baye-
sianos) para estimar tanto la posicién como el efecto de ese posible QTL. Los dise-
fos de cruzamientos son bastante potentes y se conocen féormulas aproximadas
para calcular esta potencia. Por ejemplo para detectar un QTL aditivo que explica

4 Flint, A. P. F. and Woolliams, J. A. (2008). Precision animal breeding. Philosophical Transac-
tions of the Royal Society B, 363, 573-590.
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Figura 2
ESQUEMA DE UN DISENO DE CRUZAMIENTO F2 PARA DETECTAR QTL
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un 10% de la varianza de una F2° entre lineas consanguineas con una potencia del
90% y un error de tipo I de 0,05 se requieren tan so6lo 101 individuos si el marca-
dor esta completamente ligado y 281 si estd a una distancia de 20 centimorgans. El
numero si duplicaria si el disefio fuera de retrocruzamiento.

En el segundo disefio se utiliza el desequilibrio de ligamiento dentro de familias
aprovechando que en algunas poblaciones como el vacuno de leche hay familias de
medios hermanos muy numerosas. Matematicamente, el analisis de de familias de
hermanos es muy similar al de cruces entre poblaciones consanguineas con una ex-
cepcidn: en el caso de familias estimamos un efecto del QTL para cada familia, y
hay tantas estimas de efectos y de posiciones como familias. Esto es asi porque no
se puede garantizar que el QTL esté segregando en todas las familias y porque un
alelo del marcador puede estar asociado a efectos del QTL distintos en cada familia.
En cualquier caso la potencia es menor que la de los disefios de cruzamientos de fa-
milias. Por ejemplo, incluso utilizando 1.000 individuos repartidos en una estructura
defamilias de hermanos 6ptima la potencia para detectar un gen con efecto a de
0,2 es 0,51 y 0,36 si la varianza residual es 0 y 1 respectivamente. La potencia en
el disefio doble-haploide es mayor pero también baja: 0,73 y 0,51 si la varianza re-
sidual es 0 y 1 respectivamente.

La mayor parte de los estudios de QTL se han realizado con paneles de 100-300
marcadores microsatélites que cubren todo el genoma (con una distancia media en-
tre marcadores de 5-20 centimorgans). Esta actividad ha sido extraordinariamente
exitosa. En la base de datos mas conocida (http://www.animalgenome.org/QTLdb/)
el nimero de QTL descritos son 5,986 que afectan a 581 caracteres en cerdos,
4,281 relacionados con 359 caracteres en vacuno, 284 para 229 caracteres en
gallinas y 84 para 30 caracteres en ovino.

5> Lynch, M.; Walsh, B. (1998). Genetics and analysis of quantitative traits. Sinauer, Suntherland.




En los estudios de deteccion de QTL, lo que localizamos es un QTL en una region de
unos 20-40 cm en donde puede haber entre 200-400 genes. Por ello el siguiente
paso es tratar de refinar la posicion del QTL, tarea que se ha revelado bastante difi-
cil. Hay varias estrategias que pueden seguirse. La primera es aumentar el nimero
de individuos genotipados pero se necesitar unos 5.000 individuos para tener una
resolucién de 5 cM. La segunda es continuar durante mas generaciones construyen-
do una F3, F4, ... Fn de forma que el intervalo de confianza de la posicién del QTL
se reduce por un factor de 2/n respecto a la F2. Las dos estrategias son caras en
tiempo y en dinero.

La tercera estrategia para detectar QTL es la denominada del ‘gen candidato’: bus-
car genes conocidos que por razones fisioldgicas, esto es por el conocimiento de su
funcién, pudieran ser los genes responsables. Y, a continuacién, estudiar si existe
relacién entre la variabilidad fenotipica y la variacion en la secuencia de ADN para
este gen candidato. A veces puede utilizarse informacién de otras especies. Por
ejemplo si hemos detectado un QTL para crecimiento podemos mirar si en la zona
homodloga en humanos o ratones hay descritos genes relacionados con el crecimien-
to. Aunque este enfoque ha tenido éxito en algunos casos, por ejemplo el receptor
4 de melanocortina (MC4R) como parcialmente responsable del engrasamiento, cre-
cimiento y consumo de alimentos®, se han presentado otros muchos poco reprodu-
cibles lo que hace que este enfoque resulte problematico’. En el enfoque denomina-
do genética gendmica (genetical genomics) aprovechamos que, hoy en dia, hay
herramientas (microarrays) que permiten cuantificar el nivel de expresion de un
gran numero de genes en un gran numero de especies domésticas y asi identificar
los polimorfismos responsables de la variabilidad en los niveles de expresién. El
fundamento de este enfoque es que los niveles de expresion de cada gen son feno-
tipos, pero mas ‘sencillos’ que caracteres clasicos como el crecimiento o la resisten-
cia a enfermedades debido a su ‘proximidad’ al genotipo. Por tanto, deberia ser mas
facil identificar los polimorfismos causales en este caso; en una segunda etapa, co-
rrelacionariamos los genes cuya expresién varia con los QTL obtenidos de forma
clasica para entender mejor la base genética de los caracteres complejos. Sin em-
bargo, este enfoque tampoco estd exento de problemas y escollos®.

La cuarta es la que se denomina analisis de asociaciéon en una poblacién comercial,
también llamado de desequilibrio de ligamento. ‘Desequilibrio de ligamiento’ (LD) es
uno de los términos mas desafortunados en la literatura genética, ya que es bien sa-
bido que puede existir desequilibrio de ligamiento sin ligamiento y que ligamiento no
implica desequilibrio de ligamiento. La justificacién de este enfoque es que el desequi-
librio de ligamiento entre dos marcadores disminuye continuamente debido a la re-
combinacion, ergo, si encontramos dos marcadores en desequilibrio de ligamiento a
nivel de toda la poblacion, deberian estar muy préximos, mas préximos cuanto mayor
sea el desequilibrio de ligamiento. Aplicando este principio a la busqueda de QTL, el
objetivo seria encontrar marcadores con algun o algunos alelos en fuerte desequilibrio

6 Kim, K. S.; Larsen, N; Short, T; Plastow, G. and Rothschild, M. F. (2000). A missense variant
of the porcine melanocortin-4 receptor (MC4R) gene is associated with fatness, growth, and
feed intake traits. Mammalian Genome, 1, 131-135.

Georges, M. (2007). Mapping, fine mapping, and molecular dissection of quantitative trait loci
in domestic animals. Annual Review of Genomics and Human Genetics, 8, 131-62.

Haley, C. and de Koning, D. J. (2006). Genetical genomics in livestock: potentials and pitfalls.
Animal Genetics, 37 Suppl 1, 10-12.
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de ligamiento con el caracter de interés. La idea es que el LD disminuye rapidamente
conforme aumenta la distancia entre el marcador y el QTL. De todas formas, si bien el
desequilibrio de ligamiento es una herramienta que nos puede permitir localizar con
precision las mutaciones causales, también nos puede llevar a falsos positivos. Una de
las principales causas de falsos positivos es la estratificacion o mezcla de poblaciones.
Esta técnica es, por tanto, mucho menos robusta que un andlisis de ligamiento.

Sin embargo, recientemente, gracias a los avances tecnoldgicos en la secuenciacion
de ADN, los estudios de asociacion estan dando un salto espectacular en lo que ha
dado en llamase GWA (genomewide association). La consecucién de los proyectos
genoma en varias especies domésticas ha permitido el descubrimiento de un gran
numero de SNP como parte de la secuenciacién o la re-secuenciacién. Aunque, en
algunas especies, estamos lejos del milldn de SNP de los chips de humanos, existen
ya "SNP chips” en vacuno (60.000 SNP y muy pronto de 700.000), perros (250.000
SNP), ovejas (56.000 SNP), cerdos (60.000 SNP), caballos (55.000 SNP) y gallinas
(60.000 SNP) que pueden genotiparse facilmente usando la misma tecnologia que
en humanos y a un precio razonable (100-200 euros). Al aumentar la densidad de
SNP podemos asegurar que para ‘todos’ los genes del caracter de interés habra al-
gun SNP en desequilibrio de ligamiento con cada uno de ellos.

La Ultima estrategia, mas en el espiritu de Darwin, es buscar huellas de la selec-
cion. La idea es que cuando ocurre seleccion en un gen los genes que estan a su
lado sufren un efecto de arrastre (lo que suele denominarse de forma muy grafica,
efecto autoestopista). De forma que cuando un gen selecciona, bien por seleccién
artificial o natural deja una huella en la regién: menor variabilidad dentro de pobla-
ciones, mayor diferenciacién entre poblaciones y mayor desequilibrio de ligamiento.
Si encontramos un patron de este tipo en una regiéon del genoma sabemos que esta
zona contiene genes que han sido sometidos a seleccién y, por tanto, genes de po-
sible valor econédmico o adaptativo. Es interesante hacer notar que en este enfoque
no se requieren medidas fenotipicas para localizar genes que puedan ser interesan-
tes sino solamente analisis de secuencias o SNP de la poblacién estudiada. El pro-
blema es que podemos detector la seleccién pero no saber con certeza sobre qué
caracter ha actuado la seleccién.

Estas estrategias se estan implementando actualmente en las especies domésticas®
y, de momento, incluso la mas prometedora GWA, solo han tenido éxito para carac-
teres controlados por uno o unos pocos genes. Por ejemplo, las mutaciones en el
gen MITF que causa las manchas blancas en perros o los genes SLC6A5 y ABCA12
que provocan la distonia congénita muscular en vacuno. Sin embargo, para los ca-
racteres complejos, que son los mas interesantes desde el punto de vista econémi-
co los resultados indican que dependen de muchos genes de pequefio efecto y
constituyen el gran reto de cara al futuro.

3.2.2. Deteccion de los genes responsables de los QTL

Lamentablemente, aunque es facil encontrar QTL para caracteres de interés econd-
mico, localizar los genes responsables es una tarea formidable. Se denomina QTN

° Goddard M. E.; Hayes, B. J. (2009). Mapping genes for complex traits in domestic animals
and their use in breeding programmes. Nature Reviews Genetics, 10, 381-391.



(Quantitative Trait nucleotide) a la mutacién responsable del efecto de un QTL. Se
han descrito varias historias exitosas7: DGAT1 y ABCG2 que afectan a la composi-
cion de la leche en vacuno y MSTN que influye en la masa muscular de cerdos vy
ovejas. El gen DGAT1, que se localiza en el cromosoma 14 codifica para la acil-coen-
zima A: diacilglicerol aciltransferasa que cataliza la Gltima etapa en la sintesis de tri-
glicéridos e influye en la cantidad y composicién de la leche. La mutacién en el in-
trén 3-3072(G-A) en el gen porcino con impronta de porcino IGF2 produce un
aumento de la masa muscular y una disminucién de la deposiciéon de grasa. La mu-
tacion Texel MSTN g+6723(G-A) crea una diana ilegitima para los microRNA miR-1 vy
miR-206 y como resultado los mMRNAs MSTN se inhiben durante la traduccién lo que
provoca unos niveles mas bajos de la proteina MSTN y una mayor masa muscular.

Lo dificil que es encontrar la mutacién causal puede ilustrarse con algunos ejem-
plos. En cerdos de los casi 5000 QTL descritos, apenas se han encontrado las muta-
ciones causales para una docena de ellos. No deja de ser interesante que el primer
QTL descrito en especies domésticas en 1994 fue el FAT1 localizado en el cromoso-
ma 4 de porcino y del que todavia hoy no se conoce la mutacién causal. En 1996 se
descubrié que variantes en el gen ESR estaban asociadas con el tamafio de camada
en cerdos'® pero diez afios después se discute si es el gen responsable!!. Por Ulti-
mo, el primer QTL que se encontrd, en el cromosoma 6, con efecto sobre la produc-
cién de leche fue en 19952 pero todavia en 2006 se discutia cual de los dos posi-
bles genes OPN (Osteopontina) o la proteina ABCG2 era la mutacién causal®3.

3.3. Seleccidn asistida con marcadores (MAS)

Una de las principales razones para la deteccién de QTL es poder implementar la
seleccién asistida con marcadores (MAS). Clasicamente se considera que la MAS es
un proceso en tres etapas. En la primera se detectan uno o varios QTL relacionados
con un caracter productivo. En la segunda se encuentran los genes responsables del
caracter. En la tercera se disefia un programa de mejora que aumente la frecuencia
de los alelos favorables bien sea por seleccién o por introgresién.

Si conocemos un gen responsable de un efecto importante sobre un fenotipo de in-
terés podemos utilizar esa informacion en el programa de mejora. Si el alelo desea-
ble no estad en nuestra poblacion pero si lo estd en otra, podemos tratar de introdu-
cirlo mediante cruzamientos. Es lo que se denomina introgresién asistida por
marcadores (MAI) y es el método habitual de mejora en plantas. En este sentido ha
habido iniciativas para introducir alelos chinos en poblaciones europeas (Gene +).

10 Rothschild, M.; Jacobson, C.; Vaske, D.; Tuggle, C.; Wang, L.; Short, T.; Eckardt, G.; Sasaki, S.;
Vincent, A.; MclLaren, D.; Southwood, O.; van der Steen, H.; Mileham, A. and Plastow, G.
(1996). The estrogen receptor locus is associated with a major gene influencing litter size in
pigs. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 201-205.

11 Alfonso, L. (2005). Use of meta-analysis to combine candidate gene association studies: ap-
plication to study the relationship between the ESR Pvull polymorphism and sow litter size.
Genetics, Selection, Evolution, 37, 417-435.

12 Georges, M.; Nielsen, D.; Mackinnon, M.; Mishra, A.; Okimoto, R.; Pasquino, A. T.; Sargeant, L.
S.; Soerensen, A.; Steele, M. R.; Zhao, X.; Womack, J. E. and Hoeschele, I. (1995). Mapping QTL
controlling milk production in dairy cattle by exploiting progeny testing. Genetics, 139, 907-920.

13 de Koning, D-J. (2006). Conflicting candidates for cattle QTL. Trends in Genetics, 22, 301-305.
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El procedimiento debe ser lento y cuidadoso ya que hay que hacerlo como comple-
mento a la evaluacion genética tradicional para evitar una disminucidén del mérito
para éste caracter (ya que dependerd también de otros genes) o para otros carac-
teres. Si el alelo favorable estd presente en nuestra poblacién trataremos de au-
mentar su frecuencia (seleccién asistida por genes conocidos o GAS), pero de nue-
Vo como un criterio mas junto con las evaluaciones genéticas habituales. Ya hemos
sefalado que el nimero de genes conocidos es relativamente pequefio y discutible
y no estd muy claro cudntos y en qué medida se estan utilizando por la industria,
mas alld de los aspectos publicitarios. Hay algunos ejemplos como la eliminacién de
genes nocivos como el halotano (HAL) responsable del sindrome del estrés porcino
o el gen napole (RN) en cerdos o la utilizacién del gen booroola de prolificidad en
ovejas o el alelo del FMO3 que causa mal olor en los huevos de céscara marron.

La informacién molecular puede también utilizarse aun cuando los genes responsa-
bles no hayan sido localizados, basandose en la informaciéon de los marcadores y es
lo que tipicamente se ha denominado seleccién asistida con marcadores (MAS) y que,
desde el punto de vista industrial, podria ser mas relevante. La teoria de la respuesta
a la seleccidon con MAS y sus posibles ventajas tedricas estan bien establecidas. Los
beneficios con MAS serdn mayores para caracteres de baja heredabilidad, expresados
en un solo sexo (reproduccién), de expresion tardia (calidad de carne, longevidad), o
de medida costosa (calidad de la carne). Desde el punto de vista tactico también es
interesante su empleo en la preseleccién de animales jovenes candidatos a pruebas
de progenie. En general la gran mayoria de estudios de simulacién muestran que la
ganancia puede ser del 5-50% Sin embargo, hasta el momento hay pocos ejemplos
donde se esté aplicando MAS en esquemas reales de mejora. Una limitacién es, como
ya hemos indicado, que se aunque se han detectado muchos QTL, se conocen pocos
genes responsables. Ademas, algunas de estas mutaciones pueden tener efectos de-
seables e indeseables al mismo tiempo. Varias compafias estan desarrollando y co-
mercializando ADN test basados en un pequefio nimero de marcadores'4 (van Eenn-
naam et al., 2007). Por ejemplo, en cerdos, los marcadores MC4R, HMGA1 y CCKAR
(receptor de la colescistoquina tipo A) que mejoran el crecimiento, el indice de con-
version y el porcentaje de la canal, el marcador PRKAG3 asociado con el contenido en
glicdbgeno del musculo y la calidad de la carne. El marcador CAST (Calpastina) res-
ponsable de la inhibicién de enzimas proteasas y, por tanto, relacionadas con la ter-
neza de la carne. El gen ESR, ya mencionado, asociado con el tamafio de camada y
el EPOR asociado con la capacidad uterina y el tamafio de camada.

El impacto de la seleccion asistida por marcadores ha sido modesto, porque los QTL
que exceden el nivel de significacion solo explican una fracciéon pequena de la va-
rianza. A titulo de ejemplo sefialamos los comentarios de varios autores, todos ellos
asesores de empresas de mejora'>: ‘Despite of the great enthusiasm for breeding
companies to be involved there are very few applications of MAS in commercial
poultry breeding. They are not convinced about economic feasibility of MAS’ (de Ko-
ning y Hocking, 2007); ‘Although several useful genes (primarily gene-linked mar-
kers) have been identified in pigs, their application has been limited and their suc-
cess inconsistent’ (Spotter y Distl, 2006); ‘'The much anticipated benefits of

4 Van Eenennaam, A. L.; Li, J.; Thallman, R. M.; Quaas, R. L.; Dikeman, M. E.; Gill, C. A.;
Franke, D. E.; Thomas, M. G. (2007). Validation of commercial ADN tests for quantitative
beef quality traits. Journal of Animal Science, 85, 891-900.

15 Toro, M. A. (2010). Future trends in Animal Breeding due to new genetic technologies (in press).



ADN-based tools to routinely guide selection decisions in cattle have not been fully
met since the origin of this premise’ (Sonstegard y van Tassell, 2004); ‘Although in-
itial expectations for the use of marker assisted selection were high the current atti-
tude is one of cautious optimism’ (Dekkers, 2004); ‘Unfortunately, as is too often
the case, the immediate promise of genomics was clearly oversold, as it has since
become clear that the identification of QTL was only a first baby step in the process
to bringing these results to a practicable technology’ (Green, 2009).

3.4. Una propuesta mas radical: la seleccion genémica

En 2001 Meuwissen et al.,'® Propusieron un enfoque diferente de la MAS, que deno-
minaron seleccidon gendmica. Se parte de dos supuestos que solo recientemente pa-
recen haberse alcanzado. El primero es que paneles de varios cientos de miles de
marcadores estén disponibles a un coste razonable. Y el segundo que cubran den-
samente todo el genoma de forma que todos y cada uno de los genes responsables
del caracter estén en desequilibrio de ligamiento con al menos un marcador. Ambos
supuestos son ahora mismo una realidad ya que como la consecucién de los pro-
yectos genoma en varias especies domésticas ha permitido el descubrimiento de un
gran numero de SNP como parte de la secuenciacién o la re-secuenciacion. Aunque
en cierto sentido la seleccién gendémica se relaciona con el concepto GWA explicado
antes existe una diferencia de enfoque. En la GWA el objetivo es encontrar los ge-
nes responsables de un caracter de interés. En la mejora genética lo importante es
la prediccion de los valores genéticos para elegir a los reproductores mas idoneos.
En el primer caso buscamos conocimiento, en el segundo predicciones adecuadas.
Estas predicciones adecuadas se basan en la informacién de los marcadores, consi-
deradas como variable explicativas en el sentido estadistico, estén o no relaciona-
das de forma causal con los verdaderos alelos que controlan el caracter.

En su version mas simple (Figura 2) la seleccién gendmica es un proceso en dos eta-
pas. En la primera se estiman los efectos de los marcadores (>50,000) en una po-
blaciéon de referencia (training population) a la que hemos genotipado y en la que
hemos medido los caracteres de interés. En la segunda etapa utilizamos esta infor-
macion para predecir los valores mejorantes en una poblacion de referencia (testing
population) que Unicamente se ha genotipado para la misma bateria de marcadores.

La principal diferencia entre la seleccién gendmica y la MAS es que esta Ultima se
concentra en unos pocos QTL en los que se ha demostrado una asociaciéon con los
caracteres de interés mientras que la seleccion gendmica utiliza usa un panel de
marcadores de alta densidad de forma que todos los QTL estén en desequilibrio de
ligamiento por lo menos con un marcador.

La seleccién gendmica ha despertado mucho interés y algunas empresas estan re-
disefiando sus programas de mejora. La idea es que, con la seleccion genémica po-
demos predecir los valores mejorantes de los candidatos a la seleccién al nacimien-
to con una precision de 0.8. De esta forma podemos seleccionar animales a una
edad temprana y asi duplicar la tasa de progreso genético por afio.

16 Meuwissen, T. H. E.; Hayes, B. J.; Goddard, M. E. (2001). Prediction of total genetic value
using genome-wide dense marker maps. Genetics, 157, 1819-1829.
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En vacuno de leche es donde quizas el impacto de la seleccion gendmica ha sido
mas inmediato. Desde hace mas de 50 afos la mejora genética del vacuno de leche
se basa en las denominadas pruebas de progenie. Los toros jovenes son apareados
con vacas utilizando la inseminacion artificial para obtener unas 100 hijas de cada
uno de ellos. Estas hijas son evaluadas para la produccién de leche lo que permite
la prediccion del mérito genético de sus padres con una precision del 90%. Los me-
jores machos “probados” (aproximadamente un 10% de ellos) son los que ahora
utilizaremos de forma masiva en la poblacidn general. Este proceso de mejora, aun-
que eficiente, es muy costoso tanto en tiempo (unos 5 afios) como en dinero. En
cambio, el disefio éptimo de un programa de mejora basado en la selecciéon geno-
mica seria mas o menos como sigue: a) genotipar un gran nimero de toros jovenes
de la poblacién; b) calcular los valores mejorantes gendmicos de estos toros (preci-
sién = 0.8); c) seleccionar un grupo de estos toros en funciéon de su valores mejo-
rantes y vender semen de ellos tan pronto como lo producen. El intervalo genera-
cional se reducird a unos 2 afios aproximadamente con lo que la tasa de progreso
genético se duplicara.



La seleccién gendmica en vacuno de leche es ya un hecho. El primer catélogo oficial
de predicciones gendmicas de toros jovenes se presentd en enero de 2009. Las du-
das que existian respecto a que los ganaderos serian reluctantes a utilizar semen
de toros sin prueba de progenie, esto es so6lo evaluados genémicamente, se ha re-
velado injustificada. Al parecer las ventas de semen de estos toros se ha cuadripli-
cado frente a los de toros probados. De todas formas, aunque la tecnologia se ha
aceptado con prontitud, queda por comprobar cudl sera el resultado a largo plazo
tanto sobre la mejora genética como la re-organizacion del sector. Una consecuen-
cia no deseable sera, probablemente, que debido a la alta intensidad de seleccion el
mantenimiento de la variabilidad genética puede verse comprometido asi como la
posibilidad de que puedan introducirse en los rebafios de genes que puedan ser fa-
vorables para la produccién de leche pero negativos para otros caracteres como,
por ejemplo, la fertilidad.

En el caso del vacuno de carne la situacion es diferente. Una de las razones es que
el nimero de razas involucrada en el sector es mucho mayor y podria ocurrir que
un alelo que es un buen predictor del mérito genético en una raza no lo fuera en
otra. Otra es que los objetivos de la mejora genética en vacuno de leche (cantidad
y composicién de la leche) son mas sencillos, que en vacuno de carne: composicién
de la canal, terneza, espesor de grasa, marmoleado... Por Ultimo la inseminacion
estd mucho menos extendida que en vacuno de leche.

En la mejora clasica de gallinas de puesta los machos se seleccionan a una edad
temprana en funciéon de la informaciéon proporcionada por sus hermanas para los
caracteres de interés, produccién y calidad de los huevos. Sin embargo, todos los
hermanos machos tienen la misma evaluacion genética por lo que si todos ellos
fueran seleccionados la consanguinidad se dispararia. La seleccién gendmica permi-
tiria elegir a los mejores machos, dentro de cada grupo de hermanos, en funcién de
la informacién proporcionada por los marcadores. Se ha calculado que la aplicacion
de la seleccidon gendmica en gallinas, aumentando la precisién de la estimacién en
gallinas de carne y acortando ademas el intervalo generacional en gallinas de pues-
ta podria aumentar el progreso genético en 20-30% (Avendafio et al., 2009). Sin
embargo, hay dudas sobre si este progreso seria competitivo en relacion a su coste.
A nivel mas experimental algunas empresas estan genotipando con los chip de alta
densidad animales resistentes y susceptibles a enfermedades o desérdenes meta-
bédlicos con objeto de analizar la base genética de estos caracteres.

En definitiva, la seleccion gendmica es la herramienta de mayor impacto sobre la
eficiencia de la seleccién animal que el mejoramiento genético ha producido en mu-
chos afios, particularmente para el bovino de leche. Esto quedé reflejado en el ulti-
mo “World Congress on Genetics Applied to Livestock Production” celebrado en
Leipzig en agosto del 2010, de 846 comunicaciones presentadas, nada menos que
276 eran sobre seleccién gendmica. Existen varias incégnitas relacionadas con la
implementacién de la seleccion gendmica que iran clarificando en los préoximos
afios. En primer lugar, respecto a temas de disefio como la eleccion de la poblacién
de referencia: una o varias razas, nimero de animales y nimero de marcadores a
genotipar y con qué frecuencia se han de re-estimar los efectos de los marcadores
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o introducir nuevos marcadores. La secuencia genémica completa de un animal a
un precio razonable sera probablemente factible en poco tiempo, pero esto éau-
mentard la precisién o introducird mas ruido? En segundo lugar, respecto a los mo-
delos y enfoques estadisticos. Aunque los modelos bayesianos propuestos inicial-
mente (Meuwissen et al., 2001) son, de momento, los mas aceptados, se estan
investigando otras alternativas de tipo no-paramétricos tales como métodos de ma-
ching learning, redes neuronales o redes bayesianas!’/'8, (Gianola et al., 2006; Gia-
nola and de los Campos, 2008; Gonzalez-Recio et al., 2008). En tercer lugar, en al-
gunas especies, como cabras y conejos, todavia no se ha secuenciado el genoma y
por tanto no existen chips de SNP disponibles. En cuarto lugar, quizas la limitacion
mas importante es la falta de medidas fenotipicas para caracteres dificiles de medir
tales como la resistencia a enfermedades vy al estrés, la fertilidad, la longevidad y la
utilizacion de nutrientes. Es mas, cabe pensar que si los ganaderos piensan que
elegir a los animales por su valor genémico es suficiente, tienen menos incentivos
para medir los caracteres fenotipicos, aunque en ultima instancia son imprescindi-
bles para conocer el efecto de los marcadores. Finalmente, lo que nos gustaria co-
nocer es la biologia de las interacciones entre los genes y de estos con el ambiente
para producir los fenotipos complejos.

3.5. Ciencia ficcion: el uso combinado de la seleccién
gendmica y la manipulacién de los gametos
y embriones

Meuwissen et al.,® también sefialaron que en el futuro la tasa de progreso genético
podria aumentar todavia mas si la seleccion gendmica se combinara con las tecno-
logias de manipulacién de gametos y embriones. Estas Ultimas permitirian reducir
todavia mas los intervalos generacionales y aumentar el nimero de ciclos de selec-
cién por unidad de tiempo. En la denominada velogenetics los oocitos se recolecta-
rian del Utero de las terneras, se madurarian in vitro, se fertilizarian y los embrio-
nes se seleccionarian genémicamente. Posteriormente, se implantarian en vacas
receptoras. El proceso podria repetirse recolectando oocitos de esta segunda gene-
racion con lo que el intervalo generacional se reduciria a unos 3-6 meses. En la pro-
puesta denominada whizzogenetics, los embriones, en vez de re-implantarse se cul-
tivarian in vitro, se induciria la meiosis y se formaria una nueva generacién de
embriones. Asi podria practicarse varias generaciones de seleccion gendémica en el
laboratorio con un intervalo generacional de unos quince dias.

7 Gianola, D.; de los Campos G. (2008). Inferring genetic values for quantitative traits non-pa-
rametrically. Genetics Research, 90, 525-540.

18 Gonzalez-Recio, O.; Gianola, D.; Long, N.; Weigel, K. A.; Rosa, G. J. M. and Avendafio, S.
(2008). Nonparametric methods for incorporating genomic information into genetic evalua-
tions: An application to mortality in broilers. Genetics, 178, 2305-2313.



4. Aplicacion de la seleccion genética
y gendmica en agricultura

4.1. Caracteristicas especificas de las plantas
y sus genomas en relacién con su mejora genética

Las plantas constituyen un conjunto diferenciado de especies con caracteristicas
bioldgicas propias, muchas de las cuales determinan el modo en que pueden estu-
diarse a nivel genético y manipularse para obtener variedades mejoradas, ya que:

a) Habitualmente es posible obtener un elevado nimero de descendientes por cru-
zamiento.

b) Muchas especies pueden autofecundarse y generar lineas puras que reproducen
el mismo genotipo y fenotipo.

c) La reproduccion vegetativa o clonal es posible en muchos casos, algunas veces
con gran facilidad, por esquejes, injertos u otros propagulos, lo que permite la
evaluacion de individuos parcialmente heterocigdticos en ensayos replicados.
Muchas especies pueden propagarse o regenerarse a partir de protoplastos o de
diversos tejidos por procedimientos in vitro.

d) Las plantas admiten frecuentemente la hibridacién interespecifica, la poliploidia
y la haploidia, lo que las convierte en organismos particularmente flexibles res-
pecto a su contenido genético lo que permite acceder a fuentes o modos de va-
riabilidad de las que otros organismos carecen.

También las plantas representan un conjunto muy heterogéneo de organismos vi-
vos que difieren en aspectos esenciales de su biologia. Uno de ellos es el sistema
reproductivo dentro del que se distinguen las especies de reproduccién sexual, en-
tre las que se encuentran las tipicamente autégamas, como el trigo, la cebada, el
arroz, la colza o la soja y las alégamas, como el maiz, la cebolla, la mayoria de los
arboles frutales, las especies de reproduccidon vegetativa como la fresa y muchas
ornamentales, y las apomicticas, como el ajo. Muchas especies combinan de mane-
ra natural o artificial diversos de estos modos de reproducciéon, como muchos de los
cultivos frutales y ornamentales que suelen reproducirse sexualmente aunque como
cultivos se propaguen por la via vegetativa o varios citricos que son naturalmente
apomicticos pero se suelen propagar vegetativamente.

Otro aspecto diferencial entre diversas especies de plantas es su contenido en ADN.
Un genoma pequefio, como el del melocotonero (230 Mbp), es 100 veces menor
que el del puerro (24.000 Mbp). Estas diferencias, sin embargo, no son tan grandes
en lo que respecta al niumero de genes, que raramente superan el doble de los
~27.000 estimados para Arabidopsis independientemente del tamafio total del ge-
noma (Sterck et al., 2010). El tamafio del genoma si es en cambio un problema
para su secuenciacion, que aumenta en complejidad y precio en los genomas mayo-
res. Es por ello que algunos de los cultivos de mayor importancia econémica, como
el trigo o la cebada, no han sido secuenciados todavia, aunque dado el ritmo de cai-
da del coste de secuenciaciéon de ADN es previsible que todos los genomas del cen-
tenar de especies de mayor importancia en agricultura lo sean a medio plazo.
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4.2. Aplicaciones de los marcadores moleculares
a la seleccion y mejora genética de plantas basadas
en un namero bajo de marcadores

La era del uso de marcadores moleculares se inicia en plantas en el Ultimo cuarto
del siglo pasado con las isoenzimas. A pesar de sus limitaciones en cuanto a nime-
ro, con ellas se pusieron las bases de la aplicacién de los marcadores a la genética
y mejora de plantas (Tanksley y Orton, 1983). En el transcurso de los afios siguien-
tes, emergieron nuevos marcadores a partir de la mejora de las tecnologias de ma-
nipulacion del ADN, como los métodos de extraccion, el uso de enzimas de restric-
cion, el descubrimiento de la reaccion en cadena de la polimerasa y mas
recientemente el abaratamiento de la secuenciacion, particularmente con las llama-
das tecnologias NGS (Next-Generation Sequencing), que actualmente permiten dis-
poner de juegos de marcadores en numeros suficientemente grandes, buena cali-
dad y precio razonable como para que sean empleados por practicamente todas las
empresas de mejora de plantas.

Entre los marcadores mas usados destacan los basados en microsatélites (o SSR
por Simple-Sequence Repeats) y los SNP (Single Nucleotide Polymorphisms). El he-
cho de que cada vez sea mayor el nimero de genomas secuenciados favorece el
uso de ambos tipos de marcadores. Aunque los SSR se emplean profusamente en el
ambito aplicado, los SNP van ganando progresivamente terreno dado que existen
métodos muy diversos y versatiles para detectarlos, muchos sin necesidad de sepa-
racion electroforética, que su coste es previsible que siga descendiendo y que pue-
den basarse en la misma secuencia del gen (o incluso de la mutacién) causante de
la diferencia fenotipica a seleccionar. Otros marcadores no especificos de secuencia,
como AFLP, RAPD o similares son usados para aplicaciones muy puntuales y cada
vez mas raramente.

4.2.1. Identificacion de genotipos y control de calidad

Entre las primeras aplicaciones de los marcadores a los programas de mejora de
plantas destacan las relacionadas con el control de calidad de las semillas o plantas
comercializadas por las empresas. Una de ellas es la determinacién de pureza en
semilla de hibridos F1. Este tipo varietal, generalizado en muchas especies como el
maiz, la remolacha y la mayoria de las hortalizas, exige asegurar que la semilla no
hibrida, habitualmente debida a autofecundaciones de la linea usada como parental
femenino, esté por debajo de determinado umbral. El riesgo de lotes de semillas no
conformes se agudiza con la globalizaciéon de la produccién de semilla hibrida, ya
que muchas empresas contratan a terceros de todo el mundo la producciéon de una
parte de la semilla que comercializan por cuestiones de precio y disponibilidad du-
rante todo el afio. Un test de pureza hibrida puede realizarse facilmente con el uso
de un solo marcador homocigoto para alelos distintos en cada uno de los parentales
del hibrido. Se toma para ello una muestra de semillas de cada lote, se determina
el genotipo de cada una de ellas y se calcula la proporcién de semillas que no tie-
nen el genotipo heterocigoto esperado. La rapidez y eficiencia de este test es un
elemento clave desde hace ya muchos afos para asegurar la calidad de la semilla
hibrida y las empresas dedican una parte considerable de su esfuerzo en marcado-
res a esta labor. El mismo principio se puede aplicar de una manera general al con-
trol de identidad de lotes de semilla (hibrida o no) o de planta (en especies de re-



produccion vegetativa), para evitar poner en el mercado lotes erréneos o mezclas
de plantas o semillas. En este caso el test se hace con un conjunto de marcadores
suficiente (5-10 SSR o 10-30 SNP) para poder separar todas las variedades con las
que exista riesgo de mezcla o confusién.

Otra aplicacion importante en este ambito se refiere al uso de los marcadores para
la proteccion de derechos de obtentor. La reproduccion y venta de semilla y planta
de una variedad sin autorizacién de su propietario legal, el obtentor que ha prote-
gido dicha variedad, estad penalizada por la legislacion de muchos paises. La situa-
cién es particularmente grave en variedades linea pura, de polinizacidn abierta o de
reproduccion vegetativa que no tienen un sistema de autoproteccion como los hi-
bridos F1. La demostracién de si dos muestras problema pertenecen o no a la mis-
ma variedad puede ser larga, dificil y, a veces, sin una conclusidn suficientemente
rotunda cuando se basa en caracteres morfoloégicos. En especies arboreas como los
frutales o la vid, el largo periodo necesario para tales ensayos puede resultar en la
imposibilidad real de la defensa de los derechos de los mejoradores. Una solucién
es el uso de marcadores moleculares para identificar en dias o incluso horas cada
variedad por su genotipo para un juego de SSR o SNP. Espafia es pionera en el uso
de tales técnicas que han sido aplicadas especialmente en frutales de hueso y de
una manera particular en melocotonero y nectarina, donde la producciéon es eleva-
da y el fraude importante. La accién conjunta entre la empresa GESLIVE AIE, la or-
ganizacion de los mejoradores que operan en Espafia para la gestion de las licen-
cias varietales, y el servicio de marcadores moleculares IRTAGen del IRTA ha
permitido reducir considerablemente el fraude, utilizando los marcadores como ele-
mento clave para el test de identidad varietal. Estas pruebas han sido aceptadas
por los tribunales espafioles como prueba relevante en los juicios realizados. Ac-
tualmente existe experiencia y capacidad de identificacion GESLIVE-IRTAGen para
14 cultivos, la mayoria frutales y ornamentales, aunque también en algunos cerea-
les y leguminosas.

4.2.2. Seleccion asistida por marcadores (MAS)

En su acepcion mas sencilla, la MAS consiste en utilizar el genotipo de un marcador
en las proximidades de un gen mayor que determina un caracter de interés para
seleccionar este caracter en lugar de hacerlo usando el fenotipo. En plantas es fre-
cuente que haya genes mayores interesantes como las resistencias a enfermedades
u otros caracteres que a veces provienen de lineas exoéticas o de especies silvestres
intercompatibles con la cultivada. Con la MAS se trata de seleccionar antes, con
mayor precision o a menor precio que los requeridos cuando se usa el fenotipo. Uno
de los ejemplos pioneros de esta aplicacidon fue el uso de un gen de una fosfatasa
acida del tomate (Aps-1) para seleccionar para el gen Mi de resistencia a nemato-
dos procedente de una especie silvestre relacionada (Medina-Filho, 1980).

Para poder realizar la MAS es preciso primero disponer de al menos un marcador en
las proximidades del gen a seleccionar, lo que puede conseguirse de diversas mane-
ras. Dos de las mas habituales se describen a continuacion:

a) Mapeo en descendencias tipo F2, BC1, o similares que segreguen para el gen de
interés. Con ellas se construye un mapa de marcadores y se estudia la co-segre-
gacion de estos con el caracter de interés. La localizacién del gen mayor en el
mapa supondra también la identificacion de marcadores en su proximidad. Pues-
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to que se suele usar un numero limitado de marcadores para construir estos ma-
pas, habitualmente seleccionados de mapas de referencia para asegurar que el
genoma quede totalmente cubierto a distancias parecidas y grandes (15-25 cm
por marcador), el gen estudiado suele estar alejado del marcador mas préximo
(para la MAS es deseable que la distancia entre marcador y gen sea <1 cm). Por
ello es habitualmente necesaria una segunda ronda de seleccién de marcadores
que puede hacerse a partir de otros transferibles ya mapeados en mapas de re-
ferencia. Si se dispone de un mapa fisico o de la secuencia del genoma en la es-
pecie de interés o en otra muy préxima, se puede usar esta informacion para
buscar otros marcadores mas cercanos que puedan emplearse en MAS.

b) Uso de mezclas de ADN en poblaciones segregantes. Este método descrito por
Michelmore et al. (1991) como bulked segregant analysis (BSA) consiste en ob-
tener una poblacién (F2, BC1, etc.) que segregue para el gen de interés, fenoti-
parla y, a continuacion, seleccionar dos grupos de plantas (~6-14 individuos por
grupo) con fenotipos alternativos (p. €j., uno de plantas resistentes y otro de
susceptibles a una enfermedad), extraer su ADN y mezclar el de los individuos
con el mismo fenotipo. Las dos mezclas de ADN se usan entonces para obtener
el mayor niumero posible de marcadores moleculares (los AFLP y RAPD son muy
usados para este propdsito) en busca de diferencias entre los patrones de ban-
das de las dos mezclas. Estas diferencias pueden corresponder a fragmentos de
ADN proximos al gen de interés. Se aislan entonces estos fragmentos y se ela-
boran marcadores polimérficos cuya segregacién se estudia en la poblacidn.
Aquellos suficientemente préximos al gen de interés se usan en MAS.

4.2.3. Seleccion de todo el genoma en programas de retrocruzamiento

Uno de los métodos mas utilizados en mejora vegetal es el del retrocruzamiento
cuyo objetivo es incorporar (introgresar) en una linea élite un gen que se encuen-
tra en una variedad exdtica o en una especie proxima. Para ello se cruzan las dos
lineas y se utiliza la linea élite como parental recurrente, es decir, para retrocruzar
en generaciones sucesivas. En cada generacién de retrocruzamiento (se suele lle-
gar hasta la seis u ocho) se selecciona a favor de la presencia del gen a introgresar
y de las plantas que tengan mayor parecido parental recurrente. Al final del proce-
so se llega a una linea idealmente idéntica al parental recurrente con la excepcion
de un fragmento de ADN de la linea donante que contiene el gen que hemos intro-
gresado.

Para acortar este proceso se usa un conjunto de marcadores que cubran el genoma
de la especie estudiada a distancias relativamente grandes (20-30 cM) y se selec-
cionan aquellos individuos de la primera generacion de retrocruzamiento (BC1) que
tengan el mayor nimero posible de marcadores homocigotos como en el parental
recurrente, con la excepcion del gen de interés que debe seleccionarse en heteroci-
gosis (usando un marcador muy proximo o seleccionando previamente los indivi-
duos que muestren el caracter, si se trata de un alelo dominante). En generaciones
posteriores se completa la seleccion en homocigosis de los marcadores aun hetero-
cigotos. El proceso normalmente termina en la BC2 o BC3, lo que supone un ahorro
de 3-6 generaciones con respecto al procedimiento convencional. Esta es una de las
aplicaciones mas usadas por las empresas, particularmente para las especies que
se comercializan como lineas puras o hibridos F1.



4.3. Nuevas aplicaciones de los marcadores basadas
en la cobertura completa del genoma

El desarrollo de las tecnologias de NGS ha sido una de las causas del abaratamiento
de la secuenciacion de ADN que ha ocurrido en los Ultimos afios y que previsible-
mente continuara en el futuro (ver Apartado 2). Una de las consecuencias de este
avance es la posibilidad de la secuenciacion de novo del genoma de muchos cultivos
para los que hasta ahora esto era econdmicamente prohibitivo. Después de Arabi-
dopsis el afio 2000 han seguido, o seguiran en los proximos meses, especies como
el arroz, Populus, papaya, vid, Sorghum bicolor, pepino, patata, ricino, manzano,
maiz, melodn, fresa diploide, melocotonero y tomate, la mayoria obtenidas en el pe-
riodo 2008-2010, a las que se uniran en un futuro muy préximo las de cualquier es-
pecie que tenga una minima importancia econdmica, incluidas las que tienen gran-
des genomas.

La busqueda de genes y marcadores para su seleccidn en una especie determinada
se simplifica cuando se puede acceder a su genoma y, aunque sigue siendo necesa-
rio establecer la posicion del gen/QTL de interés por la via, que podriamos llamar
convencional, del andlisis genético con mapas de marcadores, la operacion de desa-
rrollar mapas de alta precision y detectar posibles genes candidatos o marcadores
estrechamente ligados se limita esencialmente a una busqueda in silico que debe
después ser refrendada en poblaciones segregantes.

4.3.1. Uso del desequilibrio de ligamiento: genética de asociacion

Un elemento crucial de las tecnologias NGS ha sido su capacidad de generar una
gran cantidad de datos sobre variabilidad intraespecifica que han permitido descu-
brir un gran nimero de SNP en muchas especies. Cuando la secuencia del genoma
estd disponible en la especie estudiada, estos marcadores se pueden mapear con
muy poco esfuerzo. Estos SNP son la base de chips de gran resolucién (decenas de
miles de marcadores por ensayo) con los que se puede acceder a los bloques cro-
mosdmicos conservados entre individuos separados entre si muchas generaciones vy,
por consiguiente, a hacer uso del desequilibrio de ligamiento (DL) como elemento
de andlisis genético (Rafalski, 2010). Con ello es posible un analisis genético de una
amplitud y precision muy superiores a las que pueden obtenerse con el andlisis con-
vencional basado en el estudio de segregaciones biparentales. El analisis conjunto
de un gran ndimero de marcadores en una coleccién de individuos procedentes de
colecciones de germoplasma vy, por tanto, de pedigri desconocido o incompleto que
han sido fenotipados para diversos caracteres permite identificar asociaciones esta-
disticas entre ciertos marcadores o haplotipos y estos caracteres. A esto se llama
mapeo por asociacién o por DL. Las ventajas del mapeo por asociacién son: prime-
ra, que en una poblacién de 100-200 individuos de una especie hay una muestra
mucho mayor de la variabilidad genética para cada caracter, tanto en nimero de
QTL como de alelos de estos QTL, lo que permite un analisis mucho mas exhaustivo
que en una descendencia biparental tipo F2, donde hay solamente dos alelos por lo-
cus segregante; y segunda, que el mapeo es mas preciso ya que la probabilidad de
que dos loci ligados haya recombinado es mayor, al haber ocurrido un nimero de
meiosis mas elevado, lo que significa que solamente los marcadores muy cercanos a
los genes de interés, incluyendo los que ocurren dentro de estos genes, estaran
asociados a ellos.
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La precision del mapeo serd mayor cuanto menor sea el nivel de conservaciéon del DL en
la poblacién analizada, lo que depende de la historia de cada especie. La conservacion
del DL decae con la distancia genética, el nimero de generaciones desde un progenitor
comun y el nivel de recombinacion del genoma o zona gendmica estudiados. Por el con-
trario, el DL se conserva en especies autégamas (la homocigosis reduce la eficacia de la
recombinacion) y en especies que han sufrido importantes cuellos de botella poblacio-
nales en su historia reciente. En plantas existen casos extremos de especies de baja
conservacion del DL, particularmente en alégamas como el maiz (Yu y Buckler, 2006)
donde el DL desaparece en pocas kbp, hasta especies como el melocotonero (autbgama
y con un reciente evento de deriva genética al inicio de la mejora moderna) en la que
este puede conservarse durante varias Mbp (Aranzana et al., 2010).

Cuando la conservacion del DL es baja, es posible con el uso de una elevada densi-
dad de marcadores en el conjunto del genoma o en la region de interés, localizar
con gran precision la posicion del gen de interés o verificar si la variabilidad de la
secuencia de un determinado gen candidato correlaciona con el caracter al que su-
puestamente afecta. Cuando el DL es elevado, es posible hacer rastreos del geno-
ma completo (whole-genome scans) para genes o QTL de interés con un numero
mucho menor de marcadores, aunque la precision del mapeo de cada gen/QTL sea
menor. Puesto que diferentes colecciones de la misma especie pueden en funcion
de su historia tener diferentes niveles de DL, puede escogerse la poblacion y el en-
sayo de marcadores en funcidn del objetivo: en cebada, Caldwell et al., 2006 ob-
servaron que el DL era muy superior en variedades comerciales que en colecciones
de materiales ancestrales, lo que permite esta estrategia a dos niveles en los que la
primera coleccion sirve para localizar la posicion del gen/QTL de interés y la segun-
da permite proceder a su mapeo fino o eventual clonacién.

La existencia de estructura poblacional en la especie estudiada, favorecida por la
deriva genética y la seleccidon direccional, genera asociaciones espurias entre mar-
cadores y caracteres no ligados, lo que complica el analisis de asociacion. Es preci-
so conocerla de antemano a partir de analisis de variabilidad previos y corregirla
tanto en la seleccién de la coleccién de genotipos a analizar como en el método de
analisis de asociacion posterior. Otro elemento limitante es la presencia de alelos
raros, que dificilmente seran detectados si su efecto no es muy grande. Para anali-
zar estos alelos el mapeo con poblaciones biparentales sigue siendo imprescindible.

4.3.2. Generacion de poblaciones especialmente adaptadas al analisis
de asociacion

Dada la importancia y precision del analisis de asociacion y la versatilidad de las
plantas para poder crear poblaciones adecuadas para estudios genéticos, se han
desarrollado diversas colecciones experimentales de plantas que superan las limita-
ciones de las descendencias biparentales y las colecciones de genotipos, permitiendo
un analisis genético de todo tipo de caracteres de un modo mas eficiente y riguroso.

En primer lugar, es posible mejorar la resolucion de mapeo de una poblacién bipa-
rental por el procedimiento de forzar una serie de generaciones de polinizacién cru-
zada a partir de la F2 (Darvasi y Soller, 1995), seguidas a veces por autofecunda-
ciones hasta obtener lineas recombinantes consanguineas (RIL). Con ello se
aumenta el nUmero de meiosis y por tanto de sobrecruzamientos en la poblacion a
fenotipar, disminuyendo el DL y permitiendo la localizacién de la posicion de marca-
dores, genes o QTL con mayor precision.



Una versidon mas elaborada, que implica la creacién de poblaciones con multiples
parentales con el objeto de acceder a una variabilidad mayor, es la llamada MAGIC
(Multiparent Advanced Generation Intercross) que fue propuesta inicialmente en ra-
tones, y recientemente ha empezado a utilizarse en plantas, donde Kover et al.
(2009) desarrollaron una poblaciéon en Arabidopsis, basada en 527 RIL obtenidas
del intercruzamiento entre 19 fundadores que mostré su eficacia en el mapeo fino
de QTL de varios caracteres de desarrollo. A partir de estos conceptos, que tratan
de complementar el mapeo de QTL convencional y de asociacidon, McMullen et al.
(2009) desarrollaron un nuevo concepto de mapeo basado en la poblacién llamada
Nested Association Mapping (NAM), que consiste una coleccién de RIL obtenidas a
partir de individuos F1 entre 25 lineas puras de maiz de origen diverso cruzadas
con una linea pura de referencia, B73, a razén de unas 200 RIL por familia (5.000
en total). En esta poblacion se ha elaborado un mapa con 1.106 marcadores que ha
permitido detectar un total de 136.000 sobrecruzamientos, que supondrian de pro-
medio tres sobrecruzamientos por gen en el genoma del maiz. La poblacién NAM
permite, por tanto, el analisis genético de caracteres de herencia compleja con una
inusitada precision, facilitando la localizacion de la mayor parte de los genes impli-
cados en su expresién, asi como de sus alelos, sus interacciones con otros genes y
el ambiente, asi como una via hacia la identificacién de las secuencias responsables
de la variabilidad encontrada. La poblacién NAM ha sido ya usada para el analisis de
la época de floracién en maiz (Buckler et al., 2010), detectando un elevado niumero
de QTL distribuidos por todo el genoma, con efectos menores cada uno de ellos, va-
rios alelos por locus procedentes de diferentes lineas, modo de accién esencialmen-
te aditivo con poca epistasia e interaccion con el medio. Esta poblaciéon es un recur-
so de enorme valor para el objetivo inicial de la aplicaciéon a la mejora, que es la
identificacién y caracterizacién de todos los puntos del genoma donde existen genes
que afectan a un caracter determinado. Parece probable, a pesar de que el coste de
creacién y mantenimiento de este tipo de poblaciones no es desdefiable, que se
creen otras parecidas en otras especies con el objetivo de realizar analisis genéticos
en profundidad de caracteres hasta ahora dificiles de tratar con las aproximaciones
convencionales.

4.3.3. Nuevas estrategias de mejora especialmente adaptadas
a la seleccion de caracteres de herencia compleja

La disponibilidad de juegos de marcadores con cobertura de todo el genoma a unos
costes por marcador bajos empieza a generar métodos de mejora que utilizan esta
informacion. Si la metodologia de seleccion de todo el genoma descrita anterior-
mente (apartado 4.2.3) era posible con una cobertura del genoma de muy baja
densidad y permitia en esencia la recuperacidon del fondo genético de una linea con
la seleccidon de un solo gen o QTL, ahora es posible plantearse esta misma estrate-
gia seleccionando para varios caracteres al mismo tiempo, para caracteres determi-
nados por varios loci o para ambas situaciones. Dos de las nuevas metodologias
propuestas, particularmente para la seleccidon simultanea de diversos QTL, son:

- MARS (Marker-Assisted Recurrent Selection): En esencia consiste en aumentar la
frecuencia de alelos favorables en uno o varios caracteres de herencia compleja a
base de seleccionar marcadores asociados a los QTL que los determinan. Aunque
los esquemas de mejora usados pueden ser muy diversos, el método parte del
genotipado y fenotipado de una poblacidén segregante con un nimero de marca-
dores que garanticen la cobertura de todo el genoma. Los datos obtenidos se
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usan para identificar un conjunto mas pequeifio de marcadores estrechamente
asociados a QTL de efectos importantes. Estos marcadores permiten la posterior
seleccién de los individuos con mayor frecuencia de los alelos favorables de los
QTL, que se intercruzan nuevamente para obtener una siguiente generacién que
estard enriquecida en los alelos que nos interesa seleccionar, repitiéndose este
ciclo las veces que se considere adecuado (Bernardo, 2008; Ribaut et al., 2010).
Una ventaja de este procedimiento es que una vez identificado el juego de mar-
cadores relevante, lo que se hace en el medio donde la nueva variedad quiere
implantarse, pueden realizarse varios ciclos de seleccién, Unicamente basados en
el genotipo, en medios que permitan acortar el periodo intergeneracional. De
este modo se produce un avance mas rapido y efectivo hasta que en las ultimas
fases de seleccion las descendencias segregantes se vuelven a evaluar en las
condiciones ambientales para las que se queria mejorar.

- Seleccion gendémica o GWS (Genome-wide Selection): La cobertura de todo el
genoma con marcadores que aseguren el seguimiento de todos los bloques de li-
gamiento es posible cada vez en un mayor nimero de especies. Por lo tanto pue-
den encontrarse marcadores asociados a cada uno de los QTL de un caracter o
del conjunto de caracteres interesantes en un cultivo. El genotipo para estos
marcadores de cada individuo permitiria estimar tanto su valor fenotipico como
su valor de mejora cuando fuera usado como parental en el proceso de obtencidn
de una nueva variedad. Estos conceptos que son la base de la seleccion gendmi-
ca (Goddard y Hayes, 2007) ya usada en mejora animal, tienen similares aplica-
ciones en plantas, aunque actualmente su uso estad en una fase muy preliminar.
Una primera aproximacion, consiste en seguir un esquema igual que en MARS,
pero utilizando todos los marcadores en cada ciclo sin ningln analisis previo de
QTL (Bernardo, 2008). El valor de cada individuo se estima usando el conjunto la
informacion generada por los marcadores con BLUP (Best Linear Unbiased Predic-
tion) o con estimadores Bayesianos. Los individuos con mejores valores genotipi-
cos serian seleccionados como parentales para la siguiente generacion. De este
modo se seleccionarian, ademas de los QTL mayores (los que se seleccionan en
MARS), otros menores que pueden permitir un aprovechamiento mas exhaustivo
de la variabilidad existente para el caracter o caracteres de interés. Tanto MARS
como GWS, pueden representar un gran avance en especies con largos periodos
intergeneracionales, como muchas especies arboreas, al permitir el avance de
generaciones basado Unicamente en la seleccion genotipica, sin tener que espe-
rar una evaluacion fenotipica que puede llevar largos afos, asi como la estima
del valor de mejora de los fundadores de los programas de mejora.

4.4. Casos practicos: estado actual de la seleccion genética
y gendmica en varias especies

A continuacidn se resume la situacion actual de la aplicacién de las tecnologias de
marcadores moleculares en varias especies cultivadas que representan un amplio
rango de la casuistica posible en cuanto a diversidad gendmica, nivel de conocimien-
tos, caracteristicas vegetativas y reproductivas. En todas ellas se usan extensiva-
mente los marcadores como herramientas para identificacion varietal con objetivos
de control de calidad o defensa de los derechos de obtentor, ademas de las aplicacio-
nes relacionadas con la seleccidon que se citan en mayor detalle a continuacion:



Trigo: Una de las fuentes basicas de la alimentacion humana. Planta herbacea,
anual y autégama, originaria del Creciente Fértil, con un genoma hexaploide
(2n=6x=42) de gran tamafo (~16.000 Mbp por genoma haploide). Las variedades
comerciales son generalmente lineas puras. Su genoma no ha sido aun secuencia-
do, pero existen consorcios cientificos activos que permiten pensar en un avance
muy rapido durante los proximos afios. En cualquier caso, la informacion disponible
sobre secuencia de EST, BAC y mapa fisico es de las mas detalladas en plantas,
ademas de una importante colecciéon de materiales y fenotipos desde muy antiguo
y acorde con una comunidad cientifica internacional numerosa y bien organizada.

La MAS se practica en programas publicos y privados para mas de 65 /oci donde
se encuentran genes/QTL mayores, muchos de los cuales determinan la resisten-
cia a diversas enfermedades y plagas, juntamente con algunos genes de calidad
del grano o resistencias a estrés abidtico (Gupta et al., 2010). Habitualmente la
seleccién se hace para varios de estos caracteres al mismo tiempo. No siempre
existen marcadores suficientemente cercanos a estos /oci, ni tampoco es posible
asegurar su polimorfismo en la mayoria de poblaciones a analizar. Aunque ya
existen mapas de alta resolucidén basados en marcadores tipo SSR, RFLP y DArT,
el futuro desarrollo de chips de SNP de alta densidad y la creciente informacién
de secuencia basada en NGS facilitaran la resolucién de estos problemas.

Se estan construyendo poblaciones MAGIC para el trigo (Cavanagh y Morell,
2008), de 1.500 y 5.000 RIL a partir de cuatro y ocho fundadores, respectiva-
mente. Estas poblaciones seran de ayuda para mejorar el conocimiento actual so-
bre diversos caracteres de herencia compleja, particularmente los relacionados
con altura de la planta y época de maduracién, aunque otras poblaciones deberan
ser construidas para otros caracteres importantes. Aproximaciones de mejora tipo
MARS o GWS no han sido aplicadas aun al trigo.

Melon: Una de las hortalizas mas cultivadas en el mundo, con centro de origen pri-
mario probable en el Cuerno de Africa y centro secundario en la India. Aunque fue
uno de los primeros modelos para la comprension de las leyes de la herencia (Sage-
ret, 1926), su conocimiento genético se estanco y no ha reverdecido hasta las dos
Ultimas décadas, gracias a una pequefa y activa comunidad cientifica y al gran inte-
rés comercial que la mayor parte de las empresas de semillas horticolas tiene por
esta especie. El meldn es una especie aldgama, con un nivel de variabilidad interme-
dio, sin otras especies préoximas con las que se pueda intercruzar, diploide
(2n=2x=24) y con un genoma pequeiio (450 Mbp). Este genoma esta en las Ultimas
fases del proceso de secuenciacion, que ha sido posible gracias a la tecnologia NGS y
a la existencia de una fuerte base previa, particularmente un mapa genético satura-
do, un mapa fisico y una coleccién importante de EST, todos ellos en una base de
datos de acceso publico (http://www.icugi.org/cgi-bin/ICuGI/misc/project.cgi).

Se han descrito mas de 100 genes en meldn, de los que al menos 29 se habian lo-
calizado en el mapa de la especie (Pitrat, 2006). De ellos, al menos 10 se usan re-
gularmente para la MAS, la mayor parte genes que confieren resistencia a enferme-
dades. Entre estos Ultimos, cuatro (dos resistencias a enfermedades y dos genes
relacionados con la determinacién del sexo) han sido clonados posicionalmente.
Puesto que el mayor esfuerzo de mejora se hace en la obtencién de hibridos F1, se
usa frecuentemente la via de las lineas diplohaploides (que se identifican con mar-
cadores) y la mejora por retrocruzamiento cuando se trata de incorporar algun gen
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procedente de una linea exdtica, lo que se facilita con la selecciéon de todo el geno-
ma usando marcadores que cubran el genoma a baja densidad.

Existe una coleccién de lineas casi-isogénicas (NIL) basada en fragmentos de una
variedad coreana en el fondo de variedad Piel de Sapo, la mas cultivada en Espafa
(Eduardo et al., 2005). Esta coleccién ha sido muy util para el analisis de caracte-
res de herencia compleja como la forma y tamafio del fruto, la época y tipo de ma-
duracién y algunas resistencias a enfermedades poligénicas como el CMV (virus
del mosaico del pepino). En la actualidad, se estén resecuenciando algunas lineas
antiguas y comerciales de meldn que proporcionaran una enorme cantidad de SNP
que permitirdn ensayos para la caracterizacién del DL, como primer paso para la
aplicacion de la genética de asociacién para el analisis genético.

Melocotoén: El frutal de clima templado mas cultivado después del manzano vy el
peral. Pertenece a un género (Prunus) en el que se encuentran mas de un cente-
nar de especies entre las cuales algunas cultivadas como el albaricoque, cerezo,
ciruelo y almendro, y otras que se usan como ornamentales o portainjertos. Algu-
nas de estas especies son intercompatibles y producen descendencia fértil, lo que
supone un raudal de variabilidad potencial que casi no ha sido usada. El melocoto-
nero es un arbol originario de China cuyo sistema de reproduccién comercial es
por la via vegetativa (injerto), aunque tiene un sistema de reproduccién sexual
operativo y suele autofecundarse. Si se reproduce por semillas su periodo interge-
neracional es relativamente corto (2-4 afios). Su genoma es diploide (2n=2x=16)
y muy pequefio (230 Mbp), su nivel de variabilidad bajo, con un reciente evento
de deriva genética que en conjunto determinan la existencia de estructuras subpo-
blacionales y una elevada conservacion del DL (Aranzana et al., 2010).

Existe informacion sobre varias decenas de genes mayores, de los que 28 estan
integrados en el mapa de alta densidad de referencia en la especie (Dirlewanger
et al., 2004), la mayoria son genes relacionados con las caracteristicas del fruto y
de la planta. El nivel de aplicacién de marcadores en mejora esta en alza pero es
todavia escaso, con solamente cuatro genes, dos relacionados con el fruto, uno
de forma y otro de acidez de la pulpa, y dos mas de resistencia a nematodos (en
este caso solamente para portainjertos), que sean usados habitualmente en MAS.
Otra aplicacion habitual es la caracterizacidon de parentales y su seleccién basada
en el genotipo de marcadores para predecir distancia genética, nivel de segrega-
cién o presencia de determinados alelos asociados con caracteres de interés. La
introgresion de genes de otras especies (almendro concretamente) esta también
en marcha con aproximaciones de seleccidon de todo el genoma.

Una de las restricciones de la aplicacion de la MAS es el propio sistema de mejora
en esta especie, influenciado por el largo periodo intergeneracional y la reproduc-
cién vegetativa del melocotonero, en el que las nuevas variedades se seleccionan
de las descendencias del cruzamiento entre dos parentales parcialmente heteroci-
gotos y mas o menos relacionados, lo que implica que la recombinacion es muy li-
mitada. Por otra parte, los caracteres mas interesantes son de tipo cuantitativo
(relacionados con la calidad del fruto). En estas circunstancias, la aplicacién de
aproximaciones de seleccion tipo MARS o de seleccion gendmica a la busqueda de
parentales de alto valor de mejora parecen opciones de gran valor en el futuro. Es-
tas aplicaciones estan al alcance de la mano desde el punto de vista de recursos
disponibles puesto que el genoma del melocotonero acaba de ser secuenciado y
hay en curso varios proyectos de resecuenciacidon que producirdn en los proximos
afos las herramientas necesarias para realizarlas (http://www.rosaceae.org/).



5. Aplicacion de la seleccion genética
y gendmica en silvicultura

Los arboles viven muchos mas afios que el resto de seres vivos. Esta obviedad es la
principal razén por la que los planteamientos de programas de mejora genética fo-
restal son muy diferentes al de otras plantas y animales. Esos programas son mu-
cho mas recientes que los de otras especies y las poblaciones mejoradas estan a
muy escasa distancia genética de las poblaciones naturales, manteniendo un alto
grado de variabilidad susceptible de ser utilizado. Hasta hace poco tiempo los incre-
mentos en produccion se conseguian ampliando las plantaciones aunque en la ac-
tualidad ya son numerosos los programas de mejora en todo tipo de arboles. La
meta de la mejora forestal es el incremento de la cantidad y la calidad de la madera
y los productos derivados.

El uso de marcadores que correlacionen las diferencias fenotipicas con variaciones
genéticas puede acelerar esos procesos de mejora. Los tiempos largos de genera-
cién y la escasa correlacion observada entre las caracteristicas de interés para indi-
viduos jovenes y maduros son causa de que los marcadores moleculares tengan
aun un mayor interés en el caso de la mejora forestal.

En principio hay dos estrategias para identificar genes de interés. La estrategia cla-
sica se basa en la busqueda de QTL en cruzamientos entre arboles con comporta-
mientos diferentes para el caracter en estudio. Hay un planteamiento mas reciente
que consiste en buscar genes por estudios de asociacion (correlacidon) entre la va-
riacion para un marcador molecular y la variacion fenotipica para el caracter. Como
se vera mas adelante, la aproximacion clasica tiene una serie de problemas que re-
ducen drasticamente su eficacia por lo que actualmente se tiende a emplear la es-
trategia de estudios de asociacion.

El empleo de herramientas moleculares en mejora forestal ha ido creciendo en la me-
dida que se ha ido avanzando en el estudio de sus genomas. Se han construido mapas
genéticos para un gran numero de especies forestales (http://dendrome.ucdavis.edu),
principalmente para identificar QTL. Por su mayor complejidad, hay menos trabajos
que comprueben el grado de conservacion de los QTL entre especies, aunque hay dos
notables excepciones. En el primer caso, se ha podido confirmar la conservacion para
QTL de floracidon entre Quercus y Castanea (Casasoli y col., 2006), mientras que en el
segundo se ha visto para QTL de densidad de la madera entre especies de Pinus (Telfer
y col., 2006).

Por el momento, el Unico genoma completamente secuenciado es el de una especie
de chopo (Populus trichocarpa) pero estan en fases muy avanzadas las secuencia-
ciones de diferentes especies en géneros como Eucalyptus, Pinus o Quercus. El res-
to de especies tienen en mayor o menor medida informacidon sobre mapas satura-
dos de marcadores moleculares o secuencias parciales. Estos datos estructurales de
los genomas forestales (donde estan los genes y qué secuencia tienen) son ademas
complementados con la informacion funcional de esos genomas (qué genes se ex-
presan en un determinado momento y para qué) gracias a la utilizacion de la tecno-
logia de microarrays, que permite el analisis de miles de genes a la vez, y de estu-
dios protedmicos que analizan el conjunto de proteinas que se encuentran en la
célula en un determinado momento. Hasta el momento, se han identificado nume-
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rosos genes candidatos a controlar todo tipo de caracteres, como los de crecimien-
to, de simbiosis, de embriogénesis o de biosintesis de la pared celular. Asi, en la ac-
tualidad hay herramientas para mejorar la mayor parte de especies forestales ba-
sandose en la combinacién de la caracterizacion fenotipica de los arboles y la
informacion molecular. Si sabemos donde se localizan los genes y tenemos una idea
de su funcién podremos mejorar muchos de los QTL que por el momento se resis-
ten a ser manipulados.

5.1. Estrategia clasica de identificaciéon de QTL

La mayor parte de QTL localizados por el momento estan relacionados con la adap-
tacion y el crecimiento de los arboles y con caracteristicas madereras. Entre otros,
se han localizados algunos en relacién con las propiedades fisicas de la madera que
afectan a la dureza (densidad de la madera, angulo de las microfibrillas, etc.) o con
las propiedades de la pasta de celulosa para hacer papel (produccién de pasta, pro-
porcidén de celulosa, longitud de las fibras, etc.). Ademas, se han identificado QTL
para resistencia a enfermedades, tiempo de floracién, resistencia al frio, composi-
cién en aceites de las hojas, y muchos mas (Butcher y Southerton, 2007).

Por lo general, los QTL se han identificado en descendencias segregantes pequefias,
de 100-200 individuos. En este tipo de poblaciones los efectos de los QTL tiende a
sobreestimarse. Su efecto se ve ademas notablemente afectado por el fondo gené-
tico, el ambiente y las interacciones con otros QTL. Por estas razones la localizacién
de los QTL descritos hasta el momento en arboles es mas imprecisa de lo que seria
deseable si se desea identificar los genes que los regulan. Debe tenerse en cuenta
gue en otras especies animales o vegetales el nUmero de cruzamientos que se pue-
den analizar es mucho mayor, permitiendo el estudio del mismo QTL en diferentes
ambientes o fondos genéticos. Los pocos casos en arboles en los que se ha podido
estudiar un QTL en diferentes condiciones son poco satisfactorios ya que al menos
la mitad de ellos no eran fiables (Wilcox y col., 2007).

La otra via aplicada para mejorar la fiabilidad de los QTL es la busqueda en las regio-
nes gendmicas correspondientes de genes candidatos. Mediante mapeo comparativo
con otras especies vegetales se han identificado numerosos genes candidatos para
caracteres de calidad de madera, floracion o estreses bidticos en especies de Populus,
Eucalyptus o Pinus. Los resultados de mapeo comparativo son mas esperanzadores
porque se ha podido comprobar que se conserva la localizaciéon y el orden de muchos
genes en especies alejadas dentro del reino vegetal. Es pues una fuente de informa-
cién con gran potencial para el estudio y mejora de QTL en arboles.

En resumen, esta estrategia de MAS basada en la deteccion de QTL parece por el
momento limitada para QTL muy concretos: de efectos muy grandes, en caracteres
que sean muy costosos o dificiles de evaluar en campo, que impliquen la destruc-
cién de individuos o que hayan demostrado escasas correlaciones entre el caracter
en estados juveniles y adultos. El sistema mejora su eficacia si se encuentra el gen
candidato acertado que puede utilizarse como marcador molecular diagndstico de
alta fiabilidad.



5.2. Estrategia de estudios de asociacion

En la introduccion de este informe ya se ha descrito que ante las limitaciones del
analisis clasico de QTL se ha planteado el estudio directo de la correlacion entre las
variaciones observadas en los fragmentos de ADN vy las variaciones para el caracter
de interés. En el caso de la mejora forestal la aplicacion de esta estrategia es muy
prometedora debido a las peculiaridades de estas especies que dificultan la busque-
da cldsica de QTL:

- Su gran tamafio y larga vida implica un coste en la creacidn y mantenimiento de
descendencias segregantes. En el caso de las coniferas, por ejemplo, una gene-
racion puede conllevar unos diez afios, y en el de algunas angiospermas como los
robles incluso mas.

- Tardan mucho tiempo en expresar de forma fiable los caracteres de interés en
mejora, lo que conlleva muchos afios de espera en la caracterizacién fenotipica
de los arboles.

- Hay un alto grado de conservacion en el orden de las secuencias de ADN dentro
de los cromosomas (sintenia), que facilita el intercambio de datos entre especies.

En la estrategia de busqueda de asociaciones se emplean poblaciones naturales.
Los marcadores moleculares asociados al caracter se pueden emplear posterior-
mente para seleccionar individuos en poblaciones de mejora. Frente al concepto de
seleccidn asistida por marcadores (MAS), que se refiere al método clasico de identi-
ficar genes de interés en cruzamientos, se contrapone el término seleccidn asistida
por genes (GAS, del inglés) que utiliza esta nueva forma de localizar genes por aso-
ciacion de la variacion en las secuencias con la variacion del caracter en estudio.

La idea de seleccionar individuos basandose en la variacion para las secuencias de
ADN no es nueva; de hecho, la MAS se basa en ese mismo principio. En cualquier
caso, hay notables diferencias entre la mejora asistida por genes y la asistida por
marcadores que son muy relevantes en relacién con los sistemas de mejora fores-
tal. En primer lugar, la MAS busca los genes de interés dentro de familias, mientras
la GAS lo hace entre familias, ampliando asi la probabilidad de éxito. Ademas, los
marcadores del tipo de los AFLP o los microsatélites suelen emplearse para cons-
truir los mapas que se utilizaran para la MAS, mientras que en el caso de la GAS es
indispensable el empleo de marcadores muy préximos o incluso dentro de genes
(SNP o indels).

Ha sido a partir de la aparicion de tecnologias de produccidon de grandes cantidades
de marcadores moleculares cuando se han abordado los estudios globales de aso-
ciacion. Recientemente, se han identificado marcadores del tipo SNP asociados a un
gen de la ruta de biosintesis de lignina en Eucalyptus nitens. En primer lugar se de-
tectaron dos haplotipos significativamente asociados a la dureza de la madera y
esos resultados fueron confirmados mediante analisis en descendencias segregan-
tes de E. nitens y E. globlus (Thumma y col., 2005). Hay otros ejemplos de estudios
de asociacidn global de SNP que han identificado genes de la ruta de biosintesis de
la pared celular, de extremo interés, tanto para mejorar la calidad de las maderas
como para facilitar el proceso de produccion de papel. Ademas, toda la informacién
obtenida en especies tan alejadas de los arboles como arroz o Arabidopsis puede
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aportar datos muy valiosos en estudios de asociacién en especies forestales. De
este modo, se han identificado distintos tipos de genes en relacién con defensa de
patégenos, tolerancia a sequia o tiempo de floracion (Wilcox y col., 2007).

Hay unanimidad en la idea de que en los programas de mejora forestal es mas pro-
vechosa la aplicacidn de una estrategia de asociacion que la basada en identificar
QTL en cruzamientos. Veamos brevemente cuales son los requisitos necesarios para
la aplicacién de los estudios de asociacion:

1. Integracién en programas de mejora: Aunque ya hemos visto que en principio no
se emplean cruzamientos, los estudios de asociaciéon deben incorporarse en un
programa en marcha de mejora clasica donde se puedan estudiar caracteres ver-
daderamente interesantes desde el punto de vista econdmico. Una vez identifica-
dos los genes de interés se pueden estudiar y seleccionar ya en los cruzamientos
de los programas de mejora.

2. Disefio experimental: Se emplean diferentes disefos experimentales, con com-
plejos analisis estadisticos basados en el estudio de las poblaciones no estructu-
radas en combinacion con descendencias segregantes emparentadas.

3. Acceso a tecnologias de genotipado de alta resolucion: en el caso de la investiga-
cion forestal existe una tradicion bastante alejada del trabajo en un laboratorio
de genética molecular. En la actualidad ya no se precisa la puesta a punto de
tecnologias o infraestructuras para el desarrollo de marcadores pues existen nu-
merosas compafiias y laboratorios publicos que ofrecen servicios de esa indole.
En cualquier caso, sigue siendo necesaria una mejor comunicacién y educacién
mutua entre mejoradores y genéticos moleculares.

4, Seleccion de los marcadores moleculares: es obviamente imprescindible elegir
correctamente los marcadores adecuados y las fuentes pueden ser varias:

a. SNP analizados en plataformas de microarrays.

b. Secuenciacion (resecuenciacion de genomas completos).

c. Secuenciacion (resecuenciacidon de porciones de genomas).
d. Marcadores previamente identificados por MAS.

e. Genes candidatos.

La eleccion de los marcadores esta directamente relacionada con el avance en el
conocimiento de los genomas en las especies forestales y en la medida en la que
se pueden extrapolar datos de otras especies de plantas. Nos detendremos en la
seleccion de genes candidatos pues existen diversos criterios que pueden em-
plearse y que describiremos brevemente. En todas las especies forestales mas
estudiadas existen colecciones de secuencias de genes que se expresan en un
momento determinado en un tejido concreto (EST, del inglés Expressed Sequen-
ce Tags) y esta es la fuente primaria de informacion para identificar genes candi-
datos. Ademas, se pueden identificar genes procedentes de otras especies (Po-
pulus, Arabidopsis, arroz, etc.). Es significativo que en el trabajo en Eucalytpus
nitens, donde pudieron identificar el papel de un gen de Cinnamoyl CoA Reducta-
sa (CCR) en la calidad de la madera, a partir de la informaciéon en una especie
tan alejada de la fisiologia de los arboles como es Arabidopsis thaliana (Thumma
y col., 2005). En cualquier caso, los estudios gendmicos y protedmicos de expre-



sion global de genes en especies forestales son ya muy comunes. Normalmente,
los resultados de expresion se combinan con experimentos clasicos de analisis de
QTL. Cuando la segregacion de un QTL concreto coincide con la diferente expre-
sion de un gen se consigue un magnifico candidato para su caracterizaciéon en
detalle. Por ejemplo, se ha identificado un gen de Dehidrina que presenta dife-
rencias de transcripcion asociadas con la densidad de la madera y la tasa de cre-
cimiento en Pinus radiata (Cato y col., 2006).

5.3. Integracion de la seleccion genémica en los programas
de mejora forestal

La mejora forestal tiende a utilizar poblaciones heterogéneas donde se encuentran
segregando diversos genotipos en forma jerarquizada. Sobre la base de las poblacio-
nes naturales hay unas poblaciones mejoradas en las que se ha ejercido un primer
nivel de seleccién y a partir de los mejores individuos de esas poblaciones mejoradas
se obtienen las poblaciones productoras. Como puede observarse, se conforma una
estructura piramidal con mayor diversidad en la base. Al principio de un programa de
mejora las poblaciones mejoradas y las productoras son la misma y es sobre las me-
joradas sobre las que se ejerce una continuada seleccidon de los alelos favorables.
Todo el esquema suele complicarse enormemente porque por lo general la seleccion
se realiza simultdneamente para muy diversos caracteres. La seleccion genética y
gendmica debe incorporarse en los esquemas de estos programas para reducir cos-
tes (en tiempo y dinero) y aumentar la eficiencia del proceso.

1. Seleccion de los arboles “"plus”.

Antes de iniciar un programa de mejora se pueden utilizar los marcadores para
seleccionar los arboles mas diferentes desde el punto de vista genético, mante-
niendo asi un alto grado de diversidad. Ademas, los marcadores asociados a ca-
racteres de interés se podran utilizar para seleccionar los mejores arboles. Sobre
esa preseleccion de arboles se puede a continuacion estudiar sus fenotipos para
los caracteres de interés con un ahorro considerable de tiempo y dinero. En el
caso de multiples caracteres el beneficio es ain mayor.

2. Seleccidn sobre las poblaciones mejoradas.

Las poblaciones mejoradas estan conformadas por muchos individuos de orige-
nes diferentes y sin relaciones de parentesco para minimizar el efecto de la en-
dogamia. Las poblaciones suelen estructurarse en familias o sublineas para evi-
tar esa consanguinidad. Los mismos marcadores empleados en la seleccién de
los arboles “plus” pueden utilizarse en las diferentes familias de las poblaciones
mejoradas para intensificar la seleccién. En el caso de varios caracteres puede
decidirse en cuéles de ellos es mas rentable el uso de marcadores y en cuales es
mejor medir el caracter.

Lo mas habitual, salvo en caracteres muy complicados o costosos de medir, es
que a la preseleccion previa realizada mediante los marcadores moleculares le
siga, mas adelante, una seleccion final por el dato fenotipico de la medida del ca-
racter. De este modo, se pueden reducir costes, o aumentar la intensidad de se-
leccion al estudiar mas individuos.
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En los programas en los que se tengan que incorporar, por ejemplo, resistencias
a patogenos, de las que hay mucha informacién sobre marcadores moleculares
ligados, se evita la necesidad de infectar las familias para determinar cuales son
portadoras de resistencias.

3. Seleccién en las poblaciones productoras.

Las poblaciones productoras son una parte pequefia de la variacion presente en
las poblaciones mejoradas y proveen las semillas para su plantaciéon o son utili-
zadas para su propagacion vegetativa. Si por razones diversas quiere afadirse
un caracter nuevo en el programa de mejora se puede emplear la seleccion ge-
ndémica para identificar los mejores arboles en este material final. En este caso
ya no se realiza una presion selectiva sobre las poblaciones y los marcadores se
encuentran al final del programa de mejora.

Finalmente los marcadores pueden ser herramientas en el paso final del proceso
de produccién del material a comercializar. En una gran parte de los casos, el
material es propagado mediante tecnologias de cultivo in vitro. A partir de pe-
quefios trozos de hojas u otros érganos del arbol se pueden multiplicar muy efi-
cientemente los genotipos a comercializar. Teniendo en cuenta el gran valor de
cada uno de los arboles generados, los marcadores moleculares pueden servir
para confirmar que todos los individuos son realmente clones del arbol original y
ademads se podra certificar la naturaleza y caracteristicas de dichos arboles.

En resumen, la seleccidon con marcadores moleculares puede incorporarse a los progra-
mas de mejora reduciendo los costes e incrementando la intensidad de la seleccion. De
todas formas, cada programa de mejora debe estudiar muy detalladamente el coste-
beneficio del uso de marcadores caracter a caracter. A este valor de los marcadores en
la mejora forestal hay que sumarle su utilidad en el proceso de post-mejora donde
puede incrementar el valor afadido del producto final mediante su certificacion.

La investigacion forestal es una de las actividades donde mas beneficio se puede
conseguir con la implementacion de las tecnologias de analisis gendmico. A pesar
de ello, la aportacion de las herramientas moleculares a la mejora forestal no esta
todo lo extendida que cabria esperar. Hay aun un largo camino por recorrer que
previsiblemente se ird reduciendo poco a poco. A diferencia de la situaciéon en plan-
tas herbaceas y animales, el amplio margen de mejora aun presente en las pobla-
ciones forestales, recientemente domesticadas, es el marco idéneo para sacar el
maximo provecho de la informacion gendmica. Los avances en la produccion de
marcadores de alta resolucidn y en la secuenciacion masiva de genomas, unidos a
la estrategia de analisis de asociacion son ya responsables de la identificacion de un
elevado numero de genes de interés que hasta ahora escapaban a los analisis clasi-
cos de QTL. A continuacion, a titulo de ejemplo, se describira el caso concreto del
avance en el conocimiento del genoma de Eucaliptus, y su aplicacion a la mejora.

5.4. Genética y genémica de Eucalyptus
y su aplicacién a la mejora

Eucalyptus es el género de arboles mas plantado en el planeta, debido a su alta efi-
ciencia en la produccién de pasta para papel, madera y energia. El incremento de
esa productividad y la mejora de la calidad de sus productos es un planteamiento



habitual en los programas de mejora. Los avances en el conocimiento de su geno-
ma (mapas genéticos vy fisicos, analisis de QTL, secuenciacion, genémica funcional,
etc.) estan permitiendo profundizar en el conocimiento de esos caracteres de inte-
rés y su aplicaciéon en la mejora (Myburg y col., 2007).

El eucalipto es una angiosperma de origen australiano que comprende varios cien-
tos de especies diferentes. Tras su descubrimiento en el siglo XVIII, se extendi6 ra-
pidamente su empleo en plantaciones forestales en muy diferentes regiones del
mundo. Estos arboles son, por lo general, de fecundacion cruzada, marcada autoin-
compatibilidad y polinizaciéon por insectos. Las especies de eucalipto presentan una
gran variacién fenotipica que ha permitido grandes avances en la mejora mediante
la creacion de hibridos interespecificos, que también aparecen de forma natural.
Esa gran variabilidad hace adivinar la existencia de muchos alelos favorables en
baja frecuencia que pueden ser localizados con las nuevas estrategias gendmicas.

En la segunda mitad del siglo pasado se iniciaron los programas de mejora en dife-
rentes paises. Los principales caracteres seleccionados han sido aquellos que tienen
que ver con el crecimiento y la calidad de la madera y la produccién de pulpa para
papel. Ademds, se manejan otros aspectos relacionados con estreses bidticos y
abidticos que tienen un efecto sobre esos caracteres principales. La mejora tradicio-
nal ha alcanzado notables ganancias en la fase de domesticacion, mediante la se-
leccion de individuos. Ademas, la propagacidon vegetativa por esquejes de arboles
seleccionados ha conseguido homogeneizar las poblaciones y capturar esa ganan-
cia. La propagacioén clonal y la generacidn de hibridos han sido las herramientas cla-
ve para la mejora en eucalipto (Poke y col., 2005).

Los programas de eucalipto han apostado por mejorar la calidad de la madera en
detrimento de la velocidad de crecimiento. El objetivo final es aumentar el rendi-
miento produciendo una madera mas densa que contenga mas celulosa, aunque se
tarde mas en obtenerla, porque los ahorros en toda la cadena de produccion de pa-
pel son considerables (Ikemori y col., 1994). Desde el punto de vista genético, el
eucalipto estd aun en fase de domesticacion, sobre todo si lo comparamos con
plantas como el trigo o el maiz u otros arboles. Como vimos anteriormente, las po-
blaciones de mejora estan muy proximas a sus parientes silvestres, manteniendo
una gran parte de la variabilidad natural sobre la que se pueden aplicar las herra-
mientas gendémicas.

5.4.1. Seleccion genética

Desde la aparicion en escena de los marcadores moleculares hay numerosos ejem-
plos de su empleo desde las fases iniciales de los programas de mejora de eucalip-
to. Los marcadores se han utilizado para caracterizar la variabilidad de las poblacio-
nes asi como para establecer relaciones entre poblaciones. Una de las areas en las
que han tenido mas éxito los marcadores ha sido en la identificacion de individuos y
sus clones para su propagacion, pues un error de etiquetado puede provocar retra-
sos de afios en un programa. Con esta finalidad se han empleado marcadores RAPD
(Keil y Griffin, 1994), AFLP (Gaiotto y col., 1997) o microarrays (Lezar y col., 2004)
pero, como en otros casos, los microsatélites han sido el sistema utilizado con mas
éxito (Ottewell et al., 2005). Ademas, se han utilizado los marcadores para caracte-
rizar y gestionar la variabilidad en colecciones de germoplasma o determinar las
mejores combinaciones en hibridos interespecificos (de Aguiar y col., 2007).
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Desde el primer mapa genético de eucalipto a principio de los afios 90 hasta la actuali-
dad, se ha producido una evolucidon de los tipos de marcadores utilizados. Hay un
mapa consenso con 234 microsatélites que abarca un 90% del genoma y que ha per-
mitido combinar los datos de muchas de las especies del genero que habitualmente se
usan en mejora (Brondani y col., 2006). Como se presuponia, el nivel de conservacion
y colinealidad de los genomas es muy elevado y permite la realizacién de muy diversos
hibridos interespecificos. A pesar del moderado nivel de saturacién de esos mapas, se
han podido realizar numerosos trabajos de analisis de QTL ligados a algunos de esos
marcadores (Grattapaglia y Kirst, 2008). AUn se precisa incrementar la saturacion de
los mapas genéticos para poder validar los QTL de unas especies en otras.

Se han localizado numerosos QTL mayores para todos los caracteres de interés en
eucalipto aunque, debido al tamafio de las poblaciones, con insuficiente precisién
para utilizarse en mejora. El éxito en la localizacién de tantos QTL se debe sobre
todo a la escasa domesticacidon del eucalipto y a la gran variabilidad presente en los
hibridos interespecificos que se usan en mejora. Hay QTL controlando caracteres ju-
veniles como altura de la plantula, area de la hoja y tolerancia al frio de la plantula
(Vaillancourt y col., 1995; Byrne y col., 1997a,b). Se han descrito QTL que regulan
caracteres de capacidad de propagacion vegetativa (Grattapaglia y col., 1995; Mar-
ques y col.,, 1999). También se han localizado QTL de floracién (Missiaggia y col.,
2005), de contenido en aceites (Shepherd y col., 1999; Henery, 2007) y, sobre
todo, de propiedades de la madera (Grattapaglia y col.,, 1996; Verhaegen y col.,
1997; Thamarus y col., 2004; Kirst y col., 2004; Freeman y col., 2009; Thumma y
col., 2010). Ademas, diferentes QTL de resistencia bidtica se han identificado (Grat-
tapaglia y Kirst, 2008). Pese a ese importante numero de QTL, por el momento la
selecciéon de muchos de ellos en programas de mejora se ha complicado por la gran
heterogeneidad presente en las poblaciones de eucalipto y por la dificultad de auto-
fecundar individuos para reducir dicha heterogeneidad. Ademas, seria preciso mejo-
rar la resolucion de los mapas genéticos mediante el estudio de mas individuos y
marcadores reduciendo asi el nimero de genes candidatos presentes en las regio-
nes de los QTL. Los mapas comparativos de QTL en diferentes especies de eucalipto
estédn permitiendo validar diferentes caracteres. Por ejemplo, se han identificado
QTL de gran efecto en las propiedades de la madera en diferentes especies de eu-
calipto (Thamarus y col., 2004) y de produccién de raices adventicias en distintas
poblaciones de Eucalyptus globulus (Marques y col., 2005).

5.4.2. Selecciéon genémica

La situacion estda mejorando, como en el resto de especies forestales, gracias a los
recientes planteamientos de identificacion de genes con estudios de asociacion a
partir de marcadores de alta resolucion. Los estudios realizados por el momento son
escasos pero evidencian el futuro prometedor de esta estrategia. Se han identificado
SNP asociados al angulo de las microfibrillas en Eucalyptus globulus (Thumma y col.,
2005) o el gen COBRA-like asociado al contenido en celulosa en Eucalyptus nitens
(Thumma y col., 2009). En el momento en que esté completada la secuenciacion del
genoma sera mas viable el estudio de los genes presentes en cualquier region cro-
mosdmica y de las posibles variantes alélicas responsables de diferentes fenotipos.

Hasta hace unos pocos afios la mayor parte de los proyectos de secuenciacion eran
de iniciativa privada y no eran de acceso publico. Varias compafiias apostaron por in-



vertir en estos proyectos (Genesis en Nueva Zelanda, Arborgen y Dupont en USA, Ge-
nolyptus en Brasil o FOrEST en Brasil y Japon) y es prueba del interés desatado por
acceder a la informacién gendmica. Los programas de mejora de eucalipto de esas
compafiias ya estén sacando provecho de esa informacién, aunque evidentemente no
hacen publicos sus resultados. En el ultimo lustro se han ido publicando secuencias de
diversos laboratorios pero el momento clave ha sido el inicio del proyecto de secuen-
ciacién del genoma completo de Eucalyptus grandis. Desde mayo de 2010 es de acce-
so publico el borrador 8X de la secuencia completa (Eucalyptus Genome Database,
http://eucalyptusdb.bi.up.ac.za/), y en breve se publicard la secuencia finalizada. A
todo ese caudal de datos hay que sumar todos los resultados acumulados en el estu-
dio funcional de genes en eucalipto y otras especies préximas, tanto de gendmica
funcional como de protedmica. Es de esperar que en la proxima década se puedan
identificar una gran parte de las variantes alélicas presentes en muchos de los genes
de eucalipto. Como ejemplo del avance continuo en el conocimiento genémico y del
acceso a nuevas herramientas, se ha presentado una nueva plataforma de microa-
rrays (DArT) que reduce el coste de andlisis de las variantes alélicas en 7.896 genes
de eucalipto a tan solo 50 ddlares por muestra (Sansaloni y col., 2010). En estos mo-
mentos empieza a ser mas limitante la cantidad y calidad de las poblaciones experi-
mentales caracterizadas morfolégicamente que la informacién gendémica.

Un ejemplo de la importancia de la aplicaciéon de tecnologias moleculares en los
programas de mejora en eucalipto en Espafia lo constituye el Grupo Empresarial
ENCE, S.A., que se dedica a la produccién de celulosa y energia a partir de madera
de eucalipto. Desde hace mas de 25 afios, ENCE esta desarrollando un programa de
mejora genética de eucalipto para destino celuldsico. Los resultados conseguidos le
han permitido seleccionar variedades con mejor adaptacion a las condiciones ecolé-
gicas de cultivo, lo que ha permitido duplicar la produccién de madera.

Como soporte de este programa y para complementar su estrategia, ha realizado
varios proyectos de desarrollo y utilizacién de marcadores moleculares para la iden-
tificacion de variedades, reconstruccion de paternidad, la asociacion de regiones ge-
ndémicas que controlan caracteres de interés econémico, la deteccion de genes aso-
ciados a rasgos de importancia y su posterior uso en seleccidon masal asistida por
marcadores moleculares. ENCE continla apostando por la seleccion molecular en
sus programas de mejora.

A modo de resumen, la situacion actual de la mejora en eucalipto se resumiria en
los siguientes puntos:

- Estd muy extendido el empleo de marcadores moleculares para la seleccién clo-
nal y para la identificacion de QTL de interés.

- La mayor parte de programas de mejora emplean los marcadores moleculares
donde son claramente mds ventajosos que medir el caracter de interés: caracte-
res complicados de medir y que requieren llegar a la madurez de los individuos.

- La apuesta de diversas compafiias por la secuenciacion y las herramientas genémicas
disponibles demuestran que la seleccion gendmica en eucalipto ya es una realidad.

- La secuenciacion del genoma de eucalipto y las herramientas de genotipado de
alta resolucion disponibles van a permitir identificar alelos de gran efecto en baja
frecuencia en las poblaciones.



Figura 4
ESQUEMA PARA LA SELECCION ASISTIDA POR MARCADORES
DE LOS ARBOLES PLUS EN UN PROGRAMA DE MEJORA FORESTAL
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de la madera y resistencia a enfermedades

l

La seleccion asistida por marcadores incrementa
la intensidad de la seleccion temprana para
caracteres de expresion tardia, pero el nimero
de arboles usados en ensayos clonales se mantiene,
permitiendo una gran variacion que permite
seleccionar para otros caracteres como volumen,
forma y habito de ramificacion

Fuente: Gratapaglia, D. (2008). Genomics of Eucalyptus, a global tree for charge pages and
wood. In: Moore, P.; Ming, R., eds. Genomics of tropical plants. New York, 259-298.



6. Aplicacion de la seleccion genética
y gendémica en acuicultura

6.1. Produccion y mejora genética en acuicultura

La produccién de la Acuicultura ha crecido de manera espectacular desde menos de
1 millén de toneladas a mediados del siglo pasado, hasta cerca de 70 millones de
toneladas documentadas en 2007. Mientras que la produccion de la pesca extracti-
va se ha estancado durante la década de los 90 como consecuencia de la sobreex-
plotacion de los caladeros y el deterioro medioambiental, la contribucidn de la acui-
cultura al suministro mundial de peces, crustdceos y moluscos para consumo
alimentario ha crecido desde el 5% en 1970 hasta casi el 50% en 2007. Casi la mi-
tad de la produccion mundial de la acuicultura actual es de origen piscicola, pero el
incremento de la produccién ha tenido lugar en todos los grupos, incluyendo vege-
tales, moluscos y crustaceos (APROMAR, 2009).

En contraposicion a las especies domésticas tradicionales, en las que la mayor parte
de la produccion se obtiene de un reducido nimero de especies de animales, la pro-
duccioén en acuicultura esta enormemente diversificada. Actualmente se crian en el
mundo cerca de 500 especies acuicolas, 250 de las cuales alcanzan producciones
por encima de las 100 t, aunque las 10 primeras especies representan cerca del
50% de la produccion total. A pesar de que la antigliedad de la acuicultura se re-
monta a mas de 2000 afios en China, el fuerte crecimiento de este sector es recien-
te, especialmente en comparacion con los animales domésticos tradicionales. En
consecuencia, los recursos genéticos en las especies de acuicultura se encuentran
en poblaciones salvajes. Esto representa una ventaja, ya que es posible fundar los
stocks de reproductores y planificar los programas de seleccion a medio y largo pla-
zo desde su inicio y utilizando toda la diversidad presente en las poblaciones natu-
rales (Hulata, 2001).

La elevada fecundidad de los peces junto con la existencia de puesta natural en
muchas especies, ha propiciado que programas de seleccidon masal hayan sido de
aplicacidn usual en acuicultura. Esto ha originado, en no pocos casos, problemas de
depresidon consanguinea. Programas de seleccion familiar existian en 2005 en no
mas de 30 especies, debido a la complejidad de su desarrollo por las necesidades
de espacio y al coste asociado a la trazabilidad genealdgica con marcadores mole-
culares. Sin embargo, la buena respuesta a la seleccidn y la creciente competitivi-
dad en este campo de la produccion, estan determinando una demanda cada vez
mayor de la tecnologia genética desde las empresas del sector. Por ejemplo, para
tasa de crecimiento, uno de los caracteres principales de seleccidén en peces, se es-
tan obteniendo valores de progreso por generacion préoximos al 10% (rango 5-
20%) (Gjedrem, 2005).

La acuicultura se ha beneficiado de la elevada plasticidad gendmica vy fisioldgica de
peces y moluscos para la incorporacion de técnicas de manipulacién cromosémica y
de reversion sexual en planes de seleccién. La manipulacién del nimero de conjun-
tos cromosoémicos ha permitido, mediante una serie de operaciones basicas técnica-
mente sencillas, la obtencién de un conjunto de productos de interés en acuicultura
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por su esterilidad (triploides) o por su sexo (ginogenéticos), que estan siendo utili-
zados a nivel industrial en diversas especies (Piferrer et al., 2009). Igualmente,
mediante técnicas de reversion sexual se estan produciendo de forma rutinaria po-
blaciones monosexo de machos o hembras, dependiendo de las ventajas que ofrece
cada uno de los sexos para la produccién (Piferrer y Guiguen, 2008).

En los ultimos afos, la irrupcién de las estrategias gendmicas junto con el progresi-
vo abaratamiento de sus costes estd propiciando un cambio de escenario en el
campo de la mejora genética. Aunque de forma mas lenta que en otras especies
domésticas, la acuicultura ha ido incorporando las herramientas para el rastreo ge-
némico mediante mapas genéticos; los microarrays para el analisis de expresién
masiva de genes; la identificaciéon de genes candidatos mediante estrategias de ge-
némica comparada; y mas recientemente, la utilizacién de las nuevas tecnologias
de secuenciacién masiva que estan incrementando los recursos gendémicos de forma
exponencial. Ademas de disponer de secuencias mas o menos completas de geno-
mas de 5 especies modelo, en la actualidad se estan secuenciando los genomas de
varias especies de acuicultura, la lubina y el rodaballo entre otras. Por otro lado, la
cantidad de etiquetas de genes (EST) gestionadas en bases de datos en peces de
acuicultura ha crecido de forma muy notable (mas de 1 millén) y actualmente se
dispone de plataformas de microarrays y mapas genéticos en mas de 20 especies
(Bouza y Martinez, 2007; Canario et al., 2008).

6.2. Rastreo gendmico mediante mapas genéticos
para la identificacion de Joci de QTL

La mayor parte de los caracteres de interés en produccion son de naturaleza cuanti-
tativa, es decir, muestran amplias distribuciones fenotipicas mas o menos conti-
nuas. Estos caracteres estan controlados por una importante cantidad de genes
(poligenes) y sujetos a la influencia del ambiente. Aunque los poligenes tienen ha-
bitualmente efectos aditivos sobre el fenotipo, la dominancia y las interacciones en-
tre poligenes y con el ambiente, son también importantes para entender la base
genética de estos caracteres y su respuesta a la seleccion. En consecuencia, la po-
sibilidad de abordar la mejora a través de su diseccidon genética es una tarea ardua
y costosa, por lo que las estrategias de la mejora genética tradicional se centraron
en la descomposicion genética de la varianza fenotipica utilizando correlaciones en-
tre parientes. Con esta informacion se pueden estimar las heredabilidades, parame-
tro que permite predecir la respuesta a la seleccidn en cada escenario particular
(Falconer y Mackay, 2001).

Los desarrollos gendmicos han permitido una diseccion mas detallada de la base
genética de los caracteres cuantitativos, aunque se estd aun lejos de conocer toda
la informacidén necesaria para interpretar de forma precisa las relaciones entre ge-
notipo y fenotipo. Sin embargo, una estrategia posible es la localizacién en el geno-
ma de los efectos alélicos més notables asociados a un caracter mediante el rastreo
con mapas genéticos. Esto es posible porque algunos poligenes (o grupos de poli-
genes ligados; QTL) tienen una mayor influencia sobre el caracter, lo que hace posi-
ble su deteccién siempre que se disponga de un mapa genético de densidad sufi-
ciente y de un diseflo experimental y herramientas de andlisis apropiadas. Para
inferir la existencia de un QTL en una regién gendmica concreta, se evalian las



asociaciones estadisticas entre marcadores del mapa y los fenotipos del caracter
bajo estudio, teniendo en cuenta que los genes/marcadores localizados en la proxi-
midad en los genomas tienden a transmitirse juntos (Mackay, 2001).

Para la identificacion de QTL se utiliza la cartografia por intervalos (IM, Interval
Mapping), que evalla la significacion estadistica de cada intervalo (constituido por
un par de marcadores) a lo largo de todo el mapa para proponer la existencia de un
QTL en una region particular del genoma utilizando métodos de maxima verosimili-
tud o técnicas de regresion. El rastreo por intervalos es necesario, dada la incerti-
dumbre que produce el manejo de dos variables simultdneamente cuando se traba-
ja con marcadores individuales (distancia entre el marcador y el QTL, y peso del
QTL sobre el caracter). Para cuantificar la evidencia de un QTL suele aplicarse el
método de las puntuaciones LOD, calculado como el log10 de la razén de las proba-
bilidades de la obtencion de los datos fenotipicos observados asumiendo la exis-
tencia del QTL y sin el QTL. La significacion estadistica se obtiene a partir de la
distribucion de probabilidades generada mediante simulacion, permutando alea-
toriamente los marcadores un nimero elevado de veces. El tipo de cruzamiento
mas potente para la deteccion de QTL son los retrocruzamientos o cruzamiento F2
obtenidos a partir de lineas homocigoticas de fenotipos extremos para el caracter
bajo estudio. Este esquema es altamente informativo, ya que es de esperar la se-
gregacion simultanea de varios QTL y ademas, una gran parte de marcadores mos-
traran asociaciones especificas con los alelos alternativos de los QTL en su proximi-
dad. Esta estrategia es factible en las especies domésticas tradicionales en las que
existen este tipo de lineas, pero no son frecuentes en especies de acuicultura. En
éstas, sin embargo, es posible la obtencion de lineas puras en una generacion me-
diante técnicas de manipulacién cromosdmica (mitoginogenéticos o mitoandrogené-
ticos). La opcion aplicada mas frecuentemente en acuicultura es la de los cruza-
mientos entre hermanos, estrategia favorecida por la elevada prolificidad de ambos
sexos. La diversidad interfamiliar, tanto en el nimero de QTL segregantes como en
las asociaciones con los marcadores adyacentes, determina una pérdida de potencia
respecto de los cruzamientos entre lineas homocigoéticas descritos anteriormente
(Pérez-Enciso y Toro, 2007).

Una vez detectado un QTL consistentemente, existe la posibilidad de aplicar esta in-
formacion en programas de seleccién asistida por marcadores (MAS, Marker Assis-
ted Selection) o intentar afinar la localizacion del mismo, ya que la precision del
analisis de ligamiento para estimar la posicién de un QTL es muy baja. Esto servi-
ria, bien para optimizar el marcaje en programas MAS o, eventualmente, para in-
tentar identificar el gen o genes responsables del mismo. La idea en este caso es
incrementar la densidad de marcadores en la regién del QTL y realizar un analisis
de asociacion basado en el desequilibrio de ligamiento entre el QTL y los marcado-
res adyacentes en una poblacion panmictica. Dado que el desequilibrio se rompe
con la distancia y con el paso de las generaciones, aquellos marcadores que mues-
tren mayor desequilibrio estardn mas cercanos al QTL. Esta premisa puede verse
alterada por fendmenos demograficos especificos en la poblacién bajo estudio,
como la existencia de cuellos de botella o la mezcla de poblaciones diferenciadas, y
también como consecuencia de fendmenos selectivos recientes (Pérez-Enciso y
Toro, 2007). En todos estos casos, se producirian desequilibrios en amplias regiones
genomicas limitando la eficacia del andlisis. Una vez acotada la regién gendmica es
factible la realizacién de un mapa fisico de la misma a partir una libreria de BAC o
utilizar la informaciéon gendmica, caso de existir, para, mediante estrategias bioin-
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formaéticas, detectar los genes presentes en la regién. En ultimo término, se trataria
de identificar el gen/es responsable/s usando aproximaciones funcionales (Anders-
son y Georges, 2004).

6.3. Acuicultura y mejora genética del rodaballo

El cultivo de rodaballo se ha incrementado notablemente durante los Ultimos afios has-
ta cerca de las 9.000 t. Espafia, y en particular Galicia, es el pais que mas contribuye a
la produccion mundial, representando el 80% de la misma (APROMAR, 2009). El roda-
ballo es una especie con unas condiciones de cultivo complejas y que precisa cerca de
2 afios para alcanzar la talla comercial. Asimismo, los ejemplares de mayor tamafio
tienen un valor de mercado superior. Por otro lado, las hembras de esta especie tienen
un crecimiento superior al de los machos, alcanzando la talla comercial varios meses
antes. Finalmente, las condiciones de la acuicultura intensiva favorecen la transmisién
de enfermedades, lo que ha obligado al desarrollo de vacunas para la protecciéon masi-
va de los alevines, con el consiguiente incremento de costes. Por todo esto, los princi-
pales objetivos de la seleccién genética en rodaballo son el incremento de la tasa de
crecimiento, la consecucién de poblaciones todo-hembras y la selecciéon para resisten-
cia a patologias de interés industrial (Martinez, 2005).

Desde principios de los 90 se estan desarrollando programas de seleccién familiar
en algunas empresas del sector del rodaballo. Estos programas utilizan marcadores
moleculares hipervariables como soporte para la trazabilidad genealdgica. En esta
especie se han realizado varios estudios genéticos para la catalogacién de sus re-
cursos en poblaciones naturales, y ademas se han puesto a punto técnicas de mani-
pulaciéon cromosémica y/o tratamientos hormonales para la obtencién de individuos
estériles y poblaciones monosexo (Martinez, 2005). Los recursos genémicos se han
incrementado de forma muy notable en los Ultimos afios. Se ha desarrollado un
mapa genético de densidad apropiada para el rastreo de QTL (Bouza et al., 2007) y
disefiado un oligo-microarray (Millan et al., 2010) utilizando una amplia base de da-
tos de EST construida a partir de los principales 6rganos relacionados con la inmu-
nidad (Pardo et al., 2008). Finalmente, como se indicé anteriormente, el genoma de
rodaballo estd secuenciandose utilizando las nuevas estrategias de secuenciacion
masiva.

6.4. Identificacion de QTL: aplicacion al sector del rodaballo

Alrededor de 100 marcadores distribuidos homogéneamente por el genoma de ro-
daballo estan siendo utilizados para el rastreo de QTL. Esto supone una densidad
gendmica aproximada de un marcador cada 10 cm y cada 6 Mb. Para el rastreo se
estan utilizando un nimero importante de familias de hermanos (150 individuos/fa-
milia) y los caracteres objetivo son la determinacidn del sexo, la tasa de crecimien-
to y la resistencia a furunculosis y ciliatosis, dos patologias de fuerte impacto indus-
trial (Martinez et al., 2009). En todos los caracteres estudiados se han detectado
QTL significativos, algunos de ellos concordantes en diferentes familias, particular-
mente, para la determinacidén sexual y la tasa de crecimiento, lo que denota su con-
sistencia. En el caso de la resistencia a patologias se han observado QTL de resis-
tencia en las mismas regiones del genoma para diferentes patdgenos, lo que
sugiere la existencia de gen/es relacionados de forma genérica con la inmunidad.



Este hecho es relevante, por cuanto, tal como se ha venido argumentando, la selec-
cion para resistencia a un patdégeno podria determinar sensibilidad frente a otros
patégenos.

Paralelamente al rastreo de QTL, se estan desarrollando estrategias para identificar
los genes responsables de las diferencias observadas dentro de familias. Esta no es
una cuestion sencilla y son pocos los casos en mejora animal en las que se ha lo-
grado identificar el gen responsable asociado a un QTL (Andersson y Georges,
2004). Los esfuerzos se estan dirigiendo por un lado, al incremento de la densidad
del mapa genético, utilizando, en este caso, marcadores ligados a genes (microsa-
télites y SNP). Estos marcadores, ademas de aumentar la densidad de marcaje,
identifican genes particulares, lo que facilita la localizacion de candidatos si se loca-
lizan en regiones proximas a los QTL. Por otro lado, el microarray desarrollado esta
permitiendo detectar genes regulados en respuesta a los mismos patoégenos (furun-
culosis, ciliatosis). Estos genes estan siendo mapeados a partir de marcadores o
mediante aproximaciones de gendmica comparada con especies modelo, y aportan
candidatos consistentes cuando se localizan préximos a los QTL. Finalmente, se
estd realizando clonaje posicional a partir de una libreria de BAC en aquellos QTL
mas consistentes y se estd avanzando en la secuenciacion del genoma del rodaballo
(Proyecto Consolider Ingenio Aquagenomics).

6.5. La deteccion precoz del sexo en el rodaballo:
una aplicacion industrial de los desarrollos genémicos

Los peces son el grupo de vertebrados que muestran mayor versatilidad en cuanto
a la reproduccidn, existiendo especies gonocoristas (sexos separados), hermafrodi-
tas e incluso, unisexuales. El sexo del adulto viene determinado por mecanismos
(genéticos y/o ambientales) establecidos desde la concepcidn, pero también por los
procesos de diferenciacion gonadal, desde una génada indiferenciada hasta la gona-
da madura definitiva. A diferencia de mamiferos y aves en los que el sexo esta
fuertemente determinado desde la concepcidn, los peces muestran una gran labili-
dad de desarrollo, de manera que factores como la temperatura o los tratamientos
hormonales pueden cambiar el desarrollo gonadal. Este hecho ha facilitado la rever-
sidn sexual para la obtencién de poblaciones monosexo a nivel industrial. Por otro
lado, la determinacion sexual puede ser tanto genética como ambiental, existiendo
entre ambos extremos toda una gama de situaciones intermedias. Entre los meca-
nismos genéticos, se ha descrito la existencia de un solo gen determinante del
sexo, de unos pocos genes o de multiples poligenes, situacion proxima a los carac-
teres complejos. Finalmente, la labilidad y versatilidad del sexo de los peces se ma-
nifiesta también a nivel evolutivo, de manera que especies proximas, o incluso po-
blaciones de una misma especie, muestran mecanismos de determinacion sexual
diferentes (Penman y Piferrer, 2008).

Como consecuencia de su dinamismo evolutivo, menos de un 10% de especies de
peces han demostrado un heteromorfismo cromosémico asociado con el sexo. Este
hecho ha dificultado el estudio de los mecanismos de determinacién cromosdmica
del sexo en peces de acuicultura. Asi en el rodaballo, no se han detectado diferen-
cias cariotipicas entre machos y hembras ni con cromosomas mitdticos, ni con los
mas extendidos y apropiados para este abordaje, cromosomas meiodticos. Es de su-
poner, por tanto, que la regidn diferencial determinante del sexo se circunscribe a



Genoma Espafia

una pequefia regién gendémica. Con el desarrollo de la gendémica disponemos de una
gran cantidad de marcadores ordenados en mapas genéticos y colecciones de EST
para el rastreo gendmico. Los estudios de asociacidon y el rastreo de QTL han sido
aplicados para acotar la region/es determinantes del sexo en peces. Igualmente, los
microarrays han sido utilizados para identificar la cascada de expresidon génica a lo
largo del proceso de diferenciacion gonadal. Finalmente, el incremento de los recur-
sos genodmicos en especies modelo ha posibilitado estrategias de gendmica compa-
rada y de genes candidatos para la identificacion del gen/es determinantes del sexo
en peces. Todas estas estrategias han permitido la identificacion de la regidn deter-
minante del sexo en ocho especies de peces, siendo medaka (Oryzias latipes) la
Unica especie en la que se ha identificado inequivocamente el gen responsable
(DMY; Matsuda et al., 2002).

La busqueda de QTL relacionados con el sexo en rodaballo reveld una region del
grupo de ligamiento 5 fuertemente asociada con la determinaciéon sexual. En todas
las familias analizadas se detectd una asociacion altamente significativa con la re-
gién proximal de este cromosoma, entre los marcadores Sma-USC30 y Sma-
USC270. En realidad, el gen maestro determinante del sexo (Sex Determining
gene: SDg) en esta especie estaria localizado a 2.6 cM (1.3 Mb) del marcador Sma-
USC30. Utilizando este marcador fue posible clasificar correctamente el 98.4% de
los individuos en 4 de las 5 familias analizadas. Efectos ambientales u otros facto-
res genéticos menores explicarian la menor asociacion detectada en una de las fa-
milias, lo cual sugiere la necesidad de nuevos estudios para resolver definitivamen-
te la cuestion. El analisis de segregacion del marcador Sma-USC30 en las familias
demostrdé ademas, que el sexo de la progenie dependia del genotipo de la madre
exclusivamente, no teniendo el padre aparentemente ninguna influencia. Esta ob-
servacion es congruente con un mecanismo de determinacion del sexo de tipo
ZZ/ZW (machos ZZ y hembras ZW), de manera que si el hijo recibe el cromosoma
Z de su madre serd un macho, y si es el W, una hembra. Este mecanismo es el
opuesto al observado en mamiferos (XX/XY) y en otras especies de peces como la
carpa comun, la trucha arcoiris o el salmoén chino (Martinez et al., 2009).

Esta informacion ha sido clave para el desarrollo de una herramienta molecular para
la determinacion precoz del sexo en rodaballo utilizando el marcador Sma-USC30,
cuya solicitud de patente ha sido depositada. Tengamos en cuenta que la discrimi-
nacion sexual no es posible hasta la madurez sexual (3-4 afios). Partiendo de un
pequefio fragmento de la aleta caudal del individuo de interés se extrae ADN, y me-
diante una PCR se amplifica el marcador Sma-USC30 para inferir su sexo. Teniendo
en cuenta que entre el marcador y el gen maestro existe una cierta distancia, la
asociacion no existe a nivel de la especie pues se rompe por recombinacién, y solo
se puede testar a nivel familiar. Para poder establecer la asociacion especifica entre
los alelos del marcador y el sexo en cada famillia es preciso conocer el genotipo del
marcador en otros parientes sexados de la misma familia.

Al realizar una PCR en el marcador Sma-USC30 en una familia producto de un cru-
zamiento entre un padre 181/181 x una madre 181 x 183, todas las hijas resulta-
ron heterozigotas 181/183, mostrando dos picos en el secuenciador, y los hijos fue-
ron homozigotos, 181/181, mostrando un Unico pico. A continuacion se muestra el
esquema del cruzamiento en dicha familia:



Figura 5
CRUZAMIENTO ENTRE UN PADRE 181/181 Y UNA MADRE 181/183
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Actualmente, esta herramienta estad siendo aplicada en planes de seleccion genética
con empresas del sector. Aunque el coste de la técnica es bajo (en torno a 1€), no es
posible su utilizacion directa para seleccionar precozmente solo hembras para el culti-
Vo, porque seria necesario ademas el marcaje individual de todos los peces (entre 2-
3€ cada uno) hasta que se estableciera su genotipo. Esto comportaria un coste afia-
dido que no compensaria la ganancia por el crecimiento superior de las hembras. Su
aplicacion, por tanto, tiene interés en planes de seleccion genética. La seleccion para
crecimiento se realiza usualmente a partir de mezclas de familias antes del afo de
edad, momento en el que empezarian a manifestarse diferencias de crecimiento en-
tre machos y hembras. Este es un dato empirico, que podria variar dependiendo de
las familias. Ademas, el nimero de individuos seleccionados en cada grupo y, espe-
cialmente, en cada familia no es elevado, por lo que podria haber desviaciones im-
portantes de las proporciones sexuales como consecuencia del muestreo. En estos
programas, el genotipado para el marcador Sma-USC30 permite evaluar si la mues-
tra seleccionada estd compensada en cuanto a las proporciones sexuales. Sin embar-
go, la aplicacién de mayor interés esta en la obtencién de poblaciones todo-hembras,
combinando técnicas de reversion sexual con la informacion molecular del marcador.

Figura 6
ESQUEMA PARA LA OBTENCION DE POBLACIONES TODO HEMBRAS
EN RODABALLO
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En la Figura 6 se muestra el esquema seguido para la obtenciéon de poblaciones
todo-hembras en una especie con un mecanismo de determinacion ZZ/ZW, como el
rodaballo. Esta técnica implica conseguir neomachos ZW utilizando metiltestostero-
na durante la etapa de desarrollo en que la génada estd aun indiferenciada (cruza-
miento I). Estos neomachos serian machos fisioldgicos (con testiculos) pero hem-
bras genéticas (productores de gametos Z o W). Una vez obtenidos los neomachos,
se cruzarian con una hembra normal ZW, y de estos cruzamientos surgirian un 25%
de superhembras WW (cruzamiento II). El cruzamiento de estas superhembras con
machos normales daria lugar a progenies todo-hembras (cruzamiento III). El mayor
problema que existia hasta ahora era diferenciar los neomachos ZW de sus herma-
nos ZZ, tras el tratamiento hormonal. Lo mismo diferenciar las superhembras WW
de sus hermanas ZW en el cruzamiento II. La Unica solucién era realizar un test de
progenie individual para cada uno de los peces tratados. Si al cruzar los descen-
dientes revertidos con hembras normales ZW su descendencia era 25% machos y
75% hembras, se trataria de un neomacho; o en el cruzamiento II, si al cruzar las
hembras con machos normales produjeran solo hembras, se trataria de una super-
hembra. Obviamente, este abordaje supone un coste elevado y sobre todo un tiem-
po adicional importante para poder evaluar las proporciones sexuales en los test de
progenie. La utilizaciéon del marcador Sma-USC30 permite identificar los neomachos
y superhembras con una confianza elevada realizando Unicamente una PCR, lo que
supone ganar mas de dos afios en tiempo y a un coste minimo por individuo.

En resumen, los recientes desarrollos genémicos realizados en rodaballo, han per-
mitido el rapido desarrollo de una aplicacion industrial para la deteccidn precoz del
sexo. En esta linea, se estd avanzando en la localizacién al gen maestro responsa-
ble de la determinacion sexual, mediante busqueda de asociacién tras un mapeo
mas fino de la regién y clonaje posicional a partir de una libreria de BAC. Por otro
lado, algunos de los QTL identificados para crecimiento han evidenciado un peso so-
bre la varianza del caracter préximo al 40%, lo que los convierte en candidatos idé-
neos para su aplicacion en programas MAS. Finalmente, los QTL de resistencia a
patologias, aunque mostraron efectos mucho menores sobre el fenotipo, se estan
combinando con estrategias de gendmica funcional y comparada, lo cual permitird
detectar genes candidatos que expliquen las diferencias entre individuos, y por tan-
to, ser utilizados para lograr stocks con mayor resistencia a estas patologias.



7. Conclusiones

Con la llegada de los marcadores moleculares parecia que se iban a poder disefiar
programas de mejora que redujeran los costes y ampliaran las ganancias en la me-
jora de todo tipo de caracteres. Con el paso del tiempo se ha podido comprobar que
el impacto de la seleccidn asistida por marcadores (MAS) no ha sido tan notorio
como cabia esperar y que, al menos en parte, sigue requiriendo del trabajo de cam-
po y el analisis morfoldgico de los caracteres de interés. Es cierto que dicho impacto
estd subestimado porque, si bien los trabajos de identificaciéon de QTL son de inves-
tigacidon pura y se publican en revistas cientificas, en la mayor parte de los casos
los resultados de su aplicacidon por parte de las empresas no se divulgan. Ademas,
a pesar de que los marcadores moleculares comenzaron a utilizarse en los afios 80,
no fue hasta mediados de los 90 cuando se comenzaron a utilizar con asiduidad
marcadores mas fiables y Utiles, comos los microsatélites o los AFLP. Por lo tanto,
también es esperable un incremento de las publicaciones segun pase el tiempo y
mejoren las tecnologias y la informacién genédmica.

Desde la perspectiva de un mejorador, la seleccién genética o genémica no debe ser
solo eficiente si no mas eficiente que los métodos tradicionales de mejora. Debe por
tanto tenerse en cuenta que siempre se estd comparando la seleccién con marcado-
res con la seleccion fenotipica estéandar.

Como una conclusién preliminar, podemos en primer lugar separar aquellos casos
en los que los marcadores moleculares no son cuestionables. Estas son las situacio-
nes en las que, en comparacién con la mejora clasica, se consigue un ahorro en
tiempo o en dinero debido a que el caracter se puede seleccionar en las fases juve-
niles y a que la medida del caracter es mas cara que el genotipado del marcador. El
ejemplo mas claro es aquel que se produce cuando para medir el caracter hay que
destruir al individuo. En el resto de situaciones, el éxito de la seleccion molecular
dependera en gran medida de la complejidad del caracter que se desea mejorar. Por
ejemplo, su aplicacion serd mas eficiente para un caracter monogénico que para
uno cuantitativo, serd mejor para uno cuantitativo con pocos QTL que para otro con
muchos QTL, y sera mejor para uno con un QTL mayor que para otro con varios
QTL e interacciones epistaticas. La discusion evidentemente debe realizarse cardc-
ter a caracter.

La precision con que se identifica un QTL es clave para poder aplicarlo en un pro-
grama de MAS, principalmente si trabajamos con caracteres con muchos QTL de
pequefios efectos. Los factores que afectan esa precisidon son variados, pero estan
en gran medida relacionados con el nimero de individuos muestreados y el nUmero
de marcadores analizados. Cuanto mayor sea ese tamafio muestral mas fiable sera
la validacion del QTL en diferentes fondos genéticos y ambientes, y menor sera el
tamano del intervalo gendémico donde se localice.

Es bien sabido que de un QTL identificado en una poblacidn no se pueden hacer pre-
visiones de su presencia o efecto en otras poblaciones. Esto no significa que los QTL
no sean validos sino que en diferentes fondos genéticos se producen diferentes
interacciones génicas y por tanto el fenotipo final serd distinto. Cuando se intentan
identificar QTL se realizan cruzamientos entre individuos con comportamientos en los
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extremos de la distribucion de un caracter y de este modo es facil lograr el éxito. En
muchas ocasiones, cuando esos QTL tratan de identificarse en las poblaciones de
mejora, generadas a partir de lineas élite (que posiblemente tendran un parentesco
nulo con el material de mapeo empleado previamente), se fracasa en el intento.

La mayor parte de los QTL son consistentes en diferentes ambientes, aunque se re-
gistran notables variaciones en la magnitud de los efectos. Hay incluso casos perfec-
tamente detallados en los que pueden aparecer efectos contrarios en funcién del am-
biente, principalmente en QTL de efectos pequefios. Por lo tanto, en cada caso es
preciso estudiar con detenimiento el componente ambiental asociado a cada caracter.

Ademds de ampliar al maximo posible el tamafio de las poblaciones analizadas,
también es preciso aumentar el nimero de marcadores moleculares. Solamente con
un numero suficiente de marcadores estrechamente ligados al gen responsable del
fenotipo podremos acotar al méximo el intervalo donde se localice el QTL corres-
pondiente. Los marcadores deben ser lo mas polimérficos que sea posible para po-
der encontrar marcadores muy proximos a cualquier gen. El tipo de material utiliza-
do en muchos programas de mejora, principalmente en agricultura y ganaderia,
estd en contra de este precepto porque dichas poblaciones han sufrido ya un severo
proceso de seleccion genética que ha reducido también su variabilidad. Con estas
condiciones, actualmente la decision estad entre los SSR y los SNP. Los SSR son mas
variables pero los SNP son mas abundantes y faciles de analizar.

Como vemos, la MAS presenta diferentes problemas para identificar los QTL, locali-
zarlos con precision o cuantificar su efecto. Por el momento, para la mayor parte de
los caracteres complejos, la MAS solo ha sido capaz de identificar una parte minima
de toda la variacion observada para cada caracter. Parece evidente que una buena
parte de los genes importantes escapan a la manipulaciéon con las herramientas y
disefios experimentales de la seleccidon genética.

7.1. La seleccién genémica es una alternativa
a la selecciéon genética (MAS)

La identificacion de todos los genes (y sus funciones) que gobiernan un caracter
pueden tener dos tipos de aproximaciones: la de genética directa o la de genética
inversa. En muchos casos, con caracteres complejos, el reto es practicamente inal-
canzable con las herramientas tecnoldgicas y de analisis actuales. La gran aporta-
cion de la seleccion gendmica estriba en que ofrece nuevas soluciones para selec-
cionar los mejores individuos en un programa de mejora respecto de uno o varios
caracteres. La seleccidon gendmica puede parecer una variante de la seleccidon gené-
tica pero el planteamiento estratégico es bien distinto. La MAS pretende identificar
nuevos QTL, con la mayor precisidn posible, para localizar en esas regiones genes
responsables de la variacion de caracteres que puedan, finalmente, ser mejorados.
En el caso de la seleccion gendmica, con mayor pragmatismo, no se pretende iden-
tificar genes sino utilizar los marcadores moleculares para predecir valores de me-
jora sin tener que medir los caracteres. No cabe duda de que muy posiblemente
una vez localizadas secuencias asociadas a la variaciéon se pueden encontrar genes
regulando los caracteres, pero esa parte de la investigacion no atafie al mejorador.



Los trabajos de simulacion de QTL con diferentes condiciones (niumero de QTL, he-
redabilidades, efectos, etc.) indican que la seleccion gendmica proporciona mayor
precisién en los programas de mejora que la informacién Unica del fenotipado. En
cualquier caso, aunque no se abandone el analisis fenotipico, una seleccién previa
con marcadores moleculares siempre acelera el proceso de seleccién. Los trabajos
con datos reales confirman que la seleccion gendmica predice mejor que la selec-
cion fenotipica pero no tan bien como en las simulaciones. Algunas conclusiones se
pueden sacar del anélisis de esos trabajos:

- Por lo general se encuentran asociaciones entre marcadores moleculares y carac-
teres de importancia pero el tamafio de los efectos es habitualmente menor de lo
esperado.

- La proporcidn de variacion fenotipica explicada por la variacién genética observa-
da es funcién del nimero de marcadores estudiados. Es decir, cuanto mayor es la
proporcion del genoma analizado mas piezas del puzzle que completa un caracter
son encontradas.

- La acumulacién de datos de secuencias y el abaratamiento de los costes de geno-
tipado son claves para generalizar el uso de la estrategia de asociacion en los
programas de mejora.

7.2. Beneficios de la seleccion genomica

La seleccion gendémica pretende una seleccion mas temprana, mas barata y con
mayor intensidad que la fenotipica. A continuacion discutiremos brevemente algu-
nos aspectos sobre estas ventajas:

- Seleccion temprana: la seleccion gendmica tiene potencial para alterar radical-
mente la estructura de los programas de mejora reduciendo los intervalos entre
generaciones al seleccionar los individuos mucho mas jovenes. Incluso no es des-
cabellado pensar que en breve se puedan seleccionar gametos, en lugar indivi-
duos, para ser los “padres” de la siguiente generacién. Por el momento ya se con-
siguen acortar mucho las generaciones al seleccionar los individuos en fases muy
tempranas del desarrollo.

- Coste: el avance tecnoldgico esta reduciendo los costes a la vez que aumenta la
cobertura del genoma, facilitando el uso de las herramientas moleculares en los
programas de mejora. La seleccion gendmica implica un ahorro por varias causas.
En primer lugar se ahorra al no tener que fenotipar individuos, aunque la exacti-
tud de la estima gendmica del valor de un individuo no sea muy superior a la fe-
notipica. En segundo lugar se ahorra porque se reducen el numero de individuos
por generacién y la duracion de esas generaciones. Debe tenerse en cuenta que
el coste de los test fenotipicos no solo debe medirse como el gasto en evaluar el
caracter si no también, y principalmente, como el gasto del mantenimiento de los
individuos y del establecimiento de réplicas.

- Incremento en la intensidad de la seleccidn: incluso con los sistemas mas mode-
rados de genotipado de alta resolucion se aumenta considerablemente la capaci-
dad para analizar mas individuos que con los test de campo. Es posible aumentar
la intensidad de seleccion, sobre todo en el caso de seleccion de varios caracteres
simultdaneamente.
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Ademas de estas ventajas, la seleccion con marcadores moleculares permite una
mayor flexibilidad para la evaluacion y seleccién de los individuos ya que el ADN
puede analizarse sin las premuras de tiempo que en muchos casos requiere los
analisis morfoldgicos. No hay tampoco que olvidar que los datos obtenidos son muy
valiosos para identificar los genes que controlan los caracteres. La caracterizacién
de la variacion ultima responsable de la variacién de un caracter puede aportar in-
formacion clave, junto a muchos otros datos, sobre la funcién de los genes y su pa-
pel en la regulaciéon de los caracteres.

7.3. Conclusiones por areas

Las diferentes areas de la mejora, debido a muchos factores particulares, se en-
cuentran en situaciones bien distintas en cuanto al desarrollo y uso de las herra-
mientas genotipicas y gendmicas. Ahora repasaremos algunos datos por areas,
ddonde estamos, donde es previsible llegar y qué es preciso mejorar.

Ganaderia

No estd muy claro cudntos genes y en qué medida se estan utilizando por la indus-
tria en programas de MAS. Varias compafiias estan desarrollando y comercializando
test basados en un pequefio nimero de marcadores. El impacto de la seleccién
asistida por marcadores ha sido modesto, porque los QTL que exceden el nivel de
significacion solo explican una fracciéon pequefia de la varianza.

La secuenciacidon de los genomas en varias especies domésticas ha permitido, entre
otro logros, el descubrimiento de un gran nimero de SNP. Existen ya microarrays
de SNP en vacuno, perros, ovejas, cerdos, caballos y gallinas que pueden genoti-
parse facilmente usando la misma tecnologia que en humanos y a un precio razo-
nable (100-200 euros). Al aumentar la densidad de SNP podremos, en breve, ase-
gurar que para todos los genes de un caracter de interés habra algin SNP en
desequilibrio de ligamiento con cada uno de ellos.

El enfoque de la seleccion gendmica ha despertado mucho interés en numerosas
empresas que estan re-disefiando sus programas de mejora. La idea es duplicar la
tasa de progreso genético por afio. En vacuno de leche es donde quizas el impacto
de la seleccion gendmica ha sido mas inmediato. El proceso de mejora clasico, aun-
que eficiente, es muy costoso tanto en tiempo (unos 5 afos) como en dinero. El in-
tervalo generacional se reducird a unos 2 afios aproximadamente con lo que la tasa
de progreso genético se duplicara. La seleccion gendmica en vacuno de leche es ya
un hecho. El primer catalogo oficial de predicciones gendmicas de toros jovenes se
presento en enero de 2009. Las dudas que existian respecto a si los ganaderos uti-
lizarian semen de toros solo evaluados gendmicamente, se ha revelado injustificada
pues las ventas de semen de estos toros se ha cuadriplicado frente a los de toros
probados fenotipicamente.

Una consecuencia no deseable sera, probablemente, que debido a la alta intensidad
de seleccién el mantenimiento de la variabilidad genética puede verse comprometi-
do asi como la posibilidad de que puedan introducirse en los rebafios genes que
puedan ser favorables para la produccién de leche pero negativos para otros carac-
teres como, por ejemplo, la fertilidad.



En definitiva, la seleccion gendmica es la herramienta de mayor impacto sobre la
eficiencia de la seleccién animal que el mejoramiento genético ha producido en mu-
chos afios. Existen varias incognitas relacionadas con la implementacion de la se-
leccién gendmica que irdn clarificando en los proximos afos: la elecciéon de las po-
blaciones de referencia, los modelos matematicos de analisis de datos (modelos
bayesianos, métodos de matching learning, redes neuronales, redes bayesianas,
etc.) o la mejora en las medidas fenotipicas para caracteres dificiles de medir.

La tasa de progreso genético podria aumentar todavia mas si la seleccién genémica
se combinara con las tecnologias de manipulacion de gametos y embriones. Estas
Ultimas permitirian reducir todavia mas los intervalos generacionales y aumentar el
numero de ciclos de seleccidén por unidad de tiempo. Los oocitos se recolectarian del
Utero de las terneras, se madurarian in vitro, se fertilizarian y los embriones se se-
leccionarian gendmicamente. Posteriormente, se implantarian en vacas receptoras.
El proceso podria repetirse recurrentemente. Incluso es factible pensar que los em-
briones, en vez de re-implantarse se cultivarian in vitro, se induciria la meiosis y se
formaria una nueva generacién de embriones. Asi podria practicarse varias genera-
ciones de seleccidn gendmica en el laboratorio con un intervalo generacional de
unos quince dias. Evidentemente, la seleccién gendmica en animales estd un paso
delante del resto de areas.

Agricultura

Los marcadores moleculares llevan utilizdndose desde mediados de los 90 en las
plantas cultivadas. Las utilidades, asociadas a la MAS o en etapas previas y poste-
riores a la mejora, pueden resumirse en los siguientes apartados:

- Determinacion de pureza en semilla de hibridos F1: con marcadores moleculares
del tipo microsatélite las compafiias estan caracterizando el grado de pureza de
sus semillas hibridas.

— Control de identidad de lotes de semilla o de planta: para evitar poner en el mer-
cado lotes erroneos o mezclas se realizan test con un conjunto de marcadores
(SSR o SNP) para poder separar todas las variedades con las que exista riesgo de
mezcla o confusion.

- Proteccién de derechos de obtentor: ademas de proteger los derechos en base a
la normativa de la UPQV, los obtentores defienden sus obtenciones mediante el
uso de marcadores moleculares (generalmente SSR).

- Seleccion de todo el genoma en programas de retrocruzamiento; El uso de mar-
cadores supone un ahorro de 3-6 generaciones con respecto al procedimiento
convencional. Esta es una de las aplicaciones mas usadas por las empresas, par-
ticularmente para las especies que se comercializan como lineas puras o hibridos
F1. De nuevo, lo mas habitual es el uso de SSR o SNP.

- MAS propiamente dicha: principalmente en el caso de resistencias a plagas o en-
fermedades, u otros caracteres controlados por un Unico gen, se utilizan habi-
tualmente los marcadores moleculares.

El estado actual de la seleccidon genética y gendmica varia también mucho segun
hablemos de cultivos herbaceos o lefiosos. En herbaceos la MAS se practica en pro-
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gramas publicos y privados para /oci donde se encuentran genes/QTL mayores, mu-
chos de los cuales determinan la resistencia a diversas enfermedades y plagas, jun-
tamente con algunos genes de calidad o resistencias a estrés abidtico. En lefiosas el
nivel de aplicacion de marcadores en mejora estd en alza pero es todavia menor,
aunque varios genes son usados habitualmente en MAS. Otra aplicacion usual es la
caracterizacion de parentales y su selecciéon basada en el genotipo de marcadores
para evaluar distancia genética, nivel de segregacién o presencia de determinados
alelos asociados con caracteres de interés.

En el apartado de la selecciéon gendmica, la agricultura ha ido a remolque de los
desarrollos en ganaderia. Hay diversos trabajos que demuestran la posibilidad de
identificar secuencias asociadas a caracteres de interés pero se desconoce la aplica-
cién de estos desarrollos por parte de las compafias. Por el momento no hay resul-
tados positivos con caracteres complejos.

Es preciso un esfuerzo por disefiar poblaciones de mejora que consigan sacar el
maximo provecho de esta nueva estrategia de mejora. Las poblaciones con multi-
ples parentales estan permitiendo el acceso a una variabilidad mayor en plantas
donde estudiar caracteres de herencia compleja con una inusitada precisién. Se fa-
cilita la localizacién de la mayor parte de los genes implicados en un caracter, asi
como de sus alelos, sus interacciones con otros genes y el ambiente, asi como una
via hacia la identificaciéon de las secuencias responsables de la variabilidad encon-
trada detectando un elevado nimero de QTL distribuidos por todo el genoma, con
efectos menores cada uno de ellos.

Acuicultura

La mejora en acuicultura estd en estado embrionario. Hay programas de seleccion
familiar para poco mas de 30 especies, debido a la complejidad de su desarrollo por
las necesidades de espacio y al coste asociado a la trazabilidad genealdgica con mar-
cadores moleculares. Sin embargo, la buena respuesta a la seleccién y la creciente
competitividad en este campo de la produccién, estdn determinando una demanda
cada vez mayor de la tecnologia genética desde las empresas del sector. Los marca-
dores moleculares se estan utilizando principalmente en tareas muy concretas en los
programas de mejora. Un ejemplo claro es el la deteccién precoz del sexo en roda-
ballo, que ha sido descrito en este informe, en el que mediante una PCR se amplifica
un marcador para inferir el sexo de los individuos. Actualmente, esta herramienta
estd siendo aplicada en planes de seleccion genética con empresas del sector.

Aunque de forma mas lenta que en otras especies domésticas, la acuicultura esta in-
corporando las herramientas genémicas. Hay mapas genéticos, mapas de expresidon
y genes candidatos. El mapeo y co-localizacion de genes candidato y QTL de caracte-
res de interés comienza a ser una tarea habitual en acuicultura. Mas recientemente,
se estan incrementando los recursos genémicos. Ademas de disponer de secuencias
de genomas de especies modelo como el pez cebra o el pez medaka, en la actuali-
dad se estan secuenciando los genomas de varias especies de acuicultura, la lubina y
el rodaballo entre otras. Por otro lado, la cantidad de ESTs en bases de datos de pe-
ces ha crecido de forma muy notable (mas de 1 millén) y actualmente se dispone de
plataformas de microarrays. En cualquier caso no hay por el momento suficientes
SNP para realizar estrategias de analisis de asociacion gendémica global.



Por lo tanto, en acuicultura practicamente todo estd por hacer en cuanto a la seleccion
genética y gendmica. Se requieren disenos especificos, poblaciones de referencia y
mucha informacion de resecuenciacion para la produccion de chips de SNP. El progreso
depende en gran medida de las inversiones de compaiiias y organismos publicos.

Silvicultura

En arboles se han localizado muchos QTL relacionados con la adaptacion y el creci-
miento de los arboles y con caracteristicas madereras. Entre otros, se han localiza-
dos algunos en relacion con las propiedades fisicas de la madera que afectan a la
dureza o con las propiedades de la pasta de celulosa para hacer papel. Ademas, se
han identificado QTL para resistencia a enfermedades, tiempo de floracion, resis-
tencia al frio, composicidon en aceites de las hojas, y muchos mas. La aplicacion de
estos conocimientos en MAS parece por el momento limitada para QTL muy concre-
tos, como son las resistencias a enfermedades y plagas.

Los estudios globales de asociacion han identificado marcadores del tipo SNP aso-
ciados a caracteres de interés. Se estd integrando la seleccidon genética y gendmica
en los programas de mejora forestal en diferentes facetas: seleccién de los arboles
“plus”, seleccidén sobre las poblaciones mejoradas y en las poblaciones productoras.
Los estudios realizados por el momento son escasos pero evidencian el futuro pro-
metedor de esta estrategia. A modo de resumen, repasaremos la situacion actual
en silvicultura:

- Estd muy extendido el empleo de marcadores moleculares para la seleccién clo-
nal y para la identificacién de QTL de interés.

- La mayor parte de programas de mejora emplean los marcadores moleculares
donde son claramente mas ventajosos que medir el caracter de interés: caracte-
res complicados de medir y que requieren llegar a la madurez de los individuos.

- La apuesta de diversas compafiias por la secuenciacion y las herramientas geno-
micas disponibles demuestran que la seleccién gendmica es una realidad.

- No hay ejemplos de la identificacion y utilizacion en mejora de varios genes con-
trolando parte de la variacion de un caracter cuantitativo.

En el caso de la mejora forestal aun se conserva la mayor parte de la variabilidad ge-
nética presente en las especies silvestres. Por lo tanto, la seleccién genémica encuen-
tra una situacién muy favorable en la que identificar numerosos genes de interés.

7.4. Conclusiones finales

En la actualidad se emplean habitualmente las herramientas moleculares de selec-
cion genética para realizar diversas tareas en relacion con la mejora de especies.
Entre otras, podemos destacar las siguientes:

- Seleccidon de parentales de poblaciones que abarquen la mayor diversidad posible.

- MAS para caracteres simples, como por ejemplo genes de resistencia a plagas o
enfermedades.
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Piramidacion de genes dentro de un programa, de nuevo principalmente para ge-
nes de resistencia.

Tareas posteriores a la mejora propiamente dicha, como puede ser la certifica-
cién genética del producto final o la proteccion de los derechos de los obtentores.

Otras tareas, como la determinacion del sexo en peces.

Para alcanzar un mayor grado de utilizacién de la seleccion gendémica es preciso al-
canzar mejoras cientifico-tecnoldgicas en algunos apartados concretos, entre otros:

- Los estudios gendomicos globales no deben apartar la mirada de los analisis de
caracteres cuantitativos concretos. Sigue siendo muy Uutil la diseccidon precisa de
los QTL que conforman cada caracter.

- La informacion gendmica estructural y funcional serd imprescindible para la ma-
nipulacion completa de los caracteres complejos. Los avances en gendmica fun-
cional, protedmica o metabolémica deben cooperar necesariamente en el estudio
de esos caracteres.

- Las tecnologias que son la base del desarrollo de la gendmica deben conseguir
aun un abaratamiento de los costes.

- Se requiere un desarrollo de las bases de datos para que sean mas potentes, glo-
bales y publicas.

En consonancia con todo lo dicho hasta el momento, se necesita un mayor grado de
colaboracién en grupos multidisciplinares donde fluya la comunicacién entre la biolo-
gia molecular y la mejora. Los estudios de asociacion suelen realizarse en universi-
dades o centros de investigacién mientras que los programas de mejora se realizan
en estaciones experimentales o companias privadas. En muchos casos se producen
dificultades en la transferencia de informacién (marcadores, poblaciones, etc.) si no
existe una estrecha colaboracion en el trabajo. Por lo general, los cientificos sienten
el trabajo finalizado cuando publican sus resultados en materiales de laboratorio y
no tienen demasiado interés en el proceso posterior que implica el programa de me-
jora. Por contra, las compafiias privadas no tienen mayor interés en publicar sus re-
sultados. Ademas, existe el problema de comunicacion entre los genéticos y bidlogos
moleculares con los mejoradores. Las tecnologias de marcadores moleculares y la di-
seccion de los caracteres cuantitativos son conceptos que manejan los primeros y
que en muchos casos se escapan a la formacién de los segundos. La misma idea
pero en sentido contrario es aplicable a las estrategias de mejora. En este contexto
se hace indispensable la creacidén de grupos interdisciplinares que permitan afrontar
los programas de forma global, y no como compartimentos estancos.



Los resultados descritos en este informe apuntan a que la seleccién gendmica va a
marcar un hito en los programas de mejora genética, modificando sus pautas y
practicas y mejorando su eficacia. La seleccién gendmica no trata de dilucidar que
genes participan o qué papel tienen en la expresion de un caracter pero es mas efi-
ciente sefialando los mejores individuos de una poblaciéon. AUn estamos en una eta-
pa de continuo crecimiento y desarrollo cientifico. A pesar de ello, la seleccién ge-
nomica estd comenzando a dar resultados que sobrepasan las expectativas en
muchos casos pues permite identificar con precisién y rapidez genes de interés. Es
una herramienta que debe integrarse en la mejora clasica y no sustituirla. En la ac-
tualidad, la mejora de diferentes caracteres cuantitativos es primordial en muchos
programas de mejora. Por el momento la seleccién gendmica solo ha tenido éxito
para caracteres controlados por uno o pocos genes. Por lo tanto, el estudio y mani-
pulacién de esos caracteres complejos de interés econdmico constituyen el principal
reto de cara al futuro.
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