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UTILIZACION DEL GENOME SCAN PARA LA
DETECCION DE REGIONES CROMOSOMICAS QUE
EXPLIQUEN PARTE DE LA VARIANZA ADITIVA Y EL
POSTERIOR ESTUDIO DE GENES CANDIDATOS

J.J. Arranz

Dpto. Produccién Animal 1, Facultad de Veterinaria, Universidad
de Ledn, 24071 Ledn, Espafia

Introduccion

Los caracteres productivos objeto de
seleccién en las especies domésticas son, en
general, de tipo cuantitativo. La variacién
observada en el fenotipo es el resultado de la
accion directa de un ntimero grande de genes
con efecto individual pequefio y aditivo, de
la interaccién entre alelos del mismo o dis-
tinto gen, del efecto de factores ambientales
diversos y de la interaccion entre genes y
ambiente (FALCONER y MACKAY, 1996). La
contribucién a la varianza aditiva de estos
genes, denominados genéricamente QTLs
(iniciales del término inglés Quantitative
Trait Loci), ha sido tema de estudio desde
los inicios de la investigacion genética (SaX,
1923). El conocimiento de la arquitectura
molecular de estos caracteres productivos,
podria incrementar la respuesta a la selec-
cién y como consecuencia su eficacia, dis-
minuyendo ademads las limitaciones deriva-
das del intervalo generacional.

Los principios para la localizacién de los
QTLs son lo mismos que las del analisis de
ligamiento entre dos genes mayores. La
diferencia es que desconocemos a priori el
genotipo para el locus cuantitativo, que con-
sideramos heterocigoto cuando se observen
diferencias significativas entre las dos clases
fenotipicas, definidas por los alelos alternati-

vos del marcador. Por lo tanto, los elementos
necesarios para la deteccion y localizacién
de QTLs son los mismos que para la elabo-
racion de los mapas de ligamiento entre mar-
cadores, es decir:

* Disefios familiares en los cuales esté
segregando el cardcter cuantitativo.

* Numero suticiente de marcadores que
cubran la totalidad del genoma.

* Métodos estadisticos que nos permitan
detectar la asociacién entre un marcador y
un QTL segregante.

Diserios experimentales

Aungque histéricamente se han propuesto
un gran nimero de disefios experimentales
para la deteccion de QTLs utilizando mar-
cadores, pueden dividirse en dos grandes
grupos, en funcién de las poblaciones en las
que se quiere localizar estos loci (LYNCH y
WALSH, 1997):

* Disenos para la localizacién en “lineas
consanguineas” creadas especificamente
para los experimentos o en razas alejadas
genéticamente. La localizacién de QTLs
parte del principio de la existencia de dese-
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quilibrio de ligamiento entre ellos y el mar-
cador genético. La diferencia fenotipica de
las medias entre individuos homocigoticos
para el marcador se utiliza como indicadora
de la eficiencia del diseno. Para generar
desequilibrio de ligamiento es necesario rea-
lizar los apareamientos entre lineas parenta-
les que difieren en los genotipos del QTL y
de los marcadores, para obtener una F, hete-
rocigdtica para ambos. A partir de esta gene-
racion, se busca la asociacidn por retrocruza-
miento o mediante la produccién de una
tercera generacion segregante F,.

* Disefos para la localizacion en pobla-
ciones comerciales o outbred. Como tal
entendemos poblaciones utilizadas rutina-
riamente en los sistemas habituales de pro-
duccién animal. Hacen referencia, funda-
mentalmente, a los disenos hija y nieta
(WELLER et al., 1990); ambos basados en
poblaciones de medio hermanos. En el pri-
mero, se buscan asociaciones entre las
regiones gendmicas flanqueadas por mar-
cadores y las producciones de las hijas de
varios sementales. Se obtendran dos grupos
de hijas de acuerdo al cromosoma paterno,
y a su vez la presencia de alelos alternativos
del QTL tenderdn a generar diferencias en
la media del cardcter cuantitativo de cada
grupo. WELLER ef al. (1990) proponen otra
alternativa al caso anterior para optimizar el
andalisis, afadiendo una generacion adicio-
nal al disefo experimental. Los genotipos
se analizan en los hijos y el cardcter cuanti-
tativo es medido en las nietas del reproduc-
tor y, mediante un test de progenie, se esti-
ma el valor genético del hijo para ese
cardcter.

La utilizacién de un determinado disefio
experimental depende de las particularida-
des de las poblaciones originarias, del
nimero y tipo de marcadores disponibles y
de las caracteristicas de los fenotipos que se
miden en las poblaciones. Normalmente, el

disefio elegido es aquel que optimiza la
potencia estadistica del experimento de
deteccion de QTLs, sin olvidar las limita-
ciones econdmicas que suelen conllevar
estas experiencias.

La mayoria de los estudios sobre btisque-
da de QTLs en animales domésticos, se
basan en el cruzamiento de razas alejadas
genéticamente, tanto en ganado porcino
(cruzamientos entre razas de origen europeo
y asidtico, o cerdo europeo con jabali),
€cOomo en vacuno (cruzamiento enfre razas
europeas o entre éstas y cebties) o en avicul-
tura con los cruces entre lineas de ponedo-
ras y de produccién de carne (broilers).

En este tipo de cruzamientos, se asume
que ambas poblaciones poseen alelos alter-
nativos del QTL, fijados en cada una de las
razas (HALEY er al., 1994). La ausencia de
variabilidad con respecto al QTL, impide
una aplicacion directa en los programas de
seleccién que utiliza cada una de las dos
lineas implicadas. Su utilizacion requiere
técnicas de introgresioén. Estudios recientes,
han desarrollado metodologias que no asu-
men la fijacion de los alelos alternativos del
QTL, sino frecuencias muy diferentes entre
las razas. En consecuencia, varios alelos se
encuentran segregando en alguna de las
familias, con frecuencias muy distintas, de
forma que los QTLs detectados si podrian
ser utilizados directamente en los progra-
mas de seleccién (ALFONSO y HALEY, 1998,
PEREZ-ENCISO y VARONA, 2000).

El disefio de medio hermanos, ya sea de
dos (hija) o tres (nieta) generaciones, ha
sido aplicado con notable éxito en e} gana-
do vacuno de produccion ldctea (GEORGES
et al., 1995; ZHANG et al., 1998). Los resul-
tados obtenidos estdn siendo ya utilizados
por compaiifas comerciales en sus progra-
mas de seleccion (BOVENHUIS y SPELMAN,
1998).
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Cuadro 1
Tamano estimado de diferentes experimentos para la localizacion de QTL

Diseno experimental

Tamano de la poblacién

Efecto del QTLr

Retrocruzamiento 525-2.100 0,282 s.d
F, 1.050-2.100 (p = 0.5) 0,282 s.d
Disedo hija 2.000 0.5-1 s.d.
Disefio nieta 1.000 0,2 s.d.

Por lo que se refiere al tamano teérico de
los disefios experimentales, las estimacio-
nes realizadas dependen del tipo de disefio,
de la frecuencia de los alelos del locus cuan-
titativo en la poblacién, de la heredabilidad
del cardcter y del efecto fenotipico del QTL.
En el cuadro | se muestran algunas de las
estimaciones recogidas de la bibliografia.
Como se puede observar el tamano tedrico
oscila entre 525 y mds de 4.000 animales
(SOLLER et al., 1976; WELLER ef al., 1990;
Carta y ELSEN, 1999). El tamano de los
experimentos que se estdn llevando a cabo
en la actualidad es bastante variable. En e]
caso de los disefios de cruzamiento entre
razas oscilan entre 500 a 1.000 animales y
en los disenos de medio hermanos incluyen
alrededor de 1.000 animales.

Metodologia estadistica

Por lo que respecta a la metodologia esta-
distica utilizada en Ja deteccién de QTLs.
durante la Gltima década se han desarrollado
una gran cantidad de procedimientos y algo-
ritmos diferentes. Los primeros fueron dise-
fados para un solo marcador, sin tener en
cuenta la existencia de ligamiento con otros
marcadores (SOLLER y Genizi, 1976;
WELLER et al., 1990) y empleaban sistemas
de andlisis de varianza o0 mdxima verosimili-
tud. Actualmente, la metodologia utilizada

se basa en el andlisis de intervalos flanquea-
dos por marcadores informativos, que nos
permiten conocer el origen del fragmento
cromosémico de forma condicionada al
genotipo de los dos marcadores flanquean-
tes. Los métodos estadisticos mas frecuente-
mente empleados son el analisis de regresion
(KNOTT et al., 1966; KNOTT et al., 1997) y el
de mdxima verosimilitud (LANDER y BOTs-
TEIN, 1989; GEORGES ef al., 1995), que pro-
ducen unos resultados muy similares. Tam-
bién se han desarrollado técnicas que pueden
ser utilizadas en vartables que no siguen una
distribucién normal, basadas en el test de
rangos de Wilcoxon (COPPIETERS et al.,
1998a).

Existen otros tipos de andlisis con un
gran potencial pero que no estdn completa-
mente implementados para el andlisis ruti-
nario, son los métodos bayesianos y de esti-
macion de componentes de varianza. La
estimacién de componentes de varianza se
ha desarrollado mediante mdxima verosimi-
litud (GoLDAR, 1990) o maxima verosimili-
tud restringida (GRIGNOLA ef al., 1996), que
plantean problemas cuando los marcadores
no son completamente informativos o cuan-
do existen individuos en el pedigri sin dato
genotipico.

Los métodos bayesianos presentan una
serie de ventajas claras, como la posibilidad
de incluir el ndmero de QTLs en cada cro-
mosoma como pardmetro no conocido, la de
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tener en cuenta todas las relaciones existen-
tes entre los animales o la de obtener para-
metros menos sesgados en las poblaciones
sometidas a seleccion (HOESCHELE ef al.,
1997). Se ha aplicado con algin problema a
pedigries complejos (HOESCHELE et al.,
1997), aunque los avances en esta metodo-
logia podrian hacer que se convierta en una
de las rutinarias en los préximos afios (Bink
y VAN ARENDONK, 2000; GEORGE et al.,
2000).

Un aspecto a tener en cuenta, es el cdlcu-
lo de los niveles de significacién. La realiza-
cién de un elevado nimero de test estadisti-
cos a lo largo del genoma, para buscar
asociaciones positivas entre los marcadores
y los caracteres objeto de estudio, hace que
la cantidad de falsos positivos que se pue-
den encontrar sea muy elevada, aunque “o”
sea muy pequefia en cada uno de los tests.
Los procedimientos mds frecuentes para
fijar los niveles de significacion son los del
calculo empirico para cada caracter median-
te permutaciones (CHURCHILL y DOERGE,
1994) o la utilizacién de la correccién de
Bonferroni para tests mdltiples (Lynch y
Walsh, 1997).

Marcadores genéticos

Ademds de los disefios familiares y los
métodos estadisticos, el ultimo aspecto
fundamental en la deteccion de QTLs son
los marcadores genéticos. Los primeros
estudios realizados emplearon marcadores
morfoldgicos y posteriormente grupos san-
guineos y polimorfismos bioquimicos
(NEIMANN-SORENSEN y ROBERTSON, 1961).
Pero no fue hasta la llamada “revolucién
genética”, que aplicé la tecnologia del
DNA recombinante, cuando se dispuso de
un numero suficiente de marcadores que

permitieran una bisqueda sistemdtica en el
genoma de los genes que controlan un
cardcter cuantitativo, empleando el deno-
minado genome scan.

Los primeros mapas de ligamiento reali-
zados en mamiferos empleaban los RFLPs
como marcadores, pero fue a partir del des-
cubrimiento de la PCR y los microsatélites,
cuando es posible obtener mapas genéticos
densos de la préctica totalidad de especies
domésticas (ARCHIBALD et al., 1995; Kap-
PES et al., 1997; CRAWFORD er al., 1996) y
se empiezan a desarrollar los primeros pro-
yectos de deteccién y localizacion de QTLs
en estos animales. En la actualidad, los
polimorfismos del tipo SNPs (snips), pro-
ducidos por una mutacién puntual en la
secuencia de DNA, parecen ser los marca-
dores que sustituirdn en un futuro cercano a
los microsatélites. Este altimo tipo de mar-
cadores esta siendo utilizado con gran éxito,
tanto en el hombre como en el ratén, merced
a su elevado nimero y distribucién unifor-
me a lo largo del genoma, y a la facilidad de
automatizacion para su identificacion, basa-
da en la tecnologia de micropunteo (microa-
rray) o fotoactivacién que permite aplicar
los denominados DNA-chips (LINDBLAD-
ToH et al., 2000). En los animales domésti-
€os se encuentran en sus primeras etapas de
desarrollo y empiezan a surgir los primeros
prototipos de marcadores que cubran el
conjunto del genoma en diversas especies,
para la posterior produccién de los DNA-
chips.

En el ambito de la producciéon animal,
casi todos los estudios realizados o en pro-
ceso para la deteccién de caracteres comple-
jos emplean los microsatélites como marca-
dores. Los microsatélites son secuencias
simples de DNA repetido. Son simples debi-
do a que el tamano de }a unidad iterativa es
pequefa (de 2 a 5 nucleétidos). Son muy
abundantes en el genoma y se encuentran
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distribuidos de una manera practicamente
uniforme a lo largo del mismo, poseen un
elevado grado de polimorfismo, presentan
herencia codominante y su deteccion puede
automatizarse. Son estas caracteristicas las
que los convierten en marcadores casi idea-
les. Para poder aplicar el genome scan suele
utilizarse un marcador polimérfico cada 20
c¢M. Con objeto de cubrir la totalidad del
genoma se emplean, en las especies de ani-
males domésticos, una media de 180 a 200
marcadores en una primera aproximacion.
Si tenemos en cuenta el tamano de los dise-
fios experimentales comentado con anterio-
ridad, la realizacién de un genome scan
implica la produccién de mas de 100.000
datos genotipicos.

Esta enorme demanda de trabajo rutinario
hace necesario aplicar técnicas de alto rendi-
miento por persona y afo. En un principio se
utilizaron técnicas de amplificacion conjunta
(multiplex) utilizando marcado radiactivo y
lectura de los alelos como valores relativos.
Posteriormente, se han utilizado diversas
tecnologias derivadas de la secuenciacion
automadtica, aunque parece que las técnicas
fluorescentes basadas en la deteccidn de 4
colores por linea de corrido electroforético
desarrolladas por ABI y aplicadas posterior-
mente por otras firmas, son las mas utiliza-
das en los proyectos de localizacién de
QTLs que emplean microsatélites como
marcadores (ZIEGLE ef al., 1992; SCHWEN-
GEL et al., 1994; HaLL et al., 1996).

El volumen de trabajo laboratorial nece-
sario y la fiabilidad de la identificacién
genotipica de cada marcador que requiere
el diseno experimental, hace que deba pres-
tarse una atencion especial a la metodolo-
gia empleada. Brevemente, pasaremos a
describir el proceso de identificacién geno-
tipica con la metodologia de cuatro colores
por linea utilizando secuenciadores auto-
madticos. Los microsatélites se amplifican
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mediante PCR-multiplex de forma que con
cada fluorocromo se amplifican de 2 a 4
marcadores. Una vez amplificados, se mez-
clan de forma proporcional, para que no
exista contaminacién cromdtica entre ellos
y para que la intensidad sea similar. Final-
mente, uno de los fluorocromos se reserva
para el estindar de tamafio que servird para
la deteccién de la longitud de los alelos de
cada animal. La mezcla de marcadores se
separa mediante electroforesis en condicio-
nes desnaturalizantes, en un secuenciador
automatico. Los datos de intensidad lumini-
ca y de tiempo se registran en un ordenador.
Finalizada la electroforesis, los datos brutos
se analizan mediante un software disefiado
especificamente para ello (GeneScan) y asi
la sefial policromdtica detectada por el
secuenciador se divide en cuatro sefnales
monocromadticas. A partir del estdndar se
calcula el tamano de los picos de los marca-
dores en los ficheros de resultados. A conti-
nuacion, cada uno de los picos detectados se
agrupa dentro de un marcador determinado
y se le asigna una “etiqueta alélica”, que es
la que se utilizara posteriormente en los
diferentes tipos de andlisis.

Aunque el proceso es aparentemente sen-
cillo y no parece presentar demasiadas fuen-
tes de error, hay que tener en cuenta que,
unido a esta potente tecnologia encontramos
una serie de problemas, a menudo no consi-
derados a la hora de comenzar un proyecto
de identificacion de genotipos a gran escala,
que pueden dar lugar a errores suficientes
como para dificultar la correcta deteccion,
localizacion y estimacién de la magnitud
del efecto de genes con influencia sobre un
cardcter cuantitativo (Brzustowicz et al.,
1993).

Entre los tipos de errores mas frecuente-
mente detectados en nuestro laboratorio,
podemos destacar los siguientes:
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* Bandas sombra que dificultan la identi-
ficacion genotipica de forma automdtica.
Son especificas de cada secuencia amplifi-
cada y se pueden atenuar mediante cambios
en las condiciones de PCR, aunque en algu-
nas secuencias son dificiles de evitar
(KNOWLES et al., 1992).

* En algunos casos se observa una ampli-
ficacion diferencial entre Jos dos alelos de
un locus. Normalmente se debe a la existen-
cia de una mutacion en la zona complemen-
taria de uno de los dos “primers” y puede
determinar un primer grado en la aparicién
de alelos nulos, en los cuales uno de los dos
alelos de los microsatélites no amplifica. En
este caso, el marcador se trata como si
tuviese un modo de herencia dominante
(CALLEN et al., 1993).

* La actividad “+A” de la Taq polimerasa
se ha observado con cierta frecuencia y en
algunas ocasiones ocasiona una diferente
longitud del fragmento amplificado, lo que
determina una mayor varianza en las clases
alélicas e, incluso, un solapamiento entre las
mismas (SMITH et al., 1995).

» Fallos en la asignacion del estandar
interno. Esto conlleva que se realice una
estimacién diferente en el tamano de los
alelos, entre las diferentes lineas de un gel o
entre geles distintos.

* Anomalias electroforéticas. Suele ser
debidas a una migracién electroforética
erratica de algin tipo cadenas de DNA,
principalmente aquellas de naturaleza repeti-
da. Ya que la estimacion de la longitud aléli-
ca se realiza por comparacién con un frag-
mento de tamafio de DNA conocido y de
naturaleza no repetida y como resultado a un
mismo alelo se le asignan longitudes distin-
tas en geles diferentes (GHOSH et al., 1997).

Por lo que se refiere a este dltimo tipo,
en un estudio realizado con medidas repeti-
das de un mismo individuo en geles distin-
tos, se han identificado los siguientes facto-
res de variacion en la asignacién alélica:
gel, linea dentro del gel y, fundamental-
mente, la interaccion entre gel y marcador.
En el cuadro 2 se resumen los factores de
variacién analizados y el porcentaje de
varianza que explica cada uno de ellos.
Como se puede observar, la combinacién
“Gel x Marcador” explica el mayor porcen-
taje de la varianza detectada en la asigna-
cién alélica. Estos resultados parecen indi-
car que ciertas secuencias microsatélites
presentan una menor repetibilidad en el cal-
culo del tamano de sus alelos, sin duda
debido a que su composicién en pares de
bases hace que la migracién electroforética
sea mds variable, al ser comparada con un
estdndar de tamafo compuesto por DNA de
naturaleza no repetida.

Cuadro 2
Factores de variacion en la asignacion del tamano de los alelos

Significacién

Varianza explicada

Gel

Linea (gel)

Gel x Marcador
Alelo (marcador)

21%
3%
68%
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Estrategias alternativas

Existen una serie de estrategias que permi-
ten reducir, de una manera significativa, el
niimero de datos genotipicos necesarios para
abordar una bisqueda de QTLs, sin que exis-
ta una pérdida notable de precision. Estos pro-
cedimientos son interesantes desde el punto de
vista de Ja reduccion de costes laboratoriales y
del tiempo necesario para la finalizacién del
proyecto. El aspecto de la reduccion del presu-
puesto es de particular relevancia, ya que la
produccion de un niimero tan elevado de datos
genotipicos como los que se requieren para
este tipo de proyectos, lleva asociado un alto
coste en reactivos y personal, normalmente el
mas importante del proyecto, ya que la medi-
cion de los caracteres fenotipicos suele resul-
tar menos gravosa. Entre dichas estrategias
podemos destacar el “muestreo selectivo” y el
DNA pooling.

El denominado muestreo selectivo o
selective genotyping (Lander y Botstein,
1989) consiste en la eleccién para su andli-
sis laboratorial, de los individuos con feno-
tipos extremos para el cardcter que se desea
analizar. Los fenotipos se adaptan mayorita-
riamente a una distribucién normal y se sue-
len elegir entre el 40 y 50% de los indivi-
duos de la poblacién, tomados de ambas
colas de la distribucion fenotipica. DARVASI
y SOLLER (1992) demuestran que el genoti-
pado selectivo puede determinar una consi-
derable reduccién del numero de individuos
analizados, sin disminuir de una forma con-
siderable la potencia estadistica del experi-
mento. Este tipo de estrategia presenta como
inconveniente principal que no es muy ttil
en casos de andlisis para mds de un cardcter,
ya que individuos con fenotipos extremos
para uno pueden no serlo para otro.

El nimero de animales analizados se
puede reducir también por medio de la mez-
cla de DNA (DNA pooling o Bulked segre-
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gant analysis). Es decir, en lugar de identificar
los genotipos individualmente, el material
genético de los individuos con similares feno-
tipos (alto y bajo), son separados en dos mez-
clas. De este modo, cada marcador podrd ser
examinado mediante dos uinicos analisis, uno
por cada mezcla, de acuerdo a la intensidad
de la banda que producen (DARrvasi y So-
LLER, 1994). Obviamente, los genotipos indivi-
duales para cada marcador no pueden ser
determinados, pero si pueden predecirse las
frecuencias alélicas relativas, mediante un pro-
ceso de andlisis densitométrico de las mezclas
de ADN amplificado (KHATIB et al., 1994).

Debido al error técnico que se comete en
la determinacion de las frecuencias alélicas,
por la presencia de bandas superpuestas, es
menos potente que el método anterior, pero
resulta util combinarlo con el método de
muestreo selectivo, para el estudio en con-
junto de diferentes caracteres. Un andlisis
de este tipo se ha aplicado, recientemente, a
la bisqueda de QTLs en ganado vacuno
lechero (LIPKIN ef al., 1998).

Otra estrategia de optimizacion del anali-
sis de QTLs, aunque desde el punto de vista
fenotipico, es la aplicacion del “test de pro-
genie”. GEORGES ef al. (1995) utilizan un
diseno abuelo, donde el andlisis de los geno-
tipos se realiza en los hijos resultantes del
apareamiento entre padres con méritos
genéticos superiores ya probados, y el valor
del cardcter cuantitativo se obtiene mediante
un “test de progenie”, en funcién del com-
portamiento de sus hijas para el cardcter de
interés.

Analisis de los resultados

Una vez finalizada la determinacion de ge-
notipos se realiza la construccién de) mapa de
ligamiento y finalmente el andlisis estadistico.
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Los resultados que se obtienen en un
genome scan suelen dar un intervalo de con-
fianza de localizacion de los QTLs de unos
30-40 cM, demasiado grande para el inicio
de estrategias de clonado posicional, e inclu-
so poco eficiente para la utilizacion en MAS.

El primer paso para acortar el intervalo
de confianza para la localizacion de un QTL
es el aumento de densidad de marcadores.
Dado que actualmente la mayoria de los
mapas de ligamiento de las especies domés-
ticas poseen una densidad media o elevada,
se deberian utilizar los marcadores existen-
tes en el intervalo de confianza de la locali-
zacién del QTL. Si no fuesen suficientes,
habria que recurrir a la produccién de nue-
vos marcadores. La estrategia mds sencilla
seria la localizacion de nuevos microsatéli-
tes 0 SNPs en YAC o BAC que contienen a
los marcadores del intervalo de confianza.

Por lo que se refiere al aumento de la
densidad de recombinantes, en animales
domésticos las estrategias disefiadas para
animales de laboratorio (produccién de line-
as recombinantes, RIL, AlL, RPT, ISCS,
etc.) (Darvasi, 1998) son poco eficaces
debido al coste y al intervalo generacional.
Por lo tanto, la unica posibilidad de incre-
mentar el nimero de recombinantes seria el
aumento de tamafo del pedigri a analizar.
Otra posibilidad serfa la utilizacién del
desequilibrio de ligamiento existente en
algunas poblaciones como es el caso del
ganado vacuno de raza frisona (FARNIR et
al., 2000). Este método se ha mostrado muy
atil en los caracteres monogénicos (CHAR-
LIER et al., 1996; HOUWEN et al., 1994; Dun-
NER et al., 1997) y con la misma base tedrica
puede ser aplicado a los caracteres cuantita-
tivos. El principio se basa en que los indivi-
duos portadores de un mismo alelo “raro”
descienden de un tnico individuo en el que
se produjo la mutacién, y portan un fragmen-
to cromosdémico comun, cuya longitud es

igual a 2/(n*x), siendo n el nimero de gene-
raciones que separan el individuo fundador y
el actual y “x”” la longitud en cM.

Aplicacion al cromosoma 14
del ganado vacuno

En un estudio de busqueda de QTLs
mediante genome scan, en ganado vacuno,
utilizando un disefio abuelo, se detecté un
fuerte efecto para el porcentaje de grasa, en
la regién proximal del cromosoma 14, que
fue confirmado en una muestra indepen-
diente de animales (COPPIETERS et al.,
1998b). El intervalo de confianza para la
localizacién de dicho QTL era de aproxima-
damente 40 ¢cM, evidentemente demasiado
grande para la realizacién de una aplicacion
directa en MAS o para un posible clonado
posicional (10 cM = 10 x 106 bp = 300
genes). El proceso de “mapeo fino” de
dicho QTL se presenta en RIQUET er al.
(1999). Con el fin de lograr una localizacién
mds precisa de dicho QTL se siguieron los
pasos siguientes:

1. Obtencién de un mapa de alta resolu-
cion en la regién proximal del cromosoma
4. La densificacién en marcadores de la
zona se realiz6 mediante la buisqueda de
microsatélites y SNPs en BAC y YAC que
contenian los marcadores utilizados en el
primer analisis.

2. Identificacion de las familas segregan-
tes para el QTL. Las familias que superaron
el nivel de significacion del 5% (corregido
mediante el procedimiento de Bonferroni)
fueron seleccionadas como portadoras del
QTL y del correspondiente fragmento cir-
cundante. En este caso se seleccionaron
siete de los 29 sementales analizados como
heterocigotos para dicho QTL.
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3. Determinacion de los genotipos para
los nuevos marcadores producidos y deter-
minacion de la fase de ligamiento de los mis-
mos en los sementales portadores del QTL.

4. Identificacidn de un haplotipo compar-
tido en uno de los dos alelos de los sementa-
les. Este haplotipo compartido por el con-
junto de hijos portadores del alelo “+” o del
“- serd el portador del QTL, y el tamafio
del mismo dependera del niimero de genera-
ciones transcurridas entre los sementales
tipificados y el antepasado comun.

5. Finalmente, se verificé el efecto fenoti-
pico del segmento portador del alelo del QTL
en la poblacion general. Para ello se realizd
un andlisis de las medias productivas de los
individuos portadores de dicho haplotipo
frente al resto de haplotipos. El resultado
demuestra claramente que los individuos por-

tadores del haplotipo “+” poseen una media
fenotipica superior a los no portadores.

Mediante este procedimiento se caracte-
riz6 un segmento cromosémico de 5 cM,
donde se ha localizado un QTL con efecto
positivo sobre el porcentaje de grasa en la
leche. El tamano de este fragmento permite
que pueda ser utilizado en seleccion asistida
por marcadores y es el primer paso para la
realizacion del posible clonado posicional.

El paso siguiente es el clonado posicional
del QTL detectado, para ello se pueden uti-
lizar diversas técnicas como el secuenciado
de la regién completa, el zoo-blotting, exon
trapping o la utilizacién del mapeo compa-
rado que permite la localizacion de genes
candidatos posictonales. De todas formas, el
trabajo requerido para el clonado posicional
es muy laborioso y dilatado en el tiempo.
Una vez identificado el gen deben caracteri-
zarse su productos y regulacién mediante
técnicas de andlisis de su expresion y de las
proteinas producidas por el mismo.
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