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Introduccién

Los métodos tradicionales para incrementar la produccién y la resistencia a
enfermedades en vacuno lechero se han basado en la utilizaciéon de métodos
estadisticos. Una de las asunciones més criticas de estos métodos es atribuir la
expresion de los caracteres preductivos a un componente ambiental y a otro de
origen genético con un nimero muy elevado de /oci de efecto muy pequefio. La
utilizacion de estos métodos ha permitido un incremento considerable en la
produccidn lechera. En menos de 20 afos se ha pasado de 4500 kg por vaca y afio
a mas de 6800 kg (Pearson et al., 1990). La asuncién de un nimero elevado de loci
de efecto pequefio fue necesaria debido a la carencia de métodos para identificar y
localizar los foci implicados en la expresion de caracteres productivos. El desarrollo
de las técnicas de biologia molecular en los Ultimos afos hace posible la
identificacion y localizacion de éstos. La deteccién de loci que afectan a caracteres
quantitativos (QTL, usando las iniciales de la acepcién inglesa) es la busqueda de
los genes responsables de produccion con la ayuda de marcadores genéticos.
Habitualmente se consideran dos clases de marcadores genéticos: tipo | y tipo II.
Los marcadores tipo | o genes candidatos son /oci funcionales, por ejemplo, las
caseinas para producciéon de proteinas en la leche. Los marcadores tipo Il son
marcadores distribuidos por todo el genoma y altamente poiimérficos, por ejemplo,
ADN microsatélite. La informacién que los marcadores proporcionan se ilustra a
continuacién: consideremos un progenitor que es heterozigoto para marcadores
genéticos A (con alelos A,y A,)) y B (con alelos B, y B,) y también para un QTL, Q
(con alelos Q, y Q,), con una disposicion de las cromatidas como se muestra en la
figura. Este individuo produce los siguientes tipos de gametos identificables por los
marcadores genéticos:

, o recombinante

5 recombinante

B
B

A,B, recombinante
B, norecombinante
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La herencia de alelos alternativos para el QTL (tomada como la probabilidad dado el
tipo de gameto heredado) se contrasta con la produccién en los descendientes de
este progenitor. Si se genotipea un solo marcador y es el mismo QTL entonces se
trata de marcadores tipo |. Si se genotipea un solo marcador tipo I (ej. A) y no es el
mismo QTL entonces los dos subgrupos de progenie son una mezcla de individuos
AB,-AB, y AB,-A,B,, proporcionando menor informaciéon de las diferencias reales
entre la progenie que hereda los alelos alternativos del QTL. Si se genotipean los dos
marcadores A y B entonces se utilizan marcadores laterales («flanking markers») vy el
mapeo que se realiza es de intervalos.

En las secciones siguientes se discuten diseflos experimentales, requerimientos,
limitaciones y perspectivas para la deteccion de QTL en vacuno lechero.

Disefios Experimentales en Vacuno

Dos tipos de disefios experimentales han sido propuestos: el disefio de hijas y el
disefio de nietas. En el disefo de hijas, el contraste se realiza entre los subgrupos
de progenie que heredan alelos paternales alternativos. En el disefio de nietas, el
contraste es entre los subgrupos de nietas cuyos padres heredan alelos alternativos.
En este disefio se realizan genotipeados de los abuelos y de los padres mientras
que la poduccién se registra en las nietas. Este es el disefio experimental que mas
se esta utilizando porque requiere un menor nimero de genotipeados para un poder
estadistico dado (Weller et al., 1990).

Requerimientos para la Deteccion de QTL en Vacuno Lechero

Los gastos de mantenimiento de vacuno son muy elevados para su utilizacién en
experimentos encaminados a la deteccion de QTL. Por lo tanto, la mayor parte de
los estudios que se estan llevando a cabo utilizan las poblaciones comerciales. Este
material es menos apropiado que disponer de cruces entre poblaciones divergentes
porque se espera que la heterozigosidad de marcadores genéticos y QTL sea menor
(50% en el mejor de los casos). Los requerimientos para deteccién de QTL en todo
el genoma utilizando marcadores altamente polimaérficos como el ADN satélite son:
a) Disponibilidad de registros de produccién o resistencia a enfermedades. Estos
son normalmente los mismos que se utlizan en las evaluaciones genéticas
rutinarias.
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Tabla 1. Poder estadistico en un disefio de nietas con un error de tipo | de .01 y estructura
de poblacién de 6 toros con un promedio de 25 hijos por toro y 60 nietas por hijo. La
frequencia de toros heterozigotos es .5. Se consideran heredabilidades (h%) .10, .20, y .30.

desviaciones estandar fenotipicas

b) Disponibilidad de mapas genéticos con una distancia aproximada de 20cM entre
marcadores consecutivos. Se han publicado varios mapas de vacuno (Barendse et
al., 1994; Bishop et al.; 1994; Ma et al. 1996, Barendse et al., 1997), estando el
mapa mas completo disponible en internet (http://sol.marc.usda.gov/genome/cattle/
cattle.ntml). En total hay descritos cerca de 2000 marcadores con una densidad
promedio de alrededor de 2cM.

¢) Una estructura de poblacion que permita obtener un alto poder estadistico
(probabilidad de detectar un QTL cuando existe). En la Tabla 1 se muestra el poder
utilizando un disefio de nietas en una poblacion con una estructura como la
espanola con 6 toros (que tengan 15 o mas hijos) con un promedio de 25 hijos por
toro y una media de 60 nietas por hijo. Sélo seria posible detectar QTL con efectos
relativamente largos.

Organizacion de un Projecto de Deteccion de QTL usando un Disefio de Nietas
La organizacion de un proyecto para la deteccién de QTL requiere la coordinacion
de cientificos en areas diferentes. Cuando se utiliza un disefio de nietas se
deben cubrir las siguientes tres areas:
1) Recogida de registros de produccion de las nietas para los caracteres de interés.
2) Genotipeado de toros y de sus hijos.
3) Desarrollo de métodos estadisticos e informaticos para el manejo y analisis de los
datos.
3.1) Creacién y manejo de una base de datos correspondiente a los marcadores
genéticos y a los de produccién.
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Es conveniente que |la base de datos se pueda actualizar a medida que se progresa
en la determinacién de los genotipos, con lo que nuevos marcadores pueden
utilizarse en areas cromosomicas con un numero bajo de toros informativos.

3.2) Construccién de un mapa de ligamiento de marcadores. Se requieren
distancias genéticas entre todos los marcadores para su uso posterior en mapeo de
intervalos. Es importantante utilizar el método de maxima verosimilitud para estimar
la fraccion de recombinacion entre marcadores porque utiliza toda la informacién
disponible en los hijos de los toros, incluso cuando el genotipo del toro y de su hijo
son idénticos y no puede deducirse el alelo heredado por el hijo.

3.3) Deteccion de QTL utilizando mapeo de intervalos (Lander y Botstein, 1989).
El método se basa en calcular la probabilidad condicional de que un QTL esté en un
punto dado del cromosoma (utilizando los marcadores mas préximos) y contrastar
dentro de toros (por la produccién de sus nietas) la herencia de alelos alternativos
del toro a través de sus hijos. El mapa de ligamiento entre marcadores es necesario
para el célculo de la probabilidad condicional de que un QTL esté en un punto dado
del cromosoma. A continuacion se repite el andlisis pero se avanza, por ejemplo, 1
cMy asi sucesivamente hasta completar todo el cromosoma. El resultado final es un
conjunto de valores del parametro con que se realizan los test de hipétesis
(generalmente «lod score» en el método de maxima verosimilitud y valores F para
métodos utilizando modelos lineares) correspondientes a los distintos puntos del
cromosoma. Por ejemplo, los valores F para la produccién de proteina y leche
correspondientes al cromosoma 6 en ganado vacuno noruegc Se muestran en la
Figura 1 (Gomez-Raya et al., 1996). Los picos de la gréafica indicarian la presencia y
localizacién de QTL si los valores estan por encima de un umbral. El valor umbral en
el ejemplo de la Figura 1 es 2.80, a un nivel de confianza del .01, y utilizando el
método usual de test de hipdtesis basado en que los contrastes se realizan una sola
vez. Cuando los contrates se realizan muchas veces, como en el mapeo de
intervalos, los valores umbral no son estrictamente vélidos. Sin embargo, aunque los
resultados no sean concluyentes, uno de los picos de la figura indicaria la existencia
de un QTL afectando a la produccién de proteinas cerca del marcador BP7. Este
resultado es consistente con los obtenidos por Lien et al. (1995), quienes
encontraron asociacion entre haplotipos de caseinas y caracteres de produccion
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Figura 1. Valores F utilizando mapeo de intervalos para la producion de leche y
proteina en el cromosoma 6 en ganado noruego (Gomez-Raya et al., 1996). La
abscisa en la parte superior representa las distancias genéticas cubiertas en el
cromosoma. La abscisa en la parte inferior son los marcadores genéticos.
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lechera en la misma poblacion, ya que el marcador BP7 esta localizado cerca de las
caseinas (Bishop et al., 1994). El otro pico entre marcadores BM143 y BM1329
afecta a la produccién de leche, pero no de proteinas. Resultados similares en esta
parte del cromosoma 6 se han descrito por varios autores (Georges et al. 1995;
Speiman et al. 1996; Vilki et al., 1996; Kuhn et al., 1996). E! problema de test
mdltiples se resolveria utilizando tests de permutaciones (Churchill y Doerge, 1994)

basados en atribuir aleatoriamente las producciones de las nietas a sus padres un
nuamero muy elevado de veces y computar ese mismo numero de veces el
parametro para el test de hipétesis. De esta forma se puede obtener empiricamente
la distribuccion del pardmetro bajo la hipétesis nula y, por lo tanto, determinar los
valores umbral.

Limitaciones y Perspectivas para la Deteccion de QTL en Vacuno de Leche

Hasta la fecha s6lo se ha publicado el estudio de Georges et al. (1995) utilizando un
disefio de nietas en la poblacién Holstein de USA y marcadores distribuidos por todo
el genoma. Estos autores identifican cinco fragmentos cromosémicos (en los
cromosomas 1, 6, 8, 10 y 20) afectando caracteres de produccion lechera. Los
métodos estadisticos empleados por los autores no tienen en cuenta el hecho de
que se realizan tests multiples (no utilizan test de permutaciones) y los andlisis se
llevan a cabo independientemente para cada familia. Otros estudios utilizando un
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disefo de nietas se llevan a cabo en Bélgica-Holanda (Spelman et al. 1996),
Finlandia (Vilki et al., 1996), Alemania (Kihn et al., 1996) y Noruega (Gomez-Raya
et al., 1996) pero hasta la fecha solo sé ha publicado informacion parcial sobre
algunos cromosomas.

Hay dos problemas no resueltos completamente. El primero es ¢cdmo determinar
valores umbral para mas de un QTL simultdneamente. Doerge y Churchill (1996)
proponen dos métodos alternativos pero de dificil implementacion a medida que se
incrementa en el nimero de QTL. La segunda limitacidon es que los métodos de
deteccion utilizando marcadores cada 20 ¢cM no son capaces de determinar la
localizacion de QTL de una manera muy precisa, debido a que la informacién para la
localizacion la proporcionan los recombinantes y éstos ocurren infrequentemente.

Como se decia anteriormente, los métodos de mejora tradicionales asumian un
nimero muy elevado de foci con efecto desconocido. La informacién sobre QTL
detectados usando los métodos discutidos anteriormente podria incluirse en
programas de seleccion asistida de marcadores (ej. Ruane y Colleau, 1996). Sin
embargo, el riesgo de utilizar QTL «estadisticos» (en el sentido que |a evidencia
sobre su presencia es soOlo estadistica) puede ser de dificil aceptacion por la
industria. Desde el punto de vista cientifico, el interés reside en la identificacion de
los genes con lo que se podrian dilucidar las bases genéticas de los caracteres
productivos. Por lo tanto, el interés final de los métodos de deteccién de QTL es la
caracterizacion de éstos. Dos opciones seran utilizadas para ello: mapeo
comparativo («comparative mapping») y clonaje de posicion («positional cloning»).
El rapido desarollo del mapa genético y de secuenciacion del genoma humano (ver
informacién en internet; http://www.ncbi.nim.nih.gov/science96/) podria utilizarse
para la identificacion de los loci responsables de produccion por mapeo comparativo
ya que los mamiferos comparten entre un 70 y 80% de las secuencias de ADN que
codifican proteinas. Una vez que se detecte un QTL en un fragmento cromosémico
de unos 20cM, utilizando mapeo de intervalos, se pueden realizar nuevos tests
empleando polimorfismos en los genes funcionales encontrados en la
correspondiente area cromosdémica en humanos. El clonaje de posicién es una
técnica en biélogia molecular que puede permitir la caracterizacién de los QTL pero
requiere fragmentos de alrededor de 1.5¢cM. Por lo tanto, se requieren métodos mas
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precisos que los de mapeo de intervalo actuales para poder realizar clonaje de
posicion.

Otro procedimiento alternativo para la deteccion de QTL es el mapeo de genes
idénticos por descendencia (Lander y Botsein, 1987). Estos métodos se basan en
comparar haplotipos de individuos emparentados que presentan los mismos
sintomas de una enfermedad. Se espera que estos individuos compartan en una
mayor frecuencia haplotipos ligados a un gen de la enfermedad que otros
marcadores no ligados. Charlier et al. (1996) han logrado mapear el gen de la
sindactilia utilizando esta técnica.

Los resultados esperanzadores utilizando los métodos discutidos anteriormente
muestran que es posible detectar y caracterizar QTL que afectan a caracteres
productivos o a enfermedades. Con el desarrollo de estos métodos en Ios proximos
anos sera posible identificar las bases genéticas de la variacion observable a nivel
fisiolégico y, potencialmente, producir alimentos mas eficientemente.
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