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Resumen

Este trabajo resume algunos de los principales avances metodologicos de la era QTL y
de los desafios que esperan. La metodologia del modelo mixto es, y seguira siendo, una
herramienta clave en el andlisis genético de los caracteres cuantitativos. ‘Solo’
debemos irle afiadiendo piezas para adecuarlo a las necesidades de cada situacion, lo
que no quiere decir que sea una tarea facil. En estos momentos, ya disponemos de una
teoria bastante general para el analisis de QTL, aunque echamos de menos un analisis
mas detallado de las posibles epistasias en el genoma o métodos especificos para
caracteres longitudinales o de supervivencia. Tampoco parece haber un consenso
generalizado sobre qué criterio emplear para fijar los umbrales de significacion. Uno de
los temas mas candentes en estos momentos es el de localizar una mutaciéon lo mas
precisamente posible, debemos encontrar formas robustas de incorporar el desequilibrio
de ligamiento. Desde un punto de vista experimental, son las razas sintéticas las mas
adecuadas para llevar a cabo un experimento de cartografia fina. Por ultimo, repasamos
algunos de los desafios que encontraremos proximamente: la genética gendmica y los
diversos proyectos hapmap. Urge un didlogo con los bioinformaticos y con los
genetistas de poblaciones y evolutivos.

Antes del microsatélite (Henderson)

El paradigma clasico en Genética Cuantitativa Animal consta de tres herramientas principales:
el modelo mixto, el modelo genético infinitesimal y el mendelismo. Las clasicas ecuaciones
del modelo mixto son validas sélo si aceptamos todos estos ingredientes. Bajo el modelo
inifinitesimal y aceptando las reglas mendelianas de transmision hereditaria, la tUnica
informacion relevante para calcular las probabilidades de que dos alelos sean idénticos por
descendencia (IBD) es el pedigri. Noétese, en todo caso, que estas probabilidades son siempre
condicionales al pedigri, y nunca absolutas. Si utilizdramos todo el pedigri real desde el
origen de una especie o de una raza, posiblemente la consanguinidad de todos los individuos
seria 1. Cuando el objetivo es identificar las causas ultimas de la variabilidad genética para
caracteres cuantitativos, es evidente que el modelo infinitesimal no nos sirve, ya que implica
que la probabilidad de IBD entre dos individuos es constante a lo largo del genoma. Son
precisamente las fluctuaciones en IBD con respecto a lo esperado bajo el modelo infinitesimal
las que nos permiten ir mas alld e identificar los llamados QTL. En contraste con el modelo
genético infinitesimal, el modelo mixto es, y seguira siendo con toda probabilidad, una
herramienta fundamental en el andlisis genético de los caracteres ‘complejos’. Por tanto,
debemos adaptar el modelo mixto a las peculiaridades del andlisis de caracteres cuantitativos
mediante marcadores (QTL).

! Correspondencia a esta direccién



Durante el microsatélite (QTL)

Insistamos una vez mas en que un QTL es solo una asociacion estadistica entre una region del
genoma y un cardcter. Ir desde un QTL al gen en si mismo es una tarea extremedamente
ardua, la mayor parte de las veces ingrata. A los genéticos con una formacion cuantitativa nos
es dificil comprender que una region de 20 o 30 cM es absolutamente gigantesca desde el
punto de vista molecular: puede contener centenas de genes y decenas de miles de
polimorfismos. En la busqueda de genes candidatos, es normal la angustia de los estudiantes
al ver que el intervalo de confianza para un QTL varia de sélo unos cM ‘insignificantes’ al
rehacer el analisis incluyendo unos pocos individuos mas o cambiando ligeramente el modelo
de analisis. La diversidad de resultados segun el método estadistico empleado, ademas, no
hace sino empafiar la ya deslucida reputacion de los metoddlogos, una palabra quiza
demasiado proxima de la de meteordlogo”.

Dicho (o mas bien escrito) esto, no cabe duda tampoco del éxito e interés cientifico que ha
despertado la disponibilidad de un gran ntimero de polimorfismos distribuidos por todo el
genoma y relativamente baratos de genotipar, los microsatélites. Una de las ventajas de
metodologia de QTL es que los mismos principios se pueden aplicar a cualquier especie y
caracter, no hace falta tener un conocimiento previo de la base genética del caracter. En los
ultimos diez afios se ha avanzado mucho en el conocimiento de la arquitectura genética de los
caracteres cuantitativos. Que sepamos muchisimo mas no quiere decir, sin embargo, que
comprendamos exactamente qué es lo que observamos. Un resultado general es que la
mayoria de los QTL presentan una accién génica aditiva y que la epistasia no es muy
frecuente. A la vista de la gran cantidad de QTL publicados, cunde un cierto pesimismo entre
los cuteldlogos en el sentido de que, al fin y al cabo, el modelo infinitesimal no era tan malo
como lo pintaban. Creo que éste es un pesimismo pasajero hasta que vayamos conociendo las
bases genéticas precisas de la variacion cuantitativa. Recordemos que QTL es de los pocos
vocablos genéticos que se usan tanto en genética humana, animal, o vegetal, s6lo los
microbios parecen carecer de QTL.

Desde un punto de vista estadistico, llama la atencién la simplicidad de las estrategias
utilizadas corrientemente para el andlisis de QTL, sobre todo cuando se compara con la
sofisticacion que habian alcanzado los modelos mixtos utilizados en la evaluacion de los
reproductores, por ejemplo de las evaluaciones internacionales de los toros lecheros. En este
sentido, los experimentos de QTL han supuesto un retroceso enorme en la artilleria estadistica
de los mejoradores. Normalmente, los cruces entre poblaciones se han analizado suponiendo
que los alelos de los QTL estan fijados en cada raza y en los analisis dentro de razas ‘puras’ se
han analizado las familias de (medios) hermanos como si estuvieran emparentadas. En ambos
casos los métodos sencillos tipo minimos cuadrados han sido mas populares que estrategias
mas generales como la basadas en verosimilitud. De vez en cuando, ademads, ocurren
situaciones curiosas con los fenotipos utilizados. Por ejemplo, en vacuno lechero se ha usado
como fenotipo el valor BLUP que se obtiene asumiendo un modelo infinitesimal: sin duda,
seria mucho mas apropiado utilizar los datos brutos.

Es deseable profundizar en una teoria general y unificada que nos permita el analis genético
de caracteres complejos. Dicha teoria puede estar basada en el modelo mixto. La formulacién
clasica se puede representar como

2 N .7

Tal como puede comprobarse facilmente con CLUSTAL, una sola delecion y un SNP separan ambas
secuencias-palabra, lo que hace sospechar que se trata del mismo gen que hace poco tiempo sufrid6 una
duplicacion. Previsiblemente, las funciones se deben haber conservado o, cuando menos, ser muy similares.



y=Xb+Zu+e
En el caso que nos ocupa, el objetivo final es encontrar un modelo alternativo, que seria

y=Xb+Zu+) W,g +e,

i1

donde Wj es una matriz de incidencia que relaciona los individuos con los alelos del locus j,
mientras que g contiene los efectos alélicos para cada locus. Es evidente que la principal
diferencia entre esta ecuacion y la primera es que en la segunda las matrices de incidencia
(W) no son conocidas, como no lo son su dimensién (el nimero de alelos) ni siquiera el
numero de loci que afectan a cada caracter. Si se conocieran, empero, el bagaje tedrico del
modelo mixto podria ser empleado sin ninguna modificacion. En ultima instancia, podriamos
aspirar al modelo

Nioci
y=Xb+> W, g +e,
j=1

esto es, aquél que nos permitiera individualizar todas causas genéticas sin recurrir a un
residuo genético infinitesimal. Logicamente, la particularidad de los analisis de QTL es que la
matriz W es desconocida. La informacion de marcadores nos permite, sin embargo, estimarla.
La forma en como utilicemos los marcadores para estimar W y en coémo definamos g resultara
en distintos modelos que cubren la mayor parte, o la totalidad, de los diversos disefios
experimentales de QTL. Dentro del paradigma del modelo mixto es inmediato, ademas,
considerar modelos multicaracter donde no es necesario asumir que el mismo modelo para
todos los caracteres.

Durante el SNP

En estos momentos, uno de los problemas mas importantes a los que nos enfrentamos es el
mapeo fino, es decir, la localizacion de los QTL lo mas precisamente posible. Idealmente,
deberiamos reducir el intervalo de confianza a menos de un cM si queremos encontrar
candidatos posicionales con un minimo de garantia. El principal factor limitante para la
cartografia fina es la ausencia de recombinantes, mas que el numero de individuos
genotipados o la densidad de marcadores. Desde el punto de vista experimental, las razas
sintéticas son un material idoneo, especialmente si también se dispone de material genético de
las lineas o razas fundadoras. En la mayor parte de las especies domésticas, ademas, todavia
no disponemos de la secuencia del genoma, con la excepcion de un borrador en el pollo. Esta
situacion es transitoria, pero afecta profundamente al tipo de estudios que se pueden abordar.

Uno de los temas mas interesantes en estos momentos, desde el punto de vista metodoldgico,
es combinar la informacion de ligamiento y la de asociacion (desequilibrio, LD). Por
desgracia, la forma optima de utilizar el LD depende de la historia de la poblacion, que en
general no es conocida. Metodologicamente, los dos problemas principales del mapeo fino
son identificar qué alelos del QTL porta cada individuo y calcular la probabilidad de IBD
entre dos individuos en cada regién del genoma. Por curioso que parezca obtener las
probabilidades IBD es un problema extremadamente complejo que las técnicas de Monte
Carlo alivian, pero no resuelven completamente. Hoy no sabemos siquiera si se puede
resolver en un tiempo realista de computacion (hablamos entonces de un problema ‘NP’, non-



polynomial time). La mayoria de los enfoques utilizan, explicita o implicitamente,
aproximaciones y simplificaciones. Ademas, el éxito o fracaso de la cartografia fina depende
también del grado de heterogeneidad genética, del nimero de loci realmente implicados en el
caracter y de la fiabilidad en el registro de los fenotipos.

Una estrategia adicional al andlisis cldsico de QTL es identificar la huella de la seleccion a
través del patron de polimorfismos en determinadas regiones candidatas o a lo largo de todo el
genoma. Desde hace décadas, pero con mas impetu en los ultimos afos, se han inventado
diversos tests que permiten establecer si la variabilidad de una secuencia de ADN es
explicable solo por deriva o si hay evidencia de seleccion. En general, la seleccion causa una
disminucién en la variabilidad genética. Una huella tipica de la seleccidon es un gran nimero
de loci con alelos a baja frecuencia y un nivel de desequilibrio de ligamiento mayor que el
esperado por azar. La mayoria de tests estan basados en la teoria de la coalescencia, inventada
por Kingman en 1982. Este enfoque se ha aplicado con éxito en la especie humana, donde la
base publica de SNPs permite realizar estudios de la variabilidad a lo largo de todo el genoma.
Pensamos que este enfoque es aun mdas prometedor en las especies domésticas que en la
humana debido a la amplia diversidad entre razas, la intensidad de seleccion, el corto
intervalo generacional, que permite almacenar ADN de muchas generaciones en un tiempo
razonable, y la existencia de ancestros no domesticados.

Después (La posgenomica)

Es ésta, sin duda, la etapa mds interesante. Quisiera incidir en dos desafios que se nos
presentaran de forma mas o menos inmediata, por lo menos en Genética Humana. El primero
se refiere a la Genética Genomica, el segundo, a la disponibilidad de grandes cantidades de
polimorfismos (proyectos hapmap).

El término genética gendmica, acuiado por Ritsert Jansen, se refiere al estudio conjunto de la
variabilidad del transcriptoma y del polimorfismo en la secuencia. Podemos distinguir dos
enfoques. El primero, trata de determinar la arquitectura genética del transcriptoma, en forma
de miles de andlisis QTL donde los fenotipos son los niveles de cDNA asociados a cada gen.
Como ejemplo de este enfoque, véase el trabajo de Brem et al (2002). El segundo enfoque
consiste en utilizar los datos de expresion como ayuda para la localizacion de genes
candidato. Para que esta estrategia tenga sentido se deben cumplir dos condiciones: i) alguno
de los niveles de expresion debe estar bajo control genético, al menos parcial, y ii) alguno de
los niveles de expresion heredables debe estar correlacionado con el cardcter de interés. En
caso contrario, no s6lo aumentamos enormemente el coste del experimento, sino que también
disminuimos su potencia al afadir pardmetros innecesariamente. El lector interesado puede
consultar los trabajos de Mootha et al. (2003) y el nuestro (Pérez-Enciso et al., 2003).

LY si tuviéramos la secuencia completa de 10,000 toros lecheros y quisiéramos conocer los
genes que afectan a la produccion lechera? Un primer enfoque podria ser identificar las
regeiones para las que los ‘supertoros’ tengan la misma secuencia. Sin embargo, un problema
seria determinar cudl /cudles de las regiones son importantes, por ejemplo, en una region 5’
supuestamente reguladora jtodas las diferencias en SNP son igualmente relevantes? Por otro
lado, si existen bloques de haplotipos serda imposible determinar la mutacién causal Gltima,
solo el bloque. Intentar responder a esta pregunta pone de manifiesto que no es obvio cudl es
la mejor estrategia para la identificacion de las mutaciones causales. Notese que en esta
situacion la informacion del pedigri es irrelevante, a no ser para determinar los haplotipos. A
corto plazo, el tipo de informacién de la que dispondremos es de una gran cantidad de SNPs
en poblaciones experimentales (p.e. estudios caso / control). Si el genotipado es



suficientemente denso, podemos aplicar técnicas basadas en la coalescencia para determinar si
la region genotipada sufre una presion selectiva.

Conclusion: Algunas necesidades metodoldégicas
Como conclusion, me gustaria incidir en algunos aspectos que necesitan de nuevos avances
metodologicos.

e Estudios de asociacion masivos: No es descabellado pensar que tendremos estudios de
genética gendmica o similares a gran escala en un futuro proximo. Dispondremos, no
solo de gran cantidad de genotipos, sino también de fenotipos. Existen dos problemas
principales en este caso: uno, encontrar el equilibrio entre potencia y porcentaje de
falso positivos; y dos, encontrar nuevos fenotipos, combinaciones de los originales,
cuya arquitectura genética sea mas facil de interpretar que la de sus componentes. Una
herramienta atractiva podria ser el célculo de factores de Bayes para la comparacion
masiva de modelos.

e Coalescencia para caracteres cuantitativos: Si bien hay técnicas para identificar
estructuracion dentro de una poblacion (lo que nos sirve para asociar haplotipos y
caracteres binarios, como enfermedades), la teoria sobre como proceder cuando se
trata de un carécter continuo no estd apenas desarrollada. Esta por ver, ademads, si la
coalescencia puede ser aplicada sin problemas al estudio de las razas domésticas
animales, que sufren una fuerte intensidad de seleccion y admixturas frecuentes.

e Reconstruccion de haplotipos: Una gran parte de estudios se recogen muestras
aisladas, sin pedigri. Sin embargo, el conocimiento de las fases es una ayuda
fundamental para sacar el maximo partido de la informacion genotipica. Necesitamos
métodos que nos permitan reconstruir los haplotipos con la maxima fiabilidad y el
minimo de asunciones con respecto a la historia de la poblacion.

e Bioinformatica: A pesar de su espectacular desarrollo y de que es una disciplina que
requiere de habilidades proximas a las utilizadas por un mejorador clésico, apenas
contamos con bioinformaticos entre nuestras filas. Urge recrutarlos y formarnos.
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