Marcadores IMM en la variabilidad genética del cromosoma Y de las especies domésticas.
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Resumen. El microsatélite UMN0103 se puede considerar un ejemplo sencillo de microsatélite multicopia en ganado bovino y además en él concurren diversas características que lo hacen interesante: en algunos trabajos se ha tratado como dos loci clásicos, aunque en la bibliografía existen discrepancias sobre el número de bandas amplificables en este marcador, e incluso en otro ocasión se ha descrito como marcador multicopia. En este trabajo se va a llevar a cabo la caracterización de este marcador.
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1   Introduction

El análisis de la variabilidad genética en el cromosoma Y es la herramienta ideal para estudiar el origen del ganado por la vía macho, sin embargo, los marcadores disponibles no proporcionan la información suficiente para establecer relaciones filogenéticas en ninguna de las especies domésticas. El aislamiento de nuevos marcadores también se antoja una tarea laboriosa y poco rentable, por lo que se ha apostado por el uso de un tipo de marcadores cuyo uso se había descartado hasta el momento: los marcadores microsatélite multicopia o IMM (Intespersed Multicopy Microsatellites). La existencia de estos marcadores, que amplificaban simultáneamente varios fragmentos por individuo y reacción PCR, se atribuye a las características propias de las secuencias del cromosoma Y, como son la superabundancia de secuencias repetitivas, la tendencia de los genes allí localizados a la degeneración durante la evolución [1], y a la naturaleza repetitiva del cromosoma Y, propiciada por la ausencia de recombinación y el estado de hemicigosis [2; 3]. Se ha comprobado que estos patrones de bandas múltiples son repetibles y diferentes entre individuos. Estas diferencias permiten definir los IMM como marcadores polimórficos dominantes.
Se han descrito en numerosas especies como en Homo sapiens, especies del género Felis, Equus caballus, Equus asinus, Bos taurus, Canis lupus [4; 5; 6; 7]. Sin embargo, con la excepción del marcador DYS464 que se usa en determinaciones forenses en la especie humana [8] nunca habían sido utilizados para ningún propósito práctico.
El ganado bovino es la especie ideal para testar este tipo de marcadores por tres razones fundamentales: a) la historia de la especie está muy estudiada desde el punto de vista del ADN mictocondrial; b) existen estudios fiables sobre la filogeografía del cromosoma Y [9; 10; 11; 12], y b) se ha descrito previamente la existencia de marcadores de este tipo [6]. En este sentido, se han testado cinco microsatélites  (UMN2405, UMN2303, UMN2713, UMN0920, UMN1201) previamente descritos como multicopia en bovino [6] para comprobar si cumplían las condiciones necesarias para ser utilizados (especificidad, compatibilidad paterna, y repetibilidad; Figura 1). De ellos, dos (UMN2405 y UMN2303, Figura 1) cumplieron estas condiciones y se utilizaron para genotipar 453 individuos que ya tenía en su banco de ADN el equipo investigador, resultados de proyectos anteriores. Estos individuos pertenecen a 52 poblaciones de bovinos domésticos de Europa (351 muestras), África (44 muestras) y Asia (58 muestras). Estos resultados han sido recientemente aceptados para publicación [12].
Además de los encontrados en bovino, se ha descrito en Equus asinus un marcador multicopia [5] al que sumamos marcadores multicopia que hemos  identificado en varias especies domésticas. Se pueden ver en la Tabla 1: 
Tabla 1. Marcadores multicopia identificados.
	Marcador
	Nºde bandas
	Nº de alelos
	Rango
	Especie

	YH12
	4 Bandas
	8 alelos
	de 90 a 106
	Equus asinus

	o1
	4 Bandas
	9 alelos
	de 280 a 300
	Ovis aries

	c1
	3 Bandas
	10 alelos
	de 96 a 130
	Capra hircus

	c2
	de 3 a 5 bandas
	17 alelos
	de 130 a 160
	Capra hircus


Con el fin de profundizar en la naturaleza de este tipo de marcadores, se va a empezar con la caracterización del único microsatélite utilizado hasta el momento en ganado bovino que presenta dos loci: el UMN0103. Este era el microsatélite de elección ya que en el concurrían diversas características: a) se puede considerar que se trata de un ejemplo sencillo de microsatélite multicopia o de un IMM en estadios iniciales, con sólo dos bandas polimórficas [11] aunque en trabajos iniciales se ha tratado como dos loci clásicos [13]; y b) en la bibliografía existían discrepancias sobre el número de bandas amplificables en este marcador: [10] describen este marcador con un solo locus en B. taurus y dos en B. indicus mientras que un trabajo anterior de [14] se describía como multicopia.

2   Resultados y discusión
Se han realizado dos tipos de comprobaciones:

1- Se ha testado la posibilidad de genotipar los dos loci por separado. Para ello se va a seguir una estrategia de análoga a la usada en humanos [15] y cánidos [16]. Se van a secuenciar los alelos de los dos loci del marcador en varios individuos pertenecientes a los tres haplogrupos del cromosoma Y. Se trata de aprovechar la posible existencia de algún polimorfismo que permita diseñar oligonucleótidos nuevos para amplificar de forma individual cada uno de los loci.

2- Se genotipó este marcador de distintos modos, comprobando con estadísticos cual de los sistemas de genotipado permite hacer un mejor aprovechamiento de la información.
Los dos loci supuestos tienen secuencias idénticas, excepto en el número de repeticiones (GT), lo que no permite diseñar protocolos de PCR para amplificarlos de forma independiente. Sin embargo, en Bos indicus se ha identificado un indel (C) situado dentro de la zona repetitiva (GT) que está presente en todos los alelos pequeños (supuesto locus 1) y en ninguno de los alelos de mayor tamaño. Este indel nos permite asegurar que, al menos en Bos indicus, no hemos cometido un error aplicando la  llamada “regla” de Mathias en un trabajo anterior [11]. Esta regla dice que se pueden tratar estos marcadores duplicados como dos loci independientes, asignando al locus 1 los alelos pequeños y al locus 2 los alelos grandes.
En la Tabla 2 puede apreciarse que las frecuencias alélicas calculadas para cada uno de los dos loci son muy diferentes de las calculadas cuando el marcador UMN0103 se trata como un solo locus en el caso de existir un alto grado de polimorfismo en la población. Esto puede afectar en gran medida a la heterocigosis esperada. Sin embargo, tras calcular las distancias estándar y mínima de Nei [17] y la de Tomiuk y Loeschcke [18] entre las tres poblaciones analizadas el coeficiente de correlación entre los resultados correspondientes a tratar el marcador UMN0103 como uno o dos loci era de 0,986.
Tabla 2. Frecuencias alélicas y heterocigosis esperada calculada para las poblaciones haplotípicas Y1, Y2 europeo e Y2 africano según se trate el marcador UMN0103 como marcador bialélico o como dos loci diferentes.
	
	Población haplotípica

	
	Y1
	Y2e
	Y2a

	Tamaño alélico
	locus1
	locus2
	bialélico
	locus1
	locus2
	bialélico
	locus1
	locus2
	bialélico

	112
	0,091
	
	0,046
	
	
	
	
	
	

	114
	
	
	
	0,053
	
	0,026
	
	
	

	120
	0,091
	0,091
	0,091
	0,737
	
	0,368
	
	
	

	122
	0,818
	0,091
	0,455
	0,105
	0,053
	0,079
	0,250
	0,125
	0,188

	126
	
	0,727
	0,364
	0,053
	
	0,026
	0,250
	0,250
	0,250

	128
	
	0,091
	0,046
	
	0,053
	0,026
	0,375
	0,500
	0,438

	130
	
	
	
	0,053
	0,684
	0,368
	0,125
	0,125
	0,125

	132
	
	
	
	
	0,158
	0,079
	
	
	

	134
	
	
	
	
	0,053
	0,026
	
	
	

	He
	0,314
	0,446
	0,649
	0,438
	0,499
	0,713
	0,719
	0,656
	0,695


En todo caso, aunque tratar este tipo de marcadores como dos loci diferentes es frecuente [8, 15] y puede ser indiferente para buena parte de los propósitos prácticos de la genética de poblaciones, debe tenerse en cuenta que resulta un artificio metodológico. En el caso de la imagen de un homocigoto, no se puede saber con certeza si se encuentra ante una o dos copias del mismo alelo. En principio, parece que el tratamiento estadístico más correcto sería el aplicado a los IMM [12]. En ese sentido, la distancia de Tomiuk y Loeschcke [18] calculada tratando el marcador como un solo locus poliploide presentaba una correlación de sólo 0,907 con la calculada asumiendo la existencia de dos loci. Este error puede ser acumulativo en el caso de la existencia de muchos marcadores que presenten dos bandas polimórficas y sugiere la necesidad de refinar su conocimiento
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