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Durante los Ultimos afios la conservacion de razas y/o poblaciones ha tomado un
gran auge, debido principalmente a la concienciacion del hombre en la necesidad de
preservar dichos recursos genéticos. La importancia de la biodiversidad y su conservacion
guedo patente a partir de la cumbre de la Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente y €l
Desarrollo, celebrada en Rio de Janeiro (1992), estableciéndose entonces la necesidad de
estudiar los diferentes componentes de la diversidad biol6gica.

Los recursos genéticos animales, ya se utilicen en la explotacion agropecuaria, la
cria convenciona o la ingenieria genética, constituyen un patrimonio de inestimable valor.
La pérdida de diversidad genética merma nuestra capacidad para mantener y mejorar la
produccion y productividad pecuarias y la agricultura sostenible, y reduce la aptitud para
hacer frente a nuevas condiciones ambientales (FAO, http://fao.org/dad-is).

Segun estadisticas de la FAO (Food and Agricultural Organization of the United
Nations) se estima que € 30% de |as razas de ganado corren riesgo de extincion y que cada
mes se pierden aproximadamente unas seis razas y 10 més grave aln, es que mas de la
mitad de éstas, se encuentran en paises desarrollados (FAO, 1995). La importancia e interés
de la conservacion de razas, se puede resumir en cuatro aspectos: € primero de ellos es de

orden genético-productivo, ya que la diversidad es necesaria para mantener la variabilidad
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de las poblaciones, la cual permite la adaptacion a diferentes ambientes, algunas veces
adversos; €l sequndo aspecto cientifico, ya que, €l estudio de cada raza en particular puede
ser de interés para detectar posibles genes Unicos y valiosos, en e momento actual o en €
futuro, en estas poblaciones, el tercero de orden histérico-cultural, dado que la
conservacion de determinadas razas representan un patrimonio genético de un pais y como
historia viva y paradela a desarrollo de la poblacion humana; y € cuarto de indole
ecol6gico-ambiental, ya que los ecosistemas son e resultado del equilibrio entre clima,
flora y fauna, y cualquier factor que afectara a alguno de estos componentes estaria
atentando contra ese equilibrio, deteriorando el medio y la simbiosis ecolégica de la zona
(Simons, 1984; Anonymous, 1992).

El principal objetivo que se persigue en un programa de conservacion de animales

vivos “in sitt’, es d MANTENIMIENTO DE LA MAXIMA CANTIDAD DE

DIVERSIDAD GENETICA con e MINIMO INCREMENTO POSIBLE DE

CONSANGUINIDAD POR GENERACION.

Para ello una de las primeras etapas de un programa de conservacion de razas,
consiste en la evaluacion de su variabilidad genética y la distribucion de ésta entre sus
poblaciones, asi como la posible deteccion de alelos raros que nos indiquen la presencia de
variantes genéticas Unicas (Gonzalez-Candelasy Montolio, 2000).

Uno de los principales problemas que afectan a las poblaciones minoritarias, son
los inevitables apareamientos entre individuos emparentados, que se traduce genéticamente
en un incremento de la consanguinidad (homocigosis) con la consiguiente depresion

consanguinea, una reduccion de los valores medios fenotipicos de los caracteres
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productivos y reproductivos, y por ultimo, y como consecuencia de esos problemas
reproductivos, la inevitable disminucion y/o extincién de la poblacion.

Desde e punto de vista préctico, para llevar a cabo los objetivos planteados
anteriormente, lo ideal seria poder contar con la informacidn genealdgica (registros) y una
vez analizada, calcular los Ilamados indices de indice de Conservacion Genética (CGl), o lo
gue es lo mismo e numero efectivo de fundadores ( €), que nos dan un indicio de la
variabilidad genética ancestral retenida por un individuo, asi como con las estimaciones de
consanguinidad (f) ya sea a partir de las matrices de parentesco o por andlisis directo de las
consanguinidades individuales. Una vez obtenido esto, proponer entonces los
apareamientos mas Optimos entre los individuos, para intentar retener la méxima
variabilidad genética en las futuras generaciones.

En resumen, con la informacion disponible podriamos entonces llevar a cabo un
programa de conservacion, maximizando € tamafio efectivo de poblacion o numero
efectivo de reproductores (N¢), para asegurar que tantos animales como sea posible
contribuyan con descendientes a la siguiente generacion, para asi garantizar que el
incremento de la consanguinidad por generacidn sea minimos (Jordanay Folch, 1998). Para
ello, se hade llevar a cabo tres objetivos tedricos. a) igudar la relacion (ratio) de sexo, ala
hora de su contribucién a la proxima generacion (Nm » Nf), evitando las fluctuaciones en
el tamafio de poblacion, procurando que € mayor nimero de familias contribuyan con
descendientes, siendo lo ideal que cada macho (semental) contribuyera con una
descendencia macho y cada hembra (vientre) con una descendencia hembra a la proxima

generacion; b) estandarizar € tamafio de familia, minimizando su varianza (s%) y ©)
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incrementar €l intervalo generacional, aargando para €lo, la vida reproductiva de los
reproductores.

Sin embargo, cuando los registros genealogicos no son fiables o simplemente no
existen, se deberian buscar otras estrategias, que nos permitieran prevenir ese riesgo de
pérdidas. En la actualidad, muchos de estos estudios sobre conservacion de razas se basan
en los andlisis genéticos, a través del uso marcadores moleculares de ADN. Entre estos
marcadores se cita el uso de los microsatélites o “ short-sequence repeat tandem” (SSRT).

Los marcadores microsatélites son segmentos cortos de ADN de 1 a 6 pares de
bases (pb), los cuales se repiten en tandem y de forma aeatoria en € genoma de los seres
vivos (figura 1). Una de las ventgjas de estos marcadores versus otros (minisatélites, RFLP,
RAPD, etc.) radica en que estan considerados, por la mayoria de autores como la mas
poderosa herramienta para los estudios de genética de poblaciones (Cheng y Crittenden,
1994), ya que: son muy polimorficos, presentan herencia mendeliana simple, son
codominates (pudiéndose diferenciar los individuos homocigotos de los heterocigotos), son
faciles de medir y andizar, y son cien por cien fiables, repetitivosy automatizables, tal y

como se puede apreciar en laFigura 2.

Primer 1
CA O
FMCTG AT ATCTGETA
GTGGACTATAGACCAT — ACACACACACACACAC—GCTGTGATGGTCTAC
Microsatélite

CACCTGATATCTGGTA—-TGTGTGTGTGTGTGTG—--CGAC AE’I’ACCAG%TG
11l

GC I'G'I'U.-‘{l{.‘{;}-(-]..Ii(,
Primer 2

Figura 1. Microsatélites. Ejemplo de un di-nucleétido A-C(n)
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Es por élo que la FAO (Barker y col. 1993) propuso un programa global para €l
manejo de los recursos genéticos de los animales domésticos usando dicha metodologia,
recomendando € andlisis de 50 individuos no emparentados por raza (25 machos y 25
hembras) y un minimo de 25 microsatélites.

Desde € desarrollo de la PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) por Mullis y
col. (1986), que consiste en la amplificacion o reproduccion “in vitro” de grandes
cantidades de una region particular del ADN, a partir de una pequefia cantidad original de
ADN (molde) y con € uso de dos secuencias cortas e informativas de oligos, denominados
“primers’ que resultan ser especificos de la region de interés y que garantizan que solo esa
parte, y ninguna otra, va a amplificar, se han ido desarrollando una serie de técnicas para

realizar estudios de variabilidad genética en las especies animales.

1
AHT4

| VHL 2O

N l | =
< l'

HTE? HME?

HTGI0

Figura 2. Microsatélites de caballos amplificados es muestras de Asnos Espafioles.
(Automatizacion delaleyenda).
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Un buen marcador molecular debe reunir una serie de caracteristicas para
maximizar su utilidad: buena distribucion a lo largo del genoma, dto grado de
polimorfismo, la técnica para analizar e marcador debe ser répiday practica, y debe poder
repetirse con fiabilidad en otros |aboratorios.

El elevado polimorfismo que presentan los microsatélites y la posibilidad de
identificar ambos aelos, los hace muy Utiles para identificaciones individuales, porque es
muy poco probable que dos individuos elegidos a azar, s son analizados para una serie de
estos marcadores, compartan todos sus alelos. Para elegir € tipo de marcador a utilizar,
éste debe presentar, ademés de las caracteristicas anteriormente descritas, herencia estable
(bgja tasa de mutacion), elevada reproductividad y precision, no presencia de aelos
“nulos’, informacion del genotipo transferiblemente répida, no limitado Unicamente a
muestras sanguineas frescas, que no requiera grandes cantidades de ADN, y que presenten
una segregacion independiente con los otros marcadores al ser combinados en la prueba.

Una de las principales utilidades de este tipo de marcador, es la posibilidad de
estimar los niveles de variabilidad genética dentro de las poblaciones y andizar las
relaciones genéticas existentes entre las mismas. Este tipo de estudio, son de gran
importancia para redlizar estimaciones de la diversidad genética y de la consanguinidad
existente en poblaciones de animales domésticos en peligro de extincion. Durante los
ultimos afios se han realizado muchos estudios que han utilizado los microsatélites para
andisis filogenéticos, concluyendo que, con un buen nimero de loci investigados y con
apropiadas tasas de mutacion, los microsatélites pueden dar una muy buena aproximacion
de la filogenia (Takezaki and Nei, 1996). Probablemente este es el campo en el cua han

sido mas extensamente utilizados, mientras que su otro gran campo de accion ha sido para
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la construccion de mapas genéticos (proyecto del genoma humano y diferentes proyectos de
mapas en animales domesticos).

En los estudios de genética poblacional, estos marcadores permiten la identificacion
de cada aelo por locus, y obtener datos poblacionales, calcular las frecuencias aélicas, y a
partir de estas estimar las distancias genéticas entre las poblaciones o individuos (Bowcock
y col. 1994; Ponsuksili y col. 1999).

La diversidad o variabilidad genética se puede definir como “la habilidad genética
para variar”, y por ende, la capacidad a responder tanto a variaciones de indole ambiental
como a cambios en los objetivos de seleccion. Es asi, que la variabilidad genética
constituye la base del progreso genético (Rochambeau y col. 2000). Y pueden ser medidos,
a través de una gran diversidad de estadisticos que cuantifican la variabilidad genética y
resumen la informacion a términos més mangjables. Cada uno de €ellos aprecia diferentes
aspectos de la variabilidad y su utilidad préactica estara en funcion del proposito del estudio.

S lo que pretendemos es andlizar las diferencias existentes dentro de las
poblaciones, la variabilidad detectada por medio de microsatélites se convierte en un
instrumento eficaz de estudio e informacion. Esto puede hacerse de diversas formas, pero
se utiliza generalmente la tasa o indice de contenido polimérfico (PIC), nimero medio de
alelos por locus, la heterocigosidad, la probabilidad de exclusion (PE), etc. (gemplo en
Tablal).

Si € objetivo es comparar la diferenciacion existente entre poblaciones, se estima
entonces la divergencia evolutiva entre ellas, sobre la base de sus frecuencias génicas. Para
ello, resulta mas indicado e uso de los indices de distancia genética que permiten

establecer comparaciones y determinar sus relaciones filogenéticas y los andlisis de la
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estructura de la poblacion, mediante el uso de los F-estadisticos (Wright, 1965; Nei, 1977;
Weir y Cockerham, 1984); andisis este que permite determinar el déficit o exceso de
heterocigotos en la poblacion (es).

Tabla I. NUumero total y rango de los alelos observados, Heterocigosidades Hsy Hr),

AHT4 15 126-160 0773 0753 0.031" 0.71 0.55
HT5 14 126-156 0907 0.852 0.037" 0.85 0.74
ASB2 - - - ; ; ) )
HMS1a 1 165 - - ; ) )
HMS2 10 229-247 0709 0714 0.016 0.65 0.47
HMS3 7 152-170 0618 0603 0.044 " 0.51 0.32
HMS5 3 105-109 0278 0336  0.109 " 0.20 0.10
HMS6 6 151-167 0649 0.613  0.041" 0.54 0.33
HMS7 7 165-177 0626 0.601 0.031"" 0.53 0.33
HTG4 5 167-175 0495 0439  0.048"" 0.40 0.21
HTG6 11 76-102 0.817 0714  0.053" 0.73 0.55
HTG7 13 134-164 0.843 0.800 0.030 " 0.80 0.65
HTG10 12 85-107 0.837 0790 0.035 " 0.78 0.63
HTG15 7 116-136 0751 0746 0014 0.70 051
VHL20 4 75-99 0579 0597 0035 0.50 0.31
All loci 0.683 0.658 0.036 0.999
(+0.17) (+0.14) (+0.023)
**% P<0.001 Tomado de Aranguren-Méndez y col. 2001.

! Total number of observed alleles. - Failed to amplify.
2 Sizerange of the observed allelein bp.

3 Polymorphism information content.

“ Exclusion probability.

A monomorphic.

Son muchos los giemplos de estudios de variabilidad y distancias genéticas entre

poblaciones cercanas. En mamiferos se han usado tanto para programas de conservacion en
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especies en peligro de extincion Ali y col.1999; Aranguren-Méndez y col. 2001), como
para € estudio del origen geografico de diversas poblaciones humanas Bowcock y col.
1994).

Las medidas de distancias genéticas entre poblaciones proveen informacion muy
importante acerca de las relaciones genéticas existentes entre razas y/o lineas, ayudando a
seleccionar y priorizar aquellas a ser conservadas. Existen actualmente diversas distancias
genéticas que pueden ser utilizadas para este fin; sin embargo, se han realizado andlisis de
simulacion para ver cua de ellas se gustan mgor a los estudios con microsatélites
(Takezaki y Nei, 1996; Nagamine y Higuchi, 2001). Los resultados indicaron que las
mejores distancias, utilizando microsatélites, resultaron ser ladistancia“Da” de Nei (, Nei
y col. 1983) y la distancia de cuerda (D¢, Cavalli-Sforzay Edwards, 1967), ambas con €l
algoritmo neigbor-joining (NJ) como método de reconstruccion filogenética; y cuando el
principal interés fuera la correcta asignacion de la topologia. Mientras que, la distancia
estandar de Nei (Ds Nei, 1972) y la distancia @m)? de Goldstein y col. (1995), serian de
eleccion cuando e principal interés fuera la estimacion de los tiempos evolutivos. Esto es
debido al patron de mutacidn que presentan los microsatélites.

Existe otra distancia, que a pesar de no haber sido utilizada para estos fines, desde el
punto de vista practico podria ser de muy buena ayuda a la hora de establecer o asignar los
parentescos entre los individuos, cuando se desconoce la informacion genealdgica. Esta
distancia denominada “ Alelos compartidos’ (@leles shared; Das Bowcock y col, 1994), se
basa en la agrupacién de individuos de acuerdo a su parecido, por e hecho de compartir
una mayor o menor cantidad de alelos (Figura 3). A pesar de no ser cien por ciento fiable,

ya que dos individuos pueden compartir uno o varios alelos y no ser parientes; sin embargo,
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desde e punto de vista tedrico, podria ser de gran ayuda para establecer uno de los
objetivos de los programas de conservacion, como es el de planificar apareamientos con el
minimo de consanguinidad. Actuamente ya se comienzan a dislumbar los primeros
trabajos a respecto.

Diferentes autores (Bjernstad y Rged, 2001; Eding y Meuwissen, 2001) han
reportado € calculo de las estimaciones de parentesco entre y dentro de poblaciones a partir
de marcadores genéticos, mostrando una alta correlacién entre las asignaciones de

parentesco a través de pedigri y las asignadas por el método de los alelos compartidos.

Figura 3. Ejemplo de un &rbol filogenético utilizando la distancia Das y €l algoritmo NJ. Cada individuo es
tomado como una unidad taxonémica operativa (cada color representa unaraza diferente)

Para finalizar, indicar que cuando, escogemos razas para ser conservadas, es muy
importante ademas de considerar sus caracteristicas taxonomicas, peculiaridades

fenotipicas o variaciones entre poblaciones, tomar en cuenta otras medidas de diversidad,
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sobre todo dentro de la poblacion, y parala cual los estudios con microsatélites nos aportan

una gran informacién al respecto.
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