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AVISO IMPORTANTE

ITEA, Informacion Técnica Econodmica Agraria, va a entrar en una nueva etapa para tratar
de aumentar su difusién y asegurar su permanencia como un vehiculo esencial de comunica-
cién en lengua espafiola de la informacién técnica agraria. A partir del primer nimero del pré-
ximo afio 2005 dos cambios fundamentales tendrdn lugar: por una parte, las dos series [TEA
produccién vegetal e ITEA produccién animal se fusionardn en una sola revista que manten-
dr4 su nombre original ITEA, y por otra, cambiard la frecuencia de aparicién pasando de tres
niimeros por serie a cuatro ndmeros (uno por trimestre) en la nueva revista. Aprovechando esta
circunstancia publicaremos la revista con una nueva presentacion con el fin de hacerla mds
atractiva y fécil de leer, pero estos cambios importantes no van a suponer cambios en su con-
tenido ni en su gesti6n editorial. ITEA seguird siendo una revista de divulgacién de la infor-
macién cientifica en forma de articulos originales revisados anénimamente por especialistas en
las materias de que traten para asegurar la calidad e importancia de la informacién publicada.

La situacién del mundo técnico y cientifico obliga a los autores a presentar el resultado
de su trabajo para su reconocimiento en revistas valoradas internacionalmente, no por su
idioma, sino por otros factores que aseguren su calidad. Eso ha ocasionado que el valor de
sus articulos publicados en revistas que, como I'TEA, no estin incluidas en los indices de
impacto, no sea reconocido para concursos de promocion personal o consecucion de plazas.
Sin embargo, nuestra revista revine todos los criterios exigidos para poder ser incluida en los
indices de informacién cientifica, gracias a la labor realizada durante su existencia por los
sucesivos comités de redaccion, excepto el criterio que depende menos de su comité edito-
rial, la recepcién de originales en nimero suficiente que asegure la aparicion de la revista
con puntualidad. Al contrario que otras revistas que han optado por cambiar el idioma de
publicacién, ITEA reconoce la validez de la lengua espaiiola como medio de comunicacién
cientifica y técnica, y ahora mas que nunca, con la incorporacién de los paises americanos
de habla hispana que, cada vez en mayor nimero, participan activamente contribuyendo con
sus trabajos a la revista.

La vocacién de ITEA es ser reconocida internacionalmente y estar incluida en sus indices
de informacién cientifica, y para eso esperamos seguir contando con la colaboracién de sus
lectores y de los autores, para poder seguir ofreciendo el servicio de ser un medio de comu-
nicacién técnica, y para poder seguir publicando con garantia la calidad de la informacion.
Ese es el cardcter que nos diferencia de las otras revistas que, o bien no disponen de meca-
nismos de revision de sus publicaciones, o bien se expresan en otro idioma que hace inacce-
sible la informacién a un gran nimero de personas interesadas profesionalmente y que no
dominan otra lengua.

Con la confianza de que los cambios comentados tendrdn un efecto estimulante tanto en
los autores como en los lectores de la revista, saludamos desde aqui a todos ellos deseando
Jos mejores deseos para el afio que comienza.

El director y las editoras de ITEA






EDITORIAL

Entre Jos dias 7 y 9 de julio de 2004 se ha celebrado en las instalaciones de la Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (Arucas), la XII edicién de
la Reunién Nacional de Mejora Genética Animal, a la que asistieron medio centenar de pro-
fesionales dedicados a la Mejora Genética pertenecientes a una treintena de instituciones
espanolas entre Universidades, Institutos y Centros de Investigacién, etc., y de otras nacio-
nalidades como Francia o Estados Unidos.

Como viene siendo habitual en estas jornadas, se dio una sefia de identidad al evento y
que en esta ocasién recayd en el tratamiento de los QTLs, la canalizacién de la varianza
ambiental, y la acuicultura. Mds de un centenar de autores presentaron un total de treinta tra-
bajos entre ponencias, comunicaciones orales y pdster, los cuales fueron expuestos en sesio-
nes de mafana. Durante las sesiones de tarde, se realizaron visitas guiadas al Instituto
Canario de Ciencias Marinas (ICCM), perteneciente al Gobierno Auténomo de Canarias, y
a la explotacién de peces Alevines y Doradas S.A. (ADSA). En el ICCM se asistié al pro-
ceso de cultivo de especies como la dorada, la lubina, el bocinegro, el pulpo y la almeja
canaria, mientras que en ADSA, la industria mas importante dedicada engorde de peces en
las Islas Canarias, se pudo apreciar el proceso de engorde, sacrificio y empaquetado de la
dorada y la lubina a escala industrial.

La primera jornada se dedicé a los QTLs, a través de la ponencia realizada por M.A.
Pérez-Enciso titulada Del QTL al gen, quien revisé la metodologia para el tratamiento de los
QTLs, y ademads se defendieron diversos estudios de QTLs de interés en ganados porcino
(G. Mundz, J. Noguera, C. Rodriguez y M. Rauw) y ovino (A. Legarra, J. Altarriba y E.
Bonnet). La segunda jornada se inicié con la ponencia defendida por L. Bodin sobre
Homogeneizacion genética de un cardcter, que versé sobre la canalizacion de la varianza
ambiental del peso al nacimiento en gazapos, siendo continuada con otros trabajos de cana-
lizacién (N. Ibanez) y estima de pardmetros genéticos en conejos (M. Piles), comparacién
de modelos y factores de bayes (L. Varona y L. Garcia Cortés, respectivamente), estimas de
parametros (O. Gonzalez-Recio y E. Lopez) y costes de mamitis en ganado vacuno de leche
(E. Pérez-Cabal), modelos de correlacién entre efectos asociados a marcadores (W.
Mekkawy), determinismo genético en porcino (R. Quintanilla), para concluir con evaluacion
del crecimiento en merino (A. Menéndez). Finalmente, en la tercera jornada se presentd la
ponencia denominada Importancia de la nutricion en la reproduccion de peces a cargo de



M. Izquierdo, donde se hizo especial hincapi€ en la relevancia de los dcidos grasos en la
dieta de reproductores de peces, se continué con el control de la consanguinidad (J.
Fernandez) y la estima de heredabilidades en peces (N. Astorga). También se presentaron
trabajos sobre la resistencia a la tricostrongilidosis en la raza churra (J. Arranz), y de varia-
bilidad genética en conejo (M. Merchdn), ovino (J. Mordn), poni céltico (L. Royo) y peces
(V. Oliva), asi como de comparacion del desequilibrio de ligamiento dentro de familia y
poblacional (L. Raya) y sistemas de marcaje en peces (A. Navarro). La reunion se cerrd con
la exposicién de métodos de sexado en pollitos de | dia (J. Campo).

La clausura estuvo a cargo del profesor Baselga, quien hizo un recorrido histérico de las
Jornadas de Mejora Genética Animal sobre la figura del profesor Orozco, y el Vicerrector
de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria Antonio Fernandez.

Agradecer a todas aquellas personas que han hecho posible la realizacién del congreso, asi
como a las instituciones que han financiado parcialmente el evento (Universidad de Las
Palmas de Gran Canaria y Direccién General de Universidades del Gobierno de Canarias) y a
la redaccion de la revista ITEA por acoger la difusion de las comunicaciones del congreso.

Juan Manuel Afonso Lopez
Coordinador de las XII Reunién Nacional de Mejora Genética Animal
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ANALISIS DE ASO’CIACI(’)N ENTRE GENOTIPOS DE
PrP Y PRODUCCION DE LECHE EN LA RAZA LATXA

A. Legarra, E. Ugarte, 1. Beltran de Heredia

NEIKER, A.B. Instituto vasco de investigacién y desarrollo
agrario. Apdo. 46, 01080, Vitoria-Gasteiz, Espafia
Correo electrénico: alegarra@neiker.net

Introduccion

El pririgo lumbar o “scrapie” es una
enfermedad neurodegenerativa que afecta a
la especie ovina. Aunque descrita desde hace
maés de 200 afos y con baja relevancia eco-
némica en la cabana, en los dltimos afos el
prurigo lumbar ha tomado importancia por su
posible relacién con la encefalopatia espon-
giforme bovina, habiéndose especulado con
la existencia de un riesgo para el hombre.

Asimismo se conoce que, a diferencia del
vacuno, existe un parcial determinismo
genético en la sensibilidad a la enfermedad
(Diaz et al., 2001). Dicho determinismo esta
basado en la existencia de diferentes alelos
del gen PrP, que codifica para la proteina
prién y es precisamente una forma anémala
de esta proteina la responsable de dicha
enfermedad. Las formas alélicas mds comu-
nes se dan por polimorfismos en los codones
136, 154 y 171, en las que se encuentran las
variantes A (alanina) y V(valina), R (argini-
na) y H (histidina), y Q (glutamina), R y H
respectivamente. Se ha demostrado la exis-
tencia de alelos que confieren resistencia a la
enfermedad (alelo ARR), alta susceptibilidad
(VRQ) o simplemente susceptibilidad (el
resto). Por esta razén, el comité cientifico de
la Unién Europea recomienda la seleccion
genética para aumentar la frecuencia del
alelo ARR con el objetivo de incrementar el
ndmero de animales resistentes a pririgo

lumbar. En este sentido, se prevé que, en
Espaiia, el Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacién emita un Real Decreto.

En este marco, se ha hecho necesario
para los diferentes esquemas de seleccién
existentes en ovino analizar las posibles
consecuencias que tendrfa dentro de los
mismos la introduccién de este aspecto.
Dichas consecuencias son basicamente tres:
(1) Pérdida de variabilidad genética. (2)
Descenso en la intensidad de seleccién y
por tanto del progreso genético para carac-
teres productivos. Ambos aspectos vendrian
derivados de la necesidad de restringir
como animales candidatos a seleccién a
aquellos que fueran portadores de alelos
ARR. La tercera consecuencia (3) seria un
hipotético cambio en el cardcter de interés,
por seleccién correlacionada, debido a una
asociacion (causal o de ligamiento) entre el
gen de la PrP y algtin gen o genes responsa-
bles del cardcter de interés.

En este trabajo se aborda esta ultima
cuestion. El objetivo es analizar la posible
asociacion entre el gen del PrP y la produc-
cién lechera como carécter objeto de selec-
cién en el esquema de mejora de la raza
Latxa, para sus diferentes ecotipos de Latxa
Cara Negra en la Comunidad Auténoma
Vasca (LCN-CAPV), Latxa Cara Negra de
Navarra (LCN-NA) y Latxa Cara Rubia
(LCR), que siguen esquemas de seleccién
diferenciados.
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Material

En la raza Latxa, hasta la actualidad, se
han genotipado para el gen de la PrP apro-
ximadamente unos tres mil animales. Las
frecuencias genotipicas y alélicas de dichos
animales se presentan en el cuadro 1. Se
aprecia que el genotipo ARQ/ARQ con una
frecuencia en torno al 50% y el alelo ARQ
(entre 67-70%) son los mas presentes en los
diferentes ecotipos. La baja frecuencia del
alelo ARR, y por tanto la mayor dificultad
de su seleccidn, hace mds necesario atin la
determinacion de si existe una asociacién y
por este motivo se plante6 un disefio expe-

Andlisis de asoctacion entre genotipos de PrP y produccion de leche en la raza Latxa

rimental mediante genotipado selectivo
para estudiar la posible asociacion entre la
produccién de leche y el gen de la PrP.

Dicho genotipado se realiz intentando
minimizar los gastos de genotipado, como
se encuentra descrito en ALFONSO (2002).
Asi, se disefié un muestreo de 100 hembras
de cada una de las colas de alto, medio y
bajo valor genético a las que tomar una
muestra de sangre para la posterior extrac-
cién del ADN. Sin embargo, existieron
dificultades en la toma de muestra y el
nimero de animales efectivamente mues-
treados fue inferior, especialmente en los
grupos de medio y bajo nivel productivo,

Cuadro 1. Nimero de animales genotipados y frecuencias genotipicas y alélicas para el gen
de la PrP en los diferentes ecotipos de la raza Latxa

Genotipo/Alelo LCN-CAPV LCN-NA LCR

N° de animales genotipados 1804 844 1802
Machos 612 391 489
Hembras 1192 453 1313
AHQ/AHQ 0,06
AHQ/ARH 0,06

ARH/ARH 0,17
ARH/VRQ 0,28 0,83
ARQ/AHQ 1,72 0,39
ARQ/ARH 3,55 4,98 11,82
ARQ/ARQ 47,89 47,87 44,12
ARQ/VHQ 0,06

ARQ/VRQ 2,99 0,36 4,50
ARR/AHQ 0,83 0,12 0,11
ARR/ARH 1,05 2,13 3,72
ARR/ARQ 35,09 36,37 28,97
ARR/ARR 5,49 7,94 4,27
ARR/VRQ 0,83 0,24 1,00
VRQ/VRQ 0,17 0,06
AHQ 1,30 0,06 0,31
ARH 2,47 3,55 8,35
ARQ 69,60 68,72 66,95
ARR 24,39 27,37 21,17
VHQ 0,03

VRQ 2,22 0,30 322
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debido principalmente a que dichos anima-
les fueron eliminados de los rebafos.
También se observo que la dispersion de
hembras de bajo valor genético era mucho
mayor, es decir, se encontraban en un gran
nimero de rebafios diferentes, lo que difi-
culté la recogida de muestras. El nimero
de animales efectivamente muestreados y
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genotipados para cada nivel de produc-
cion, asi como el valor genético medio de
cada grupo, se presenta en el cuadro 2. El
bajo nimero de animales presentes en las
categorias media y baja hace que la poten-
cia de Jos test estadisticos utilizados, que
se detallan a continuacion, sea menor de lo
inicialmente previsto.

Cuadro 2. Nimero de animales genotipados en cada nivel de produccién (arriba) y valor
genético medio (abajo, media + desviacidn estdndar) de cada uno de los grupos

LCN-CAPV LCN-NA LCR
Alta 116 116 63
55.9+9,7 52,7£11,0 51,5135
Baja 33 35 63
-28,6%3.5 225,750 -30,445,1
Media 34 24 66
41174 942219 9,6+19,8

Métodos

Se han realizado tres tipos de andlisis
estadisticos para estudiar la posible asocia-
cién entre el gen de la PrP y la produccién
de leche:

1) Test chi-cuadrado de distribucién de
genotipos o haplotipos entre los grupos de
alta, media y baja produccién. Este anali-
sis se realizé con el procedimiento FREQ
del paquete estadistico SAS (SAS Institute
Inc., 1999) incluyendo la opcién de célcu-
lo del test exacto por Montecarlo, ya que el
test asintético tiende a dar p-valores mas
bajos.

II) Analisis de médxima verosimilitud
entre las estimas del valor aditivo (&) obteni-
das en las valoraciones BLUP de la raza
para produccién de leche y los genotipos
tanto en forma de genotipos (efecto fijo)

como en forma de haplotipos (considerando
la presencia o no de determinado alelo como
una covariable en el modelo). Ademds se
incluy6 el efecto afio para tener en cuenta el
progreso genético para produccién de leche.
Por tanto el modelo utilizado fue:

a = genotipos (haplotipos) + ario + efec-
to poligénico

donde el efecto poligénico es equivalen-
te al residuo. Cada valor de & se ponder¢ por
la inversa de la varianza del error de predic-
cién. En dicho modelo se asume que tras las
valoraciones genéticas, a retuvo la informa-
cién correspondiente al hipotético efecto
del genotipo del PrP. El niimero de anima-
les incluidos en el andlisis fue de 1549, 775
y 1572 en LCN-CAPV, LCN-NA y LCR,
respectivamente.

Posteriormente se hizo un test de cocien-
te de verosimilitudes a partir de los valores
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obtenidos de este modelo y de un modelo
(correspondiente a la hipétesis nula) donde
no se incluyé el efecto del genotipo. Este
andlisis se realiz6 mediante el procedimien-
to MIXED del paquete estadistico SAS
(SAS Institute Inc., 1999). Ademas se calcu-
16 el Factor de Bayes (probabilidad del
modelo nulo frente al modelo complejo) a
través del “Bayesian Information Criterion”
0 BIC (SORENSEN y GIlANOLA, 2002), asu-
miendo las mismas posibilidades a priori
para cada modelo. Este criterio en principio
es mds conservador que el test de cociente
de verosimilitudes, ya que tiene en cuenta la
complejidad del modelo y el nimero de
datos utilizado. Ademas, a diferencia del test
de cociente de verosimilitudes, el Factor de
Bayes puede apoyar la hipétesis nula.

ITT) Analisis de maxima verosimilitud
donde se modeliz6 directamente la produc-
cién de leche (lactacién tipo estandarizada a
120 dias) de las hembras y donde se inclu-
yé ademds de los efectos correspondientes

al modelo de evaluacién genética habitual
en la raza el efecto del genotipo. En este
modelo sélo se utiliz6 la informacién geno-
tipica de las hembras y debido al escaso
ndmero de datos de los que se disponia se
hizo necesario modificar ligeramente el
modelo de evaluacién genética dividiendo
el efecto rebano-ano-mes en dos efectos
diferentes: rebafio-afio y mes. El modelo
resultante quedd como sigue:

leche = rebano-afio + mes + edad-
niimero de parto

+ numero de corderos nacidos vivos +
intervalo parto-primer control

+ genotipo (haplotipo) + valor aditivo +
efecto permanente

donde rebafio-ano se consideré como
efecto aleatorio, debido precisamente al
escaso nimero de datos en cada clase. El
valor aditivo se modelizé con la matriz de
parentesco. L.os datos incluidos en el mode-
lo se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Datos utilizados en el andlisis de maxima verosmilitud para produccién en cada
uno de los ecotipos de la raza Latxa

LCN-CAPV LCN-NA LCR
Hembras con dato 992 425 130
Niimero de datos 3399 1278 3913
Niimero de grupos de comparacién 565 143 299

Las estimas maximo-verosimiles se
obtuvieron mediante una modificacion del
programa REMLFO0 (MiszraL et al.,
2002), utilizando un algoritmo EM como el
descrito por SORENSEN y GIanoOLA (2002, p.
468). Posteriormente, del mismo modo que
en el andlisis anterior, este modelo se testd
mediante cociente de verosimilitudes y
también se calculd el Factor de Bayes.

Resultados y discusion

Los resultados de los andlisis realizados
se muestran en el cuadro 4, reflejando los p-
valores de la hipétesis nula (no existe efec-
to del genotipo del PrP) frente a la alterna-
tiva (si existe efecto). Los valores del Factor
de Bayes (probabilidad del modelo nulo
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frente al modelo testado) se muestran en el
cuadro 5.

Se puede observar que los p-valores del
andlisis II indicarian asociacién produccién
de leche-genotipo del PrP para todas las
razas, mientras que los p-valores del resto
de anélisis no soportan esta hipdtesis para
ninguna de las razas. En cambio el Factor
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de Bayes, en todos los casos, soporta la
hipétesis nula.

Analizando los diferentes andlisis reali-
zados, como se ha comentado anteriormen-
te, la potencia del andlisis | se vio muy
reducida debido a la reduccién producida
en el nimero de animales genotipado.

Cuadro 4. P-valor obtenido en las pruebas de hipdtesis de efecto del genotipo/haplotipo

del PrP
Analisis LCN-CAPV LCN-NA LCR
I Genotipo 0,87 0,46 0,22
Haplotipo 0,82 0,35 0,35
Il Genotipo 10 0,01 103
Haplotipo 103 0,05 0,01
111 Genotipo 0.36 0,72 0,50
Haplotipo 0,60 0,70 0,98

Cuadro 5. Factor de Bayes del modelo nulo frente al modelo incluyendo efecto del
genotipo/haplotipo

Andlisis LCN-CAPV LCN-NA LCR
1l Genotipo 107 1013
Haplotipo 8128 2000
nI Genotipo 100 108
Haplotipo 107 10%!

En cuanto al anélisis II, tampoco resulta
completamente satisfactorio, dado que no
contempla la existencia de correlacion entre
las estimas de 4 para pares de animales
como medias hermanas o animales en el
mismo grupo de comparacién. Para un ané-
lisis correcto seria necesario tener en cuen-

ta la estructura de varianzas y covarianzas

de 4. Sin embargo, sélo se dispuso de la
informacioén correspondiente a los términos
en la diagonal (la varianza del error de pre-
diccién de cada individuo). Por tanto el and-
lisis asume que no hay correlacién entre
estimas de & para cada individuo, aunque si
una mayor o menor incertidumbre. Como
alternativa, BRANDSMA et al. (2004) modeli-
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zaron el efecto poligénico segiin la matriz
de parentesco. Sin embargo dicha matriz ya
ha sido utilizada en el calculo de 4 pudien-
do entenderse que se estd considerando dos
veces el mismo efecto.

En nuestra opinién el andlisis més fiable
es el andlisis 111, si bien también cuenta con
un reducido nimero de datos, especialmen-
te a la hora de estimar los efectos de reba-
no-ano.

Es importante sefialar que en un primer
andlisis se encontré indicacion de asocia-
ciéon mediante el andlisis I en el ecotipo de
Latxa Cara Rubia. Analizados los datos con
mds detenimiento, se observé que de entre
los animales genotipados del grupo de alto
valor genético, se encontraban 19 hijas de
un macho mejorante. Esto supuso que los
alelos de dicho macho se encontraran con
mayor frecuencia en la poblacién de alto
valor genético. Una vez descartados estos
datos, la evidencia de asociacion desapare-
cid. Esto ilustra los problemas a los que se
pueden enfrentar los esquemas de selec-
cién: la existencia de familias de alto valor
genético para caracteres productivos con
alelos que no sean de interés para la lucha
contra el scrapie. Una mala planificacién
(por ejemplo una utilizacion exclusiva de
machos ARR/ARR) haria que dichas fami-
lias fueran descartadas como progenitores
de la siguiente generacién, originando a
corto plazo un fuerte descenso en el progre-
SO genético.

Teniendo en cuenta la problemdtica plan-
teada, se puede decir que no se encuentra aso-
ciacion entre el genotipo para PrP y la pro-
duccion de leche, al igual que en otros traba-
jos, tanto para produccidn de leche (BARILLET
et al., 2002; PARADA et al., 2003) como para
producciéon de carne (RODEN et al., 2001;
PROKOPOVA et al., 2002; BRANDSMA et al.,
2004).

Conclusion

No se observa una asociacién entre las
diferentes formas alélicas del gen del PrP y
la produccion de leche. Se puede considerar
que, en el funcionamiento del esquema de
mejora de la raza Latxa, la seleccién para el
alelo ARR no afectard por asociacién a la
produccién de leche. Sin embargo, existen
otro tipo de causas que pueden afectar de
forma importante al progreso genético en
leche. Estas causas son principalmente dos.
Por un lado, el escaso nimero de animales
con los genotipos deseables obligaria a una
bajada drastica en la presion de seleccion
para leche, si se tiene como objetivo princi-
pal el aumento rdpido de la frecuencia de
esos genotipos. Por otro lado, estd el hecho
de la existencia de una relacion estructural
derivada del propio proceso de seleccion
para leche, que, especialmente en determi-
nados ecotipos, ha sido ejercida sobre un
escaso nimero de familias produciéndose
una relacién casual y no causal.
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RESUMEN

Los resultados de 88727 estimaciones de peso vivo pertenecientes a 30214 ani-
males Merino autéctono espariol entre 2 y 92 dias de edad, nacidos entre 1992 y 2002
en un total de 30 ganaderias fueron analizados con el objetivo de presentar los prime-
ros resultados de la aplicacién de un sistema de regresiones aleatorias (RRM) a este
tipo de datos. Como efectos fijos se incluyeron los grupos contemporineos, del mismo
rebaiio, afo y estacion (GC, con 452 niveles); edad de la madre (11 niveles) y la com-
binacidn sexo de la cria con tipo de parto (4 niveles) asi como los polinomios de los
efectos fijos de la edad, expresada en forma estandarizada entre -1 a +1, de orden 5
para GC y de orden 3 para el resto. Los efectos genéticos directos («); maternos (m);
de ambiente permanente debido a repeticiones del animal que produce el registro (p,)
y de ambiente materno permanente (p, ) fueron considerados como covariables alea-
torias con diferente orden de ajuste. La varianza residual se asumid heterogénea con
cuatro niveles, de acuerdo a las clases de edad; la covarianza entre ambos efectos gené-
ticos (C,,) fue incluida. Los resultados del mejor RRM arrojaron un patrén de ten-
dencia ascendente en toda la trayectoria de edad representada para todas las compo-
nentes de varianza estimadas mientras que ocurrié lo contrario para C . Seglin nues-
tros resultados, la heredabilidad para ambos efectos genéticos (hzu y h2m ) aumenta en
funcién de la edad, con estimas de 0.106 a 0.154 para hzu y de 0.042 a 0.110 para 4° .
El antagonismo fue marcado entre a y m con correlaciones (R, ) entre -0.517 a -0.706
durante los primeros 28 dias, declinando posteriormente hasta alcanzar valores de -
0.340 a -0.356 entre los 70 y 84 dias de edad. En este trabajo se analizan algunas de
las ventajas que puede brindar el uso de RRM para el programa de mejora de esta raza.
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Introduccion

En el Nucleo de Control Cérnico del pro-
grama de mejora del Merino espaiiol se lle-
van a cabo controles de crecimiento periddi-
cos de los corderos (4 pesadas por animal).
Los registros del peso vivo (PV.) de cada
animal son ajustados a edades tipo fijas (30
y 75 dias, en representacion del crecimiento
predestete y del peso al final del cebo), utili-
zandose estas nuevas variables en la valora-
cién genética. Independientemente de otras
consideraciones vale la pena cuestionarse
sobre las ventajas de utilizar ‘una variable
resumen (dimension finita) tal como el peso
vivo ajustado a una edad fija’ en compara-
cién al empleo de ‘las variables originales,
pesos vivos no transformados, repetidas
periddicamente (dimension infinita) con las
que se estimaron las variables resumen’.
Muiltiples trabajos han sido publicados en
los cuales se demuestran las ventajas de este
ultimo enfoque, lo que internacionalmente
se denomina Test Day Model (TDM), cuya
primer versiOn operativa se debe a
SCHAEFFER y DEKKER (1994), quienes pre-
sentaron las bases de un procedimiento esta-
distico para tratar estos TDM mediante lo
que se conoce como Random Regression
Model (RRM). MEYER (2004) y SCHAEFFER
(2004) han presentado recientemente una
panoramica general sobre los RRM, indi-
cando la amplia gama de aplicaciones de
este procedimiento en el campo de la mejo-
ra animal.

Los trabajos de LEwIS y BROTHERSTONE
(2002) y FisHER y col. (2004) han demos-
trado las posibilidades del uso de RRM en
ovinos de carne. Estos autores emplearon
datos de un periodo de tiempo relativamen-
te largo de la curva de crecimiento. En nin-
guno de los dos casos se estudiaron las posi-
bles relaciones entre efectos genéticos
directos y maternos. El objetivo de este tra-
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bajo es presentar una versién preliminar de
la aplicacion de RRM a datos de peso vivo
del Merino espafiol en una etapa temprana
del crecimiento (primeros tres meses) y al
propio tiempo mostrar los primeros resulta-
dos de la evolucion de la covarianza entre
ambos efectos genéticos.

Material y métodos

Para este estudio se partié de una base de
datos con 124586 controles de peso vivo
correspondientes a 32701 corderos de raza
Merina autdctona. Estos animales nacieron
entre 1992 y 2002 en 43 ganaderias. De este
conjunto de datos se eliminaron aquellas
ganaderias con menos de 500 registros, asi
como aquellos animales con menos de tres
controles de peso, quedando finalmente un
total de 88727 controles de peso vivo (entre
2 y 92 dias de edad) pertenecientes a 30214
animales, hijos de 546 machos y 15586
madres explotadas en 30 explotaciones. El
pedigri de cada animal se obtuvo con la
informacién suministrada por el libro gene-
aldgico de la raza, contando finalmente con
un total de 45941 animales. No se considerd
el peso al nacimiento, ya que al estar dispo-
nible en la totalidad de los individuos puede
afectar los resultados del andlisis al brindar-
le mayor ponderacién a esta edad inicial.

El modelo estadistico de RRM empleado
se puede representar como:

y=Xb+Za+Zm+Pi+P,w+R

donde y es un vector de n observaciones
del peso vivo en la trayectoria de edad en la
que se registraron los datos; b es un vector
de efectos fijos que incluye una ecuacién de
regresion fija de orden kf intra grupo con-
temporaneo (ganaderia-afio-estacién con
452 niveles, k, =5); la edad al parto de la
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hembra (11 niveles, kf:3) y la combinacién
sexo del cordero y tipo de parto de la hem-
bra -simple 6 doble-, con 4 niveles (k, =3).
Los vectores a, m, 1y w son los coeficientes
de regresion aleatorios (de orden k”; k. ky
k, respectivamente) para los efectos genéti-
cos aditivos directos, maternos asi como
para los efectos de ambiente permanentes
del animal y de ambiente permanente
materno respectivamente. Las matrices de
incidencia X; Z;Zy; P1 y P, contienen las
covariables de los polinomios de orden k
para cada efecto definidos previamente.
Finalmente R representa los efectos aleato-
rios de la varianza residual heterogénea con
cuatro clases correspondientes a las edades
2a2l1;22a49;50a63y 64 a92.

El andlisis se llevé a cabo con el software
ASREML. (GILMOUR et al., 2000) emplean-
do el algoritmo Average Information
REML. Este software brinda las matrices K
de coeficientes de regresién aleatoria para
cada efecto incluido en el modelo antes des-

crito, asi como los coeficientes de los poli-
nomios para la edad estandarizada (tj) entre
-1 a+1. Los parametros genéticos para cada
punto de la trayectoria de edad (entre 2 y 92
dias) se estimaron modificando los valores
de Ky t siguiendo las recomendaciones de
JAMROZIK and SCHAEFFER (1997).

Se compararon multiples versiones del
RRM variando la magnitud del orden de
ajuste de los coeficientes de los polinomios.
No obstante, la discusion de los mismos
esta fuera del contexto de esta primer pre-
sentacién, en la que sélo se muestran los
resultados del mejor modelo.

Resultados y discusion

El nimero de datos empleados asi como
las medias generales para diferentes inter-
valos de 7 dias de edad se muestran en la
figura 1. Cada punto de esta curva represen-
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Figura 1. Numero de observaciones (barras) y media (puntos) de peso vivo (kg) por cada 7 dias de
edad en Merino Espafiol.
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ta la media simple de un grupo de animales
de la misma edad. En general, el nimero de
observaciones para cada clase se considera
satisfactoria, excepto en la primer semana
de edad donde cada dia esta representado
con 50 a 100 registros y el ultimo dia de la
semana 13 con menos de 100 observacio-
nes. Esta trayectoria del crecimiento en los
tres primeros meses de edad aparentemente
muestra una forma lineal, sin embargo ana-
lisis previos realizados demostraron que
una ecuacién cuadritica se ajusta mejor
(MENENDEZ BUXADERA Y col., 2002a).

Los componentes de varianza-covarian-
za que se presentan en las figuras 2 a 5,
corresponden a los resultados de un modelo
polinomial de orden k=2 (ecuacién lineal)
para todos los efectos aleatorios, excepto
para P, en el que el mejor ajuste se obtuvo
aplicando kw = 0, es decir el valor de la
interseccion de la ecuacion.
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Las varianzas para los efectos genéticos
directos (a); maternos (m); la varianza feno-
tipica total (figura 2), asi como los efectos
de ambiente permanente debidos a las repe-
ticiones del peso vivo de cada animal (no
representados), manifiestan una tendencia
positiva y regular en toda la trayectoria de
edad representada en este estudio. Por el
contrario, la covarianza entre efectos gené-
ticos directos y maternos (C, ) presento
valores negativos y decrecientes en este
mismo periodo. Este patrén antagénico de
C,, €s coincidente con resultados previos
con esta misma raza (MENENDEZ BUXADERA
y col., 2002b) pero estimado mediante un
modelo animal multicaracter y datos ajusta-
dos previamente a edad fija.

Segun nuestros resultados, la heredabili-
dad para efectos directos y maternos (k2 y
hzm respectivamente) aumenta en funcién de
la edad, mientras que la correlacién entre
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Figura 2. Evolucion de los componentes de la varianza y la covarianza para el peso vivo en corderos
Merinos espafioles.
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ambos efectos genéticos (R, ) es negativa y
decrece marcadamente hasta los 50 dias,
edad a la que parece estabilizarse (figura 3).
Los resultados de FISCHER y col. (2004) y
LEwIS y BROTHERSTONE (2002) muestran
patrones semejantes aunque con valores
mayores de %, y b’ . En ambos casos estos

autores aplicaron RRM, pero no incluyeron
el C,, en el modelo. En términos generales
puede indicarse que los resultados de este
estudio estdn dentro del contexto de otras
publicaciones sobre ovino de came de
Espafa (JURADO y cols., 1987; SIERRA y
cols., 1998).
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Figura 3. Evolucién de la heredabilidad directa, materna, total y la cotrelacion genética directa-
materna para el peso vivo a lo largo del periodo analizado en el Merino autéctono espafiol.

Las estimaciones de correlaciones genéti-
cas entre los efectos genéticos directos (R ) y
entre Jos efectos maternos (R,) para el peso
vivo estimado a diferentes edades se mues-
tran en las figuras 4 y 5. En ambos casos se
manifiesta el cldsico patrén donde la magni-
tud de R, y R, decrece en la medida que

aumenta la diferencia de edad entre dos esti-
maciones de peso vivo. Es interesante desta-
car que los pesos vivos a 35 y a 42 dias de
edad presentan valores de correlacién genéti-
ca superiores a 0.9 con el peso vivo a 75 dias
de edad que constituye el principal objetivo
de seleccién en el Merino espanol.
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Figura 4. Evolucién de la correlacién entre los efectos genéticos directos para el peso vivo a lo largo
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del periodo analizado en el Merino autéctono espafiol.



140 Evaluacion del crecimiento en los primeros tres meses de edad en Merino espanol...

Conclusiones

Los resultados de este estudio demues-
tran que es posible aplicar RRM para anali-
zar todos los datos disponibles sobre el peso
vivo del Merino en esta etapa de crecimien-
to. Para no hacer excesivamente extensa
esta comunicacion no discutimos todas las
ventajas que puede brindar este procedi-
miento de RRM, centrandonos en las que
consideramos mdas importantes:

L. Con una sola ejecucién se pueden esti-
mar los pardmetros genéticos y el valor
genético de todos los animales para el peso
vivo en cualquier punto de la trayectoria de
edad registrada.

2. Mediante la modificacion de los coefi-
cientes de regresion aleatorios de cada ani-
mal y de los polinomios de la edad estanda-
rizada, es posible estimar los principales
pardmetros genéticos y valor genético de
todos los animales para la ganancia de peso
entre cualquiera de las edades.
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Introduccion

En los programas de mejora genética de
peces el conocimiento de la genealogia
mediante la cria separada de las familias
requiere de grandes instalaciones y un con-
trol preciso de la reproduccion que permita
establecer tanto familias de medios herma-
nos como de hermanos carnales, para poste-
riormente marcar los peces, por ejemplo
fisicamente, cuando alcancen la talla ade-
cuada y permitir entonces la cria conjunta
de todas la familias, disminuyendo asi las
fuentes de parecido debido al ambiente
comin que comparten los peces de una
misma familia durante su crecimiento
(HERBINGER et al., 1999).

La aplicacién o utilizaciéon de marcado-
res fisicos y/o moleculares depende de las
particularidades de los sistemas de produc-
cién y las caracteristicas biologicas de cada
especie. En el caso particular de la dorada,
mantener las puestas familiares en tanques
separados es bastante costoso. Asi, las
empresas de cria mantienen sus lotes de
reproductores en puesta masal para asegu-
rar Ja calidad y sus niveles de produccion.
Es mds, no es facil a coordinacién entre las
empresas de cria y engorde al objeto de
tener un perfecto control de las produccio-

nes, porque, por ejemplo, en Jas empresas
de engorde se mezclan habitualmente des-
cendientes de varios lotes de reproductores,
con el fin de optimizar la gestion de las ins-
talaciones.

Para el marcaje individual de los peces,
habitualmente se utilizan sistemas fisicos
externos e internos. Aunque los externos
son mas fdciles de aplicar a un bajo costo,
tienen la desventaja de que pueden afectar
al crecimiento y la supervivencia (BERG y
BERG, 1990; MOFEFET ¢t al., 1997). Por con-
tra, los sistemas internos, como el Passive
Integrated Transponder (PIT), tienen un
efecto negativo menor sobre el crecimiento
y la supervivencia de los peces (BARAS er
al., 2000; GRIES y LETCHER, 2002). En este
sentido, el sistema de marcaje PIT ha sido
utilizado con €éxito en distintas especies,
bien con el objeto de llevar un control de las
poblaciones en los ecosistemas naturales
como en poblaciones de cultivo (GRIES y
LETCHER, 2002; RYAN et al., 2001; ROUSSEL
et al., 2000; BAras et al., 2000).

Las diferencias en susceptibilidad a los
anestésicos y la manipulacién, la capacidad
de recuperacion, la tasa de crecimiento o
incluso la morfologia entre las especies, hace
necesario que los sistemas de marcaje PIT
sean optimizados por especie (MAHAPATRA et
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al., 2001; BRUYNDONCX et al., 2002). En este
sentido, la dorada carece de estudios sobre
sistemas de marcaje PIT, y mds aun a tallas
pequenas. Por ello, con el presente trabajo se
ha estudiado la mejor posicién corporal. la
talla minima para los implantes con PIT, a la
vez valorar su tasa de retencién y efecto en el
crecimiento y la mortalidad de alevines de
dorada.

Material y métodos

Experimento 1

Se marcaron 69 peces de 3,45 +0,032 g de
peso inicial con €] sistema interno Passive
Integrated Transponder (P1T) de la empresa
TROVAN. En la cavidad abdominal se mar-
caron 36 peces (figura la), mientras que al
resto (33 peces) se les implant6 en el lomo
dorsal (figura 1b). Adicionalmente se utiliza-
ron como control 34 peces de la misma talla.

Todos los peces fueron distribuidos al azar,
por marca y en igual proporcién, en dos tan-
ques de 500 litros. Los peces se mantuvieron
durante un periodo total de 28 dias, segtn las
tablas de alimentacion recomendadas por la
empresa suministradora de piensos Proaqua
S.A. (Dueiias, Palencia). La densidad media
inicial fue de 0,356 + 0,007 g/m’, y el oxige-
no disuelto, la temperatura y el flujo del agua
fueron de 6,42 = 0,08 mg/L, 19,84 = 0,075
°C y 4 L/min., respectivamente.

Para marcar los peces, éstos fueron anes-
tesiados con clorobutanol (200 mg/L). En el
caso del marcaje abdominal, y para facilitar
la introduccién del PIT paralelo al eje lon-
gitudinal del pez, se les hizo previamente
una incisién ventral (entre las aletas pélvi-
cas y el opérculo).

Se realizaron 4 muestreos, a los dias 0, 15,
26y 28 para el peso y la longitud. La morta-
lidad y la tasa de retencion se valoraron, de
modo acumulado, al final de los 28 dias.

Figura ]. Radiografia de alevines de dorada, marcados con PIT. A, marcaje en cavidad abdominal,
bajo la vejiga natatoria. B, marcaje en el lomo dorsal.

Experimento 2

Se marcaron 727 peces de 4,73 + 0,04 g
con PIT, sélo en la posicién abdominal, uti-

lizdndose 245 peces no marcados de 4,46+
0,07 g como control, y donde la diferencia
de peso al inicio fue estadisticamente signi-
ficativa (P<0,05). Los peces fueron distri-
buidos al azar y en igual proporcién en dos
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tanques de 1000 L y mantenidos con las
condiciones de alimentacién descritas ante-
riormente durante un periodo de 66 dias. La
densidad media inicial fue de 2,26 + 0,083
kg/m?, y el oxigeno disuelto, la temperatura
y el flujo del agua fueron de 6,21 + 0,08
mg/L, 22,46 + 0,061 °C, 21 L/min., respec-
tivamente. El peso y la longitud de los peces
se midieron los dias 0, 36 y 66.

Ambos experimentos se realizaron en el
Instituto Canario de Ciencias Marinas
(ICCM). Los datos se analizaron mediante
ANOVA de dos vias con el programa SPSS
(vI1.0) y con el siguiente modelo lineal
general:

Yyu=n+o,+B+@f), +e,

donde m es la media global, o, el efecto
fijo del sistema de marcaje, BJ. el efecto fijo
del tanque, (aB)U la interaccidn entre ambos
factores y € el error residual.

Resultados y discusion

Experimento 1

Durante la primera semana después de
realizado el marcaje, se produjo un decai-
miento del crecimientos entre los peces con
PIT, que se compensé con el transcurso de
los dias (datos no mostrados). El peso
medio final (x error tipico) de los peces
marcados en la posicién abdominal fue de
6,025 £ 0,198 g, en la posicion dorsal 6,458
+0,26 g y en los peces no marcados el peso
fue de 6,11 £ 0,16 g (P>0,05). Al comparar
entre el marcaje abdominal y dorsal, la tasa
de pérdida de los PITs fue del 14 % en el
primer caso, mientras que en el segundo fue
de un 40 % (P<0.05). Por otra parte, la tasa
de mortalidad de los peces fue de 2,8 % en
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el caso del marcaje abdominal y de 0 % en
el marcaje dorsal.

Experimento 2

Al final de este experimento se mantu-
vieron las diferencias estadisticamente sig-
nificativas en peso entre peces marcados
(39,39+0,31 g) y no marcados (37,73+0,50
g) que ya existian en el momento inicial,
poniendo de relieve la no existencia de
efecto del marcaje sobre el crecimiento
puesto que la tasa especifica de crecimiento
diaria fue la misma en peces marcados y
control, 1,4%. La tasa de pérdida de los
PITs en los peces marcados fue del 1.4 %.
En cuanto a la tasa de mortalidad de los
peces durante el experimento, ésta fue del
12,6 % en los peces marcados, mientras que
en los no marcados fue del 3,6 %
(P<0.001).

Estos resultados ponen de relieve la con-
veniencia de utilizar el sistema de marcaje
PIT en alevines de dorada desde tallas de 3
gramos sin efecto negativo sobre el creci-
miento a corto plazo. En este sentido, estos
resultados concuerdan con los descritos
para alevines de 3 g en rohu (Labeo rohita)
(MAHAPATRA et al., 2001) y en salmén del
Pacifico (Oncorhynchus kisutch) (R. Neira,
comunicacién personal). En relacién al cre-
cimiento compensatorio observado en las
doradas marcadas a los 3 gramos, también
ha sido observado en otras especies como
tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
(BARAS et al.,1999) y perca (Perca fluviati-
lis) (BARAS et al., 2000), después de la pri-
mera semana de haber realizado los im-
plantes.

Las tasas de mortalidad encontradas en
este estudio no estuvieron asociadas a pato-
logias infecciosas, ya que los peces muertos
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fueron sometidos al andlisis de organismos
infecciosos sin encontrar relacién alguna.
Por el contrario, la mortalidad si que estuvo
asociada con la manipulacién inadecuada
durante el proceso de marcaje, como son la
préctica o habilidad de quien implanta o el
nimero de peces a marcar. Es mds, recien-
temente hemos realizado un tercer experi-
mento (datos no mostrados), en el que se
marcaron 204 peces de entre 4-8 gramos
con una supervivencia del 100% a los 25
dias post-implante. En este sentido, estu-
dios realizados en otras especies ponen de
manifiesto que Ja implantacién del PIT no
afect6 de manera importante en la mortali-
dad de los peces, atin a tallas pequefias. Asi,
MAHAPATRA et al. (2001), en peces de entre
2-6 g de rohu (Labeo rohita), obtuvieron
una supervivencia de entre 80-88 %, siendo
maximizada hasta el 95% mejorando los
condicionantes de manipulacién en el
momento del marcaje. Estos autores tam-
bién mejoraron la supervivencia con la talla
de los peces, un 98 % para peces de entre 8-
15 g. BARAS ef al. (2000), obtuvieron un
75,8% de supervivencia en perca marcando
a los 2,78 g, mientras que BRUYNDONCX et
al. (2002), en alevines del pez de agua dulce
demersal Cothus gobio, encontraron una
supervivencia del 100% para peces marca-
dosa4g.

En cuanto al porcentaje de retencién del
PIT encontrado en el presente trabajo, estuvo
influenciado de modo estadisticamente sig-
nificativo por la posicién del implante, sien-
do la cavidad abdominal la més idénea para
dorada a los 3 g de peso. Dentro de las dora-
das marcadas en la cavidad abdominal, tanto
el peso de los peces como la experiencia
mejoraron la tasa de retencién. Es mads, en el
tercer experimento mencionado mds arriba
detectamos una tasa de retencién del 100%.
Todo ello esta en concordancia con lo encon-
trado por otros autores, oscilando la tasa de

retencion entre 80-100 % para las mismas
especies citadas anteriormente (BARAS et al.,
1999; BARAS ef al., 2000; MAHAPATRA et al.,
2001; BRUYNDONCX et al., 2002).

Conclusiones

Estos antecedentes ponen de manifiesto
que la implantacién del PIT a tallas de ale-
vin en dorada es viable porque no afecta de
manera significativa ni al crecimiento ni a la
supervivencia de los peces, lo que da lugar
a la incorporacién de ésta practica en los
criaderos comerciales de dorada, a fin de
tener establecidas, desde muy temprano, las
relaciones de parentesco de los peces.
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Introducciéon

En los dltimos afios el tamafio de cama-
da se ha convertido en uno de los objetivos
principales en Jos programas de seleccién
de cerdos. Con el uso de lineas hiperprolifi-
cas el numero de tetinas que presenta una
cerda puede condicionar el ndmero de
lechones destetados de la camada. En este
escenario, la deteccién de QTL para el
nimero de mamas puede ser de interés en
futuros programas de mejora. Existen
numerosos trabajos en que se han detectado
QTL para este caracter en los cromosomas
1 (ROHER, 2000; CAassapy et al., 2001;
BEEKMANN et al., 2003), 2 (HIROOKA et al.,
2001), 3 (WaDA et al., 1998; ROHER, 2000),
6 (CasSADY et al., 2001), 7 (BIDANEL ef al.,
2000; Cassapy et al., 2001), 8 (CASSADY et
al., 2001; KING et al., 2003), 10 (ROHER,
2000; HIrROOKA et al., 2001; DRAGOS-
WENDRICH et al., 2003), 11 (CASSADY et al.,
2001), 12 (HiroOKA et al., 2001) y 16
(Bidanel et al., 2000). Sin embargo sola-
mente los QTL mapeados en los cromoso-
mas 7. 10 y 16 son significativos a nivel
gendémico.

El objetivo de este trabajo es la deteccién
de posibles QTL para el nimero de mamas
mediante barrido gendémico en un cruce
experimental F2 entre las raza Ibérica y
Meishan. Se trata de dos razas genética-
mente muy alejadas (ALVES et al., 2003),
que presentan valores extremos para el
cardcter y una de las cuales no ha sido ana-
lizada hasta la fecha con este propdsito. La
raza Meishan tiene una media de 17,33 teti-
nas (DESPRES ef al., 1992) mientras que en
el Ibérico el nimero medio de tetinas por
animal es de 10,05 (TORO et al., 1986).

Material y métodos

Material animal

El material analizado procede de un cruce
experimental /bérico x Meishan, obtenido a
partir de 3 verracos [béricos de la linea
Guadyerbas (CIA Dehesén del Encinar,
Oropesa, Toledo), 18 cerdas Meishan (Do-
maine du Magneraud, INRA, Francia), 116
animales F1 (8 verracos y 108 cerdas) y 259
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cerdas F2. pertenecientes a 99 familias de
hermanos completos, nacidas en la granja
que Nova Genética posee en Solsona
(Lleida).

Marcadores utilizados

Para el barrido gendémico se utilizaron
como marcadores 5 polimorfismos de genes
y 110 microsatélites, repartidos entre Jos 18
autosomas. Las caracteristicas del panel de
marcadores se muestran en el cuadro I. El
nimero de marcadores por cromosoma osci-
la entre 4 (cromosoma 18) y 9 (cromosoma
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6). Los mucrosatélites fueron seleccionados
por su posicion en los mapas, su facilidad de
genotipado y su informatividad en los ani-
males parentales, calculada esta mediante el
indice de Ron (RON et al., 1995). Los pro-
ductos de PCR fueron sometidos a una elec-
troforesis capilar y deteccion fluorescente
en un equipo automatizado ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) vy,
posteriormente, analizados mediante el pro-
grama de andlisis de fragmentos GeneScan
(Applied Biosystems). Los genotipos de los
animales del pedigri fueron almacenados en
la base de datos GEMMA (IANNUCELL! et
al., 1996).

Cuadro 1. Caracteristicas del panel de 115 marcadores utilizado en €] experimento

Media Minimo Maximo Total
Marcadores / Cromosoma 6.4 4 9 115
Alelos / Marcador 5 2 9 580
Tamano Cromosoma (cM) 1114 53.6 158.6 2005
Intervalo Marcadores (cM) 17.4 6.6 63.8

Analisis estadistico

La informacién obtenida del genotipado
de cada cromosoma se ha utilizado para la
construccién del correspondiente mapa
mediante el programa CRIMAP version 2.4
(GREEN et al., 1990). Los mapas de liga-
miento obtenidos para todos los cromoso-
mas son semejantes a los publicados previa-
mente.

El barrido gendmico, a lo largo de los 18
autosomas, se ha realizado mediante el pro-
grama QTL Express (SEATON ef al, 2000),
utilizando el siguiente modelo de regresion:

;= Fitc,a+c,d+e;

donde y; es la observacion i, F; es el efec-
to fijo asociado a la familia de hermanos
completos, a es el efecto aditivo, d el efec-
to de dominancia y e, es el efecto residual.
Los coeficientes c, y Cq S€ calcularon del
siguiente modo:

¢, =pr(QQ)-pr(qq) y ¢, =pr(Qq)

donde pr(QQ) es la probabilidad de ser
homocigoto de origen Meishan, pr(qq) es la
probabilidad de ser homocigoto de origen
Ibérico y pr(Qq) es la probabilidad de ser
heterocigoto.

Los correspondientes umbrales de signi-
ficacién cromosémica al 5% y al 1% se cal-
cularon mediante técnicas de permutacion
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de los datos (CHURCHILL y DOERGE, 1994),
realizdndose 10000 permutaciones. Para
calcular los umbrales genémicos de signifi-
cacién se utilizé la correccién de
Bonferroni descrita por KNOTT et al. (1995)

Resultados y discusion

Niimero de mamas

El barrido gendémico ha mostrado evi-
dencias de QTL que afectan al nimero de
mamas en tres de los dieciocho autosomas.
En el cuadro 2 se presentan la posicidn,
valores aditivos y de dominancia para los
QTL mas significativos. La estimacién de
los efectos aditivos de los QTLs indican una
superioridad de los alelos Meishan del QTL
para el cardcter nimero de mamas, de
acuerdo con las diferencias encontradas en
la lineas parentales.

Los tres QTL significativos presentan
efectos aditivos elevados, especialmente
los detectados en los cromosomas 5y 10 .
El QTL del cromosoma 5 mapea en la
posicion 27 (cuadro 3), entre los microsa-
télites SJ024 y SWR453. Este QTL no
habia sido detectado previamente en nin-
glin otro experimento y se trata de un QTL

sugestivo, significativo a nivel cromosémi-
co. Por lo que respecta al QTL del cromo-
soma |2, significativo al 5% cromosémi-
co, mapea a 93 cM (cuadro 3), entre los
microsatélites SO106 y SWRI1021, en la
misma regién del QTL detectado por
HIROOKA et al. (2001).

El QTL del cromosoma 10 se localiza en
la posicion 73 (cuadro 3), entre los microsa-
télites SW1991 y SW1626. Es un QTL sig-
nificativo al 1% gendmico (figura ). El
QTL del cromosoma 10 se encuentra en una
posicion coincidente con fos QTL descritos
previamente por otros autores para este
cardcter. En todos estos experimentos pre-
vios intervenia la raza Meishan siendo los
alelos de esta raza los que mostraban efectos
favorables para el cardcter. En el cruce reali-
zado por DRAGOS-WENDRICH et al. (2003)
entre Jabali y Meishan, son los alelos de
Jabali los que muestran el efecto favorable.

HirROOKA et al. (2001) indican la existen-
cia de imprinting paterno para el QTL del
cromosoma 10. Sin embargo, en nuestro
experimento, no se ha podido detectar la
existencia de imprinting. Para este cromoso-
ma se ha probado también un modelo que
contempla la existencia de dos QTL para el
nimero de mamas. Los resultados indican
como mas probable la existencia de un tnico

Cuadro 2. QTL significativos para el nimero de mamas en los cromosomas 5, 10y 12:
posicion en el cromosoma, efectos aditivo (a) y dominante (d) y umbrales de significacion a
nivel cromosémico y gendémico

Cromosoma  Posicion a (se) d (se) F  U. Cromosomico U. Genémico

p=0.05 0.05 0.01
SSC5 27c¢cM  0.73 (0.19) -0.03 (0.37) 6,99 5.02 892 994
SSCI10 73cM 0.72(0.15) -0.09 (0.26) 11.89 498 8.59 9.89
SSCi12 93¢cM  0.55(0.16) -0.15 (0.26) 5.62 4.99 873 10.45
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QTL puesto que no se mejora el ajuste de
forma significativa respecto al modelo de un
locus.

Aunque la identificacién de posibles
genes responsables del efecto sobre el
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cardcter no parece obvia, la confirmacion
de una regién del genoma responsable de la
expresion del mismo es interesante de cara
a su posible uso en un programa de selec-
ci6n asistida por marcadores.

Cuadro 3. Mapa de ligamiento de los cromosomas 5, 10y 12

SSC5 Marcador SJ024  SWR453 SW2425 S0005 SWI1987  IGFI SW378
Posicién 0 444 55.0 71.0 80.4 98.6 117.3
SSC10 Marcador S0038  SWI894  SW2195  S0070 SWI1991 SWI1626 SWR67
Posicion 0 24.8 40.1 52.3 65.9 93.7 103.4
SSCI2 Marcador SW2490 SW2494  SWI307 SWE874 SWI956 S0106 SWRI1021
Posicién 0 10.4 42.5 57.8 70.1 83.1 98.5
15
SSC10
N°¢ Mamas

21 f 31 ﬁl

swises  swe1gs M

51* 61 fn 81

S0070

o K o

SW1991 SW1626 SWR67

Figura 1. Perfil del valor F para distintas posiciones y umbrales de significacién a nivel genémico
para el ndimero de tetinas, considerando un modelo con un tdnico QTL.
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Introduccion

La inseminacién artificial (IA) es una
herramienta indispensable en la organiza-
cién de todo esquema de seleccion. La fer-
tilidad es un cardcter dificil de cuantificar
debido a que depende de diferentes proce-
sos fistolégicos. El comportamiento sexual
de los carneros implicados en la IA tiene en
cuenta dos aspectos esenciales. Primero, la
capacidad del animal de producir semen
(volumen, concentracién, motilidad), y
segundo, el valor fecundante de ese semen
una vez utilizado.

Las Encefalopatias Espongiformes Trans-
misibles (EET) engloban un grupo de enfer-
medades neurodegenerativas causadas por
priones que afectan a diferentes especies
animales, incluida la humana. El pririgo
lumbar o scrapie es una enfermedad de la
especie ovina que pertenece al grupo de las
EET. La resistencia-susceptibilidad a esta
enfermedad depende en gran parte del poli-
morfismo de los codones 136, 154 y 171 del
gen PrP (ELSEN ef al., 1999; Diaz et al.,
2003). De las posibles combinaciones de
los 3 codones, 136 (A/V), 154 (R/H) y 171
(R/H/Q), el alelo ARR confiere resistencia a
la enfermedad mientras que el alelo VRQ
estd asociado a alta susceptibilidad.
Recientemente se ha demostrado que la
proteina del pridn, codificada por el gen PrP

y responsable del scrapie, forma parte inte-
grante de la estructura de los espermatozoi-
des (GATTI et al., 2002).

La seleccion de animales portadores del
alelo resistente se considera como una posi-
ble via para mejorar la resistencia al scra-
pie. En este marco, algunos pafses como
Holanda, Gran Bretafia y Francia han im-
plementado programas de mejora por selec-
cién de la resistencia a esta enfermedad.
Bajo la hipotesis de que existe una asocia-
cién entre un determinado genotipo y la
fertilidad de los machos, la seleccidn de
animales portadores de genotipos resisten-
tes al scrapie podria acarrear efectos no
deseables en un esquema de seleccion. En
este contexto, el objetivo de este trabajo es
estudiar una posible asociacién entre los
genotipos del gen PrP y la produccion y
calidad del semen de machos de IA en la
raza Lacaune.

Materiales y Métodos

Los datos analizados provienen de La
Confédération des producteurs de lait de
brebis et des industriels de Roquefort.
Dichos datos corresponden a 4825 extrac-
ciones de semen de 351 machos de raza
Lacaune, presentes en el centro de A para
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el servicio de la campafia 1999. Debido a
que la mayor parte de los animales no estan
genotipados para los codones 136 y 154,
nos hemos limitado a estudiar el ‘efecto
alelo’ del codén 171.

+5 +

Y= by, + sdj +my + md/ + it S,

a + €

iLm,n.0 i-p

Las variables estudiadas fueron el volu-
men, la concentracion, la motilidad y el
nimero de espermatozoides del semen. Se
utilizaron dos modelos. En el primer mode-
lo se estudid el efecto propio del alelo Q o

R del codén 171.
donde
Yip corresponde a la variable estudiada,

by, es el afio de nacimiento de los
machos. Los animales fueron agrupados en
5 clases (i=1-5): 1992-1995, 1996, 1997,
1998 y 1999,

sd; cuantifica el intervalo de tiempo de
descanso que existe entre dos extracciones
sucesivas de semen del mismo carnero.

m, corresponde al mes dentro de la esta-
cién sexual en el que se realizd la extrac-
cién de semen,

md, es el momento del dia (por la mafa-
na o por la tarde) en el que se saca el semen,

€7, fepresenta las formas alélicas (Q o
R) en el codén 171 del carnero,

s es el efecto aleatorio del padre del car-
nero y

a es el efecto aleatorio del carnero.

Lmno0

En el segundo modelo se estudio el efec-
to de la transmisién del alelo Q o R del
padre sobre las caracteristicas del semen de
su hijo. El codén 171 fue considerado como
un marcador de un QTL préximo y los ana-
lisis se realizaron intra-padre segin el
siguiente modelo:

Yip = by, + sd;+ my + md, + Ci7ip, TS
+a, Fiey

Lmno

n
D

donde el ¢,;,  representa las formas alé-
licas (Q o R) en el codén 171 del carnero
que recibi6 de su padre. El nimero de
extracciones involucradas en este analisis
fue de 465 correspondientes a 34 carneros.

El programa SAS (SAS Institute Inc.,
1999) fue utilizado para estudiar la perti-
nencia de los diferentes efectos fijos del
modelo y para testar la posible asociacion
con el gen PrP. Los procedimientos SAS
utilizados fueron Proc GLM y Proc Mixed.

Resultados y discusion

Los resultados para las diferentes varia-
bles estudiadas se muestran en el cuadro 1.
Los valores medios y la desviacién estandar
(u = o) estdn expresados en ml para el volu-
men, en millones de espermatozoides/ml
para la concentracién y en millones para el
nimero de espermatozoides.

Volumen

Se puede observar que el intervalo de
reposo del animal entre dos extracciones
sucesivas tue significativo sobre el volu-
men de semen (p<0,01). Este factor fue el
que mds influye sobre las variaciones del
volumen (R? parcial de 1,68%). Cuando
las extracciones se hacen 6 dias sobre 7, el
volumen se redujo como consecuencia de
un ‘efecto agotamiento’ que sufren los ani-
males. La extension del periodo de reposo
condujo a volimenes por debajo de los
valores medios. La alternancia entre un dia
de extraccion y un dia de descanso apare-
cié como la mejor combinacién. Similares
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resultados fueron encontrados para la raza
Lacaune por DuvaL (1990).

El segundo efecto significativo en el
modelo fue el mes de extraccion (p<0.01).
Este fenémeno lo explica el hecho de que
de Jos 5 meses de extraccion (mayo-sep-
tiembre), es en el mes de junio donde se
saca la mayor proporciéon de semen. En
consecuencia, el volumen de ese mes se
reduce con respecto al valor medio de la
estacion. DuvaL (1990) estudié el mismo
efecto considerando en el andlisis la sema-
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na de extraccion y no el mes. Los resultados
fueron similares concluyendo que esta
reducciéon puede deberse a un efecto de
agotamiento junto con un efecto propio de
la estacién sexual (dias decrecientes).

Una préctica comun en los centros de [A
consiste en sacar €] semen en dos momen-
tos especificos del dia: por la mafiana o por
la tarde. Esta practica no afecté al volumen
de semen extraido de los carneros. El aio
de nacimiento de los animales tampoco
tuvo influencia en el volumen.

Cuadro [. Valores obtenidos en el andlisis del volumen, de la concentracién, de la
motilidad y del nimero de espermatozoides del semen de carneros Lacaune en JA

Volumen Concentracién Motilidad Nimero de
espermatozoides

R? 0,50 0,64 0,67 0,49
Hxo 2,0+ 0,46 4492 + 523 44 + 0,70 9255 + 2488
Efecto afo (by) ns ns ns
Efecto intervalo (sd) HAA R R
Efecto mes (m) ik #dkok A
Efecto dia (md) ns i ns

*#p<0,05, ¥#¥p<0,01, ns: no significativo.

Concentracion

Los factores que determinan cambios en
la concentracién son los mismos que actian
sobre el volumen. El efecto del mes de
extraccion (R? parcial de 2,3%) y el efecto
del intervalo entre extracciones (R?2 parcial
de 0,7%) presentaron resultados significati-
vos (p<0,01).

Motilidad

Los factores correspondientes al inter-
valo y al mes también fueron significativos

para la motilidad (p<0,01). La motilidad se
reduce a medida que pasan los meses de
extraccion como consecuencia del agota-
miento de los machos. Estos resultados
son similares a los descritos por DUVAL
(1990). La motilidad también se ve afecta-
da por el momento del dia en el cual se
hace la extraccion (p<0,05). Los mayores
valores se observan por la tarde. Sin
embargo, la diferencia observada entre
estos dos momentos del dia es de sélo 0.8
puntos de motilidad en una escala de 1-5.
Estos resultados deberan ser confirmados
por otros estudios.
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Nimero de espermatozoides

Las variaciones observadas en el volu-
men y en la concentracién se reflejan direc-
tamente en el nimero de espermatozoides.
El efecto del intervalo entre extracciones y
el mes de extracciéon presentan resultados
significativos (p<0,01).

Estudio de asociacion entre distintas
caracteristicas del semen y el genotipo en
el codon 171

A partir del primer andlisis, el genotipo
del codén 171 no presenté efecto alguno
sobre la concentracién ni la motilidad. Sin
embargo, el efecto fue significativo para las
variables volumen y niimero de espermato-
zoides (p<0,05). Los animales homocigotos
resistentes RR (n=140) presentaron los
valores mds altos para ambas variables,
mientras que los individuos homocigotos
QQ (n=175) presentaron valores préximos
a la media general. Por su parte, los machos
heterocigotos RQ (n=36) tuvieron los peo-
res valores. Los valores observados en
ambas variables para los individuos porta-
dores de QQ, QR y RR nos podrian hacer
pensar en un efecto de dominancia, tal que
R seria el alelo recesivo y Q el dominante.
Sin embargo, se podria plantear la hipdtesis

de que el efecto directo del alelo R sobre el
volumen y el nimero de espermatozoides
sea solo fortuito.

Para testar esta hipétesis se hicieron dos
andlisis. En primer lugar, se observé que la
diferencia entre los valores de volumen y
nimero de espermatozoides, para los ani-
males portadores de QQ y QR, no fueron
significativas. En segundo lugar, se estudié
el efecto de la transmisién del alelo Q o R
del padre a su hijo sobre su produccién de
semen. Para ello se seleccionaron los padres
que tuvieran al menos un hijo QQ y otro
RR, obteniendo como datos 465 extraccio-
nes pertenecientes a 34 carneros hijos de 9
padres.

Con el objetivo de asegurar la represen-
tatividad de la muestra, se estimé la repeti-
bilidad y la varianza residual del volumen y
del nimero de espermatozoides. Los valo-
res estimados a partir de los datos de la
muestra fueron similares a las estimaciones
realizadas utilizando el total de extraccio-
nes. Sobre dicha muestra se estudio: 1) el
efecto directo del genotipo Q o R sobre la
produccidn, y 2) el efecto de la transmisidn
del alelo Q o R del padre sobre las caracte-
risticas del semen de su hijo (cuadro 2).
Este dltimo efecto corresponderia al del
alelo en el codén 171 actuando como un
marcador molecular de genes que codifi-
quen para calidad del semen.

Cuadro 2. P-valores obtenido para el efecto del genotipo del codén 171 sobre el volumen, la
concentracién, la motilidad y el nimero de espermatozoides del semen de carneros en 1A

Volumen Concentracién Motilidad Nimero de
espermatozoides
Efecto directo 0,42 0,55 0,27 0,97
Efecto marcador 0,98 0,81 0,93 0,65
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Se puede observar que los p-valores de
los dos andlisis (efecto directo y marcador)
no indicarfan una asociacién entre las
caracteristicas del semen y el genotipo Q o
R del codén 171. Los resultados obtenidos
confirman la hipétesis de una simple “coin-
cidencia” debida probablemente al desba-
lance en el nimero de animales de cada
grupo de genotipos.

Conclusién

Sobre la base de este anélisis, podemos
concluir que no se observa asociacion entre
los polimorfismos del codén 171 y la pro-
duccién y calidad del semen de machos de
JA de la raza Lacaune. Estos resultados
coinciden con diferentes estudios de asocia-
cién realizados sobre el gen PrP y distintos
caracteres de produccién (RODEN et al.,
2001; BARILLET ef al., 2002; PROKOPOVA ef
al., 2002; BRANDSMA et al., 2004).
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Introducciéon

La mejora genética tiene como objetivo
modificar el mérito genético en las genera-
ciones siguientes para que los animales pro-
duzcan de forma mas eficiente. En el caso
del vacuno de leche, los caracteres que
influyen en la eficiencia de produccién pue-
den diferenciarse principalmente entre
caracteres de produccidn (leche y carne) y
caracteres funcionales. El término de carac-
teres funcionales se utiliza para resumir Jas
caracteristicas del animal que incrementan
la eficiencia de produccién, no aumentando
los ingresos (outputs) sino reduciendo los
costes (inputs) (GROEN et al., 1997). GROEN
y colaboradores (GROEN et al., 1997) reco-
mendaron el estudio de caracteres como
salud, facilidad de parto, fertilidad, eficien-
cia en la utilizacién del alimento y adapta-
bilidad al ordefio dentro de la categoria de
caracteres funcionales.

Actualmente, como consecuencia del
sistema de cuotas y del descenso del precio
de la leche, el sector del vacuno de leche
comienza a demandar la inclusién dentro
del objetivo de seleccién de dichos caracte-
res funcionales con el fin de incrementar la
rentabilidad (ALENDA y CARABANO, 2002).
Los ganaderos no reclaman un animal més

productivo, sino que buscan un animal que
mantenga su produccién y que no de pro-
blemas.

En el caso particular del cardcter facili-
dad de parto, la reduccién de la incidencia
de partos distécicos en la explotacion tiene
importancia tanto desde un punto de vista
productivo como reproductivo, ya que la
presencia de una distocia en la explotacion
induce a pérdidas econémicas notables, no
solo asociadas a la disminucién de la pro-
duccidn, pues puede ocasionar la muerte de
la vaca y/o el ternero, disminuir Ja fertili-
dad, aumentar los gastos veterinarios y los
requerimientos de mano de obra (DEMA-
TAWEWA y BERGER, 1997; 1998).

En la Comunidad Auténoma del Pais
Vasco, la valoracidén genética del cardcter
facilidad de parto se puso en marcha en el
ano 1995 (ALDAY y UGARTE, 1997). Desde
entonces, el sistema de evaluacion genética
ha sufrido cambios y mejoras tanto en la
recogida del dato como en el andlisis y pre-
sentacién de los resultados (LOPEZ DE
MATURANA et al., 2003). Sin embargo, las
relaciones de este cardcter con otros carac-
teres funcionales como la fertilidad no han
sido abordadas adn. El presente estudio
tiene como objetivo analizar la posible rela-
cidn genética entre los caracteres de facili-
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dad de parto materna (FPM) y fertilidad de
la hembra en el siguiente ciclo reproductivo
dentro de la poblacién frisona de la CAPV.

Material y métodos

Eleccion del caracter de fertilidad de la
vaca

La fertilidad de una vaca se puede definir
como la habilidad para producir una des-
cendencia viva durante un periodo econo-
mica y fisiolégicamente adecuado (Hy-
PPANEN y JUGA, 1998). DE JONG (1997)
definié una vaca con una buena fertilidad
como un animal en lactaciéon que muestra
su celo a tiempo y se queda gestante tras la
primera inseminacion.

Ambas definiciones son muestra de la
subjetividad existente en la definicién de
este caracter habiéndose utilizado para su
estudio a lo largo del tiempo distintos tipos
de medidas. Es necesario tener en cuenta
que muchas de las medidas de fertilidad
pueden verse atectadas por el manejo del
ganadero. Por ejemplo, es éste quien deter-
mina, en funcién del mérito genético para
produccién del animal, determinados aspec-
tos como la duracién del intervalo entre el
parto y la primera inseminacion para cada
vaca o el nimero de inseminaciones. Como
consecuencia de todo esto, existe un amplio
rango de diferentes caracteres utilizados en
las valoraciones genéticas realizadas en dis-
tintos paises, evaludndose en algin pais mds
de una medida, ya que ninguna medida sen-
cilla parece describir toda la variabilidad
genética asociada al cardcter fertilidad de la
hembra (MARK, 2003).

Los distintos caracteres considerados en
las evaluaciones genéticas nacionales de los
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diferentes paises miembros de Interbull se
pueden resumir (MARK, 2003) en:

1. Habilidad de la hembra para conce-
bir:

a. Tasa de no retorno (a 56, 60 o 90 dias)

b. Dias desde la primera hasta la dltima
inserninacion.

c. Tasa de concepcién en cada insemina-
cién (0/1).

d. Ndmero de inseminaciones hasta la
prefiez o por periodo de inseminacion.

e. Permanencia del ternero con la madre
en el periodo de lactancia (0/1)

2. Habilidad para retornar al estro:

a. Dias desde el parto hasta la primera
inseminacion.

b. Nimero de vacas a inseminar en un
ciclo de 21 dias.

c. Fuerza del celo (cardcter recogido de
forma subjetiva)

d. Existencia de tratamientos de fertili-
dad (0/1).

3. Combinacion de ambas medidas:

a. Dias desde el parto hasta la dltima
inseminacién o la concepcién (intervalo
parto-concepcion).

b. Intervalo entre partos.

Entre otros aspectos, la eleccion de la
medida de fertilidad que se va a utilizar en
el analisis depende de la informacion que se
pueda extraer de los datos de control leche-
ro y de la recogida o no de las inseminacio-
nes que tienen lugar en las explotaciones.
En el caso de la Comunidad Auténoma del
Pais Vasco, dentro del programa de control
lechero, se recoge la fecha de cada insemi-
nacién realizada, asi como el niimero de



158 Estudio de la relacion genérica entre los caracteres facilidad de parto materna y fertilidad...

inseminacion correspondiente a cada lacta-
cién, el toro inseminador y el cédigo del
inseminador. Teniendo esto en cuenta, las
medidas de fertilidad disponibles en esta
poblacién para la realizacién de este estudio
fueron:

1. Habilidad de la hembra para conce-
bir:

* Resultado de la primera inseminacion.
* Niimero de inseminaciones.
2. Habilidad para retornar al estro:

* Intervalo parto- primera inseminacién
(IPPIA).

3. Combinacion de ambas medidas:
* Intervalo parto-concepcién (IPC).

Entre todos ellos, la medida de fertilidad
elegida fue el intervalo parto-concepcién
por ser Ja medida que explica tanto la habi-
lidad de la hembra para concebir como para
retornar al estro.

Tratamiento y analisis de los datos

Como se ha comentado en el apartado
anterior, los datos utilizados en este estudio
proceden de los registros del control leche-

ro, donde se recoge el dato de facilidad de
parto, y de los datos referentes a las insemi-
naciones efectuadas en la Comunidad
Auténoma del Pais Vasco. Para este estudio
solo se utilizaron los partos ocurridos entre
los afos 1995 y 2002.

El cardcter FP se agrupé en 3 categorias.
La edicién y depuracién de datos se realizd
de acuerdo a lo explicado en LOPEZ DE
MATURANA et al. (2003).

Respecto al cardcter IPC, se exigi6 que el
grupo de comparacion tuviera al menos 5
datos, que los animales tuvieran el dato de
primera inseminacion recogido y se elimi-
naron aquellos datos que se consideraron
anémalos (fechas aberrantes) y aquellos re-
gistros en los que no se disponia de la infor-
macioén sobre los dos caracteres.

Los cuadros | y 2 resumen las caracte-
risticas de los datos utilizados en el andlisis.
Como se puede apreciar en el cuadro 1, se
observa una mayor incidencia de la clase 3
en novillas que en vacas de segundos par-
tos, o considerando todos los partos.

En la figura 1, que representa el histo-
grama de frecuencias del caricter IPC, se
puede observar que éste no sigue una distri-
bucién normal.

Cuadro 1. Caracteristicas de los datos de facilidad de parto materna (FPM)

Numero de parto % datos en clase 1

% de datos en clase 2 % de datos en clase 3

1° 20,58
2° 14,99
Todos los partos 18,19

76,06 3,36
83,02 1,99
79,04 2,77

Clase |: parto sin ayuda; Clase 2: parto con ligera ayuda; Clase 3: parto diffcil.
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Cuadro 2. Caracteristicas de los datos del intervalo parto concepcion (IPC)

Niimero de parto Registros N° vacas en datos X D. E.
1° 6433 6433 122:31 74,96
Todos los partos 11256 6848 122,18 72,42
r T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
tPC

Figura 1. Histograma de frecuencias del cardcter IPC.

Modelos de analisis diante el procedimiento GLM del paquete
informatico SAS (SAS, 1996). En el cuadro
Para determinar qué efectos no genéticos - S¢ muestran los resultados del andlisis de

afectan de forma significativa a cada cardc- ~ varianza de correspondientes a ambos ca-
ter, se realizaron anélisis de varianza me- racteres.

Cuadro 3. Resultados del andlisis de varianza para los caracteres FPM e IPC

Carécter Modelo R?
FPM Rac*** + mespar*** + razat*** + npsexo*** + toropar*** (0,59
IPC Rae ##% + mes ** + ippia *** + npedad * + toro *** 0,42

% p<0,001; ¥*: p<0,01; *: p<0,05.
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Los efectos no genéticos en el caso del
caracter facilidad de parto materna fueron
la interaccién del rebafio-afio-controlador
(rac), el mes de parto (mespar), la raza del
toro (razat), la interaccion del nimero de
partos (primeros y posteriores) con el sexo
del ternero (npsexo), y el toro (toropar).

En el caso del cardcter intervalo parto-
concepcidn, los efectos no genéticos son la
interaccién rebano-afio-estaciéon de parto
(considerandose 2 estaciones: de noviembre
a abril y de mayo a octubre) (rae), el mes de
la inseminacién fecundante (mes), el inter-
valo parto- primera inseminacion (ippia),
que oscil6 entre 22 y 299 dias y fue agrupa-
do en 14 niveles, el toro de la inseminacién
fecundante (toro), y la interaccién n° de
parto- edad (npedad), para la cual se defi-
nieron 3 grupos de animales en funcién del
niimero de parto: vacas de primero, segun-
do y tercer parto y posteriores, definiéndose
a su vez para cada grupo 3 grupos de edad:
1.1) <= 25 meses, 1.2) entre 26 y 29 meses
y 1.3) > de 29 meses; 2.1) entre 31 y 36
meses, 2.2) entre 37 y 40 meses y 2.3) >=
41 meses; y 3.1) >=53 meses, 3.2) entre 54
y 62 meses y 3.3) >= 63 meses.

Respecto a los efectos genéticos, en am-
bos caracteres se considerd el efecto de la
vaca como efecto genético aditivo.

Una vez determinados los efectos a in-
cluir en cada modelo, se realizaron 2 andli-
Sis:

a) Modelo bicardcter lineal-umbral con-
siderando solo los primeros partos (And-
lisis 1)

IPCW"MO = rae; + mes; + ippia, + npe-
dad, + toro,, + Vaca, + e,

FPM

ijklmno
npsexo, + toropar, + + Vaca, + e,

= rac,; + mesparj + razatk *

Para el cardcter IPC, los efectos rae (922
niveles), mes (12 niveles), ippia (14 nive-
les), npedad (3 niveles), se consideraron
como efectos fijos, asumiendo que siguen
una distribucién uniforme. Como efectos
aleatorios, se consideraron el toro (470
niveles) y la vaca (6433 niveles), asumien-
do que siguen, respectivamente, las siguien-
tes distribuciones N (0,Jo 2 )y N (0,Ac g),
donde A es la matriz de parentesco.

Para el caracter FPM, se consideraron
como efectos fijos mespar (12 niveles),
razat (2 niveles), npsexo (2 niveles), asu-
miendo que se distribuyen uniformemente,
mientras que como efectos aleatorios se
consideraron el rac (783 niveles), el toro-
par (479 niveles) y la vaca (6433 niveles),
asumiendo que siguen las siguientes distri-
buciones N (0,Jo 2 ), N (0,lo %mpar) y N
(0,Ac g) respectivamente.

b) Modelo bicardcter lineal-umbral con-
siderando todos los partos (Andlisis 2):

lPCUklmmp = rae; + mes; + ippia, + npe-

dad, + toro, + Vaca, + pe, + e,

FPM..
ijklmnop
npsexo, + toropar, + + Vaca, + pe  + e,

= racl. + mesparj + razalk +

Ademas de los efectos considerados para
cada cardcter en el modelo anterior, se
incluy6 el efecto permanente (pe, con 6848
niveles), asociado al efecto vaca, que sigue
la siguiente distribucién N (0,Io zpe). El
nimero de niveles para cada efecto vari
respecto al andlisis 1 (rae (932 niveles), mes
(12 niveles), ippia (14 niveles), npedad (9
niveles), toro (488 niveles), pe (6848 nive-
les), rac (791 niveles), mespar (12 niveles),
razat (2 niveles), npsexo (4 niveles) y toro-
par (545 niveles)).
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Estimacion de parametros genéticos

La naturaleza categoérica del cardcter fa-
cilidad de parto materna hace dificil la esti-
macién de los pardmetros genéticos por un
método REML o similar, especialmente en
lo referente a la estimacién de las varianzas
residuales (HOESCHELE y TIER, 1995). El
método que se utiliza de manera mds fre-
cuente en el andlisis de datos categdricos es
la inferencia bayesiana mediante muestreo
de Gibbs, unido a la técnica de aumento de
datos para la generacion de la variable sub-
yacente (SORENSEN et al., 1995; ALBERT y
CHiB, 1993). Este es el andlisis utilizado en
el presente estudio y fue realizado median-
te un programa originalmente escrito por
Luis Varona, y modificado ad hoc.

Las distribuciones a priori que se consi-
deraron tanto para los pardmetros de locali-
zacion como para los componentes de
varianza fueron planas acotadas.

Las distribuciones condicionales posterio-
res de los parametros de localizacién fueron
distribuciones normales univariadas, mien-
tras que para los componentes de varianza se
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utilizaron distribuciones Wishart invertidas.
Los dos umbrales del cardcter FPM se fijaron
arbitrariamente a O y 10.

Se lanzd una Unica cadena de 500.000
muestras para cada uno de los andlisis y se
descartaron las 150.000 primeras. De las
restantes, Gnicamente se guard0 una mues-
tra de cada 50 iteraciones que fueron utili-
zadas para computar las medias posteriores
y las desviaciones estdndar de los pardme-
tros de interés.

Resultados y discusion

Analisis de convergencia

En ambos modelos, se realizé un andlisis
visual de las trazas de las cadenas, asi como
de las medias de los pardmetros de interés
(running mean) obtenidas, una vez descar-
tado el burn-in, tras cada iteracién. En este
trabajo, Unicamente se presentan las trazas
y running means correspondientes a la
correlacidn genética, en las figuras 2 a 5.

0.8 .

o6 | « K ! | |

0.4 f,z: b 1 i “]“.
‘\‘,5 ‘ ! | 1 ‘ WE

024 |1 ‘) A

0.04

Valor del parametro

T T T

0 2000

4000

T 1

6000 8000 10000

iteracion

Figura 2. Traza de la correlacion genética entre FPM e IPC para primeros partos.
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Valor del parametro

Valor del pardmetro
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Figura 3. Traza de la correlacién genética entre FPM e IPC considerando todos los partos.
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Figura 4. Running mean de la correlacion genética entre los caracteres FPM e IPC en primer parto.
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Figura 5. Running mean de la correlacion genética entre los caracteres FPM e IPC para todos los

partos.
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Aparentemente, el andlisis convergié a
una distribucién posterior. A pesar de que
las running means muestran adin una cierta
incertidumbre, ésta parece moverse dentro
de unos limites aceptables al final del mues-
treo.

Heredabilidades y correlaciones

El cuadro 4 presenta las medias y des-
viaciones estdndar de las distribuciones
marginales posteriores de las heredabilida-
des y correlaciones genéticas obtenidas con
los dos modelos.

La media posterior de la heredabilidad
para el cardcter FPM considerando tnica-
mente los primeros partos (figura 6), difiere
de la obtenida considerando todos los par-
tos (figura 7). Este resultado puede deberse
al hecho de que la aparicion de distocias es
mas frecuente en primeros partos que en
partos posteriores (ver cuadro 1), ya que la
diferencia de frecuencias en cada categoria
condiciona de forma importante los resulta-
dos (GiaNoLA, 1982; WELLER y GIANOLA,
1989); asi, una mejor distribucién, permite
obtener estimas de la heredabilidad superio-
res. Ambas estimas de heredabilidad, se
encuentran dentro del rango de heredabili-
dades publicadas por otros autores (ALDAY
y UGARTE, 1997; DRUET et al., 2001; LOPEZ
DE MATURANA et al., 2003; Luo et al., 2002,
STEWNBOCK et al., 2003; Ducrocq, 2000;
JEON, 2002). Las medias posteriores de las
heredabilidades para el cardcter JPC obteni-
das tras los andlisis de ambos modelos
(figuras 8 y 9) son similares, y también se
encuentran dentro del rango de las estimas
de heredabilidad publicadas para este cardc-
ter (MARK, 2003; GoNzALEZ RECIO et al.,
2003), aunque no son directamente compa-
rables, puesto que se han obtenido utilizan-
do modelos y metodologias diferentes.
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Las estimas de heredabilidad obtenidas
para ambos caracteres son bajas, lo que esta
en consonancia con la bibliografia. Esto se
debe en gran parte a la dificultad existente
en la recogida de los datos y a la naturaleza
de los caracteres, condicionados por nume-
rosos factores ambientales no controlados.

Respecto a las correlaciones genéticas
entre ambos caracteres, la estima obtenida
considerando todos los partos es ligeramen-
te superior a la obtenida considerando Uni-
camente los primeros partos (0,57 vs. 0,45).
En ambos casos, la correlacion genética es
distinta de 0 (p<0,01, en primeros partos y
p< 0,03, en todos los partos) .Las desvia-
ciones estdndar posteriores son elevadas
(0,20 y 0,18) lo que refleja la dificultad en
la estimacion, que se puede explicar por la
naturaleza categorica del cardcter FPM,
porque el cardcter IPC no se ajusta a una
distribucién normal y por la poca precisién
de los modelos en general. Por tanto, se
puede afirmar que existe una moderada
correlacién genética positiva entre ambos
caracteres, lo que indicaria que un animal
valorado negativamente para el cardcter
facilidad de parto tenderd a ser genética-
mente menos fértil, tomando como medida
de fertilidad e] IPC. Estos resultados con-
cuerdan con los obtenidos por LEE et al.
(2003) unicamente considerando los prime-
ros partos.

Las estimas de las correlaciones residua-
les entre ambos caracteres en ambos mode-
los son practicamente nulas. Este hecho es
sorprendente, dado que implicaria que
aquellos factores no contemplados por el
modelo que influyen en la faciiidad de parto
materna no influirian en la fertilidad del
individuo en el siguiente ciclo productivo.
El hecho de que no sean caracteres que se
midan simultdneamente en el tiempo puede
estar influyendo en esta baja estima.
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Respecto al resto de efectos aleatorios
considerados en ambos caracteres, las esti-
mas de las proporciones de las varianzas de
los mismos respecto a las varianzas totales
en ambos modelos son similares, excepto
para el efecto toropar para el cardcter FPM,
ya que la proporcion de varianza de dicho
efecto en relacién a la varianza total es
mayor cuando solo se consideran los prime-
ros partos (0,025 vs. 0,011). Este hecho

podria explicarse por la aparente mayor
variabilidad que presenta el caricter FPM en
los primeros partos en relacion a la que pre-
senta al considerar todos los partos. Se
podria incluso hablar de caracteres diferentes
como se sugiere en (LUO er al., 2002), aun-
que otros estudios sugieren que son el mismo
cardcter genético, pero que ocurren en dife-
rentes ambientes (BERGER y FREEMAN, 1978;
THOMPSON et al., 1981)

Cuadro 4. Medias, desviaciones estdndar posteriores e intervalos de credibilidad de los
pardmetros en cada uno de los andlisis

Primeros partos Todos los partos

Pardmetros MP  DEP  IC95% MP  DEP IC 95 %
B 0,081 0,024 0045 0,134 0,035 0009 0018 0,055
A2, 0,034 0016 0,008 0,071 0037 0012 0015 0,062
r, (FPM - IPC) 0448 0,201 0,043 0,801 0,568 0,178 0,177 0,838
7. (FPM - IPC) - : - - 0409 0378 - -

r, (FPM - IPC) 0,009 0032 -007 0,076 0,006 0,025 -0,056 0,045
ol /o2, IPC 0242 0023 0,186 0,277 0240 0019 0204 0,280
2ropar” Ot~ FPM 0,025 0008 0011 0,044 0011 0005 0004 0022
ol /02, - FPM 0,588 0019 0,552 0625 0626 0016 0593 0,657
o2 /ol - FPM - - - - 0015 0,007 0004 0,031
02 /0?2, - IPC - - - - 0,045 0015 0018 0075

pe total ~

MP: media posterior; DEP: desviacién estdndar posterior; 1C 95%: intervalo de credibilidad del 95 % r,
(FPM-IPC): correlacion genética entre FPM e IPC; r,: (FPM - [PC) correlacion residual entre FPM e IPC.
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Figuras 6 y 7. Histogramas posteriores de las heredabilidades del caracter FPM en los analisis |
(primer parto) y 2 (todos los partos), respectivamente.
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Figuras 8 y 9. Histogramas posteriores de las heredabilidades del cardcter IPC en los andlisis |
(primer parto) y 2 (todos lus partos), respectivamente.
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Figuras 10y I1. Histogramas posteriores de las correlaciones genéticas entre FPM e IPC en los
andlisis | (primaeros partos) y 2 (todos los partos). respectivamente.

Conclusiones

Las estimas de correlacion genética entre
los caracteres de facilidad de parto materna
e intervalo parto- concepcién indican la
existencia de una correlacién genética posi-
tiva y moderada entre ambos. Este resultado
debe entenderse como un resultado prelimi-
nar, ya que existen muchos factores que
condicionan los mismos (la naturaleza de
FPM, la influencia de préacticas de manejo
en el cardcter fertilidad, la subjetividad en
la definicién del caricter...). Ademads, si a
esto se une el hecho de que la bibliografia
existente es especialmente escasa, se hace
necesario seguir estudiando y profundizan-
do en este tema.
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Introduccion

Los estrogenos son hormonas esteroide-
as que presentan importantes efectos rela-
cionados con la gestacion y sus funciones
estdn mediadas por los receptores de estré-
genos. El receptor de estrégeno alfa o
ESRI, ha sido considerado como el unico
receptor que mediaba las funciones de la
hormona, hasta la identificacién de un
nuevo receptor de estrégeno llamado beta
o ESR2. Ambos receptores son factores de
trascripcion activados por ligando y pre-
sentan importantes funciones en el des-
arrollo sexual y en los procesos reproduc-
tivos.

El tamafio de camada es uno de los carac-
teres reproductivos mds importantes en la
produccién porcina, ya que el mayor nime-
ro de lechones por camada reduce el coste
unitario por lechén destetado y conlleva un
aumento de los beneficios econémicos para
los ganaderos. El gen del ESR! ha sido pro-
puesto como gen candidato para el estudio
de caracteres reproductivos. ROTHSCHILD et
al. (1996) detectaron un polimorfismo en
este gen que se ha asociado al tamano de
camada en cerdos (SHORT et al., 1997), aun-
que este efecto ha sido objeto de controver-

sia por otros autores (GIBSON et al., 2002;
NOGUERA et al., 2003), que no detectaron
esta asociacién en otras poblaciones.

El gen del ESR2, descubierto mds
recientemente, presenta una alta afinidad
por los estrégenos (TREMBLAY et al., 1997)
y se le relaciona con funciones estrogéni-
cas implicadas en la maduracién y des-
arrollo de foliculos, asi como en la regula-
cién del crecimiento y desarrollo embrio-
nario en el momento de la implantacién
(ROSENFIELD et al., 1999; KOWALSKI et al.,
2002). En un estudio reciente realizado por
nuestro grupo (MuNoz et al., 2004), se
llevé a cabo el mapeo fisico del gen ESR2,
la deteccién de SNPs en diversas poblacio-
nes de cerdos y se realizo el estudio del
efecto de las variantes genéticas detectadas
sobre el tamafo de camada en dos pobla-
ciones de cerdo ibérico.

Debido a la homologia estructural y
fisiolégica que comparten ambos recepto-
res, se considera interesante realizar un
estudio conjunto de ambos genes y de sus
efectos sobre la prolificidad en una pobla-
cion comercial. El presente trabajo resume
los resultados obtenidos hasta la fecha en
esta investigacion.
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Material y métodos

Material

La linea genética utilizada, es una linea
sintética formada durante nueve generacio-
nes, a partir de animales de razas Meishan y
Large White hiperprolifica. Esta nueva linea
de cerdos, conjuga las excepcionales carac-
teristicas maternales de la raza Meishan
(elevada prolificidad, alto nimero de tetinas
y buenas cualidades maternas) y unos ren-
dimientos productivos adecuados a las
demandas europeas de crecimiento y engra-
samiento, aportados por las lfneas hiperpro-
lificas Large White existentes en la actuali-
dad y por la seleccion efectuada con ese
objetivo.

ESRI

Secuenciacion del ADNc

Para identificar otros SNPs de interés
localizados en la regién codificante, se rea-
1iz6 ]a secuenciacion del ADNc del ESRI.

Las muestras utilizadas para la sintesis y
secuenciaciéon de ADNc corresponden a teji-
do ovdrico y a misculo, obtenido de seis
cerdas de raza ibérica (2 Guadyerbas y 4
Torbiscal) y a dos cerdas de la linea sintéti-
ca citada. Los tejidos fueron recogidos en
nitrégeno liquido y conservados a -80°C. El
ARN total se purificé a partir de 100 mg de
muestra utilizando el reactivo Tri Reagent
(Sigma), y se utiliz6 directamente como
molde para la transcripcién inversa, median-
te el enzima Superscript Il (Invitrogen) y
hexdmeros aleatorios, siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. El producto de la
retrotranscripcion se utilizé para la amplifi-
cacién por PCR de cuatro fragmentos sola-
pados del ADNc, utilizando cebadores dise-

nados a partir de la secuencia publicada del
mRNA completo del gen ESR/ porcino
(Genbank n°® acceso Z37167). Las secuen-
cias de los primers utilizados y los tamafios
de los fragmentos amplificados se detallan
en el cuadro 1.

Las reacciones de PCR se realizaron en
volimenes de 25 ml, conteniendo buffer
estandar 1X, 200mM dNTPs, 2mM MgClL,,
0,5mM oligos, 0,75U Tth (Biotools) y 2ml
ADNc. Las condiciones de amplificacién
fueron de 94° durante 5min, seguido de 40
ciclos de 94° (30s), T? anillamiento especi-
fica de cada pareja de oligonucledtidos,
indicada en el cuadro 1, (30s), 72° (45s) y
una extension final de 72° durante 10 min.
Las amplificaciones se realizaron en un ter-
mociclador PTC-100 (MJ Research, Wa-
tertown, MA). Los fragmentos obtenidos se
purificaron con el kit de Amersham PCR
purification (Bioscience) y se secuenciaron
utilizando el kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencig Kit en un secuenciador automa-
tico ABI-3100 (Applied Biosystems). Se
utilizé el paquete de programas DNAstar
para la edicién y alineamiento de las
secuencias obtenidas (aplicaciones Editseq
y Megalign).

Genotipado PCR-RFLP

Se realiz6 el genotipado del polimorfis-
mo PCRRFLP Pvull, en 266 muestras de
ADN genémico de cerdas de la linea sinté-
tica con datos de tamafio de camada,
siguiendo el protocolo descrito por SHORT
et al. (1997). Este polimorfismo descrito
por ROTHSCHILD et al. (1996), es un SNP
localizado en regi6n no codificante.

ESR?2

La secuenciacién del ADNc, la deteccidn
de un SNP en la posicién 949 en el ex6n 5
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Cuadro 1. Primers utilizados en la secuenciacion del ADNc

Fragmento Secuencia cebadores T* anillamiento Tamano
Extremo 5"-ex| 5-TAACCGCGGGCTGTGCTCTTCTTC-3' 65°C 5100b
5'-CCGCTCGGCTCATTCTCCAGGTAA-3' P
Exl1-ex4 5'-GCCGCAGCTCTCGCCCTTCCT-3' 62°C 501pb
5-ACCGCTTCATTCCTGCCCTCTCCA-3' P
Ex4-ex6 5'-GGGGGATACGGAAAGACC-3' 57°C 551pb
5-ACGGAAGCGAGATGATGTAGC-3' g
Ex6-ex8 5-TGTGTCGAGGGAATGGTGGAG-3' 58°C 540pb

5'-TCAGATTGTGGTGGGGAAGTT-3'

del gen ESR2 y el disefio de los cebadores y
protocolo de genotipado mediante PCR-
RFLP, aparece detallado en un trabajo pre-
vio realizado por nuestro grupo (MUNOZ ef
al., 2003). Se genotiparon para este SNP
267 cerdas de la linea sintética.

Estudio de asociacion

Se realizé un andlisis de asociacién de
los polimorfismos descritos en los genes
ESRI y ESR2 con caracteres reproductivos
(nacidos vivos, NV). Para ello se ha conta-
do con 927 registros de tamano de camada
de 330 cerdas de la linea sintética, 64 de
ellas con genotipo desconocido.

Se empleé un modelo animal con repeti-
bilidad en el que se consideraron como efec-
tos fijos el afio-época de parto (con 6 nive-
les) y el genotipo del individuo para el SNP
del gen ESRI (con 4 niveles: AA, AB, BB o
desconocido) o del gen ESR2 (con 4 niveles:
AA, GA, GG o desconocido). La heredabi-
lidad y el efecto permanente estimados a
partir de todos los registros fueron respecti-
vamente 0.140 = 0.029 y 0.007 + 0.001. Se
realizaron andlisis independientes para el
primer, segundo y tercer 0 mds partos.

Resuitados y discusion

ESR1

Se ha obtenido la secuencia de bases de
un total de 1885 pb correspondientes al
ADNCc del gen ESR]. Esta secuencia corres-
pondiente al fragmento comprendido entre
las posiciones de la base 3 del extremo 5"y
la base 1888 del exo6n 8, cubre la totalidad
del ADNc. Las secuencias obtenidas en las
seis hembras de raza Ibérica son idénticas a
la publicada (Genbank n® acceso 237167).
En las dos secuencias obtenidas en hembras
de la linea sintética se han identificado 5
SNPs. La posicién y caracteristicas de estos
SNPs se describen en el cuadro 2.

Ninguno de los 5 SNPs detectados en los
individuos de la linea sintética produce un
cambio aminoacidico en la proteina codifi-
cada.

Estudio preliminar de asociacion para los
genes ESR1 y ESR2

El efecto de los distintos genotipos de los
genes ESR/ y ESR2 sobre el nimero de
lechones nacidos vivos, ademas del naimero
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Cuadro 2. SNPs detectados en la secuenciacion del ADNc del gen ESR1 en individuos de
diversas lineas

SNPex3 SNPex$5 SNPex7 SNPex8-1 SNPex8-2

Posicion Z37165 669 1227 1452 1665 1755
Individuo

Torbiscal 1 TT CC CcC TT AA
Torbiscal 2 TT CcC CcC TT AA
Torbiscal 3 TT cC CC TT AA
Torbiscal 4 TT Ccc cc TT AA
Guadyerbas | TT CC CcC TT AA
Guadyerbas 2 1T cC CcC TT AA
Sintética | CT CC CcC CcC GG
Sintética 2 TT CT CT CcC GG

de cerdas y nimero de partos empleados en
cada uno de los analisis, se muestran en los
cuadros 3 y 4, respectivamente. Se estimo el
efecto aditivo del gen como la diferencia
entre los homocigotos y el efecto dominante
como la diferencia del heterocigoto respecto
de la media de los homocigotos.

Como puede observarse, el efecto de los
genotipos del gen ESRI sobre el nimero de
nacidos vivos, fue muy pequefio. Ni las dife-
rencias ni los efectos fueron significativos en
ningln caso, al contrario de lo descrito por

ROTHSCHILD et al. (1996) y SHORT et al.
(1997) en el que el alelo B presentaba un
importante efecto favorable sobre el tamafio
de camada en las razas Large White,
Meishan y lineas sintéticas de ambas.

Sin embargo, nuestros resultados con-
cuerdan con trabajos posteriores realiza-
dos tanto en un cruce experimental F,
entre lineas de las mismas razas Large
White y Meishan (GIBSON et al, 2002)
como en distintas poblaciones de cerdas
Landrace hiperprolificas (NOGUERA et al.,

Cuadro 3. Efecto del gen ESR/ sobre el tamano de camada

Primer parto

Segundo parto

Tercer o mas partos

Ncerdas NV Ncerdas NV Nccrdas partos NV
Genotipos
AA 29 0.00 30 0.00 28 36 0.00
AB 116 -0.44 (0.76) 113 0.63 (0.74) 95 136 0.12 (0.71)
BB 108 -0.01 (0.77) 102 0.72 (0.76) 80 127 0.24 (0.72)
Desconocido 64  -0.02 (0.82) 45 0.36 (0.85) 19 21 0.40 (1.02)
Total 317 290 222 320
Efecto
Aditivo -0.00 (0.39) 0.36 (0.38) 0.12 (0.36)
Dominante -0.43 (0.50) 0.27 (0.52) -0.00 (0.48)
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Cuadro 4. Efecto del gen ESR2 sobre el tamafio de camada
Primer parto Segundo parto Tercer o mds partos
Ncerd:\s NV Ncerdas NV cerdas Nparms NV
Genotipos
AA 15 0.00 15 0.00 13 18 0.00
GA 96 1.47 (1.01) 93 0.63 (1.01) 79 107 -1.41 (0.95)
GG 143 1.00 (1.00) 138 0.96 (1.00) 112 176 -1.31 (0.94)
Desconocido 63 1.24 (1.05) 44 0.56 (1.09) 18 19 -1.14 (1.22)
Total 317 290 222 320
Efecto
Aditivo 0.50 (0.50) 0.48 (0.50) -0.66 (0.47)
Dominante 0.97 (0.62) 0.15 (0.62) -0.75 (0.58)

2003), en los que no se encontraron efec-
tos significativos.

Con respecto al gen ESR2, cabe destacar la
disparidad entre el genotipo favorable (GG)
para el primer y segundo parto, respecto del
genotipo favorable para tercer y siguientes
partos (AA). Sin embargo, en ningtin caso las
diferencias fueron significativas.

La significacién de los efectos observados
puede estar condicionada por el reducido
niimero de registros disponibles, ya que la fre-
cuencia de aparicion de los tres genotipos en
la poblacién analizada fue muy diferente,
siendo relativamente baja la frecuencia del
genotipo AA (5.99%) frente al GA (37.83%)
y GG (56.18%). Por lo tanto, seria aconseja-
ble ampliar estos estudios a un mayor nimero
de animales de modo que pueda estar mejor
representado el genotipo minoritario AA.

Agradecimientos

Los autores desean mostrar su agradeci-
miento a Fernando Flamarique por las faci-

lidades dadas en la obtencién de muestras
bioldgicas y registros productivos. Este tra-
bajo ha sido financiado por el Proyecto FIT
01 0000-2001-027.

Bibliografia

GIBSON ef al., 2002. Animal Genetics 33, 448-450.

KowaLskr et al., 2002. Biology of Reproduction 66,
760-769.

MuRoz et al., 2003. ITEA, Vol 24, Tomo 11, 429-3 1.
MuRoz et al., 2004. Animal Genetics 35(3), 242-4.

NOGUERA et al., 2003. Livestock Production Science
82, 53-59.

ROSENFIELD et al., 1999. Biology of Reproduction 60,
691-697.

ROTHSCHILD et al., 1996. Proc. Nail. Acad. Sci. USA
93, 201-205.

SHORT et al., 1997. Journal of Animal Science 75.
3138-3142.

TREMBLAY et al., 1997. Molecular Endocrinology 11
(3), 353-365.



TTEA (2004). Vol. 100A N.° 3, 172-178

HOMOGENEIZACION GENETICA DE UN CARACTER.
RESULTADOS PRELIMINARES DE UNA SELECCION
CANALIZANTE SOBRE EL PESO AL NACIMIENTO DE

LOS GAZAPOS

H. Garreau®, G. Bolet*, J. Hurtaud***, C. Larzul*, C.
Robert-Granié*, M. Ros**, G. Saleil*, M. SanCristobal**,

L. Bodin*

* INRA, Station d’ Amélioration Génétique des Animaux, BP
27, 31326 Castanet-Tolosan

#* INRA, Laboratoire de Génétique cellulaire, BP 27, 31326

Castanet-Tolosan

##% GRIMAUD FRERES Sélection, La Corbiere 49450

Roussay

Introduccion

La estabilizacién de los fenotipos alrede-
dor de una expresion dominante es conocida
desde hace tiempo como decisiva para la
evolucion de las especies. Varios autores han
propuesto modelos para explicar esa estabili-
zacion natural (RENDEL, 1979; FALCONER,
1989). Numerosos experimentos sobre ani-
males de laboratorios han sido realizados
para entender los mecanismos subyacentes
de esa canalizacién natural. Esas experien-
cias de seleccion canalizante muestran
importantes respuestas a la seleccién, y por
lo tanto demuestran el control genético de
esa caracteristica en esas especies.

Por otra parte, modelos heteroscedasti-
cos han sido desarrollados en genética
cuantitativa, y la valoraciéon genética ha
sido mejorada teniendo en cuenta la hetero-
geneidad de varianza (SANCRISTOBAL et al.,
1993; FOULLEY y QuaAasS, 1995; ROBERT et
al, 1995a, b). Esos modelos han sido exten-
didos bajo la hipétesis de que ademds de los
factores ambientales existen también facto-

res genéticos que pueden modificar la varia-
bilidad ambiental (SANCRISTOBAL et al.,
1998, 2001; SORENSEN y WAAGEPETERSEN,
2003).

Varios autores han estimado diferentes
pardmetros genéticos de la variabilidad de
un cardcter en produccidén animal, ya sea
para tamano de camada en ovino (SAN-
CRISTOBAL et al., 2000), o para pesos de
cerdos al nacimiento (DAMGAARD et al.,
2001 ; HUBY et al., 2003). La parte genética
aditiva de la varianza ambiental es general-
mente baja, pero permite un progreso por
seleccion.

Para estudiar esa posibilidad de selec-
cién y medir su eficacia a través del progre-
so genético que se puede obtener, se ha ini-
ciado una seleccion divergente para la
homogeneidad del peso al nacimiento de
los gazapos.

El peso de los gazapos al nacimiento pre-
senta una gran variabilidad dentro de cada
camada (BOLET, 1996). Esa heterogeneidad
induce a una mortalidad alta, como conse-
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cuencia de la desaparicién de los gazapos
mas ligeros (POIGNIER et al., 2000), y de la
transmisién al conjunto de la camada por
parte de los endebles (POIGNIER ef al., 2001).
La heterogeneidad al nacimiento perdura
hasta el sacrificio y conduce a una heteroge-
neidad y por lo tanto a un desprecio de los
lotes al sacrificio. La homogenizacién de los
gazapos de una camada se puede conseguir
por medio de la adopcién, pero supone un
aumento importante de trabajo (BARGAIN,
2001), al contrario de la solucién genética.

Materiales y métodos

Animales

Los datos de 1038 hembras (3237 cama-
das, 29207 pesos de gazapos) de la estirpe
de hembra AGP22 de la casa Grimaud Frere
Sélection (GFS) fueron utilizados para esti-
mar los pardmetros genéticos de la homoge-
neidad del peso de los gazapos al nacimien-
to. De las 193 hembras y 108 machos vivos
al inicio del experimento, se escogié las 15
hembras y los 4 machos de valores genéticos
mas bajos para constituir la generacién de
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base GO de la linea heterogénea (hetero) asi
como las 14 hembras y los 5 machos de
valores genéticos mds altos para la linea
homogénea (homo). Esas hembras fueron
introducidas en una granja experimental
mientras que los machos seleccionados estu-
vieron utilizados en inseminacién artificial.
Tres series de inseminaciones artificiales
(cada 6 semanas), proporcionaron 50 partos
(26 y 24 respectivamente para las lineas
homo y hetero) que fueron obtenidos en un
ambiente distinto de los primeros partos que
esas hembras tuvieron en el nicleo y que sir-
vieron para la primera valoracion genética.
Después del destete consecutivo a la tltima
imseminacion, se hizo una nueva valoracién
y se guardaron 68 hijas de la linea baja y 96
de la linea alta para constituir la generacién
Gl. Esas hembras fueron inseminadas 3
veces con semen de los mismos machos del
ntcleo (9 machos homo ; 7 machos hetero)
para proporcionar los fenotipos de esa gene-
racion y producir la generacion siguiente. El
mismo esquema se aplicé a las generaciones
G2 y G3: el cuadro 2 indica el nimero de
animales de esas lineas relativos a cada
generacion. Los gazapos estuvieron identifi-
cados y pesados al nacimiento y al destete.

Cuadro 1. Nimeros de animales y de datos utilizados en cada linea (hetero y homo) para
cada generacién,

Genér. machos hembras partos gazapos candidatas a  presion de
(fenotipo) pesados la selec.t selecciond
het. hom. het. hom. hetero homo hetero homo hetero homo hetero homo

Nicleo 108 193 3931 29207 193 /
GO 4 5 15 14 24 26 268 349 101 144 78 7.3
Gl 7 9 68 93 127 177 929 1417 89 126 673 646
G2 5 6 46 61 84 101 651 709 113 110 51.7 484
G3 6 6 57 57 / / / 504 518

T ndmero de hembras nacidas de los partos de reposicion: candidatas a la seleccién para la generacion siguiente
§ ratio entre las candidatas de la generacion anterior y las hembras en produccion.
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No hubo homogenizacién de las camadas
por adopcion.

Método de analisis

El cardcter medido en el niicleo de selec-
cién fue el peso individual de los gazapos
vivos al nacimiento y al destete. En ese
estudio se considero ese peso como un
cardcter de la madre puesto que se quiere
reducir la variabilidad de esos pesos intra
camada. En primer lugar, los parametros
genéticos de la media de esos caracteres
fueron estimados con un modelo cldsico

Pijklmno =p+AM, + TCJ. + DG, + INP, +
NP +MCh +MCc +U +¢

ijklmno
donde

Piitimno €5 €l peso al nacimiento (o al des-

tete) del gazapo o de la coneja n
AM,; es el efecto debido al afio mes i

TCJ. es el efecto debido al tamano j de la
camada

DG, es el efecto de la duracién de gesta-
cion k

INP, es el efecto del intervalo entre naci-
miento y pesada

NP es el nimero de parto m de la hem-
bra

MCh_ 'y MCc_, son los efectos aleato-
rios para el medio comin de la hembra y de
la camada U _ es el efecto aleatorio genético
de la hembra (incluyendo la matriz de
parentesco)

A

£ es el efecto aleatorio residual

ijklmno

En segundo lugar, hemos estimado los
pardmetros genéticos de una funcién de la
residual del primer modelo considerando a
su vez efectos ambientales y genéticos.

In ézijk,mn =1+ AM; + TC, + DG, + INP,
+ NP +MCh +MCc  +V +¢

o(n) ijklmn

donde

In 82 es el logaritmo del valor resi-
ijklmn R
dual del modelo anterior al cuadrado

AM,, TCj, DG,, INP, NP _, MCh_ 'y
MCe,,, son efectos similares a los del
modelo sobre los pesos

V, es el efecto aleatorio genético de la
hembra (incluyendo la matriz de parentesco)

En estos dos andlisis se utiliz6 el méto-
do REML aplicado a un modelo animal,
mediante el programa VCE (NEUMAIER et
GROENEVELD, 1998). Esos pardmetros ge-
néticos sirvieron para calcular para cada
animal del nucleo dos valores genéticos
BLUP Uy V que contribuyen a la media y
al logaritmo de la varianza ambiental segin
el modelo descrito por SANCRISTOBAL et al.
(1998). Esos célculos se hicieron con PEST
(GROENEVELD et Kovac, 1990).

A cada generacién, se selecciond las
mejores y las peores hembras dentro de cada
linea a partir de una valoracion genética
(programa PEST) de los pesos de gazapos
nacidos en la granja experimental. Los
machos estaban seleccionados en el niicleo
después de una indexacion actualizada a
cada generacion.

Los resultados preliminares conciernen
las dos primeras generaciones sobre las
cuales se han medido; el nimero de gaza-
pos nacidos total (NT), vivos (NV), y deste-
tados (ND), la tasa de mortalidad al naci-
miento (MN), de mortalidad nacimiento-
destete (MD), el peso individual de los
gazapos al nacimiento (PN) y al destete
(PD) asi como la desviacién estandar del
peso al nacimiento (DTN) y al destete
(DTD) intra camada. Se ha analizado tam-
bién el logaritmo del cuadrado de los resi-
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duos del peso al nacimiento (L_R) que sir-
vi6 como criterio de seleccidn. Los andlisis
se realizaron con el programa SAS, Proc
GLM fue utilizado para NT, NV, ND, DTN,
DTD, mientras proc MIXED fue aplicado
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para PN, PD y L_R. Proc GENMOD fue
aplicado para MN y MD para tener en cuen-
ta la no normalidad de esas variables. El
cuadro 2 indica los efectos incluidos en los
modelos para cada cardcter.

Cuadro 2. Procedimiento SAS y factores de variacion utilizados en los modelos para cada

carécter
GLM GENMOD MIXED

Cardcter NT NV ND DTN DTD MN MD LR PN PD
Efectos fijos

Generacion X X X X X X X X X X

Linea intra generacién X X X X X X X X X X

lote intra generacion X X X

nimero de parto X X X X X X X X

numero de nacidos total X X X

nimero de nacidos vivos X

nimero de destetados X
Efectos aleatorios

Hembra intra linea-generacion X X X

Resultados y discusion

El cuadro 3 indica los estadisticos del
peso al nacimiento de los gazapos de la
estirpe de hembra AGP22 de la casa
Grimaud Frére Sélection, y el cuadro 4 los
pardmetros genéticos del peso individual de
los gazapos y de la variabilidad intra cama-
da de esos pesos.

Es la primera vez que se publican para-
metros genéticos para la variabilidad del

peso al nacimiento de los gazapos. La
parte genética aditiva de la varianza
ambiental es baja (0.06). Sin embargo
debido al la no linearidad del modelo, el
ratio no tiene las propiedades de un coefi-
ciente de regresién y por lo tanto no puede
considerarse como una verdadera hereda-
bilidad. El ratio es infertor a las heredabi-
lidades publicadas por HOGBERG ef al.
(1999), DAMGAARD et al. (2001) y HuBY et
al. (2003) en porcino, que varian de 0.6 a
0.10, pero esos autores utilizan otra mode-

Cuadro 3. Estadisticos del peso al nacimiento en el estirpe AGP22

Nuamero Medio desviacién Minimo Maximo Coeficiente de
estandar variacién
29207 58¢g 13¢g 16 g 116 g 0.22
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Cuadro 4. Componentes de la varianza y porcentaje de la varianza total del peso
individual de los gazapos y de la variabilidad de esos pesos

Peso individual

Variabilidad de los pesos

Varianzas Ratio Varianzas Ratio
Medio comin camada 30.7 0.23 0.16 0.03
Medio comin hembra 7.7 0.06 0.01 0.002
Residual: 88.8 0.65 4.83 0.95
Genética: o u=385 n_u=0.06 o_v=0.06 0.012

lizacién y analizan directamente la desvia-
ci6én estdndar de los pesos individuales.
Por otra parte, no tienen en cuenta los fac-
tores de variacién ambientales y genéticos
que actdan sobre el peso individual al naci-
miento. Bopin et al. (2002), discuten las
consecuencias de esa metodologia. La
heredabilidad del peso individual del gaza-
po al nacimiento considerado como un
caracter de su madre es baja (h_=0.06) y
obviamente inferior a la heredabilidad del
peso medio de la camada encontrado en la
bibliografia (promedio de 0.4 ; RYDHMER,
2000), y al valor de la heredabilidad mater-

nal en un modelo animal con efectos direc-
tos y maternales (RYDHMER, 2000).

La divergencia simétrica generada para
construir la primera generacion de las dos
lineas correspondié a una presién de selec-
cién alta (~7.5%) y a una intensidad de 3.77
desviaciones estandares del caracter. Para
que los indices tengan suficientemente pre-
cisién y no alargar el manejo de cada gene-
racion, las candidatas de las generaciones
siguientes procedian solamente de la terce-
ra inseminacién de su madre, lo que redujo
mucho la presion de seleccién en las
siguientes generaciones (cuadro 1).

Cuadro 5. Pardmetros fenotipicos de los datos de las dos primeras generaciones de
seleccion segin cada linea

N Efecto Efecto Gl G2
datos Genér.  linea B A B A
’ ’ Hetero Homo Hetero Homo
Ndamero nacidos (NT) 515 328 NS 9.09 9.05 9.60 8.40
Numero nacidos vivos (NV) 515 3.49 * % 7.33 8.15 8.84 7.96
Nimero destetado (ND) 487 3.20 NS NS 6.23 6.82 751 71.31
Mortalidad al naci. (MN) 515 _ FEE 19.36 9.94 792 524
Mortalidad al destete (MD) 487 _ NS NS 15.01 16.31 1504 8.17
Peso individual naci. (PN) (g) 3931 13.2 ¥ NS 62.1 60.0 652 63.6
Peso destete (PD) (g) 3154 181 #¥ NS 624 632 813 800
Desvi. estandar naci. (DTN) 462 3.13 NS 4 7.31 6.63 8.07 693
Desvi. estand. destete (DTD) 434 37.8 ¥ NS 71.6 67.3 843 772
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El logaritmo del cuadrado de los residuos
que sirvié de criterio de seleccién ha sido
obviamente mds bajo en la linea homogénea
a la primera generacion (2.58 vs 2.69) como
a la segunda (2.87 vs 3.07). Pero seguramen-
te debido a su distribucidn, los tests de anali-
sis de varianza no son significativos.

La diferencia de desviacién estdndar del
peso al nacimiento entre las dos lineas al
inicio de la seleccién (GO) era de 0.6g o sea
10% de ese cardcter. Debido a la seleccidon
esa diferencia se ha transmitido a la genera-
ciéon G1 (0.68g ; 10% de la media) y a la
generacion G2 (1.14g) lo que representa
15.2% de la media del caracter (cuadro 5).
Globalmente esa diferencia entre lineas es
significativa (P<1%) y deja pensar que el
coeficiente de heredabilidad realizada que
serd calculado al final de la tercera genera-
cién serd relativamente alto. El cambio sig-
nificativo de la variabilidad del peso al naci-
miento ha conducido también a un cambio
de variabilidad al destete (_ = 6.93g vs
8.07g) pero que sin embargo no alcanza
todavia la significacién.

Los pesos individuales de los gazapos de
la linea homogénea al nacimiento son infe-
riores de 3 gramos a os de la linea heterogé-
nea. Por supuesto, esa diferencia no es signi-

ficativa, pero deja pensar que puede existir

una correlacién ligeramente negativa entre la
media y la variabilidad del carédcter. Al deste-
te, la diferencia de pesos es variable segin
las generaciones y no significativa. Asi las
dos primeras generaciones de seleccion
sobre la variabilidad no afectaron la media
del cardcter al nacimiento o al destete.

La respuesta direccional indirecta mds
correlacionada a la respuesta directa sobre
la variabilidad corresponde a la mortalidad
al nacimiento que es significativamente
(P<1%c) mds baja en la linea homogénea
(994 % vs. 19.36 % en Gl y 524 % vs.
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7.92% en G2). Ese resultado confirma la
correlacién positiva entre la heterogeneidad
de los pesos individuales y la mortalidad
observada al nacimiento en cerdo por varios
autores. DAMGAARD et al. (2001) indican
que la correlacién genética es también posi-
tiva. Esa disminucion de la mortalidad en la
linca homogénea se traduce en la segunda
generacion por una baja de ta mortalidad al
destete (8.17% vs 15.4%) aunque la dife-
rencia no es todavia significativa. Asi la
seleccidn para homogeneizar el peso de los
gazapos al nacimiento puede resultar en una
mejora de su viabilidad al nacimiento y
luego al destete.

La prolificidad (gazapos totales) es sig-
nificativamente (P<5%) mds baja en la linea
homogénea, pero como la mortalidad al
nacimiento es significativamente mds baja
en esa linea, la diferencia observada en el
nimero de gazapos nacidos vivos es contra-
dictoria segtn las generaciones. La prolifi-
cidad observada en esas generaciones que
es mds baja que la normal, se puede expli-
car por problemas sanitarios y por los calo-
res muy fuertes que ocurrieron durante el
transcurso de la seleccién. Ese efecto
ambiental ha podido reducir el beneficio de
la reduccién de variabilidad de los pesos
sobre la viabilidad al nacimiento y sobre
todo al destete.

Conclusion

Con dos generaciones de seleccion se ha
podido reducir la variabilidad del peso al
nacimiento de 15% de su valor medio. Esa
seleccion por la variabilidad estd basada en
un modelo que considera la existencia de
dos grupos de genes que controlan la media
y la variabilidad del caracter. Los progresos
obtenidos sobre Ja desviacion estandar y la
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media del peso de los gazapos intra camada
indican que con esa metodologia se puede
seleccionar la variabilidad de un cardcter de
manera independiente de su media. Sin
embargo existen respuestas direccionales
correlacionadas a esa seleccion canalizante.
La mds importante es favorable puesto que
disminuye la mortalidad de los gazapos. Eso
corresponde a una relacién conocida y usada
por los criadores que practican la adopcidn.
La relacion entre variabilidad de los pesos al
nacimiento y tamano de la camada es menos
importante pero tendrd que ser analizada
detallamente si se confirma.
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RESUMEN

Se estiman, mediante procedimientos de simulacién, las consecuencias de la
seleccion para resistencia genética a scrapie sobre el genoma en desequilibrio gaméti-
co con el gen PRNP, evaludndose separadamente los cambios medios esperados en el
cromosoma 13 y en el resto. Se observa que los efectos indirectos inducidos por la
seleccion a favor del alelo ARR pueden ser importantes a lo largo de todo el genoma,
especialmente en el entorno del locus PRNP, y mayor cuanto mds rdpida y radical sea
la seleccion ejercida y més baja la frecuencia inicial de ARR. Estos resultados permi-
ten recomendar selecciones de baja intensidad en el intento de favorecer un presunto
efecto terapéutico de ARR con la minima reorganizacién del genoma. En caso contra-
rio, deben esperarse cambios importantes en la estructura genética de las poblaciones
en caracteres de todo tipo con direccién y magnitud impredecibles.

Palabras clave: Scrapie, seleccidn, efecto autostop, gen PRNP

SUMMARY

CONSEQUENCES OF THE SELECTION FOR GENETIC RESISTANCE TO THE
SCRAPIE ON THE GENOME IN GAMETIC DISEQUILIBRIUM WITH THE
PRNP GENE

The consequences of the selection for genetic resistance to Scrapie, on the portion
of the genome that is in gametic desequilibrium with the PRNP gene, are estimated by
means of simulation procedures, with separated evaluations of the expected average
changes in the chromosome |3 and in the rest. It is observed that the indirect effects
induced by the selection favourable to ARR allele can be important along the whole
genome, especially around the PRNP locus, and larger the quicker and more radical
the selection is and the lower the initial frequency of ARR is as well. These results
allow to advise selections with low intensity for favouring a presumptive therapeutic
effect of ARR with the minimum genomic reorganization. Otherwise, important chan-
ges should be expected in the genetic structure of the populations in all type of traits
with unpredicted direction and magnitude.

Key words: Scrapie, selection, hitchhiking effect, PRNP gene
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Introduccion

En la especie ovina, el genotipo de los
animales para el gen Prnp que codifica para
la proteina pridnica es en gran medida res-
ponsable de la susceptibilidad/resistencia a
la encefalopatia espongiforme ovina conoci-
da como “scrapie” (BELT ef al., 1995; HUN-
TER et al., 1997). Los polimorfismos detec-
tados en los codones 136, 154 y 171 de
dicho gen presentan una relacion directa
con los distintos grados de riesgo de con-
traer la enfermedad. El alelo ARR estd aso-
ciado a resistencia a scrapie en su forma
natural y el alelo VRQ a susceptibilidad
(HUNTER ef al., 1996; ELSEN et al., 1999).
Sin embargo, existen alelos tales como
AHQ, ARQ y ARH que presentan un com-
portamiento distinto en funcién de la raza
(HUNTER, 1997; THORGEIRSDOTTIR ¢f al.,
1999). En general se admite que los anima-
les con genotipo ARR/ARR son mds resis-
tentes a padecer la enfermedad, mientras
que los VRQ/VRQ son Jos mds sensibles.
Con el fin de facilitar las decisiones de
seleccién se ha establecido una clasifica-
cién en cinco niveles que relaciona el geno-
tipo y el riesgo de contraer scrapie, donde
R1 indica muy bajo riesgo tanto para el ani-
mal como para su descendencia, mientras
que R5 indica un alto riesgo (DAWSON ef al.,
1998).

En la Decision 498 (DOUE, 2003), to-
mando como referencia el conocimiento
actual de las bases genéticas de la enferme-
dad, se fijan los requisitos minimos para el
establecimiento de programas de cria de
ovinos resistentes a las encefalopatias
espongiformes transmisibles (EET), y estd
en preparaciéon legislaciéon espafola que
establezca las bases de regulacion para la
aplicacion y desarrollo de un Programa
Nacional de seleccién genética para la
resistencia a las EETs en ovino (MAPYA,

2003). Esta legislacion se fundamenta en la
hipétesis de que la base genética de la EET
ovina es similar a la bovina (BSE) y que, de
alguna manera, si se obtienen individuos
resistentes a scrapie se evitara la potencial
transmision al hombre de una nueva forma
de BSE adquirida por los ovinos a través del
consumo de harinas de carne infectadas.
Para ello se preconiza la seleccién a favor
del alelo ARR hasta alcanzar su tijacion.

El objetivo del presente estudio es reali-
zar una primera estimacion de los cambios
esperados en la estructura genética del
genoma ovino en desequilibrio de ligamien-
to (gamético) con el gen Prnp, como conse-
cuencia del efecto de arrastre ejercido por
una seleccidn favorable al alelo ARR en los
programas de mejora de las poblaciones
ovinas.

Metodologia

Se realiza una simulacién genética asu-
miendo que el gen Prnp posee sélo dos ale-
los funcionales, ARR y NO_ARR (inclu-
yendo éste a AHQ, ARH, ARQ, VRQ, etc.),
con frecuencias alélicas iniciales de p, = 0,2
y 9y = 0,8, como modelo de numerosas
razas ovinas autoctonas espaiiolas, y de p, =
0.4y q,= 0,6, como ejemplificacién de una
situacién bien distinta correspondiente a
bastantes razas fordneas. A su vez, también
se asume que el resto del genoma estudiado
se encuentra en desequilibrio gamético a
distancias de recombinacién genética (¢) de
hasta 0,5 (FALCONER y Mackay, 1996),
caracterizado por loci dialélicos con fre-
cuencias ry y | - r,. Finalmente, se asume
que la magnitud del desequilibrio inicial,
antes de la seleccion, es el 50% del des-
equilibrio maximo posible con las frecuen-
cias génicas iniciales.
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Se estudian dos estrategias de seleccion
diferenciadas por las decisiones que afectan a
los individuos heterocigotos ARR/NO_ARR.
En ambas se ejerce una presién de seleccion
s contra el homocigoto NO_ARR/NO_ARR
y de s 6 s/2 contra el heterocigoto, hasta
alcanzar una frecuencia de p = 0,95 para el
alelo ARR en ambos casos. No se ejerce
seleccién directa sobre otros loci y no concu-
rren procesos dispersivos que puedan afectar
a las frecuencias génicas de la poblacién.

Se estudian los cambios, expresados en
porcentaje, que la seleccién sobre el gen
Prp produce en las frecuencias génicas de
los loci neutrales a la seleccidn, en el rango
der,= 0,1 - 0,9, aplicando cuatro intensida-
des de seleccidén: s = 1,00 (ultrarapida), s =
0,50, s = 0,25 y s = 0,10 (lenta).

va;l)»2
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Resultados y discusion

En la figura | se muestran los valores
maximos posibles del desequilibrio gaméti-
co (Dmax) con las frecuencias génicas asu-
midas en los distintos pares de loci. El gen
Prnp esta representado por los valores del
alelo p(ARR), = 0,20 y 0,40, mientras que
los otros genes lo estdn en la totalidad del
espacio paramétrico (r, = 0 — 1). Puede
observarse que el valor absoluto de Dmax es
minimo en los extremos de la distribucién y
alcanza valores maximos en la parte central,
con algunos matices. El signo del desequili-
brio refleja tinicamente las distintas situacio-
nes de atraccién/repulsion entre los alelos
considerados. Pues bien, los desequilibrios
iniciales asumidos en cada caso simulado
son el 50% de los reflejados en esta figura.

Po= 0.4

0.po 0.20 0,40

d(max)

0.25 ~

Figura 1. Desequilibrio médximo entre el locus Prnp con p(ARR), = 0,20 - 0,40 y el resto del genoma,
en funcion de las frecuencias génicas r,.
Figure |. Maximum disequilibrium among the Prnp locus with p(ARR),= 0.20 — 0.40 and the rest of
the genome, in function of the gene frequencies r,,.
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En la figura 2 se muestra el cambio de las
frecuencias génicas (%Ar) en los loci con
frecuencias génicas iniciales de r, = 0,5 en
los genes neutrales, y p(ARR), = 0,2, en el
locus Prnp sometido a seleccion, en funcién
del coeficiente de recombinacién y de las
cuatro intensidades de seleccidn. Tales distri-
buciones siguen un patrén general en las
situaciones estudiadas con distintas frecuen-
cias génicas. Efectivamente, el cambio gene-
rado en la frecuencia génica r, como conse-
cuencia de la seleccién a favor del alelo
ARR, es mayor cuanto mayor sea la intensi-
dad de seleccidén. A su vez, este cambio es
mds intenso en los loci mds cercanos al locus
Prnp, pero constatandose cambios importan-
tes incluso en genes independientes (con ¢ =
0,5), situados en cromosomas distintos. Se
observa que la magnitud del cambio decrece
a medida que nos alejamos del locus Prnp
sobre el cual se realiza la seleccion, siendo

este efecto més claro con bajas intensidades
de seleccién. Cuando s = | las frecuencias
arrastradas son relativamente constantes en
el barrido de los coeficientes de recombina-
cién. En cualquier caso se esperan conse-
cuencias mds importantes sobre una mayor
porcién del genoma cuanto mds intensa es la
seleccion ejercida. Parece 16gico pensar que
cuantas mds generaciones sean necesarias
para provocar e} cambio en la frecuencia de
ARR (hasta p = 0,95), mayores oportunida-
des tiene la recombinacién genética para
mantener una mayor proporcion de la varia-
bilidad inicial de los loci ligados.

En la figura 3 se muestra el cambio de las
frecuencias alélicas r, en idéntica situacién a
contemplada en la figura anterior, pero en
funcién de la distancia de mapa. Para cada
intensidad de seleccién se observa el cambio
en las frecuencias génicas de los loci del cro-

50 f
R\
40

30

20

s=0,10

0

s = 1,00

PRNP 0.1 0,2
P(ARR) =020 - r;,=0.50 - s(thet) = /2

0.3 0.4 0,5

Coeficiente de recombinacién (c)

Figura 2. Cambio (%Ar) de las frecuencias génicas de loci ligados a Prnp segiin el coeficiente de
recombinacién entre ambos.
Figure 2. Change (%Ar) of the gene frequencies of linked loci to Prap according the recombination
frequency.
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YolAr
Cromosoma 12 Cromosoma 13 Cromosoma 14
50
40
5=1,00

30 ﬁ
20 s=0,50
10 s=0,25

. $=0,10 . |

214 21,6 22,1 A 22,6 23,1

P(ARR} = 0,20 - ;=050 - s(hetero) = s/2

PRNP locus Morgan

Figura 3. Cambio (%Ar) de las frecuencias génicas de loci ligados a Prnp segtin la distancia de mapa
entre ambos.
Figure 3. Change (%Ar) of the gene frequencies of linked loci to Prnp according the map distance.

mosoma 13 (128,3 ¢cM), en el cual se sittia el
locus PRNP (CASTIGLIONI et al., 1998), y en
el resto de los cromosomas, asumiendo una
funcion de mapa de Haldane. A partir de
estas distribuciones se ha estimado el cambio
medio de las frecuencias génicas arrastradas
en el cromosoma 13 y en el resto de los cro-
mosomas (3628.,6 cM en los 27 pares).

En las figuras 4 y 5 se muestran los cam-
bios medios generados con p(ARR), = 0,2,
con una aptitud de los heterocigotos con la
mitad o la totalidad del coeficiente de selec-
cién (s), respectivamente. Se observa que la
magnitud de los cambios esperados en las
frecuencias génicas son importantes con ele-
vadas intensidades de seleccién, especial-
mente con frecuencias génicas iniciales
extremas. En consecuencia, pueden esperar-
se mayores cambios en loci o caracteres

adaptativos y/o de produccién, que han
alcanzado tal estructura como consecuencia
de la seleccion natural o artificial, que en loci
con frecuencias génicas intermedias, que
pueden corresponderse mayoritariamente
con genes neutrales a la seleccion previa
ejercida a lo largo del tiempo, en los cuales
el cambio de la frecuencia génica lleva pare-
jo una disminucién de la variabilidad genéti-
ca entendida como una disminucién de la
heterocigosidad.

Las figuras 6 y 7 muestran los cambios
medios generados cuando la frecuencia ini-
cial del alelo ARR es 0,4, con una evolucién
semejante a la observada con frecuencias
mas bajas (0,2). Sin embargo, las magnitu-
des relativas del cambio son de menor enti-
dadque en el caso anterior, dado que el
fenémeno de arrastre se produce durante
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Figura 4. %Ar medio en Cr. 13 y el resto de los cromosomas segiin la frecuencia génica inicial, con p,
=0,2y s(het) =s/2.

Figure 4. Average %0Dr in chromosome 13 and in the rest, according the initial gene frequency, p, =
0,2 and s(het) = s/2.
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Figura 5. %Ar medio en Cr. 13 y el resto de los cromosomas segin la frecuencia génica inicial, con p;
=0,2y s(het) =s.

Figure 5. Average %Ar in chromosome 13 and in the rest, according the initial gene frequency, p, =
0.2 and s(het) = s.
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Figura 6. %Ar medio en Cr. 13 y el resto de los cromosomas seg(n la frecuencia génica inicial, con p,

=0,4 y s(het) = s/2.
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menos tiempo al ser las frecuencias inicia-
les y finales simuladas mds préximas.

En consecuencia, los cambios produci-
dos en los loci ligados al locus PRNP pue-
den ser importantes en todo el genoma,
especialmente en el cromosoma 13. Tales
cambios son mayores cuanto mas intensa
sea la seleccién ejercida a favor del alelo
ARR y en general caanto menor sea la fre-
cuencia de dicho alelo.

Este hecho, que los cambios sean mas
importantes en escenarios con bajas fre-
cuencias del alelo ARR, es especialmente
interesante toda vez que la mayor parte de
las poblaciones ovinas espafiolas presentan
frecuencias inferiores a 0,2 (SANZ-PARRA et
al., 2000; AciN et al., 2003; PonNz et al.,
2003). En este sentido, los borradores de
Reales Decretos en los cuales se establecen
las medidas de control de las EET parecen
poco sensatos, si previamente no se evalda
la incidencia de scrapie, se sigue sin cono-
cer los modelos de resistencia/susceptibili-
dad en las razas aut6ctonas espariolas y sin
haber estudiado las posibles estrategias de
control y sus consecuencias sobre las pobla-
clones ovinas espafolas.

En todo caso, si se decide seguir con los
planes de seleccidn previstos, deberian pre-
conizarse selecciones de baja intensidad en
el intento de favorecer la resistencia asocia-
da al alelo ARR con la minima reorganiza-
cién del genoma, aunque esto pueda exigir
bastante tiempo. En caso contrario, deben
esperarse cambios importantes en la estruc-
tura genética de las poblaciones en caracte-
res de todo tipo, en una direccién y magni-
tud impredecible. A los cambios aqui des-
critos, es necesario afadir los que pueden
producirse como consecuencia de la deriva
genética, cuyos efectos han sido excluidos
en las simulaciones, y que resultan inevita-
bles en el orden practico.

Si lo que se pretende es evitar, como se
dice, una nueva forma de BSE en ovinos
potencialmente transmisible al hombre, hay
dos hechos que deben destacarse: a) no
existen evidencias experimentales de conta-
gio espontaneo, por lo que estamos tratando
de un riesgo tedrico, como se reconoce en la
decisién 498 (DOUE, 2003), y b) en cam-
bio, si se apuesta por la eliminacidn a cual-
quier precio de tal posibilidad, existen evi-
dencias experimentales de que animales
con genotipo ARR/ARR inoculados intra-
cerebralmente con priones provenientes de
vacas enfermas contraen la enfermedad
(HOUusTON et al., 2003).

Conclusion

En este trabajo se pone de manifiesto que
dedicar tan formidable esfuerzo de selec-
cién para elevar la frecuencia alélica de
ARR, como esta previsto en la normativa
comunitaria y espafiola, no parece una
buena solucién para resolver los problemas
asociados a scrapie en las razas autéctonas,
cuando ademas, al parecer, se desea seguir
promoviendo estrategias para conservar el
acerbo genético de tales poblaciones en sis-
temas sostenibles. En cambio, parece mas
adecuado ir pensando en medidas de con-
trol y erradicaciéon del agente infeccioso,
directamente o evitando su difusién a través
de las harinas de carne, antes que seguir
cargando al sector productor con esta espe-
cie de culpabilidad inmerecida.
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Introduccion

La respuesta a la seleccién artificial
depende, entre otros factores, de la intensi-
dad de seleccién y de la precision en la
estimacion del mérito genético. Dada la
gran capacidad reproductiva de los orga-
nismos utilizados en Acuicultura, en los
programas de mejora se pueden aplicar
altas intensidades de seleccién. Ademads,
puesto que las familias pueden ser muy
grandes, la utilizacién de informacion
familiar permite evaluaciones muy preci-
sas incluso para caracteres de baja hereda-
bilidad.

Como contrapartida, estas mismas ca-
racteristicas reproductivas, junto con las
dificultades para llevar a cabo un control
de las genealogias, conllevan que puedan
existir graves problemas de consanguini-
dad, ya que una sola pareja puede ser sufi-
ciente para obtener todos los individuos de
la poblacién en la siguiente generacién.
Aunque hay pocas estimas de la depresién
consanguinea en organismos acudticos,
parece que sus efectos deletéreos parecen
similares a los que ocurren en poblaciones
ganaderas (LOPEZ-FANIUL y TORO, 1990) y,
ademds, la pérdida de variabilidad asocia-
da puede comprometer tanto la seleccién a
largo plazo como la posible respuesta si se
decidiera modificar el objetivo de selec-

cién. Por ultimo, aunque la prediccién de
la respuesta a la seleccién cuando se usan
evaluaciones con informacién familiar es
bien conocida (FALCONER y MACKAY,
1996), la prediccion de las tasas de con-
sanguinidad asociada estd menos desarro-
Ilada.

Durante los dltimos afios se han pro-
puesto muchas estrategias para controlar la
consanguinidad en programas de seleccién
(Toro y PEREZ-ENCISO, 1990; FERNANDEZ
y TORO, 1999; VILLANUEVA et al., 2004). El
objetivo es o bien reducir la tasa de con-
sanguinidad manteniendo el mismo (o
superior) nivel de respuesta o bien incre-
mentar la respuesta pero manteniendo un
nivel prefijado de consanguinidad. Las
estrategias propuestas se basan en: a)
modificar el nimero de individuos selec-
cionados y su contribucién a la siguiente
generacion; b) modificar el método de esti-
macién del valor mejorante; ¢) implemen-
tar un adecuado sistema de apareamiento.

El objetivo del presente trabajo es simu-
lar una estructura familiar similar a la que
ocurre en programas de seleccién en
Acuicultura y: a) evaluar el mérito genéti-
co y el parentesco promedio de los indivi-
duos seleccionados asumiendo seleccion
por truncamiento; b) establecer si existen
soluciones alternativas respecto a los ani-
males que hay que seleccionar de forma
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que se obtenga una respuesta genética
razonable sin que se incremente en exceso
el parentesco promedio.

Métodos

Se ha simulado, con el modelo estadis-
tico infinitesimal, un cardcter cuantitativo
(de media 50 y varianza fenotipica 100)
con unos determinados pardmetros h’y ¢?
y una estructura familiar de hermanos y
medios hermanos, asumiendo que M
padres se aparean cada uno con F/M
madres y de cada apareamiento se obtie-
nen N hijos, la mitad de cada sexo. Se ha
asumido una intensidad de seleccion tal
que de los M x N/2 hijos de cada sexo se
seleccionan M machos o F hembras, esto
es: que la estructura familiar se mantiene
para la siguiente generacién. Se han simu-
lado dos situaciones: a) un esquema con M
=F =25y N =100 hijos por familia, en el
que s6lo existe hermanos (esquema FS); b)
M = 10, F = 50 (5§ hembras por cada
macho) y N = 50, en el cual existen fami-
lias de hermanos y medios hermanos
(esquema HS). La evaluacién genética se
hace mediante un indice familiar que, en
estas situaciones sencillas, equivale al
BLUP.

Para encontrar esquemas alternativos a
la hora de elegir los individuos selecciona-
dos se ha utilizado un algoritmo de simul-
ted annealing (FERNANDEZ y TORO, 1999).
La idea es identificar a los individuos se-
leccionados de forma que se maximice una
combinacién del mérito genético y del
parentesco entre los seleccionados tal que
X — Af sea mdximo, siendo x la media del
mérito genético estimado, f el parentesco
medio de los individuos seleccionados y A
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la importancia relativa que damos al man-
tenimiento de valores bajos de parentesco.

Resultados y discusion

En el cuadro | se presentan los datos del
mérito genético promedio de los indivi-
duos seleccionados y de su parentesco glo-
bal (incluyendo el parentesco de un indivi-
duo consigo mismo) para distintas situa-
ciones (FS y HS), distintos valores de los
pardmetros genéticos (heredabilidades y
ambiente comin) y métodos de seleccién
(por indice o fenotipica). Puede observarse
que la respuesta utilizando un indice puede
duplicar la que se obtiene con seleccién
fenotipica pero, en contrapartida, el paren-
tesco puede hasta multiplicarse por nueve.

La inclusién en la funcién a optimizar
de un término dependiente del parentesco
de los individuos seleccionados genera
soluciones que, si bien rinden menos res-
puesta, aseguran niveles de parentesco mas
reducidos. Este efecto puede observarse en
la figura 1, donde se representa la relacién
entre el parentesco y la respuesta a la
seleccidn seglin aumentamos el valor de A,
para el esquema HS y diferentes valores de
la heredabilidad (h?) y el ambiente comtn
(c?). El hecho de que la relacion entre la
respuesta y el parentesco no sea lineal
pone de manifiesto que es atractivo, desde
un punto de vista practico, buscar una
solucién en la que se mantenga una res-
puesta razonable sin comprometer el
esquema porque se genere un exceso de
consanguinidad. En el cuadro 1, por ejem-
plo, se presentan soluciones alternativas
(bajo el encabezamiento I*) en las que una
disminucion de la respuesta del 2 - 18% se
ve acompaitada de un reduccién del paren-
tesco del 38 - 80%. Una observacién inte-



190

Control de la consanguinidad en programas de seleccion en acuicultura

Cuadro 1. Respuesta esperada y parentesco entre los individuos seleccionados bajo
diferentes esquemas

Respuesta Parentesco de seleccionados
h? c? indice I* Fenotipo Indice [* Fenotipo

ES 0,10 0 4,46 3,77 2,27 0,18 0,05 0,02
0,05 3,51 2,87 2,27 0,17 0,04 0,03

0,10 3,09 2,52 2,28 0,15 0,03 0,03

0,25 0 8,07 745 5,76 0,15 0,06 0,03

0,05 7,21 6,64 5,74 0,14 0,05 0,03

0,10 6,65 6,14 5.72 0,13 0,04 0,04

HS

0,10 0 4,16 3,78 2,35 0,14 0,06 0,03

0,05 3,42 3,02 2.33 0,13 0,05 0,03

0,10 3,13 2,72 2,31 0,13 0,05 0,04

0,25 0 7,57 7,41 5,78 0,13 0,08 0,04

0,05 6,92 6,63 5,78 0,12 0,07 0,04

0,10 6,55 6,27 5,77 0,11 0,06 0,04

FS: s6lo hermanos; HS, hermanos y medios hermanos; #%: heredabilidad; ¢*: ambiente comiin; [¥: seleccién por

indice con restriccidn en el parentesco.

resante es que si el factor limitante en un
programa es el mantenimiento de altos
niveles de diversidad genética (muy bajos
niveles de parentesco y consanguinidad),
una recomendacién apropiada serfa la de
realizar seleccién fenotipica, porque bajo
estas condiciones el comportamiento es
practicamente idéntico al obtenido median-
te BLUP (ver figura I).

Conclusiones

Hemos tratado de mostrar que en pro-
gramas de seleccién en Acuicultura, si se

utilizan adecuados métodos de optimiza-
cién, es posible mantener unos niveles muy
aceptables de respuesta manteniendo al
mismo tiempo un control de la consangui-
nidad de forma que se evite un deterioro de
la eficacia biolégica a corto plazo y una
respuesta continuada a medio plazo para el
objetivo de seleccion.

El trabajo iniciado va a continuarse en
el sentido de extender el ndmero de gene-
raciones estudiado y el implementar méto-
dos mads sofisticados como modificar las
contribuciones de los individuos seleccio-
nados a la siguiente generacién de forma
que pueda reducirse el parentesco pero
aumentando ademds la respuesta.
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Figura 1. Respuesta esperada y parentesco entre los individuos seleccionados por su valor para el
indice o su fenotipo con diferentes niveles de restriccién sobre el parentesco generado (A).
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Introduccién

Habitualmente se utilizan marcadores
génicos andénimos, especialmente secuen-
cias microsatélite, para realizar mapas de
ligamiento. Estos mapas se emplean en la
identificacién de los genes que influyen
sobre los caracteres cuantitativos de interés
en produccién animal (QTLs). Este método
se ha utilizado en diferentes estructuras
familiares que constituyen complejos pedi-
gries (GEORGES et al., 1995; SPELMAN et al.,
1996; COPPIETERS et al., 1998; WALLING et
al., 2000).

Una segunda aproximacion al estudio de
QTLs sigue la hipétesis de los genes candi-
datos. Un gen candidato es aquel que puede
estar implicado en la expresion o fisiologia
de un cardcter determinado. Los conoci-
mientos bioquimicos o fisiolégicos de que
se dispone, permiten predecir si un gen
puede ser estructural, regulador o si su acti-
vidad afectaria a la cadena bioquimica de
sintesis o degradacién de sustratos (L.YNCH
y WALSH, 1998). Esta hip6tesis postula que
una proporcion significativa de la varianza
genética de un cardcter, se debe a la segre-
gacion de diferentes alelos de sus genes
candidatos (BRYNE y MCMULLEN, 1996). La
estrategia “Gen candidato” ha funcionado
eficazmente en la deteccién de genes que
contribuyen en pequefia medida a la varian-

za total de un caréacter y en poblaciones que
poseen un bajo poder estadistico en estu-
dios de ligamiento (EBSTEIN ef al., 1996;
GELERNTER y CROWE, 1997).

Hemos emprendido el estudio de genes
candidatos con la pretension de poder mejo-
rar el esquema de seleccion de la raza
Churra. En la primera etapa, nuestro objeti-
vo es identificar la existencia de variacion
genética, especialmente la que afecta a la
estructura primaria de la proteina. Uno de
los genes elegidos es el receptor de la hor-
mona de crecimiento (GHR). Mediante
estudios de marcadores microsatélites reali-
zados en nuestro laboratorio, se ha encon-
trado un indicio de QTL para produccién de
leche en el cromosoma 16 muy préximo a la
localizaciéon del marcador AGLA29 (Gu-
TIERREZ-GIL, 2004 y EL-ZAREL, 2004). En
esta misma regién se localiza el locus GHR,
por lo que este gen podria ser el responsable
de la aparicién del QTL. En 1998, ARRANZ
et al. encontraron un QTL con efecto mayor
en la produccién y en la composicion de la
leche. Posteriormente, BLOTT et al. 2003,
describieron una sustitucién F por Y en la
posicion 279 de la secuencia aminoacidica
del ex6n 8, en la regién del dominio trans-
membrana del GHR, que podia explicar el
QTL encontrado. La mutacién afecta a la
produccién de leche (67+16 kg.) y de grasa
(-1,4+0.6 kg.). Ademds, justifica entre el
2,3% y el 5,5% de la varianza del porcenta-
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je de grasa y entre el 0,7% y el 2,9% de la
varianza de la produccién de leche.

El objetivo de este trabajo es identificar
la variabilidad existente en la region trans-
membrana del gen GHR en la raza Churra.

Regién de
transmembrana
del GHR

Material y métodos

Se han puesto a punto las condiciones de
PCR para la utilizacién de los cebadores
disenados por BLOTT et al. (2003) para los
exones 3,4, 5,6, 7y 8 del gen GHR de la
vaca.

Para aumentar las posibilidades de
encontrar variabilidad, se preparé un panel
formado por 30 animales de la raza Churra,
8 de la Castellana, 8 de la Assaff, 8 de la
Merina, 4 de 1a Awassi, 4 de la Manchega, 4
de la Lacaune, 4 de la Latxa y 4 de la
Milchschaf. En total 74 muestras diferentes.

Se pusieron a punto las condiciones para
amplificar cada uno de los fragmentos que
contienen los exones 3,4, 5, 6,7 y 8 del gen
GHR. Todas las reacciones de PCR funcio-
naron bien a 60 °C y con concentraciones de
MgCl, que variaron entre .5 y 3mM. Para
cada fragmento se siguié este perfil PCR:
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(94 °C-5’), 30 ciclos de (94 °C-30""; 60 °C-
407;72°C-40") y 72 °C-60’ en termocicla-
dores GeneAmp PCR System 9700 de
Applied Biosystems.

Cada producto de PCR se someti6 a and-
lisis de polimorfismos de cadena simple
(SSCP), de forma que se optimizaron las
condiciones para maximizar la deteccion de
mutaciones. Posteriormente se secuencia-
ron representantes de cada uno de los patro-
nes electroforéticos para determinar su
genotipo. El alineamiento de las secuencia
resalté los lugares de variacién buscados.
Se empled un secuenciador MegaBACE
500 de Amersham Biosciences y ET temi-
nators. Los resultados se cornprobaron en la
base de datos del NCBI, cuya direccién en
internet es http://www.ncbi.mlm.nih.gov, y
se procesaron mediante el software poly-
Phred. Posteriormente se editaron en el pro-
grama Consed. Adicionalmente se disefid
un script de shell que simplifica el analisis
con estos paquetes informaticos.

Resultados y discusion

En el fragmento que contiene el exén 3
se obtuvieron 4 patrones electroforéticos
distintos por andlisis de SSCP. Cada patrén
comprende una combinacién diferenciada
de bandas de cadena simple. Cuando fue
posible, se secuenciaron 3 animales que
presentaban cada uno de los patrones. De la
secuenciacion de estos individuos no se
pudo extraer ninguna diferencia genotipica
clara, a pesar de ser 4 los fenotipos estudia-
dos. Esto no implica que tal diferencia no
exista, sino que puede encontrarse en loca-
lizaciones en las que la fiabilidad de Ia
secuenciacidn se reduce, como los extremos
de los fragmentos. Si se da tal situacion,
estas mutaciones no tendrian efecto sobre la
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secuencia primaria de la proteina, porque
no incidirian sobre el exdn 3, que estd cen-
trado en la secuencia del fragmento ampli-
ficado.

En el fragmento que engloba al exén 4 se
encontraron 3 patrones electroforéticos dis-
tintos. Tras la secuenciacién de los patro-
nes, se obtuvieron 4 polimorfismos de un
nucleétido (SNPs). Se Jocalizaron 4 poli-
morfismos Y (C-T) en las posiciones 70,
122,271 y 412 de la secuencia consenso. Se
localizaron los homocigotos C y T en todas
las posiciones, salvo en la 412, en la que
Gnicamente encontramos el homocigoto T.
Esta posicion esta cerca del extremo de la
secuencia y en esta region la calidad de los
electroferogramas (medida con el programa
Phred), desciende notablemente. En cada
uno de los patrones secuenciados se encon-
tré mas de un genotipo.

Este fenémeno podria explicarse si la
técnica de SSCP detectara inicamente las
diferencias conformacionales causadas por
la modificacién de la base de la posicion
271, siendo la sensibilidad hacia las demds
de muy baja entidad con respecto a esta. De
esta manera, en el primer patrén se encon-
traron los genotipos YYYY y TYYY, en el
segundo patrén se encontraron los genoti-
pos CCCY, TCCT y YCCY y en el tercero
los genotipos TYTT y TTTT. El polimorfis-
mo Y de la posicién 121 se traduce en un
cambio de aminodcido Ser, cuando la base
es C, a aminodcido Phe, cuando la base es
T, en la posicién 48 de la secuencia poli-
peptidica.

En el fragmento que engloba al exén 5 se
encontraron 6 patrones electroforéticos dis-
tintos. La secuenciacién de estos patrones
mostré 3 SNPs localizados en las posicio-

\
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70Y 122y 271Y 412Y
Ser-Phe
/
( % — Ex6n 5 ¢ %\ 0
50Y q\ 331IR
241R
Gly-Asp
Representacion esquematica de la localizacién de los
polimorfismos encontrados en los fragmentos 4 y 5.
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nes 50, 241 y 331 de la secuencia consenso.
En la posicién 50 se localiza una variacién
Y (C-T) de la cual se han encontrado Jos 2
homozigotos C y T. En la posicién 241 se
localiz6 un polimorfismo R (G-A) del cual
s6lo se ha observado el homocigoto G. En
la posicién 331 se encontré el heterocigoto
R (G-A) del cual s6lo se ha observado el
homocigoto G. El genotipo para el primer
patrén electroforético es CGG. En el segun-
do patrén electroforético se encontraron los
genotipos YRG y TGR. En el tercer patrén
el genotipo es YGG, en el cuarto el genoti-
po es YRG, en el quito el genotipo es YRG
y en el sexto el genotipo es CGG. El poli-
morfismo R de la posicién 24] se traduce
en un cambio de aminodcido Gly, cuando la
base es G, a aminoicido Asp, cuando la
base es A, en la posicién 130 de la secuen-
cia polipeptidica.

En el fragmento que engloba al exén 6
se diferenciaron 3 patrones de SSCP. La
secuenciacién de estos patrones s6lo mos-
tr6 un SNP en la posicién 294 de Ia
secuencia consenso. Se trata de un poli-
morfismo Y(T-C) del cual sélo se ha
encontrado el homocigoto T. El primer
patrén mostré el genotipo T, el segundo
patréon mostrd el genotipo Y y el tercer
patrén mostré el genotipo T.

En el fragmento que contiene el exén 7
se obtuvieron 5 patrones electroforéticos.
De la secuenciacién de estos patrones se
obtuvo un tnico SNP. En la posicién 44
aparecié un polimorfismo Y (C-T) del que
s6lo se ha encontrado el homocigoto T. En
el primer patrén se obtuvo el genotipo C, en
el segundo el genotipo T, en el tercero el
genotipo T, en el cuarto el genotipo Y y en
el quito el genotipo T.

De la secuenciacion del fragmento que
contiene el exén 8 se obtuvieron 6 patrones
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de SSCP. Tras la secuenciacion de estos no
se ha encontrado ningin SNP.

Como conclusién, los resultados obteni-
dos permiten suponer la existencia de varia-
bilidad en la secuencia primaria de la prote-
fna, al menos en 2 puntos, pudiendo, tedri-
camente, encontrarse estas estructuras pro-
teicas:

48 130
| Ser Gly

2 Ser Asp
3 Phe Gly
4 Phe Asp

El paso siguiente tendrd por objeto bus-
car la existencia de estos potenciales alelos
en una muestra de diferente tamafio de ove-
jas de la raza Churra para estimar las fre-
cuencias y buscar posibles asociaciones con
caracteres productivos.
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Introduccion

Las parasitosis gastrointestinales son una
de las enfermedades mds importantes en los
rumiantes domésticos afectando, funda-
mentalmente, a los animales cuyo sistema
de explotacién esta basado en el pastoreo
(PERRY et al., 2002). El impacto de estas
infecciones en el ganado ovino es muy ele-
vado, tanto desde el punto de vista econé-
mico como del sanitario. Econémicamente,
la incidencia de la parasitosis es doble. Por
una parte los animales parasitados presen-
tan un menor nivel productivo, ya que los
nematodos gastrointestinales reducen la efi-
ciencia de los nutrientes, causando un
menor potencial tanto en crecimiento como
en produccion de leche. Por otra parte, es
necesario contemplar el impacto econémico
que supone el tratamiento con antihelminti-
cos. En general, en Espafa se ha estimado
que las infecciones por tricostrongilidos
ovinos afectan alrededor del 90 % de los
rebafos y estas infecciones son responsa-
bles del 30% de las pérdidas econémicas en
el ganado ovino (Pgrez, 2003). Desde el
punto de vista sanitario, los animales para-
sitados presentan una mayor susceptibilidad

ante infecciones concomitantes y, al ser tra-
tados con farmacos, estos productos pueden
dejar residuos en la leche y/o en la carne,
que afecten a su calidad.

El control de las parasitosis se ha realiza-
do de forma tradicional utilizando antihel-
minticos. Estos tratamientos se han mostrado
eficaces, aunque en los dltimos afios hay
numerosos estudios que han demostrado la
existencia de fenémenos de resistencia por
parte de los nematodos frente a los vermifu-
20s (ALVAREZ SANCHEZ, 2003; JACKSON and
Coop, 2000; WALLER, 1997). Existen otras
estrategias complementarias de control,
entre las que se han sefialado la vacuna-
cién, diferentes tdcticas de pastoreo rota-
cional para minimizar el contacto de los
animales con el parasito, la existencia de
hongos con actividad nematoféagica y, prin-
cipalmente, la utilizacién de animales
genéticamente resistentes a las infecciones
por nematodos (WOOLANSTON and PIPER,
1996; WooLANSTON and WINDON, 2001).
El fenémeno de resistencia genética a las
parasitosis gastrointestinales ha sido
ampliamente estudiado en el ganado ovino
y en otras especies de animales domésticos,
desde las primeras décadas del siglo XX
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(BisHor et al., 2002). En general, se estima
la resistencia de los animales a las nemato-
dosis gastrointestinales como una medida de
la capacidad del hospedador para limitar el
establecimiento, el crecimiento, la fecundi-
dad y la persistencia de la poblacion parasi-
taria. Los componentes de la resistencia son
complejos y entre ellos se han citados meca-
nismos relativos a la inmunidad humoral y la
celular, aspectos nutricionales, momento
fisiolégico y productivo etc. (GASBARRE and
MILLAR, 2000). Por lo que respecta al com-
ponente genético, se ha estimado en diversas
situaciones con valores de heredabilidad
variables y que oscilanentre 0,2 y 0,6 (STEAR
et al., 2001). Por lo que se refiere a los para-
metros utilizados para medir la resistencia,
en el ganado ovino uno de los mejores indi-
cadores es el recuento de huevos en heces
(FEC). En los ultimos afios se han evaluado
otros indicadores como la cantidad de [gA o
la concentracién de pepsindgeno en sangre
como indicador del dano tisular.

En el presente trabajo nos hemos pro-
puesto como objetivo la biisqueda de las
regiones gendmicas que afectan a la resis-
tencia genética al padecimiento de gastro-
enteritis producida por tricostrongilidos, en
el ganado ovino de raza Churra.

Material y métodos

Material animal

El disefio experimental utilizado ha sido
el diseno hija, compuesto por un total de
322 animales pertenecientes a ocho familias
de medio-hermanas. Los animales han sido
muestreados en siete rebafios del nicleo de
seleccidn de la asociacion de criadores de
ganado ovino selecto de raza Churra (AN-
CHE).

Marcadores

Se ha optado por la realizacién de un
barrido gendmico y para ello se ha analiza-
do un total de 165 microsatélites localiza-
dos sobre los 26 autosomas del ganado
ovino. El niimero de marcadores empleado
en cada uno de los cromosomas ovinos ana-
lizados y el tamafo medio del intervalo
entre marcadores se describe en BARILLET
et al. (2004).

Los microsatélites han sido co-amplifi-
cados en una serie de reacciones PCR-mul-
tiplex y se han separado mediante electrofo-
resis en un secuenciador semiautomatico
ABI PRISM 377. La identificacién alélica
se ha llevado a cabo mediante los progra-
mas GeneScan y Genotyper.

Fenotipos utilizados

Como indicadores de resistencia parasi-
taria se han utilizado los siguientes fenoti-
pos:

e Recuento de huevos por gramo de
heces el dia 0 del experimento FEC,,

* Recuento de huevos por gramo de
heces el dia 60 FEC,

En ambos casos expresados como loga-
ritmo neperiano del recuento coprolégico
bruto y corregido para los factores ambien-
tales que han mostrado significacién, es
decir: rebafo, fecha de muestreo, intervalo
entre muestreos, estado fisiologico y edad
del animal.

» Concentracion de /gA séricas.

Estimada mediante la técnica de ELISA
y corregida para el intervalo entre mues-
treos
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* Concentracién de pepsindgeno en san-
gre

Estimada mediante la técnica fluorimé-
trica y corregida para el rebafio, época de
muestreo, intervalo entre muestreos y prote-
inas séricas totales.

Analisis estadisticos

La deteccion de QTLs se ha realizado
mediante el modelo descrito por KNOTT et al.
(1996) utilizando el programa QTLexpress
(SEATON et al., 2000). Los niveles de signifi-
cacién chromosomewise se han obtenido
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mediante 10.000 permutaciones de los feno-
tipos sobre los genotipos.

Resultados y discusion

En el cuadro | se presentan los resulta-
dos que han superado una significacién del
5% chromosomewise en el barrido gendémi-
co realizado en la raza Churra. Como se
puede observar, existen cinco regiones
gendmicas, pertenecientes a cuatro cromo-
somas autosémicos, que parecen tener
influencia sobre los fenotipos estudiados.

Cuadro |. Resultados que han superado el nivel de significacion del 5% chromosomewise
en el barrido genémico en la raza Churra

Cromosoma Posicién Caracter Valor de P
(cM Haldane) (chromosomewise)
OARIL 153 FECg, 0,016
OARIL 37 IgA 0,038
OAR6 84 FEC,, 0,005
OAR9 50 IgA 0,048
OAR14 1 FEC, 0,026
OAR20 34 FEC 0,019

60

En el cromosoma | se han detectado dos
regiones distintas que afectan a dos de los
caracteres medidos, FEC,, ¢ IgA. En la
region de 37 c¢M (proxima al marcador
ILSTS044), se ha Jocalizado un efecto que
afecta al cardcter concentracién de IgA. En
esta region, y en las proximidades del mar-
cador MCM357, (BEH et al, 2002), han
encontrado un QTL con influencia sobre el
caracter FEC de Trichostrongylus columbri-
formis. Por su parte, DIEz-TASCON et al.
(2002), han detectado un posible efecto

sobre recuento de huevos en heces de T
columbriformis y sobre el nimero de pardsi-
tos adultos en el abomaso. Esta tltima regién
coincide con la encontrada en el presente tra-
bajo (37 cM) pero el cardcter que ha mostra-
do evidencia de segregacién ha sido el de
concentracion de IgA. En la zona de 153 cM
si se ha demostrado una clara segregacion
sobre el recuento de huevos el dia 60 post
tratamiento, aunque parece una zona clara-
mente alejada de la primera, lo cual puede
indicar que en este cromosoma pudiera haber
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dos regiones relacionadas con la resistencia a
las parasitosis digestivas. Una de ellas afec-
tarfa de forma directa a los mecanismos
inmunitarios y coincide con los hallazgos de
otros autores y otra mds centromérica que
parece segregar en nuestra poblacién, no
habiendo sido descrita hasta ahora.

En el caso del cromosoma 6, hemos
detectado una region con una clara influen-
cia sobre el recuento de huevos en heces.
Esta region parece ser una candidata muy
sélida a ser la portadora de un gen que con-
fiere a los animales resistencia a las gastro-
enteritis parasitarias, ya que hallazgos simi-
Jares han sido descritos por varios autores
(BEH et al., 2002; DOMINIK et al., 2003).
Una situacion similar ocurre en el cromoso-
ma 20, donde existen diversos estudios que
confirman una asociacién positiva entre
varias regiones de este cromosoma y los
recuentos de huevos en heces. Hay que
tener en cuenta que en este cromosoma
ovino se localiza el complejo mayor de his-
tocompatibilidad, que es el candidato posi-
cional a verificar en andlisis posteriores
(STEAR et al., 1996, BEH et al., 2002).

Por lo que respecta a las dos regiones
restantes, localizadas en los cromosomas 9
y 14, afectan a Jos caracteres de concentra-
ci6én de IgA en suero y recuentos en la pri-
mera visita a la explotacion, respectivamen-
te. No hemos encontrado en la bibliografia
ninguna asociacion de caracteres de resis-
tencia a los parasitos y zonas de estos cro-
mosomas, por lo que se requiere un estudio
mds profundo.
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Introduccion

La industria avicola de puesta necesita
exclusivamente pollitos hembra mientras
que la industria de carne prefiere pollitos
macho, por su mejor velocidad de creci-
miento y conversion de alimento, aunque
acepta pollitos de ambos sexos que suelen
criarse separadamente. En la avicultura de
puesta, se sacrifican cada aio millones de
pollitos macho el dia del nacimiento, apro-
ximadamente 4.000 millones en todo el
mundo, originando problemas desde el
punto de vista industrial (eliminacion de esa
enorme cantidad de pollitos, casi siempre
con CO,) y del bienestar animal. El sexado
de pollitos de 1 dia no sélo hay que hacerlo
en las granjas de produccién de aves
comerciales, sino también en las de multi-
plicacién de madres y abuelas (sélo hace
falta un sexo de cada estirpe para producir
un cruce comercial) y en las de seleccion de
bisabuelas (sélo hace falta | gallo por cada
10 gallinas). El propdsito de este trabajo es
resumir los principales métodos de sexado
y la contribuciéon del departamento de
Mejora Genética Animal a los mismos.

Métodos de sexado

Los dos métodos principales son el japo-
nés y el genético. El método japonés con-

siste en separar los machos y las hembras
por las caracteristicas anatémicas de los
bordes de la cloaca (JuLL, 1934: Poultry
Science 13, 250-254). Es el tinico que
puede utilizarse en las estirpes puras de las
granjas de seleccién y multiplicacién, y es
la mejor alternativa en las ponedoras de
huevo blanco y en las aves de carne de plu-
maje blanco. Necesita personal altamente
especializado con mucha destreza visual y
manual. Con este método, la mortalidad del
pollito en los primeros dias aumenta, asi
como los problemas de bioseguridad deri-
vados de la movilidad de este personal entre
granjas. Un buen sexador procesard 1.000
pollitos/hora a un coste aproximado de 0.05
€/pollito.

E] sexado genético consiste en utilizar
una linea paterna (cromosomas sexuales
iguales, Z/Z) y una linea materna (cromoso-
mas sexuales diferentes, Z/W) que difieran
en algin gen ligado al sexo, con el alelo
dominante presente en la linea materna y el
recesivo en la paterna. Los métodos mas
usados son el de la velocidad de emplume y
el del color del plumaje (CRAWFORD, 1990:
Poultry Breeding and Genetics).

El alelo dominante K para velocidad de
emplume lenta permite separar los pollitos
que lo llevan, comparando la longitud rela-
tiva de las plumas primarias y coberteras
del ala, siendo ambos tipos de similar lon-
gitud cuando este alelo estd presente y las
primarias de mayor longitud que las cober-
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teras en presencia del alelo normal (k*). El
cruce seria: k*/k* x K/- — K/k* : kt/-, lle-
vando los pollitos macho el alelo para velo-
cidad de emplume lenta y careciendo los
pollitos hembra de él. Una persona experi-
mentada puede sexar 2.000 pollitos/hora
con este método, siendo su coste inferior al
del método japonés (0.02 €/pollito). Se uti-
liza en ponedoras de huevo blanco y en aves
de carne de plumaje blanco, aunque tiene
dos inconvenientes. El primero de ellos es
que estd estrechamente ligado a un virus
enddgeno que puede causar un aumento en
la susceptibilidad a la leucosis. El segundo
es que los problemas de picaje y canibalis-
mo son mayores en las poblaciones porta-
doras del alelo de emplume lento.

El método de sexado por el color del plu-
maje mds usado en la actualidad se basa en
el alelo dominante § para plumaje plateado,
que permite separar los pollitos de color
amarillo portadores de este alelo de los de
color dorado portadores del alelo normal s™.
El cruce seria en este caso: st/s* x §/- —
S/st 1 s*/-, llevando los pollitos macho el
alelo para color de plumén amarillo y care-
ciendo los pollitos hembra de é1. Para que
este tipo de sexado funcione, el fondo gené-
tico del plumén del pollito tiene que ser de
feomelaninas, normalmente debido a la
interaccion epistdtica entre los genes "’
(triguefio dominante) y Co (colombino).
Con este tipo de sexado pueden separarse
facilmente 4.000 pollitos/hora siendo tam-
bién el de menor coste (0.0 €/pollito). Se
utiliza comercialmente en ponedoras de
huevo marrén y en aves de carne de pluma-
je rojo.

Un segundo método de sexado por el
color de plumaje se basa en el gen del barra-
do ligado al sexo (B), separando en este
caso los pollitos que presentan una mancha
blanca en la cabeza de los que no la llevan
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debido a la accién del alelo normal (b%). En
este caso es imprescindible que el pollito
tenga un fondo negro debido a la presencia
de eumelaninas, producidas generalmente
por el gen E. El cruce seria: b*/b* x B/- —
B/b* : b*/-, llevando los pollitos macho el
alelo para mancha blanca en la cabeza y
careciendo los pollitos hembra de él. En la
actualidad sélo se utiliza en las gallinas
camperas de huevo marrén, pues tiene el
grave inconveniente de que la gallina
comercial negra y roja tiene la canal depre-
ciada por los cafones de las plumas.

En fase experimental existe un tipo de
sexado por el color del ojo (SANTOS Yy
SILVERSIDES, 1996: Poultry Science 75, 585-
588) basado en el alelo recesivo para albi-
nismo imperfecto ligado al sexo (s*), sepa-
rando los pollitos que no tienen pigmenta-
cién en el ojo de los que tienen el 0jo con
pigmentacién normal (s*). El cruce seria:
stl/sal x st/ — st/sl 5@/ Jlevando los
pollitos macho el alelo para ojo pigmentado
y careciendo los pollitos hembra de él. La
ventaja de este método es que puede hacer-
se antes del nacimiento del pollito, cuando
el huevo lleva 10 dfas de incubacidn,
obviando el problema de la eliminacién
masiva de los pollitos del sexo no deseado.
La linea paterna ademas puede ser portado-
ra del alelo plateado (S) en lugar del s™.

Uso de nuevas tecnologias

Los métodos basados en nuevas tecnolo-
gfas identifican el sexo en el huevo de incu-
bar, antes del nacimiento, aunque de
momento no se utilizan a escala comercial.
Los principales métodos utilizan marcado-
res moleculares asociados al cromosoma W
(GRIFFITHS y col., 1998: Molecular Ecology
7, 1071-1075), citometria (NAKAMURA y
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col., 1990: Cytogenetics and Cell Genetics
53, 201-205), o determinan los estrégenos
dentro del alantoides (GrL y col., 1983:
General Comparative Endocrinology 49,
176-186). El marcador molecular de mayor
interés es el CHD, que aunque tiene homo-
logo en el cromosoma Z permite diferenciar
ambos sexos, ya que los genes Wi,y Zeyp,
contienen intrones de diferente longitud que
pueden distinguirse por la reaccion de la
polimerasa en cadena. La electroforesis
producird dos bandas en las hembras y una
sola banda en los machos. Este método es
demasiado lento (50 muestras/hora), caro, y
requiere personal altamente especializado,
por lo que actualmente sélo se utiliza en
estudios de laboratorio y en programas de
conservacion.

La citometria permite identificar el sexo
por diferencia en contenido de DNA entre
los cromosomas W'y Z, que al igual que en
otras especies de vertebrados es un 2%
aproximadamente mayor en el sexo homo-
gamético. Aunque este método es mds rapi-
do que el anterior (150 muestras/hora)
necesita instrumental de muy elevado coste.

El sexo del embrién puede también dis-
tinguirse analizando los estrégenos en el
fluido del alantoides, presentes en las hem-
bras pero no detectables en los machos. Se
estd desarrollando un prototipo comercial
capaz de procesar 25.000 huevos/hora, por lo
que éste podria ser el método del futuro. El
porcentaje de incubabilidad disminuye casi
un 2% cuando se utiliza el procedimiento.

Estudios genéticos en el departamento
de mejora animal

El primer estudio (CamMPO y RuANO,
1986: 18" World’s Poultry Congress 1,551-

Determinacion del sexo en pollitos de 1 dia

553) trataba de utilizar para el sexado gené-
tico el gen barrado ligado al sexo (B) en
pollitos con feomelaninas (genotipo
e"fe"" Co/ Co), en lugar de con eumelani-
nas, pertenecientes a la raza Vasca Roja
Barrada. En dicho fondo genético, el gen
barrado no origina una mancha blanca en la
cabeza sino que reduce la intensidad de
color del plumén cuando estd presente en
dosis doble (en los machos). La precision
del sexado sélo llega al 85% (87% en las
hembras B/- y 83% en los machos B/B),
aunque puede utilizarse en estirpes puras,
volviendo a sexar los pollitos dudosos por
el método japonés.

Un segundo estudio (Campo, 1991:
Poultry Science 70, 1469-1473) analizaba el
uso del gen B en un fondo genético meland-
tico colombino (e"/e%" Co/Co MI/MI) de
la raza Castellana Codorniz, en el que el
gen melandtico (M!) modifica el color dora-
do del plumén y produce un color gris o
negro, especialmente en la zona dorsal.
Después de cuatro generaciones de selec-
ciébn para eumelaninas, el 100% de los
pollitos tenia el plumén negro con las feo-
melaninas limitadas a la zona facial, mien-
tras que en la generacion inicial de selec-
cion sbélo el 75% tenia de este dicho plu-
moén. En este fondo genético era posible uti-
lizar el gen barrado ligado al sexo asocian-
do los machos a la mancha blanca en la
cabeza. El cruce serfa: b*/b* x B/- — B/b™* :
b*/-. La precision del sexado es del 97%
(100% en los machos y 94% en las hem-
bras), y puede utilizarse en cruces comer-
ciales de puesta o de carne con plumaje
coloreado.

Este mismo fondo genético (e"/e""

Co/Co MI/MI) puede utilizarse para separar
machos y hembras por medio del gen plate-
ado ligado al sexo (S), ya que el plumén del
pollito serd negro con la cara plateada si
este alelo estd presente o negro con la cara
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dorada si esta presente el alelo normal (s%).
El cruce seria en este caso: s*/s* x /- —
S/s* 1 s%/-. La precision del método es del
96%, 97% en los machos y 96% en las hem-
bras (Campo, 1996: 20" World's Poultry
Congress 4, 20).

El sexado genético por el color de la pata
(Campo y DAvILA, 2003: 3 European
Poultry Genetics Symposium 1, 63) es posi-
ble utilizando un alelo (id”) presente en la
raza Prat Blanca. Aunque la pigmentacién
dérmica asociada con el alelo normal (id*)
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de este locus no se expresa hasta las 12
semanas de edad, el alelo presenta en la
raza Prat se expresa en el pollito de | dia y
puede usarse en cruces comerciales. En el
cruce Prat Blanca x Leghorn Blanca, la pre-
cision del sexado es el 92% (100% en las
hembras y 85% en los machos), teniendo
los pollitos hembra las patas pigmentadas y
los pollitos macho las patas sin pigmentar,
debido a la accién del alelo dominante inhi-
bidor de la melanina dérmica (/d) presente
en la Leghorn. El cruce serfa: id”/id” x ld/-
— Id/id" . id?
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Introduccion

La prolificidad en el ganado porcino es
el cardcter mds importante para mejorar
genéticamente la productividad numérica
(nimero de lechones por cerda y afio). Su
baja heredabilidad ha hecho dificil su mejo-
ra por los métodos cldsicos de seleccidn
(HALEY et al., 1988). No obstante, en la dlti-
ma década, la aplicacion de metodologias
de evaluacion genética, tal como el BLUP,
han posibilitado la obtencién de tasas de
respuesta significativas y no despreciables
(SORENSEN et al., 2000; NOGUERA et al.,
2002).

Por otra parte, la tasa de mejora de la
prolificidad podria ser incrementada si los
genes que controlan los procesos fisiologi-
cos subyacentes se conocieran y se aprove-
chara la gran variabilidad existente en las
poblaciones porcinas. E] rdpido desarrollo
de la genética molecular, en los udltimos
afios, estd aportando mucha informacién
sobre el genoma porcino. El mapa genéti-
co porcino contiene hoy mas de 2900 mar-
cadores localizados, de los cuales cerca de

1000 corresponden a genes funcionales
ademads de mas de 6000 secuencias (3.500
de los cuales son genes). Esta informacion
ha facilitado la bidsqueda de QTL
(Quantitative Trait Loci) para caracteres
de importancia econémica mediante diver-
sas estrategias de cruzamiento de lineas
divergentes, entre ellas el disefio F2. Con
estas estrategias se han podido localizar
regiones del genoma asociadas a caracte-
res de interés econdémico. Los resultados
publicados hasta ahora por diverses auto-
res (CASSADY et al., 2001; KONING et al.,
2001; KING ef al., 2003) en relaciéon con la
bisqueda de QTL y genes con efectos en
la prolificidad en porcino, sugieren la pre-
sencia de algunos QTL para tamafio de
camada, pero son poco claros y requieren
confirmacién

El objetivo de este trabajo es la presen-
tacion de resultados preliminares sobre la
deteccién de QTL para prolificidad (ndme-
ro de lechones nacidos totales y vivos por
parto) en un diseno F2 entre las razas por-
cinas Meishan e Ibérico (linea Guadyer-
bas).
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Material y metodos

Material Animal

En el disefio experimental F2 se han uti-
lizado como lineas parentales 3 machos de
raza ibérica (linea Guadyerbas, GU) del
CIA Deheson del Encinar (Oropesa,
Toledo) y 19 hembras de raza Meishan
(MS) del Centro experimental de Le
Magneraud (INRA, Francia). Estas lineas
son ampliamente divergentes, de las mds
extremas existentes respecto de los carac-
teres reproductivos, p.e.. 14,39 nacidos
vivos en MS (DESPRES et al., 1992) y 7,02
en GU (SILIO et al., 2001). Los animales
Fl1, producto del cruzamiento de las dos
lineas parentales, se obtuvieron mediante
IA en el centro de Le Magneraud. A una
edad comprendida entre los 30 y 120 dias,
los lechones FI fueron trasladados a la
granja experimental del IRTA (NOVA
GENETICA, Solsona, Lleida) donde los
animales fueron criados en condiciones
intensivas, las habituales en una explota-
cion de seleccidn en cuanto a sistemas de
alimentacién, manejo de la reproduccién y
sanitarias.

La poblacién Fl se constituyé con 8
machos y 108 hembras del total de animales
Fl nacidos. A partir de esta generacién F1
se obtuvo la generacion F2. De las 541
hembras F2 producidas se eligieron al azar
para la reproduccién 330 hembras, de las
cuales 259 realizaron al menos un parto. En
el disefio experimental estd previsto que las
reproductoras F2 realicen 4 partos. Se regis-
traron por cada parto producido el nimero
total de lechones nacidos, nacidos vivos y
momificados. En el cuadro | se muestran el
nimero de camadas registradas por orden
de parto.
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Genotipados

La extraccion de ADN gendmico se rea-
liz6 segin los protocolos habituales, a par-
tir de sangre en el caso de los animales
parentales y F1, y a partir de sangre y colas
en el caso de las F2.

Los microsatélites se analizaron por PCR
mediante marcado fluorescente en un equi-
po de electroforesis capilar (ABI PRISM
3100 Genetic Analyzer). En la eleccion de
los microsatélites se tuvo en cuenta la posi-
cién de éstos en el genoma y su variabili-
dad, estimada mediante el indice de infor-
matividad de Ron (IR; Ron et al., 1995) en
los parentales. Se utilizaron como marcado-
res 5 polimorfismos de genes y 110 micro-
satélites, repartidos entre los 18 autosomas.
El nimero de marcadores por cromosoma
oscila entre 4 (cromosoma [8) y 9 (cromo-
soma 6), con una media de 6,4 marcadores
por cromosoma. El intervalo medio entre
marcadores es de 17,4 cM.

Analisis estadisticos

El analisis de ligamiento, con los datos
obtenidos del genotipado, se llevd a cabo
mediante el programa CRIMAP version 2.4
(GREEN et al., 1990). Las distancias de liga-
miento observadas son semejantes a los
publicadas en otros mapas (http://www.geno-
me.iastate.edu/maps/marcmap.html).

El andlisis de QTL se realizé mediante un
modelo de regresién de acuerdo con HALEY
et al. (1994), utilizando el programa QTL
Express implementado en la web (SEATON ef
al., 2000) en http://qtl.cap.ed.ac.uk, para el
calculo de los coeficientes, y software pro-
pio. El modelo asume que los QTL posibles
son dialélicos con alelos alternativos fijados
en cada una de las razas parentales. En este
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caso QQ para el genotipo [bérico (con efec-
to a) y gq para el genotipo Meishan (con
efecto —a). Se utilizaron todos los partos
registrados. Se asumi6é cada parto como
variable independiente. El modelo de regre-
sion fue el siguiente:

y;=FE+ca+cd+e;

donde y; s la observacion ij , F, es el efec-
to fijo asociado a la familia de hermanos
completos i (i= 1 a 99 niveles), a es el efec-
to aditivo, d el efecto de dominancia y €, es
el efecto residual. El coeficiente ¢, es la
probabilidad P(QQ)-P(qq) y ¢, es la proba-
bilidad P(Qgq), donde P(QQ) es la probabi-
lidad de ser homocigoto de origen Ibérico,
P(gq) es la probabilidad de ser homocigoto
de origen Meishan y P(Qq) es la probabili-
dad de ser heterocigoto.

Los umbrales de significacion cromoso-
micos se calcularon mediante la técnica de
permutacion de Jos datos cromosoma a cro-
mosoma (CHURCHILL y DOERGE, 1994), rea-
lizandose 10.000 permutaciones. Los um-
brales de significacién a nivel genémico al

5% y al 1% se calcularon mediante la
misma técnica de permutacion de los datos
considerando todo el genoma. Los umbrales
de significacién cromosomicos medios al
5% y al 1% fueron 5,3 y 7,1 respectivamen-
te. Los umbrales de significacién genémi-
cos al 5% y 1% fueron 8,5 y 10,3 respecti-
vamente.

Resultados

Los resultados fenotipicos de prolifici-
dad de las hembras F2 se muestran en el
cuadro 1. El nimero de camadas de 3° y 4°
parto es bajo debido a que un nimero
importante de cerdas, en torno a 190, ain no
han completado los cuatro ciclos previstos
en el proyecto.

Los resultados de los analisis de QTL se
presentan en Jos cuadros 2 y 3 para el nime-
ro de lechones nacidos vivos y totales, res-
pectivamente. Para estos mismos caracteres
los perfiles de F se muestran en las figuras
| y 2, respectivamente. Un QTL altamente

Quadro 1. Resultads &e las henbras F2 en prdif icided

Orden de parto

1 2 3 4 Todas

N° de camadas 259 220 163 38 680
Nacidos Totales

Media 8,8 8,5 9,4 9,7 8,9

DT* 3,0 3,1 2,9 2,7 3,0

Cyx** 34,4 36,9 30,6 28,0 34,0
Nacidos Vivos

Media 7,8 8,2 8,9 9.4 8,3

DT 3,4 3,0 2,9 2,6 3,1

Ccv 433 36,5 32,4 27,4 37,8

*DT: Desviacioén Tipica.
**CV: Coeficiente de variacion.
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significativo a nivel gendémico (p<0,01),
para ndmero lechones nacidos vivos, mapea
en la posicién 19 ¢cM (limites de] IC=7 a 26
cM) del cromosoma 12. Es importante
sefialar que el efecto aditivo va en direccion
contraria a lo esperado: el alelo Ibérico
incrementa los lechones nacidos vivos
(1,18), y presenta un importante efecto de
dominancia (1,17), lo cual es esperable en
este tipo de caracteres. En el cromosoma 1
se ha detectado un QTL, en Ja posicién 54
cM (limites del 1C=34-67), que alcanza el
1% a nivel cromosémico. En este caso es el
alelo Meishan el que incrementa el nimero
de nacidos vivos (0,80), de acuerdo con lo
esperado.

Para el nimero total de lechones nacidos
se ha detectado un QTL en el cromosoma 4,
significativo al 1% a nivel cromosémico, en
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la posicion 67 cM (limites IC=56-73) con
un fuerte efecto de dominancia del alelo
Ibérico. El QTL detectado en el cromosoma
|2 mapea en similar posicion al encontrado
para la variable nacidos vivos, siendo simi-
lares también la direccién y tamano de los
efectos aditivos y de dominancia, lo que
sugiere que se trata del mismo QTL.

En la literatura cientifica no se ha descri-
to, seglin nuestro conocimiento, ningin QTL
estadisticamente significativo en los cromo-
somas 1,4 y 12 con efectos en el tamafio de
la camada. Sin embargo, algunos autores han
encontrado QTL sugestivos para la prolifici-
dad. Asi, CassaDY et al. (2000) sugieren la
presencia de un QTL para nacidos totales
(p<0,05) y para nacidos vivos (p<0,10) en el
cromosoma 11, en un cruce F2 entre una
linea control y una linea seleccionada para

Cuadro 2. Estimas de los efectos aditivos (a), dominancia (d), posicién (IC) en el
cromosoma y umbrales de significacién a nivel cromosdmico y gendmico de los QTL
significativos para Nimero de lechones nacidos vivos

Posicion U. U.
Cromosoma (1C) a(se) d (se) F cromosdmico genomico
cM p=0,01 p=0,05 p=0,01
SSCI 54 (34-67) -0,80 (0,21) 0,35(0,32) 8,01 71 85 103
SSCI2 19 (7-26) 1,18(0,23) 1,17 (0,42) 14,97 ' ’ '

Cuadro 3. Estimas de los efectos aditivos (a), dominancia (d), posicién (IC) en el
cromosoma y umbrales de significacion a nivel cromosémico y gendmico de los QTL
significativos para Numero de lechones nacidos totales

Posicién U. u.
Cromosoma (IC) a (se) d (se) F cromosomico gendmico
cM p=0,01 p=0,05 p=0,01
SSC4 67 (56-73) -0,20 (0,25) 1,28 (0,34) 8,06 71 35 103
SSCI2 21 (9-29) 0,96 (0,24) 1,21 (0,45) 10,04 ’ ’ '
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Figura I. Perfil del valor F a lo largo de todo el genoma (2014 ¢M) en distintas posiciones y umbrales
de significacién para niimero de lechones nacidos vivos. La linea horizontal sélida indica el umbral
gendémico al 1% y la linea discontinua el umbral cromosémico al 1%. Se indican los cromosomas con
QTL significativos.

Nacidos totales
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Figura 2. Perfil del valor F a lo largo de todo el genoma (2014 ¢M) en distintas posiciones y umbrales
de significacién para nacidos totales. La linea horizontal sélida indica el umbral genémico al 1% y la
linea discontinua el cromosémico al 1%.
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tasa de ovulacidén y supervivencia embriona-
ria. Por otra parte, de KONING et al.. (2001)
en un cruce F2, entre Meishan y Landrace,
detectaron para el tamafio de camada un
QTL putativo para el primer parto (p=0,38)
en el cromosoma 7 y tres QTL putativos para
el segundo parto (p=0,26-0,61) en los cro-
mosomas 12, 14y 17.

El modelo de andlisis de QTL utilizado
en este trabajo no ha tenido en cuenta las
correlaciones existentes entre los partos, el
efecto permanente de la cerda, ni ha consi-
derado el efecto del orden de parto sobre el
tamafio de camada, por lo que los resultados
presentados pueden verse afectados por las
asunciones realizadas. Las préximas inves-
tigaciones irdn encaminadas a analizar los
datos con un modelo mds complejo que
considere en el modelo estos elementos
citados anteriormente e incluya también
otros efectos genéticos no contemplados
hasta el momento.
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Introduccion
La recuperacién del Poni de raza

Asturcén llevada a cabo por la asociacién
de criadores ACPRA (http://www.asturco-
nes.com/) se ha basado fundamentalmente
en individuos de capa negra. Recientemente
se ha planteado la necesidad por parte de la
Asociacién de Criadores “Garcia Dory” de
la toma de urgentes medidas de proteccion
sobre la poblacién conocida como “Ca-
ballos de Corro” de Asturias, Asturcon
Occidental o Asturcén Castano. Esta pobla-
cioén de animales ha sido descrita repetidas
veces en tratados etnoldgicos durante todo
el siglo XX (SoTiLLO y SERRANO, 1985),
existiendo grandes evidencias histéricas de
que hasta mediados del siglo pasado era la
poblacién de poni céltico mayoritaria en
Asturias (ALVAREZ LLANA, 1995). Ei pro-
yecto RZ03-011, financiado por el INIA,
prevé la caracterizacion de ambas poblacio-
nes de Poni Asturcén, al objeto de poder
recomendar, a las asociaciones de ganade-
ros y administraciones publicas, estrategias
coordinadas de conservacion y gestion de
ambas poblaciones.

El ADNmt proporciona la informacién
molecular mas utilizada en estudios sobre el
origen, domesticacién y difusion de las espe-
cies de ganado doméstico y, por supuesto,
también en caballos (VILA et al., 2001;
JANSEN et al., 2002). En un estudio previo
(Royo y col., 2004) hemos secuenciado un
fragmento de la regién de control de la repli-
cacion de]l ADNmt en animales pertenecien-
tes a dos poblaciones equinas asturianas:
Asturcén y Caballo de Corro de Asturias.

La region de control de la replicacion del
ADN mitocondrial es un fragmento de alta
tasa de mutacion, utilizable para evaluar
relaciones genéticas estrechas entre pobla-
ciones e individuos (ISHIDA y col., 1995).
En la presente comunicacién nos propone-
mos estudiar la informacién proveniente de
la secuenciacién de otras zonas del ADN
mitocondrial: Citocromo B (CitB) y del
ARN ribosomal 12s (ARNr!2s); caracteri-
zadas por tener una tasa de evolucion mds
lenta (MINDELL y HoONEYCUTT, 1990;
OAKENFULL y col., 2000).

El objetivo de la presente comunicacion
es, por lo tanto, evaluar la capacidad infor-
mativa de las secuencias del CitB y ARNrl12s
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equino para establecer relaciones entre
poblaciones cercanas.

Material y métodos

Se seleccioné al menos un individuo
representativo de cada uno de los haplotipos
de D-loop, presentes en cada poblacién de
poni asturiano estudiada (8 individuos de la
poblacién de poni asturcén y 5 de la pobla-
cién castafia; ver cuadro 1). Se amplificé
por PCR un fragmento de} Citocromo B y
otro del ARNrl2s siguiendo protocolos
estandar, utilizando los oligonucledtidos
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mostrados en el cuadro 2. La secuenciacion
de los fragmentos de PCR se llevé a cabo en
un equipo ALFexpressll (Amersham
Biosciences), utilizando el protocolo de
secuenciacién con oligonucledtidos marca-
dos (Thermosequenase Primer Cycle Se-
quencing Kit, Amersham Biosciences). Se
obtuvo la secuencia de los 13 animales ele-
gidos entre los nucleétidos 14302-14730
del CitocromoB; y 508-921 del ARNr12s,
tomando como referencia para su numera-
cién la secuencia con nimero de acceso:
X79547 (XU y ARNASON, 1994).

Los andlisis de las secuencias obtenidas
se realizaron mediante el uso del programa
MEGA 2.1 (KuMaR et al., 2001).

Cuadro . Haplotipos de ADN mitocondrial encontrado en los animales muestreados no
emparentados de las poblaciones equinas asturianas

Haplotipo Asturcon Caballo de Corro
HI 4 8
H2 2
H3 1

H4 1

H5 1

H6 l
H7 2

H8 [ 3
H9 1

HI10 1

N° Individuos 12 14
N° Haplotipos 8 4

Cuadro 2. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para amplificar y secuenciar los
fragmentos descritos del Citocromo B y ARNr [2s

oligonucledtido

Secuencia 5°-3’

Horse-citB-up
Horse-citB-dn
Horse-12s-up
Horse-12s-dn

CCTCAAATTTCATCATGATG
TGATGAAGGGTAGGATGAAGTG
ACGATAGCTAAGACCCAAACTG
AAGGAGGGTGACGGGCGGTGTG
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Resultados

En el caso de la secuencia del CitB,
hemos encontrado 7 polimorfismos en 401
bases secuenciadas, distribuidos en 7 haplo-
tipos diferentes (cuadro 3). Un mismo
haplotipo (CitB-H3) resulté ser el mas fre-
cuente en las dos poblaciones de poni célti-
co asturiano. En la poblacidon de poni
Asturcén encontramos 6 haplotipos diferen-
tes y s6lo 3 en el caballo de Corro. En el
caballo Asturcén encontramos 4 haplotipos
exclusivos, y solo uno en la poblacion cas-
tafia (Caballo de Corro).

En el caso de la secuencia del ARNrl2s,
encontramos 3 polimorfismos en 414 bases
secuenciadas, dando lugar a 3 haplotipos
diferentes. El mismo haplotipo (12s-H!),
resultd ser el mds frecuente en ambas po-
blaciones de ponis asturianos, siendo la de
Caballo de Corro monomérfica para este
haplotipo. En el poni Asturcén se han
encontrado otros 2 haplotipos mas.

La diversidad haplotipica, es en ambos
casos (Citocromo B y ARNr 12s) es mayor
en la poblacién de poni Asturcén que en la
poblacién de Caballo de Corro: 0,75-0,60
respectivamente para el caso del Citrocromo
B; y 0,38-0,20 respectivamente en el caso de
ARNI-12s.

Discusion

Las poblaciones equinas asturianas de
poni Asturcén y Caballo de Corro se dife-
rencian fundamentalmente en la capa:
mayoritariamente castana en el Caballo de
Corro y practicamente en su totalidad negra
para el poni Asturcén. La capa negra en
caballos tiene caracter recesivo respecto de
la capa castafa (RIEDER er al., 2001), lo que
explicaria que estuviera fijada en Asturcén y
que, con cierta frecuencia, aparezca en
Caballo de Corro. Esto podria considerarse
un reflejo de la historia comun que han man-

Cuadro 3. Haplotipos de Citocromo B. Se detallan las posiciones nucleotidicas (desde la
14352 ala 14672) en que se encuentran los sitios variables que definen los haplotipos y el
nimero de haplotipos (N) y la diversidad haplotipica (k) encontrados por poblacién
analizada

INRRREY!

4444444
3445566
5275527
2483682 Asturcon Caballo de Corro
CitB-H1 TTCTTAG 1
CitB-H2 C... 1
CitB-H3 C.tG: 3 3
CitB-H4 CC...A | |
CitB-H5 ] - |
CitB-H6 C..C.G. 1
CitB-H7 C..CG. 1
N 6 3
k 0,75 0,60
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Cuadro 4. Haplotipos encontrados en la secuencia del ARNr12s. Se detallan las
posiciones nucleotidicas (desde la 738 a la 859) en que se encuentran los sitios variables
que definen los haplotipos y el nimero de haplotipos (N) y la diversidad haplotipica (k)

encontrados por poblacién analizada

788
355
889 Asturcon Caballo de Corro
12s-Hl TTA 5 5
12s-H2 .C. 2
12s-H3 C.G |
N 3 |
k 0,38 0,20

tenido ambas poblaciones equinas (ALVAREZ
SEVILLA, 1999) y que la ausencia de selec-
cién para el color en Caballo de Corro per-
mite que se manifieste ese caricter.

Para caracterizar desde el punto de vista
genético ambas poblaciones de poni, se uti-
liz6 la secuenciacién de un fragmento de la
regién de control del ADN mitocondrial
(Rovo y col., 2004). Sin embargo hay que
ser consciente de que en este tipo de regio-
nes hipervariables, puede darse el caso, con
cierta frecuencia, que multiples sucesos de
mutacién afecten a una misma posicién. Por
ese motivo se decidié estudiar otras regio-
nes con una tasa menor de evolucién, donde
este tipo de casos de muitiples sucesos de
mutacién en una misma posicién sea menos
probable, y de alguna manera poder corre-
gir las conclusiones que se desprenden del
estudio de unas regiones u otras.

El estudio de la regioén de control de la
replicacion ha encontrado una gran diversi-
dad de haplotipos de ADNmt, sefialando la
existencia de un gran numero de lineas
maternas diferentes en la formacién de las
dos poblaciones, lo que concuerda con estu-
dios previos de diversos autores en la espe-

cie equina (VILA ef al., 2001; JANSEN et al.,
2002). Aunque se encuentra una mayor
diversidad haplotipica en Asturcén, el
nimero de haplotipos que comparten ambas
razas es muy grande. Estos datos se pueden
ver en el cuadro 1.

Sin embargo hay que tener en cuenta que
la regién de control de la replicacion del
ADN mitocondrial tiene tanta variabilidad
que hace posible que en poblaciones que
han sufrido un cuello de botella reciente
(como es el caso del poni Asturcén) se
encuentre una gran cantidad de haplotipos.
Esta situacion, que ha sido descrita en otras
poblaciones equinas de pocos efectivos
como la Exmoor (JANSEN et al., 2002) puede
enmascarar la historia de la poblacién.

Los resultados obtenidos de la secuencia-
cién del CitB, parecen seguir a grandes ras-
gos los comentados para la regidn de control
de la replicacidn. La poblacién de Asturcon
tiene una mayor diversidad haplotipica que
el Caballo de Corro y se ha encontrado una
menor diversidad haplotipica en general.
Esta diversidad se acerca mas a lo esperado
desde el punto de vista del conocimiento de
la historia reciente de las poblaciones bajo
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estudio. Estos resultados sefialan que en este
caso puede ser (til el uso de la secuencia-
cién del CitB en poblaciones cercanas.

En el caso de las secuencias del
ARNTrl2s la diversidad nucleotidica que se
ha encontrado es muy baja (3 posiciones
variables en 414 nucledtidos secuenciados),
y por lo tanto no suficiente como para pen-
sar en utilizar esta regién en estudios de
diversidad en poblaciones cercanas.
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ABSTRACT

A fully pedigreed population based on the sixth generation of GIFT (Genetically
Improved Farmed Tilapia) was established in Malaysia in 2002. Progeny were gener-
ated in two spawning seasons, 2002 and 2003. A number of statistical models were fit-
ted to the data collected throughout the study, either to estimate breeding values
(EBVs), variance components, or response to selection. Parents used in the spawning
season of 2003 were either selected as having high estimated breeding values for live
weight (LW) at approx. 7 months of age, or as having EBVs as close as possible to the
average. In this way a Selection and a Control line were created, respectively. Two pro-
duction environments were used to grow-out the progeny. At approx. 7 months of age
females’ live weight was 84 per cent that of males, whereas live weight in cages was
83 per cent of that in ponds. The heritability estimated from the animal variance com-
ponent was 0.31 (s.e. 0.069), whereas the maternal and common environment effect
estimated from the dam variance component was 0.15 (s.e. 0.031). Response to selec-
tion was estimated by three methods. Expressed as a percentage of the overall least
squares mean for LW in the population, the response was about 10 per cent. The results
are discussed in relation to other work. It was concluded that there was still additive
genetic variance in the GIFT population established in Malaysia, and that it was capa-
ble of further response to selection. The issue of genotype by environment interaction
is briefly discussed, and it was concluded that there was no justification for the con-
duct of separate genetic improvement programs in cage and in pond environments.

Key words: Nile Tilapia; Heritability; Breeding value; Selection response

Introduction

In Tilapia the focus of selection programs
has been almost exclusively restricted to
growth rate. Several estimates of heritabili-
ty, in particular for live weight and growth
rate, can be found in the literature (e.g.
KRONERT et al., 1989; OLDORF et al., 1989;
GaLL and Bakar, 2002; BorLivar and

NEWKIRK, 2002). In a strict sense, such
genetic parameters are only applicable to the
population and the environment where they
were obtained. Furthermore, individual esti-
mates are subject to sampling problems and
the parameters can change over time. Hence,
the desirability of having parameter esti-
mates that are directly relevant to the popu-
lation one is working with. In this paper we
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present estimates of heritability for live
weight (at approx. seven months of age) for
fish of the GIFT (Genetically Improved
Farmed Tilapia) strain (EKNATH et al., 1993;
BENTSEN et al, 1998; EXNATH and ACOSTA,
1998), grown out in two environments (cage
and pond). We also estimate the response to
selection in harvest weight by three different
methods. The issue of possible genotype
(individual’s genetic merit) by grow-out
environment (cages or ponds) interaction is
briefly examined. The results are presented
in greater detail in two papers submitted for
publication (PONZONI et al., 2004a, b).

Materials and methods

The environment

The work was conducted at the
Aquaculture Extension Center, Department
of Fisheries, Jitra, Kedah State, Malaysia
(latitude 6° N, longitude 100° E, altitude 23
m). The daily average temperature is 27° C,
with little variation throughout the year.
The annual rainfall is 2057 mm, occurring
during the whole year but not in a uniform
way. Rainfall in December, January and
February (the driest months) is one half or
less than in September and October (the
wettest months).

The fish

The GIFT Foundation International Inc.,
Philippines, provided 63 full sib groups of 35
fish each, which were progeny from single
pair mated parents (i.e. 63 males each mated
to a different female). These fish belonged to
the sixth generation of actual selection of
GIFT (without counting the generations over

which the composite base population was
created), and were received at Jitra in batch-
es towards the end of 2000 and during the
beginning of 2001. They were mated and
produced a seventh generation in the spawn-
ing season of 2002, which in turn produced
an eighth generation in 2003. No selection
took place among the fish transferred from
the GIFT Foundation, since they were
received in batches and there were uncertain-
ties regarding environmental factors that
could be influencing their performance. Two
lines were created with the 2002 progeny,
one selected on high breeding value for live
weight (Selection line, S), and another one
selected for average breeding values
(Control line, C). The number of sires and
dams from which progeny was harvested in
both spawning seasons and lines, as well as
the number of progeny, are shown in table |.
The numbers were less than planned, mainly
due to tag losses, but also partly due to mor-
tality and elimination from the final data set
of some individuals considered outliers.
None of the parents used in the 2002 spawn-
ing season were used in 2003 (i.e. genera-
tions were discrete). Note that we consider
the progeny produced in the 2002 spawning
season our Base Population, and in our
analyses we treat it as part of the established
Control line.

The reproduction and management
schedules for 2002 and 2003 are shown in
table 2. The methodology used is described
in the publication WorldFish Center (2004).
Following the grow-out period the fish were
harvested in the dates indicated in table 2.

The grow-out system

After tagging the fish were grown out
either in cages or in earthen ponds. The
cages were located in flowing water in an
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Table 1. Number of sires, dams and progeny, by spawning season and line

Spawning season Line Sires Dams Progeny
2002 Base population 52 54 1684
2003 Selection 35 65 2560
Control 19 19 1150
Total 106 138 5394

Table 2. Schedule of reproduction and management

Activities
2002

Spawning season
2003

Mating
Nursing hapas
Rearing hapas

February and March
February to April
March to May

January and February
January to March
February to April

Tagging April to May March to April

Grow-out Ponds: June to October Ponds: April to August
Cages: July to November” Cages: April to September

Harvest Ponds: 28 to 31 October Ponds: 18 to 25 August

Cages: 9 to 13 November

Cages: 2 to 17 September

“Delayed stocking in cages because of the small size of fry in June.

irrigation canal at Kodiang, Kedah, 22 km
away from Jitra. Four 3m long by 3m wide
by 2.1m deep cages adjacent to each other
were established, and the fish were assigned
at random to them. The initial stocking den-
sity was 55 fish per m? of surface water. The
fish were fed an amount equivalentto 3 to 5
per cent of their live weight per day. A com-
mercial dry pelleted feed with 32 per cent
protein content was fed twice a day (i.e. at
8.30a.m and 5.00p.m.). The 0.1 ha earthen
pond was 0.1 located at the Aquaculture
Extension Center, Jitra. The initial density
in the pond was three to four fish per m> of
surface water. The same feeding rate and
frequency was used as for the cages. All the
fish were harvested after (approx.) 120 days
of grow out in either (cages or pond) of the
environments.

Records

Data recording of all the tagged fish was
done at harvest, when individual live weight
(LW), total length, width and depth were
measured. Width and depth were measured
at the mid-side of the fish, where they were
greatest. Sex of the fish was also recorded,
and a subjective visual assessment was
made of female sexual activity using the
categorization described in WORLDFIsH
CENTER (2004). From the harvesting and
spawning dates we are able to compute the
age (in days) of each individual fish. In this
paper we only report on the results for LW.
Those for the other traits will be reported
elsewhere.
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Data analysis

The data were first examined using SAS
(1990) to calculate simple statistics, remove
anomalies and conduct a preliminary selec-
tion of the statistical models to be fitted. In a
second phase, the computer program
ASRem} was used (GILMOUR ef al., 2002).
The models fitted included the fixed effects
of spawning season (2002 and 2003), selec-
tion line (S and C), environment (cage and
pond), sex, and two-way interactions among
them. Animal and dam (the non-genetic
component) were fitted as random effects,
whereas age of the fish was used as a covari-
ate. The sub-set of these eftects that was fit-
ted varied, depending on the purpose of the
particular analysis. Non-significant two-way
interactions among the fixed effects were
deleted from the mode]. On further examina-
tion we noted that the remaining interactions
between fixed effects were unimportant and
never involved reversal of rankings for levels
of one effect in levels of another one. For that
reason, and because they negligibly con-
tributed to the goodness of fit of the model,
all two-way interactions among fixed effects
were finally discarded.

The analyses enabled the estimation of
(animal model) breeding values tor all fish,
and these were used in making selection
decisions in the Selection and Control lines,
and in estimating the genetic trend. They also

enabled the estimation of variance compo-
nents, from which phenotypic and genetic
parameters were calculated.

Results

Descriptive statistics

Table 3 shows (for both seasons com-
bined) the number of observations, simple
mean, minimum and maximum, standard
deviation and coefficient of variation values
for LW in the two environments, and for
age at harvest. The coefficient of variation
was strikingly high. Plotting of residuals
during preliminary analyses indicated that
greater means were associated with greater
variances. The square root transformation
of LW improved the distribution of residu-
als and was used in all later analyses. Over
the two spawning seasons the range in age
at harvest was greater than within any one
of the seasons due to harvesting at an earli-
er age in 2003 relative to 2002 (see table 2)

Estimates of sex and environmental effects

In the preliminary analysis the fixed
effects of spawning season, line, sex and
environment were fitted as fixed effects

Table 3. Number of observations (N), simple mean, minimum and maximum, standard
deviation and coefficient of variation of LW (g) and age (days) at harvesting

Variable N Mean Minimum  Maximum  Standard  Coefficient
Deviation  Variation(%)

LW (Cages) 3197 166 13 591 80.4 48

LW (Pond) 2197 192 7 617 116.1 60

Age at harvesting 5394 227 125 280 29.7 13
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using PROC MIXED (SAS, 1997), as well
as all possible two-way interactions. The
latter were deleted from the model as earli-
er stated. Age of the fish was fitted as a lin-
ear covariate within spawning season, sex
and environment. Sire (nested within
spawning season and line) and dam (nested
within sire, spawning season and line) were
fitted as random effects. All the earlier men-
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tioned fixed effects and the covariate were
statistically significant (P < 0.0001). Table
4 shows the least squares means for LW in
females and males, for cages and ponds.
The differences between the sexes and
between the environments were statistically
significant. They were consistent with other
reports in the case of sex, and with our
observations in relation to growth rates in

Table 4. Live weight least squares means for environment by sex combinations

Environment Sex Least Squares Means (g)
Cages Female 191, (8.2)°

Male 223, (8.1)
Pond Female 228, (6.4)

Male 272.(6.3)

"Analysis conducted on LW, the significance levels were the same as for LW?3. Means with the same
subscript do not differ significantly from each other. Standard errors in brackets.

cages and pond. In both environments,
females’ LW was 84 per cent that of males,
whereas, averaged over both sexes, LW in
cages was 83 per cent of that in ponds.

Phenotypic and genetic parameters
estimated with ASReml

Because in the preliminary analyses
interactions were either statistically non-
significant or deemed unimportant (due to
scale and not to reversal of rankings), for
variance component estimation we fitted
‘spawning season, line, sex, environment’
classes (altogether 12 combinations). Age at
harvest was used as a covariate, with the
‘spline’ option available in ASReml. The
availability of a complete pedigree in the
population enabled fitting an animal (ran-
dom) model. Dam was fitted as another ran-
dom effect, but solely accounting for the

environmental effect on the progeny, with-
out a genetic structure. The dam variance
component (OQD) is 1n this case a combina-
tion of the maternal effect and the common
environment (so 67, = 0%, ) to which full
sibs are exposed early in life (i.e. while
being hatched and while in the nursing and
rearing hapas). The animal variance compo-
nent provided the estimate of the additive
genetic variance (0° A)» Whereas the pheno-
typic variance (02,) was estimated from the
sum of all variance components. The heri-
tability (h?) was computed in the usual way,
as the ratio between the additive genetic and
the phenotypic variances. The maternal and
common environmental effect (c?) was cal-
culated as the ratio between the dam vari-
ance component and the phenotypic vari-
ance. The REML estimates of variance
components, heritability and maternal com-
mon environmental effect are shown in
table 5.
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Table 5. Variance components, heritability and maternal common environment effect for
LwO0>3

Parameter

REML Estimate

Additive genetic variance (02,)

Maternal and common environment variance (02D = Oy Ecz)

Phenotypic variance (62;)
Heritability (standard error) [h? (s.¢.)]

Maternal common environment (standard error) [c¢? (s.e.)]

2.6821

1.2012

7.9559
0.34 (0.069)
0.15 (0.031)

Estimation of response to selection from
ASReml analyses

The progeny resulting from the 2002
spawning season were selected as parents of
the next generation in two different ways, to
create the Selection line, and to continue the
Base Population as the Control line. Animal
mode] breeding values were calculated for
all individuals fitting a statistical model like
the one described above, except that it did
not include spawning season. The parents
for the Selection line were selected from
among those with the greatest breeding val-
ues for LW, imposing some restrictions with
the aim of controlling inbreeding and main-
taining a high effective population size. By
contrast, the parents of the Control line were
selected among those with breeding values
for LW as close to the average as possible,
and imposing the same sort of restrictions
regarding inbreeding and population size as
for the Selection line. We estimated the
genetic change in LW in three ways: (i)
Comparing the least squares means for the
Selection and Control lines in the progeny of
the 2003 spawning season; (ii) Comparing
the estimated breeding values for LW
between the progeny of the 2002 spawning
season and those of the Selected line in the
2003 spawning season, and (i11) Comparing
the estimated breeding values of the

Selection and Control lines in progeny of the
2003 spawning season. The results are
shown in table 6 in which the model fitted in
each case is also specified. Overall, there
was good agreement among the methods,
although the estimate from method (iii) was
greater than for the other two methods. In all
cases the response was large enough to sug-
gest that genetic change was being achieved,
and in the intended direction.

Discussion

General

The results reported in this paper are part
of a long term project on the further genet-
ic improvement of GIFT, and they represent
an early stage in the development of
improved Nile Tilapia. As such, they should
not be viewed as definitive, but only as
indicative of features that appear to begin
emerging.

Environmental effects

We observed large variability in LW for
both environments, cages and ponds. Note
however, that this variability was within
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Table 6. Response to selection in LW estimated by different methods

Method

Model (eftects) Selection Response
(LWO5)

Percentage”

(i) Difference between the least squares means
for LW for the Selection and the Control lines
in the progeny of the 2003 spawning season

(i1) Difference between the estimated breeding
values for LW in the progeny of the 2002
spawning season and the estimated breeding
values of the Selected line in the 2003
spawning season

(iii) Difference between the estimated breeding
values for LW of the Selection and the Control
lines in the progeny of the 2003 spawning
season.

Fixed: SS, L, S, E, SS8xS, LxS

Covariate: age (SS, S, E) G

Fixed: SSxSxE
Covariate: Age (SS, S, E) 8.7
Random: animal, dam

Fixed: SSxSxE
Covariate: Age (SS, S, E)
Random: animal, dam

11.4

*Percentage refers to actual units, in relation to the least squares mean of LW for the whole
population (14.7 g%3); actual units are LW03 difference in mean values for method (i) and difference

in mean breeding values for methods (ii) and (iii).

the range reported in the literature for
other aquatic species (GIJEDREM, 2000;
HAaLLERMAN, 2003), but it was greater than
that reported for terrestrial domestic live-
stock (Simm 1998, pp. 46-50).

Males were always heavier than females
by about 16 per cent (table 5). In ponds there
was some evidence of female reproduction at
harvest time. This finding is consistent with
other reports (LORENZEN, 2000) and lends
support to the interest displayed by many
researchers in the production of ‘all male
Tilapia® for grow-out operations (see review
by PENMAN AND MCANDREW, 2000).

The greater weight in ponds than in
cages is most likely, largely a reflection of
the density of the fish in both environments
and of the availability of natural food. In
either case the density was chosen after sur-
veying producers’ practices in the region
where the research station is located. The

results suggest that at such densities, and
with the feeding regime and management
adopted, the cage production system has the
advantage of housing a large number of fish
in a small area, but growth rates are likely to
be lower than in ponds.

Genetic parameters

The history of the GIFT strain has been
described by EkNATH and ACOSTA (1998)
and by BENTSEN et al. (1998). At the time
the fish were received in Malaysia the GIFT
strain had undergone six generations of
selection. Asking whether there was evi-
dence of diminishing additive genetic vari-
ance and of a plateauing response to selec-
tion in such a population would be legiti-
mate questions. The results of our study
indicated that there was still additive genet-
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ic variance for LW, the main focus of selec-
tion in the GIFT strain. Our heritability esti-
mate (Table 6) was greater than that of
GaALL and BAkAR (2002), but it was in good
agreement with those reported by KRONERT
et al. (1989), and with the ‘field environ-
ment’ estimates of OLDORF et al. (1989). It
was lower than the ‘laboratory environ-
ment’ estimates of the latter authors, and
than those of BoLivar and NEWKIRK (2002).

Response to selection

Estimates of genetic gain per generation
for aquatic animal species range from 10
to 20 per cent (GJEDREM, 2000). In our
case we may conclude that response to
selection in LW between the 2002 and
2003 spawning seasons was of the order of
10 per cent. This falls at the lower limit of
the range reported by GIEDREM (2000). It
is also slightly lower than the response
estimated by GALL and BAKAR (2002), of
40 per cent in three generations. Our per-
ception is that we could have achieved a
greater response to selection if we had not
suffered high (approx. 40 per cent) tag
losses around harvest time. Tag losses
caused a lower selection intensity and loss
of the identity of many potentially valu-
able fish.

With regards to methodology, CHEN and
BoicHARD (2003) and PiLEs and BLASCO
(2003), working with poultry and rabbit data
respectively, used an approach similar to
ours in the estimation of response to selec-
tion. Overall, they found good agreement
between the methods. In our case, the three
methods used to estimate response to selec-
tion were also in reasonable agreement, and
gave encouraging results. The agreement
between methods (i) and (ii) was very good.
Method (i) gave a lower response than

method (iil) because the average estimated
breeding value in the progeny resulting from
the 2002 spawning season was greater by
about three percent than that in the Control
line in the 2003 spawning season. This sug-
gests that there may have been a mild inad-
vertent selection for lower LW in the Control
line. The lack of perfect agreement among
different methods of estimation of selection
response highlights the need to use alterna-
tive approaches to better interpret the results.

Conclusion

GIFT is an improved strain with proven
growth potential (DEY ef al., 2000). Our
results indicated that despite having under-
gone several generations of selection, the
population still has additive genetic vari-
ance to enable further improvement. This
contention is supported by the selection
response observed (10 per cent) after one
round of selection in Malaysia. The
response could be greater if tag retention to
the point of harvesting could be improved.

In the initial exploratory analyses we
found a statistically significant sire by envi-
ronment interaction. This finding was a rea-
son for some concern but, as is well known,
such findings are not informative in terms
of explaining the reason for the result
(ROBERTSON, 1959). In analyses conducted
in addition to those reported here, we treat-
ed LW expressed in cage and in pond as dif-
ferent traits, examining the genotype by
environment interaction with the genetic
correlation approach, as indicated by
ROBERTSON (1959). The variance compo-
nent due to interaction (OGEZ) can be parti-
tioned into its contributing factors as:

Oge” = [(0p — Op)* +20:04(1 =11/ 2
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where t_ is the genetic correlation between
the exp?essions in both environments, and
O and o, are the between animal standard
deviations of breeding values in cage and
pond environment, respectively. The equa-
tion shows that the two contributing factors
to the variance component due to interac-
tion are the difference between the genetic
standard deviations between the environ-
ments (scale effect) and a non-unity genetic
correlation. A non-unity genetic correlation
always results in a variance component due
to interaction, but the opposite is not true. A
variance component due to interaction may
exist in the presence of a unity genetic cor-
relation between the expressions of the trait
in both environments, due to a scale effect.
In our case, the non-unity genetic correla-
tion was the almost sole contributor to the
variance component due to interaction.

FALCONER’S (1952) approach of treating
the expression of the trait in different envi-
ronments as if they were different traits is
helpful in understanding and drawing prac-
tical conclusions from the results. In our
case, the genetic correlation between LWC
and LWP was 0.58, indicating that if selec-
tion were conducted in one of the environ-
ments, about 60 per cent of the gain that
could be achieved in the other environment
would be captured. Our estimate of the
genetic correlation had a relatively large
standard error, resulting in 95 per cent con-
fident limits ranging from 0.32 to 0.84. We
also found that selection response separate-
ly calculated in cage and in pond environ-
ments was of the same magnitude as when
LW was treated as a single trait. We will
again estimate the genetic correlation and
selection responses after adding the data of
another generation, currently being reared.
In the meantime, we tentatively conclude
that, despite finding a significant ‘genotype
by environment’ interaction, there is not
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enough evidence to justify the conduct of
separate genetic improvement programs for
cage and pond environments in Tilapia.
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TESTAJE DEL DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO
POBLACIONAL VERSUS EL DESEQUILIBRIO
DENTRO DE FAMILIAS UTILIZANDO FAMILIAS DE

MEDIOS HERMANOS

L. Gémez Raya

Centre UdL —IRTA, Area de Produccio Animal, Av. Alcalde
Rovira Roure, 177. 25198 Lleida. Spain

Introduccion

En los dltimos afios se ha intensificado la
bisqueda de QTL (del inglés Quantitative
Trait Loci) utilizando marcadores molecula-
res. El primer paso consiste generalmente en
realizar un barrido genémico en el que se
detectan dreas del genoma en las que estdn
segregando QTL. A continuacion se realiza
mapeo fino en el que se aumenta la densidad
de marcadores y de genes candidatos en
dichas dreas cromosdmicas y se lleva a cabo
una localizacién mas precisa de los QTL. En
disefios de medios hermanas, que son fre-
cuentes en especies domesticas comerciales
como el vacuno lechero, es posible investigar
el desequilibrio de ligamiento dentro de
familias testando la segregacién dentro de
machos. Normalmente no es posible identifi-
car el gen st hay varios genes candidatos
muy ligados debido a que el fuerte desequi-
librio dentro de familias impide discriminar
entre ellos por la falta de meiosis informati-
vas. En este estudio proponemos detectar el
desequilibrio a nivel poblacional utilizando
el alelo procedente de la madre. Estos alelos
son muestras tomadas al azar de la poblacién
de madres y pueden servir para testar el des-
equilibrio poblacional. Si el gen candidato es
la mutacién causal misma entonces un fuer-
te desequilibrio de ligamiento poblacional se
espera. Los objetivos de este trabajo son des-

arrollar métodos de maxima verosimilitud
para testar el desequilibrio dentro familias y
poblacional y para comparar ambos desequi-
librios. Este método proporciona informa-
cién para comparar genes candidatos respec-
to al desequilibrio de ligamiento dentro de
familias y poblacional en zonas cromosémi-
cas donde se han detectado QTL.

Teoria

Métodos de maxima verosimilitud pue-
den utilizarse para estimar los efectos aso-
ciados a los alelos heredados por via pater-
na y materna. Por simplicidad asumimos
que el cardcter se distribuye normalmente,
la varianza es la misma para todos los geno-
tipos y que el gen es aditivo. También se
asume que e] gen es candidato y dialelico en
el que uno de los alelos esta asociado a pro-
duccién en un estudio previo en el que se
detectaron QTL en esa zona cromosémica.
En la figura 1 se muestra un esquema de las
contribuciones de machos y hembras a la
descendencia asi como las frecuencias
esperadas de cada genotipo y su valor espe-
rado. En el esquema, el primer alelo se
hereda del padre (subindice S) y el segundo
de la madre (subindice D). Los genotipos de

los heterocigotos Ag, ap, ¥ ag, Ap, NO pue-
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den distinguirse sin informacion adicional
que podria obtenerse con marcadores en la
proximidad de dicho locus.

Para la descendencia j de padre i y con
genotipo G,= Aa, la verosimilitud es:

Laj(xij'O‘SA’C‘DA’asa’aDa‘Go:Aa’ Gy =

pij (GozASA aDu\ Gs’fA) Zijl+
Pij (G =ag, ADa| G,.f,) Z
=ty 'y By 7

where

2
ey =

— o 20

2
Z.. (x,‘u, ,O0 )=
e d o271

con W =0, + ap, and Upy=Clg, + Cp,.

Las verosimilitudes de descendencia de
padre i y con genotipo Gj= AA y G = aa
son:

Ala A, a

J "4 Prob
A sa Apa Ya fa
Asa ap, %39

asy Apa Vafa
as, ADa %) fa

Lij(Xij’aSA’aDA’aSa’aDa|G0:AA‘ G) =1z

L (%0 sy Oty Oy G =2, G) = 2

ij ija°

respectivamente. Las medias de estas distri-
buciones normales w.=ag, + g, and

=9
Mj4:(x'Sa + Opy-

La verosimilitud conjunta para toda la
descendencia n de cada uno de los nb
machos es:

ub n

2
L (aSA’aS(I’aDA’aDa’O )=HH L’j
j=1 =1

El testaje del desequilibrio de ligamiento
poblacional versus dentro de familias se
puede llevar a cabo mediante LRT (del
inglés Likelihood Ratio Statistics): LRT~ -
2 In(max L, / max L, ), donde max L, es
la verosimilitud de la hipdtesis nula (og,
=Qp,; O, =0p,) Y max L es la verosimili-
tud del modelo sin restricciones en los para-
metros a estimar (Otg, #0p,; Og, #0p,).
LRT se distribuye como una? con 2nb gra-
dos de libertad.

Valor esperado

Asa + Upa
AsA + Upa
s, + Opa
Asa + Opa

Figura 1. Esquema de las contribuciones de un macho heterocigoto y de las hembras a la
descendencia en familias de medios hermanos. Prob. es la frecuencia del genotipo correspondiente.
Valor esperado es la media de cada genotipo. f= frecuencia del alelo i en la poblacién de hembras.
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Discusion

En este estudio se propone comparar los
desequilibrios poblacional y dentro de
familias para genes candidatos en zonas
cromosomicas donde se han detectado
QTL. Si el test propuesto (LRT) es signifi-
cativo entonces indicaria que los desequili-
brios de ligamiento son diferentes. Lo cual
implicaria que el gen candidato testado es
un marcador pero no la mutacion causal.
Este test podria ser significativo también si
existe imprinting sexual.

De la observacion de las formulas para
escribir la verosimilitud se deduce que si la
frecuencia del gen candidato es 0.5 entonces
el método no puede discriminar entre los
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dos desequibrios. La potencia estadistica se
debe calcular para una variedad de escena-
rios con frecuencias alélicas diferentes.

En la practica se puede incluir marcado-
res moleculares en la proximidad del gen
candidato que se quiere testar con el fin de
identificar el origen paterno o materno de
alelos en los heterocigotos (Ag, ap, v ag,
Apy) y de esta manera incrementar la po-
tencia estadistica del método.
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METODOS DE COMPARACI(:)N DE MODELOS:
UN ESTUDIO DE SIMULACION

L.Varona

Area de Produccié Animal. Centre UdL-IRTA. 25198. Lleida.

Introduccion

En mejora genética animal, la compara-
cién de modelos es una herramienta clave
tanto en los procedimientos de valoracién
de reproductores, como en las técnicas esta-
disticas ligadas a la genética molecular
(deteccion de QTL, estudios de asociaciOn
o andlisis de datos de expresion génica).

La aproximacion clasica al contraste de
hipétesis en modelos jerarquizados se
resuelve mediante el contraste del cociente
de verosimilitudes (LRT). AsintGticamente,
y siempre que la hipdtesis nula sea cierta, -2
In LRT se distribuye como una Chi-cuadra-
do con tantos grados de libertad como dife-
rencia exista entre el nimero de pardmetros
de ambos modelos.

Desde una perspectiva bayesiana, la
comparacion entre modelos se resuelve
mediante el cdlculo de la probabilidad pos-
terior de cada modelo dados los datos
-p(M|y)-. Este procedimiento no tiene nin-
gin requisito de jerarquia entre los modelos
candidatos, y se presenta como un criterio
claro y mesurable.

il MM= p(sM,) p(M,)
() p(siM,) p(M,)
p( Mlb’)

donde es el cociente entre las
pl M,y

probabilidades posteriores de los modelos

candidatos, M es el factor de Bayes
Pl yiM,)
(M)

p(M) es el co-

ciente entre las probabilidades a priori.

entre ambos modelos, y

Por lo tanto, el Factor de Bayes (BF)
puede considerarse el criterio de compara-
cién entre modelos si se asume igual proba-
bilidad a-priori para los dos modelos candi-
datos. Sin embargo, el cdlculo de la proba-
bilidad marginal de los datos p(y|M,),
imprescindible para el Factor de Bayes,
implica la integracién a lo largo de todos los
parametros del modelo:

ploim,) = [ p(¥IM,.6,)p( 6,|M, )6,

Esta integracién no es sencilla en modelos
complejos, y, ademads, es claramente depen-
diente de estas distribuciones a-priori
(SORENSEN 'y GiaNOLA, 2002), que en
muchas ocasiones estan definida de manera
vaga.

Como solucién a este problema se han
presentado miltiples alternativas, tanto ana-
liticas como numéricas. En este trabajo se
pretende comparar algunos de estos proce-
dimientos en el marco de un modelo padre
de componentes de varianza.
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Simulacién

Se han simulado poblaciones consisten-
tes en 10, 30 y 50 machos con 10 hijos con
registros fenotipicos (100, 300 y 500 regis-
tros fenotipicos, respectivamente). Cada
una de estas poblaciones se simulé con
heredabilidades de 0.00, 0.10, 0.20, 0.30,
0.40 y 0.50. Para cada combinacién de
tamafio de poblacién y heredabilidad se
generaron 1000 réplicas. La media y la
varianza poblacional se asumieron conoci-
das y fijadas en 100.

Métodos

Los modelos a comparar fueron, en todos
los casos de simulacién, un modelo con h?=0
— M-y un modelo con h?>0 -M,—. Se han
utilizados los siguientes procedimientos:

1. Contraste de cociente de verosimilitu-
des ~LRT- (PENA, 1995).

L M)
ni(y\h2=0j X

Se han calculado el porcentaje de répli-
cas que superan Jos umbrales al 5y al 1%.

2. Factor de Bayes (Aproximacién para
modelos jerdrquicos) —-HMBF- (GaRrcia-
CORTES et al., 2001;VARONA et al., 2001).

o1 - o)

BF

23]

3. Factor de Bayes (Aproximacién la
media armoénica) —NRBF-, (NEwWTON y
RAFTERY, 1994).

p(5Im,)
POIM,) = 5—
Z p(ylhiz,M2)

donde h2i son muestras obtenidas al azar de
la distribucién posterior p(h2]y, M,)

4. Factor de Bayes Posterior —PBF—
(AITKIN, 1991).

Pl()’|M[)

PBF = : -
[ PO, M,)py (R|y. M,)d6

5. Akaike Information Criterium —AIC—
(AKAIKE, 1973). El modelo con un AIC
inferior es seleccionado.

AlIC, = —2log{ p( y|ﬁ2)} +2

6. Bayesian Information Criterium
-BIC- (Swartz, 1978). Se selecciona el
modelo con un BIC inferior.

BIC, = —2]0g{ p( y{fﬂ)} + log(n)

donde n es el numero de observaciones.

7. Deviance Information Criterium
—DIC- (SPIEGELHALTER et al., 2002).

DIC = D(h)+ p,
donde D(M) es la devianza

(~21og{ p(y11* ) )
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media de las observaciones de la distribu-
cién posterior (h2;) obtenida mediante
MCMC, y

py = D(h?)~ D(R*)

es la diferencia entre la devianza media de
las observaciones de la distribucién poste-
rior y devianza observada en la media pos-
terior de A% Por otra parte, py se puede
entender como el nimero efectivo de para-
metros del modelo.

Resultados y discusion

En los cuadros 1, 2 y 3 se presentan los
resultados de la simulacion. En los casos
donde de simuld una heredabilidad nula, el
LRT produjo una cantidad de falsos positi-
vos similar al error de tipo I asumido, y,
como era esperable, independiente del
tamafio de muestra.

Por el contrario, en Jos procedimientos
asociados con el Factor de Bayes (HMBF y
NRBF), el porcentaje de falsos positivos se

Quadro 1. Parcentaje ée r plicas qe selecciaen el modelo anplejo (h?>0) en el primer
caso de simulacién (n = 100)

h? LRT 5% LRT 1% HMBF NRBF AIC BIC DIC PBF
0.00 4.5 0.9 14.3 14.3 7.8 1.2 13.0 20.3
0.10 7.1 2.3 279 27.8 17.2 4.9 26.7 35.8
0.20 15.4 5.7 45.8 458 32:5 11.3 43.1 53.8
0.30 28.4 14.6 61.4 61.4 45.7 23.1 59.4 69.4
0.40 38.1 21.9 69.6 69.4 55.4 325 67.3 76.4
0.50 48.5 29.6 79:2 793 68.0 41.3 71.2 83.3

Cuadro 2. Porcentaje de réplicas que seleccionan el modelo complejo (h*>0) en el segundo

caso de simulacién (n = 300)

h? LRT 5% LRT 1% HMBF NRBF AIC BIC DIC PBF
0.00 5.4 12 6.9 6.9 6.4 0.8 8.6 19.0
0.10 13:8 3.7 259 25.8 26.8 5.7 34.1 48.1
0.20 38.2 20.7 56.4 56.4 56.3 25.8 61.2 75.0
0.30 594 389 76.8 77.5 71.7 44.5 83.5 92.2
0.40 80.1 62.9 89.6 90.1 89.6 68.5 922 96.4
0.50 91.8 81.0 96.6 96.5 96.5 34.9 97.4 99.4
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Cuadro 3. Porcentaje de réplicas que seleccionan el modelo complejo (h*>0) en el segundo
caso de simulacién (n = 500)

h? LRT 5% LRT 1% HMBF NRBF AIC BIC DIC PBF
0.00 4.8 Ll 4.5 6.1 7.1 0.4 9.0 192
0.10 19.6 8.3 28.1 30.3 344 9.4 40.3 60.4
0.20 544 333 65.9 67.3 71.7 35.7 76.3 874
0.30 79.7 61.4 87.0 88.3 89.8 63.9 92.3 96.7
0.40 94.8 86.3 96.6 96.9 97.5 88.2 98.4 99.2
0.50 98.3 953 99.2 99.2 99.3 96.1 99:5 100.

redujo a medida que el tamafio de poblacion
aumento. Los otros procedimientos aproxi-
mados (AIC, BIC, DIC y PBF) mantuvieron
un porcentaje similar de falsos positivos,
atin cuando se incremento este tamafo. El
BIC se mostré como el procedimiento mas
conservador y el PBF como el més arriesga-
do a la hora de elegir el modelo complejo.

En cuanto a la potencia empirica de los
contrastes, el PBF fue el procedimiento que
selecciono en mayor nimero de ocasiones
el modelo complejo, mientras que el BIC
fue, de nuevo, el mds conservador. EI DIC y
el AIC produjeron resultados simulares a
los estimadores del factor de Bayes (HMBF
y NRBF). Todos los procedimientos con
excepcion del BIC obtuvieron resultados
superiores a los procedimientos basados
directamente en el cociente de verosimilitu-
des (LRT).
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RESUMEN

En el presente trabajo se ha analizado la existencia de polimorfismos en los genes
candidatos de la uteroglobina, de la oviductina y del receptor de la progesterona en dos
lineas divergentes seleccionadas por capacidad uterina en conejo. En el gen de la ute-
roglobina se han detectado 6 posiciones polimérficas en la regién promotora pero no
se observa relacion entre los genotipos de estas variantes polimorficas y la clasifica-
cién de los animales de alta y baja capacidad uterina. En el receptor de la progestero-
na se han detectado 5 posiciones polimérficas y parece haber una cierta relacién entre
algunos de estos genotipos y la clasificacién de los animales en ambas lineas. En la
oviductina se han detectado 11 posiciones polimdrficas determinando 3 de éstas 2
cambios aminoacidicos. Se ha observado un haplotipo mas frecuente en los animales
de la linea alta que en los de la Iinea baja. Los animales analizados son los parentales
que se utilizardn para producir un cruce F2 en el que se analizardn las variantes detec-
tadas en el gen de la oviductina y del receptor de la progesterona para comprobar si
existe alguna asociacion entre dichas variantes y la capacidad uterina.

Introduccién En el Departamento de Ciencia Animal
de la Universidad Politécnica de Valencia se
ha llevado a cabo un experimento de selec-

El conejo es un animal de interés produc-  (ign divergente por capacidad uterina

tivo y particularmente adecuado como
modelo en experimentos de seleccién que no
serfan factibles en otras especies ganaderas.
En la produccién de conejo, al igual que en
porcino, el cardcter tamaiio de camada es
uno de los que tiene mds repercusion pro-
ductiva y econémica.

(ARGENTE et al., 1997). La seleccién por
capacidad uterina ha tenido éxito, la diver-
gencia entre las lineas fue de 2.6 gazapos al
nacimiento (BLASCO er al., 2000). La mayor
respuesta se ha presentado en la linea selec-
cionada para disminuir la capacidad uterina,
2.1 gazapos menos al nacimiento que la
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poblacién control; el menor tamaifio de
camada en esta linea se debe esencialmente
a un aumento de la mortalidad embrionaria
hasta el momento de la implantacion
(SANTACREU et al. 2000). MOCE et al.
(2004) encuentran que la mayor parte de la
mortalidad pre-implantacién se produce
antes de las 72 horas de la gestacién, cuan-
do los embriones todavia se encuentran en
el oviducto. La mitad de la respuesta esti-
mada en capacidad uterina se produjo en las
dos primeras generaciones de seleccidn.
ARGENTE et al. (2003) han encontrado evi-
dencias de la existencia de un QTL con un
efecto importante sobre la capacidad uteri-
na y el nimero de embriones implantados
en la generacion base.

El presente trabajo de investigacion se
enmarca en el proyecto AGL2001-3068-
C03 que pretende la identificacién del gen
mayor responsable de las diferencias en
supervivencia embrionaria observadas en
las lineas indicadas anteriormente. Se van a
estudiar tres genes candidatos: uteroglobi-
na, receptor de la progesterona y oviducti-
na. La uteroglobina es el principal compo-
nente proteico (40-60%) de la secrecion
uterina durante la implantaciéon y estd
implicada en el transporte de progesterona,
en la proteccién del blastocito contra la res-
puesta inmunitaria materna y tiene una acti-
vidad anti-inflamatoria (BEIER, 2000;
GUTIERREZ-SAGAL et al., 1993). El gen del
receptor de la progesterona estd relacionado
con la liberacién del ovocito maduro, la
implantacién del embridn, el mantenimien-
to de la gestacién y el crecimiento uterino
(GUTIERREZ-SAGAL et al., 1993). Ademds,
induce la expresién y la liberacion de la ute-
roglobina. El gen de la oviductina en cone-
jo se expresa especificamente en el oviduc-
to y en el cérvix (HENDRICK et al., 2001) y
estd implicado en la fecundacion, en el de-
sarrollo embrionario temprano y en la pro-
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teccién del epitelio oviductal (Bunt er al.,
2002).

Material y métodos

Los animales proceden de un experimen-
to de seleccion por capacidad uterina des-
crito por ARGENTE et al. (1997). La selec-
cibn se llevo a cabo durante diez generacio-
nes y posteriormente se relajo hasta la gene-
racién 17. Se han utilizado un total de 21
animales de la generacién 17: 6 hembras y
2 machos de la linea seleccionada por alta
capacidad uterina (CU+) y 11 hembras y 2
machos de la linea seleccionada para dismi-
nuir la capacidad uterina (CU-). Estos ani-
males son los parentales de los cruces para
producir una F2, en la que se analizaran los
posibles genes candidatos que regulan la
capacidad uterina.

El andlisis de los diferentes genes se
realizé partiendo de ADN gendmico extra-
ido de muestras de 100 mg de oreja y/o de
ARN total extraido de muestras de 100 mg
de tejido oviductal. Se disefiaron cebado-
res a partir de las secuencias publicadas de
conejo en el GenBank de cada uno de los
genes candidatos (receptor de progestero-
na: X06623 y MI14547; uteroglobina:
X01423; oviductina: AF347052). Se
amplificaron por PCR y/o RT-PCR exten-
sas regiones de los 3 genes. Los productos
amplificados fueron purificados y poste-
riormente secuenciados con el kit Big Dye
® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing en el
secuenciador antomdtico ABI PRISM 3100
Avant (Applied Biosystems). Las secuen-
cias fueron ensambladas y alineadas
mediante el programa SeqScapeTM (A-
pplied Biosystems) para la deteccion de
polimorfismos.
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Resultados y discusion

Uteroglobina

Se ha amplificado mediante PCR un frag-
mento del gen de 3703 pb del que se ha
obtenido una secuencia de 485 pb de la
regién promotora, de todos los exones (E1,
E2 y E3), parcialmente de los intrones y de
145 pb de la region 3’ flanqueante. En el
anélisis de todos los animales parentales se
han detectado un total de 30 posiciones poli-
mérficas con respecto a la secuencia publi-
cada en el GenBank (X01423) que consisten
mayoritariamente en substituciones nucleo-
tidicas, aunque también existen inserciones
y deleciones de 1 ¢ 3 nucleétidos. Once de
estas variantes estdn localizadas en el pro-
motor, una en el intrén 1, dos en el exén 2,
quince en el intrén 2 y una en la regién 3’
flanqueante. Sin embargo, sélo seis de estas
posiciones son polimérficas entre los anima-
les analizados y se localizan en la regién
promotora del gen. Estos polimorfismos se
han encontrado s6lo en 4 de los 21 animales
parentales y no estdn asociados a ninguna de
las dos lineas estudiadas.

Receptor de progesterona

Se han amplificado por PCR 2 fragmen-
tos solapados del gen de 700 y 1759 pb y
mediante RT-PCR un fragmento del ARNm
de 1245 pb. Se ha obtenido la secuencia de
447 pb del promotor, 698 pb de la regién 5’
UTR, toda la regién codificante (excepto
parte del exén 1) y 58 pb de la regién 3’
UTR. El promotor y la regién 5 UTR han
sido secuenciados en todos los animales
parentales, la regién codificante y la regién
5 UTR so6lo han sido secuenciadas en las
hembras parentales. Solamente se han
encontrado 5 posiciones polimérficas entre

los animales analizados, una en el promo-
tor, tres en la region 5’UTR del exén | y
una en la regién codificante del exén 7
(substitucion silenciosa). En los machos
CU+ se ha observado un haplotipo diferen-
te al de los machos CU-, sin embargo, en las
hembras esta asociacion no es tan evidente.

Oviductina

Se ha amplificado mediante RT-PCR un
fragmento del ARNm de 1528 pb del que se
ha obtenido una secuencia de 1372 pb de la
region codificante y 31 pb de la regién 3’
UTR en las hembras parentales. Se han
amplificado mediante PCR dos fragmentos
solapados del gen de unas 6 y 8 kb en los
machos parentales. Estos 2 fragmentos han
sido parcialmente secuenciados.

Se han encontrado |1 posiciones poli-
morficas entre los animales analizados. Una
posicion estd localizada en la regién 3’UTR
del ex6n 11. Las otras 10 posiciones restan-
tes estdn localizadas en la regidn codifican-
te; dos en el exén 3, dos en el exdn 6, una
en el ex6n 8 y cinco en la regién codifican-
te del ex6n 1 1. Tres de estas cinco variantes
localizadas en el exén 11 implican un cam-
bio aminoacidico, mientras que el resto de
las variantes detectadas son silenciosas. Se
ha observado un haplotipo de estas tres
variantes mas frecuente en los animales de
la linea CU+ (frecuencia del haplotipo p =
0.88) que en los de la linea CU- (p = 0.35).
Los resultados previos muestran que la
mayor parte de la diferencia en tamafo de
camada entre las lineas CU+ y CU-, se debe
a una diferente tasa de supervivencia hasta
las 72 horas de gestaciéon (Mocé et al.,
2004). L.a expresién de este gen en oviduc-
to, lugar en el que se localiza el embrién a
las 72 horas de la gestacién, refuerza el
interés de estos polimorfismos.
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Las variantes encontradas en los genes
del receptor de progesterona y de la oviduc-
tina serdn analizadas en las hembras F2
para poder realizar estudios de asociacién
con pardmetros reproductivos.
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Introduccion

En produccién de carne de conejo, la efi-
cacia de la produccién y el rendimiento
econémico de las explotaciones depende en
gran parte del éxito reproductivo, el cual
estd condicionado a la fertilidad y al tama-
fio de camada. La fertilidad puede ser con-
siderada un cardcter de la hembra, del
macho o de ambos. Depende de un gran
nimero de factores ambientales y genéti-
cos. En otras especies, diversos autores han
mostrado que existe poca, casi nula, varia-
cién genética en la fertilidad (en vacuno:
JaNSEN, 1986; SELLER and RON, 1992;
BOICHARD y MANFREDI, 1994; WEIGEL y
REkAYA, 2000; en porcino: VARONA y
NOGUERA, 2001) pero en conejo, la infor-
macién publicada en la literatura acerca de
los componentes de varianza de este cardc-
ter es muy limitada. Unicamente existen
tres trabajos referentes a la repetibilidad
(BLasco et al., 1979) y heredabilidad
(KHALIL and SoLiMaN, 1989; MouURA et al.,
2001) de la fertilidad de la hembra medida
como nimero de presentaciones al macho y
ninguno en relaciéon con la fertilidad del
macho. Hasta el momento, los esfuerzos de
la seleccidn se han centrado en el tamafio de
camada y dnicamente se practica una selec-

cién de baja intensidad con respecto a este
cardcter eliminando individuos estériles.

La fertilidad del macho podria tener inte-
rés econdmico ya que un macho puede
influir en el éxito a la cubricién de un gran
ndmero de hembras, especialmente cuando
se practica inseminacion artificial. Podria
ser mejorada por seleccién directa o indi-
recta a través de alguno de sus componentes
como son los pardmetros que definen la
calidad seminal. Desde el punto de vista de
la mejora genética, el conocimiento de los
componentes de varianza de la fertilidad del
macho y de la hembra y de su relacién
genética es gran importancia para evaluar
futuras estrategias de seleccion.

La fertilidad puede ser estudiada como
un cardcter continuo (tasa de gestacién,
numero de presentaciones al macho) o un
cardcter discreto de expresién binaria (éxito
o fracaso en la cubricién o al parto). El
modelo umbral postula que la respuesta
binaria estd relacionada con una variable
subyacente normal y con un umbral fijo que
divide la escala continua en dos intervalos
que delimitan las dos categorias de respues-
ta (WRIGHT, 1934). Asi, si la variable sub-
yacente excede el umbral la observacion
pertenecerd a la segunda clase. Los procedi-
mientos desarrollados por SORENSEN y col.
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(1995) y MORENO y col. (1997) basados en
métodos de Monte Carlo permiten el andli-
sis de caracteres categdricos bajo este
modelo. VARONA y col. (1999) desarrolla-
ron modelos que permiten incluir en el ané-
lisis caracteres continuos correlacionados.

El objetivo de este trabajo fue estimar los
componentes de varianza de la fertilidad del
macho y de la hembra definida como éxito
o fracaso en la cubricién, asi como la rela-
cion genética entre ambos, en dos poblacio-
nes de conejo de diferente potencial repro-
ductivo.

Material y métodos

Los animales pertenecen a las lineas C y
P, seleccionadas por velocidad de creci-
miento y tamafio de camada al destete res-
pectivamente (RAFEL y col, 1998). Se
encontraban alojados en las dos granjas del
Institut de Recerca i Tecnologia Agro-
alimentaries, en las que se sigue un mismo
sistema de produccién. Las hembras
seguian un ritmo reproductivo semi-intensi-
vo: primera cubricién a los 4 meses y medio
de vida y, ciclos reproductivos de 42 dias.
Los machos comenzaban su etapa repro-
ductiva a los 6 meses de edad. Las cubricio-
nes se realizaban mediante monta natural.
El diagnostico de gestacion se realizaba por
palpacién abdominal 14 dias después de la
cubricién. El valor asignado a la fertilidad
era | sila coneja estaba gestante y O en caso
contrario. Se dispuso de 20.793 datos
(16.740 palpaciones positivas, 80.5%) en la
linea C desde 1.983 hasta 2.003 y de 17.548
datos (15.134 palpaciones positivas, 86.2%)
en la linea P desde 1.993 hasta 2.003. Los
datos correspondian a 5.388 y 3.848 hem-
bras y 1.021 y 685 machos de las lineas C y
P respectivamente. El pedigri incluia 6.409
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y 4.533 individuos de las lineas C y P res-
pectivamente. Los datos fueron analizados
separadamente para cada una de las lineas.

El modelo asumido para la variable sub-
yacente (/) era:

[=XB+Zu, = Zzuf+ Zip, + Z4pf+ e

Donde B es el vector de efectos sistema-
ticos, u,, y u, son los vectores de efectos
genéticos aditivos de macho y de hembra
respectivamente, p, y pyson los vectores de
efectos ambientales permanentes de macho
y de hembra, e es el vector de residuos ale-
atorios y X, ZJ, Z,, Zyy Z, son matrices de
incidencia que relacionan la variable subya-
cente con los efectos sistemdticos, genéti-
cos y ambientales de tipo permanente. Los
efectos sistemdticos incluidos en el modelo
fueron: 1) el estado fisiolégico de la hembra
(phs), con tres niveles: | para hembras nuli-
paras, 2 para hembras multiparas lactantes
en el momento de la cubricién y 3 para
hembras multiparas no lactantes el dia de
cubricion, ii) el ano-estacion.(ys), definido
en intervalos de 6 meses (desde abril a sep-
tiembre y desde octubre a Marzo) entre
noviembre de 1983 a junio 2003 en la linea
C y entre julio 1992 y noviembre de 2003
en la linea P.

Dados B, u,, Up Dy Y Py los el'ementos
del vector / son condicionalmente indepen-
dientes y se distribuyen como:

l\ﬂ,um,l.tf,pm,pf,oi ~N((XB + Zu, +
Zyus+ Zyp,, + Z,p, 107)

siendo re2 la varianza residual (fijada a 1).

Las observaciones (éxito o fracaso a la
cubricién) son condicionalmente indepen-
dientes dados B, u,,, Up P, ¥ Py - Por tanto,
la distribucién condicional de los datos
dados los parametros se puede escribir,
siguiendo a SORENSEN y col., (1995), como:
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P O1Btntyp,Pph @) =11 {100, > 0)
Iy, = D+1(L <0)(y, = 0))

donde y={y,} (i=1,2,...,n) denota el vector
de observaciones y I (y, = j)es una funcién
indicadora que toma el valor de 1 si la res-
puesta pertenece a la categoria j y 0 en caso
contrario.

Se adopt6 la metodologia bayesiana para
Ja inferencia. La distribucién posterior con-
junta de todos los pardmetros fue:

P(B st P b Gly)

p(l G)p(G)
p(p,lo2)p(a2)p(p] oPp(adx
pILUL, > O)1(y, = D+I(L,< 0)
10,=0)

con las siguientes distribuciones a priori de
los pardmetros: p(B)~U(-5,5), p(u,,u.|G)~
MOARG), p(p,| 02)~N(©, 162, plp, o2}
N(O, 10;), donde A es la matriz de relacio-
nes de parentesco, G es la matriz de com-
ponents de (co)varianza y 02y o} son las
varianzas de efectos ambientales permanen-
tes de macho y de hembra respectivamente.
Las distribuciones a priori utilizadas en el
andlisis para G, 02 y 02 fueron propias y
poco informativas: p(G)~lW(Sg,5),p(Of")~
X°(5,05), P(OD)~x? (s,,5), con

0.1. 0
0 0.1]

B.u,.upp,. PP,

$,,=0.1, sp:O.l y Sg:[

Las distribuciones condicionales de cada
uno de los pardmetros del modelo necesa-
rias para la implementacién del algoritmo
de muestreo de Gibbs, utilizado para apro-
ximar las distribuciones marginales poste-
riores de las variables de interés, han sido
derivadas para el modelo usado aqui por
SORENSEN y col., (1995). Para cada uno de
los andlisis se obtuvieron dos cadenas de
2.000.000 de iteraciones. Las primeras

250.000 iteraciones de cada una de ellas
fueron desechadas, y 1 de cada 5 muestras
de los pardmetros de interés fueron guarda-
das. La varianza de muestreo de las cadenas
fue obtenido calculando el error de Monte
Carlo (GEYER, 1992). El tamaiio efectivo de
la muestra fue estimado mediante el algorit-
mo de GEYER (1992). Se aplicé el test de
GeiMaN and RuBIN’s (1992) para el diag-
néstico de convergencia. Los estadisticos de
las distribuciones marginales posteriores se
calcularon directamente de las muestras
guardadas.

Resultados y discusion

El cuadro | muestra estadisticos descrip-
tivos de las distribuciones marginales poste-
riores de la heredabilidad de la fertilidad de
macho y de hembra, porcentaje de efectos
ambientales permanentes asociados al
macho y a la hembra, y correlacién genéti-
ca entre la fertilidad del macho y de la hem-
bra. El test de GELMAN and RUBIN (1992)
indicé convergencia para todos los pardme-
tros ya que el factor de escala calculado
(“shrink factor™) fue siempre cercano a I.
Como se esperaba, los valores més altos de
la correlacién entre muestras y el menor
valor del tamafio efectivo correspondieron a
la correlacién genética entre la fertilidad del
macho y de la hembra y a la heredabilidad
de la fertilidad del macho en ambas lineas,
pero el error de Monte Carlo fue siempre
pequeno (menor del 2% de la media poste-
rior). Asi, las estimas pueden considerarse
suficientemente precisas.

La heredabilidad de la fertilidad del
macho y el porcentaje de variacién ambien-
tal asociado a éste fueron practicamente
nulos en ambas lineas siendo la repetibili-
dad de ese cardcter 4,4% en la linea C y
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Cuadro 1. Estadisticos descriptivos de las distribuciones marginales posteriores de la
heredabilidad de la fertilidad de macho y de hembra (h,zn,hz',), porcentaje de variacion

ambiental debida al macho o a la hembra (p,.p) y correlacion genética entre la fertilidad
del macho y de la hembra (r, ).

line PM' PSD! 5% 50%' 95%' MCse' Lag-1' ESS' VR
C K2 0013 0006 0004 0013 0024 000012 0995 11725 1.08
K2 0056 0013 0035 0056 0080 0.00024 0.987 17445 1.0l
r, 0733 0197 0359 0766 0993 0.00379 0.996 136.50 1.00
p, 0031 0007 0019 0031 0043 000012 0.979 20845 101
p, 0128 0018 0099 028 058 000025 0.955 69596  1.00
P 20010 0008 0001 0009 0025 0.00016 0.995 16588  1.03
K2 0062 0.018 0035 0061 0093 000029 0.983 106590 100
r. 0434 0381  -0260 0478 0.962 000771 0.997 20892  1.05
p, 0053 0010 0036 0053 0069 000015 0959 390.63 1.00
pp 0231 0024 0191 0231 0271 0.00028 0.928 2937.45 101

'"PM: media posterior; PSD: desviacién tipica posterior; 5%, 50%, 95%: percentiles al 5, 50 y 95%,
MCse: error de Monte Carlo de la media, Lag-1: correlacién entre dos muestras sucesivas; ESS:
tamaiio efectivo de la muestra, VR: Shrink factor.

6.3% en la linea P. Este resultado indica que
la mayor parte de la variacion fenotipica de
este caracter puede ser explicada por fuen-
tes de variacién no relacionadas con el
macho. La heredabilidad de la fertilidad de
la hembra fue baja en ambas lineas (alrede-
dor del 5%) y el porcentaje de variacidn
ambiental debido a la hembra 13 y 23%,
siendo Ja repetibilidad de la fertilidad de la
hembra 18.4% y 29.3% in las lineas C y P
respectivamente. Estos resultados indican
que existe variacion genética para la fertili-
dad de la hembra y por tanto, seria posible
mejorar el comportamiento reproductivo
incluyendo dicho cardcter en un programa
de seleccion aunque la respuesta obtenida
seria probablemente muy baja. La media
posterior de la correlacion genética entre la
fertilidad del macho y de la hembra fue alta
y positiva en la linea C (0.73 siendo la pro-

babilidad de un valor positivo de la densi-
dad marginal posterior 0.999) indicando
que el control genético de la fertilidad
podria ser parcialmente el mismo para
machos y hembras. En la linea P, la desvia-
cién tipica posterior fue mayor posiblemen-
te debido a la menor cantidad de datos,
siendo la probabilidad de un valor positivo
0.87. Las estimas de la heredabilidad con-
cuerdan con los valores encontrados por
VARONA y NOGUERA (2001) en cerdos para
el cardcter fertilidad también definido como
éxito o fracaso a la cubricién (k2 =0.028 and
h}:0.038) o WELLER y Ron (1992),
BOICHARD y MANFRED! (1994) y WEIGEL y
REkAYA (2000) en vacuno de leche, cuyas
estimas de la heredabilidad de la fertilidad
de la hembra definida como tasa de no-
retornos a los 56 dias tras la inseminacion
artificial varian entre 22% y 3,5%. Sin
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embargo, las estimas encontradas en la lite-
ratura de la correlacién genética entre la fer-
tilidad del macho y de la hembra en porcino
y vacuno de leche fueron pequefias o mode-
radas y negativas. En conejo, BLASCO y col.
(1979) estimaron la repetibilidad del carac-
ter nimero de servicios del macho por
cubricién fértil obteniendo un valor nulo.
KHALIL y SoLiMaN (1989) y MoOURA y col.
(2001) estimaron la heredabilidad del inter-
valo entre partos y del nimero de servi-
cios/parto y también encuentran valores
Cercanos a cero.

El cuadro 2 muestra estadisticos des-
criptivos de las distribuciones marginales

posteriores de las diferencias entre niveles
del efecto del estado fisioldgico de la hem-
bra en la escala subyacente. En la linea C,
la fertilidad fue mayor para hembras multi-
paras no lactantes en ¢l momento de la
cubriciéon y para hembras nuliparas con
respecto a hembras multiparas lactantes.
Estos resultados sugieren que la lactacién
posee un efecto negativo sobre la fertilidad,
como ya habia sido descrito previamente
por FORTUN-LAMOTHE y BOLET (1995). En
la linea P, no se encontraron diferencias
entre niveles del efecto estado fisiologico
de la hembra.

Cuadro 2. Estadisticos descriptivos de las distribuciones marginales posteriores de las
diferencias entre niveles del efecto del estado fisiolégico de la hembra

Jine PM! PSD! P>0
C phs1-phs3 -0.075 0.054 0.08
phs2-phs3 -0.202 0.053 0.00
phs2-phs! -0.127 0.027 0.00
P phs-phs3 -0.068 0.090 0.23
phs2-phs3 -0.068 0.090 0.22
phs2-phsl 0.000 0.036 0.50

'PM: media posterior; PSD: desviacidn tipica posterior; P>0: probabilidad de una diferencia positiva.

Conclusiones

Este estudio demuestra la existencia en
conejos de variacién genética y ambiental
para la fertilidad de la hembra, definida
como éxito o fracaso a la cubricién, pero
practicamente despreciable para la fertili-
dad del macho. La correlacién genética
entre ambos caracteres fue alta y positiva lo
que sugiere que su control genético podria
ser parcialmente el mismo, aunque este
resultado deberia ser confirmado. Por tanto,

el comportamiento reproductivo podria ser
mejorado incluyendo el cardcter fertilidad
de la hembra en un programa de seleccién
aunque, dado el bajo valor de la heredabili-
dad, la eficacia a la seleccién seria pequefia.
Una alternativa podria ser la seleccién indi-
recta por otros caracteres correlacionados,
como los caracteres de calidad seminal,
pero seria necesario conocer su heredabili-
dad y correlacidon genética con la fertilidad
para evaluar las posibles estrategias de
seleccion.
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Introduccion

La rentabilidad de una vaca viene deter-
minada por una combinacién de su produc-
tividad y funcionalidad. La seleccién hacia
animales genéticamente mds productores ha
dado lugar a un alto nivel productivo, pero a
su vez ha generado problemas de funciona-
lidad (HANSEN, 2000) y mayores costes por
problemas digestivos, reproductivos y sani-
tarios, sobre todo por mamitis. La mejora de
la rentabilidad debe ir enfocada hacia una
mejora de la funcionalidad. Actualmente, en
Espafia y otros paises se evalia genélica-
mente la funcionalidad a través de la longe-
vidad y los caracteres de tipo. La longevidad
es un cardcter complejo que combina la
habilidad reproductiva, la salud de la ubre y
los problemas de locomocién (MULDER y
Jansen, 2001). Una seleccion eficaz por
rentabilidad deberfa tener en cuenta cada
uno de estos factores por separado y cuanti-
ficar su importancia.

Los problemas de salud de la ubre, mani-
festados como mamitis clinicas o subclini-
cas, son la segunda causa de desecho tras Ia
baja produccién (BASCOM y YOUNG, 1998)
y generan unos gastos que pueden suponer
alrededor del 30% de los costes sanitarios
(FOURINCHON et al., 2001). Dos fuentes de
costes son obvias para el ganadero: la pena-
lizacién en el pago de la leche y los costes
asociados de veterinario, tratamientos,

mano de obra extra, etc. Pero hay otro coste
enmascarado debido a la reduccién de pro-
duccidn asociada a un alto recuento celular
(HORTET ef al., 1999). El objetivo de este
trabajo es cuantificar los costes originados
por Ja mamitis y determinar su repercusion
en la rentabilidad individual.

Material y métodos

Se realizé una encuesta a los ganaderos
del entorno de ABEREKIN, S.A. para
determinar los costes de penalizacion y aso-
ciados en funcién del recuento celular. Los
resultados medios obtenidos de las encues-
tas se presentan en el cuadro L. Se ha consi-
derado que se producen costes de mamitis
lnicamente en recuentos superiores a
400.000 células por mililitro. La reduccion
de la produccién de leche en funcién del
recuento celular se ha estimado a partir de
los datos del control lechero del Pais Vasco
y Navarra.

Funciones de costes

Con datos de 1.005.792 controles de lac-
taciones con fecha de parto entre 1990 y
2001, y los datos de la encuesta, se determi-
naron las funciones de costes asociados
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Cuadro 1. Costes asociados y penalizaciéon media en pago de la leche por control en
funcién del recuento celular

RCS RCST Costes asociados Penalizacién pago
(cél./ml.) (€ /control) (€ / litro)
< 400.000 <5 - -
400.000 - 500.000 5-5.32 1.09 0.0180
500.000 - 600.000 5.32-5.58 1.37 0.0240
> 600.000 >5.58 1.37 0.0361
RCST: Recuento celular transformado RCST = log, (J"CS, )

100.00

(ASOC) y costes por penalizacién en el
pago de la leche (PEN) por control median-
te regresion multiple no lineal con el proce-
dimiento GLM del paquete estadistico SAS
(SAS, 1998):

ASOC (€/control) = -0.138857 - 0.775 x
RCST + 0.1251 x RCST? + 0.7142 x
RCST!7?-0.08098 x 28CST

PEN (€/control) = (-0.00056 - 0.0229 x
RCST + 0.003492 x RCST?+ 0.02172 x
RCST'”?-0.0002041 x 2REST) x litros

Para estimar la relacidn entre produccién
de leche por control y el recuento celular se
analizaron 410.820 controles, correspon-
dientes a las tres primeras lactaciones ,
mediante el procedimjento MIXED de SAS
(SAS, 1998). El modelo utilizado fue
AR(l), que tenia en cuenta los siguientes
factores: el grupo rebafio-fecha de control,
el recuento celular transformado, el nimero
de lactacidn, el afio-estacion de parto y los
dias en lactacion. La relacién entre la pro-
duccién por control y el recuento obtenida
fue: Produccion (litros/control) = 1941 -
0.3067 x RCST. Por tanto, los costes debi-
dos a la reduccién de produccion
(RED_PROD) se han considerado como:

(RED_PROD) (€/control) = 0.3067 x RCST
X Precio de leche

Calculo de los costes de mamitis

Se han calculado los costes de mamitis
por lactacién para un total de 58.402 vacas,
y se han incluido en el cdlculo de la renta-
bilidad individual expresada por vaca y afio.
Los costes en cada lactacion se han obteni-
do de dos formas. Una, considerando el
recuento control a control. Otra, conside-
rando el recuento medio por lactacién.

a) Control a control: Se procedié de la
misma forma que en el cdlculo de la pro-
duccién de leche por el método Fleischmann
para obtener cada uno de los tres costes
generados por la mamitis. Se sumé el coste
medio entre dos controles multiplicado por
el periodo transcurrido entre esos dos con-
troles, a excepcion del primer tramo (parto —
primer control) y el Gitimo (Gltimo control —
secado), en los que se multiplicé el periodo
por el coste del control correspondiente,
como se muestra a continuacién:

Costes= coste, X (fecha, - fecha parto) +

u-! (coste, + coste, )

5 X (fecha, - fecha, ;) +
i=2

coste, X (fecha - fecha,)

secado

b) Recuento medio por lactacion: Se cal-
culd el recuento medio por lactacién como
media aritmética de los controles registra-
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dos de cada lactacién de una vaca. y a par-
tir de este valor, se obtuvieron cada uno de
los tres costes (reduccidén de produccidn,
penalizacion y asociados). Los costes por
lactacidn se han calculado como:

Costes = Produccion x leche +
(Penalizacion + Asociados) x dlac

donde: leche = kg leche totales en esa lacta-
¢ioén; dlac = dias en lactacion.

Calculo de la rentabilidad

La rentabilidad por vaca y afo se ha
obtenido como diferencia entre ingresos y
costes con el mismo procedimiento que
PEREZ-CABAL y ALENDA (2003), afiadiendo
los costes por mamitis. LLos costes debidos a
la reduccion de la produccion y a la penali-
zacién se han considerado como ingresos
no recibidos:

Ingresos = Venta leche + Venta terneros +
Venta desecho - PEN -RED_PROD

Costes = Costes vaca + Costes recria +
ASOC

Resultados

El cuadro 2 resume los costes de mami-
tis calculados con el dato de recuento con-
trol a control y como media lactacional, y
las correlaciones entre los dos métodos
para la poblacién estudiada. Como puede
observarse, al utilizar el recuento medio
por lactacion los costes de mamitis se
infravaloran en un 34% respecto a los
obtenidos control a control. Las correla-
ciones entre ambos métodos de calculo son
de 0.82. En el cuadro 2 se presentan tam-
bién los valores medios de costes de

Costes de mamitis en vacuno de leche

mamitis y rentabilidad por vaca y ano. Al
calcular los costes de mamitis con el
recuento medio por lactacion se obtuvo un
43% mds de rentabilidad (167 €/ vaca y
ano) que al tener en cuenta cada uno de los
controles individuales (117 €/ vaca y afio)
y una correlacion de 0.96. Estos resultados
son similares a los obtenidos en otros estu-
dios, aunque hay que tener en cuenta que
los precios y el sistema de pago de la leche
puede variar de un pafs a otro. En Estados
Unidos se estimaron los costes anuales
entre 90 y 250 $ por vaca (ScHutz, 1994;
ZHANG et al., 1994), mientras que en
Canadd se valoraron entre 140 y 300 $
canadienses por vaca y afio.

Teniendo en cuenta tinicamente los ani-
males afectados por mamitis, se observd
una primera diferencia (cuadro 3), ya que
control a control hubo un 24% de las vacas
que no present6é ningin control superior a
las 400.000 células por mililitro en su vida
productiva, mientras que con el recuento
medio por lactacion resulté ser el 78%.
Esto se debe a que el recuento medio dilu-
ye la incidencia puntual de mamitis en un
animal y enmascara los costes que real-
mente se han generado. Sin embargo, al
contrario de lo que ocurre con la poblacién
completa, los costes se sobreestiman utili-
zando el recuento medio por lactacién, ya
que se estaria suponiendo que el animal ha
presentado un recuento transformado
constante superior a 5 a lo largo de toda la
lactacion. Las correlaciones se mantuvie-
ron similares, alrededor de 0.82. Como
consecuencia de los altos costes de mami-
tis, que se sobreestiman con el recuento
medio por lactacién (447 €), la rentabili-
dad se reduce un 64% respecto a la obteni-
da control a control (-154 € frente a 99
€/vaca y aflo, respectivamente).

Por tanto, los costes de mamitis deberi-
an calcularse control a control. Asi, por
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Cuadro 2. Costes medios de penalizaciéon (PEN), reduccién de la produccién
(RED_PROD), asociados (ASOC) y totales de mamitis, por dia de lactacién y por afio.
calculados control a control o con el recuento medio por lactacién, y la correlacion entre
los dos métodos, de toda la poblacién estudiada

Costes Control a control Recuento medio Correlacion

n= 58.402 vacas por lactacién

€/ vaca y dia lactacidn
PEN 0.06 +0.08 0.04 +0.10 0.82
RED_PROD 0.06 £0.06 0.04 +0.09 0.81
ASOC 0.37 £0.40 0.23 +0.52 0.82
Total mamitis 0.47 £0.53 0.31 =0.70 0.82

€/ vaca y afio
Mamitis 147.99 + 170.34 97.85 £ 225.32 0.81
Rentabilidad 116.74 + 462.63 166.88 + 489.65 0.96

Cuadro 3. Costes medios de penalizacién (PEN), reduccion de la produccion
(RED_PROD), asociados (ASOC) y totales de mamitis, por dia de lactacién y por afio,
calculados control a control o con el recuento medio por lactacién, y la correlacién entre
los dos métodos, de las vacas infectadas

Costes Control a control Recuento medio por lactacién Correlacion
n =44.149 vacas n = 12.784 vacas

€/ vaca y dia lactacién
PEN 0.08 £0.08 0.20 £0.12 0.83
RED_PROD 0.08 +0.06 0.18 £0.10 0.81
ASOC 0.46 £0.40 1.05 +0.62 0.83
Total mamitis 0.62 £0.53 1.42 +0.83 0.83

€/ vaca y afio
Mamitis 195.76 = 170.39 447.03 £ 275.41 0.84
Rentabilidad 99.19 + 456.32 -154.17 + 506.55 0.96

ejemplo, una vaca infectada en tercera lac-
tacién habré tenido 40 € de penalizacion,
216 € de costes asociados y una reduccién
de produccién de 159 kg. de leche en esa
lactacion (figura 1). Ademds, se observa
que son las vacas de primera lactacion las
que tuvieron menores costes de mamitis y
estos fueron aumentando con la vida pro-

ductiva del animal, pues la penalizacién en
el pago de la leche no varfa sustancialmen-
te con las lactaciones, mientras que a
mayor nimero de lactacién, mayores son
los costes asociados y la reduccién de pro-
duccién (debido a que la produccidn
aumenta con el nimero de lactacién).
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Figura |. Costes medios por lactacion debidos a penalizacién en el pago de la leche (PEN) y costes
asociados (ASOC), y disminucién de produccién (RED_PROD) en funcién del nimero de lactacion,
obtenidos con el recuento control a control.

Conclusiones

El célculo de los costes de mamitis utili-
zando la informacién de cada control, dis-
ponible en el control lechero, permite deter-
minar de forma mas precisa los costes debi-
dos a problemas de la salud de la ubre. Este
método presenta dos ventajas frente al uso
del recuento medio por lactacién: al conta-
bilizar cada infeccion puntual no se enmas-
caran costes y tampoco se generaliza un
recuento alto a toda una lactacién.
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RESUMEN

Este trabajo resume algunos de los principales avances metodoldgicos de la era
QTL y de los desafios que esperan. La metodologia del modelo mixto es, y seguird
siendo, una herramienta clave en el andlisis genético de los caracteres cuantitativos.
‘Sélo’” debemos irle afiadiendo piezas para adecuarlo a las necesidades de cada situa-
cién, lo que no quiere decir que sea una tarea ficil. En estos momentos, ya dispone-
mos de una teoria bastante general para el andlisis de QTL, aunque echamos de menos
un analisis mds detallado de las posibles epistasias en el genoma o métodos especifi-
cos para caracteres longitudinales o de supervivencia. Tampoco parece haber un con-
senso generalizado sobre qué criterio emplear para fijar los umbrales de significacion.
Uno de los temas mds candentes en estos momentos es el de localizar una mutacion lo
més precisamente posible, debemos encontrar formas robustas de incorporar el des-
equilibrio de ligamiento. Desde un punto de vista experimental, son las razas sintéti-
cas las mds adecuadas para llevar a cabo un experimento de cartografia fina. Por ulti-
mo, 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 cldsico en Genética
Cuantitativa Animal consta de tres herra-
mientas principales: el modelo mixto, el
modelo genético infinitesimal y el mende-
lismo. Las clasicas ecuaciones del modelo
mixto son validas sélo si aceptamos todos
estos ingredientes. Bajo el modelo inifinite-

1. Correspondencia a esta direccion.

simal y aceptando las reglas mendelianas de
transmisién hereditaria, la dnica informa-
cién relevante para calcular las probabilida-
des 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 utilizaramos todo el pedigri
real desde el origen de una especie o de una
raza, posiblemente la consanguinidad de



250

todos los individuos serfa 1. Cuando el
objetivo es identificar las causas tltimas de
la variabilidad genética para caracteres
cuantitativos, es evidente que el modelo
infinitesimal no nos sirve, ya que implica
que la probabilidad de 1BD entre dos indi-
viduos 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 mds
alla e identificar los llamados QTL. En con-
traste con el modelo genético infinitesimal,
el modelo mixto es, y seguird siendo con
toda probabilidad, una herramienta funda-
mental en el andlisis genético de los carac-
teres ‘complejos’. Por tanto, debemos adap-
tar el modelo mixto a las peculiaridades del
andlisis de caracteres cuantitativos median-
te marcadores (QTL).

Durante el microsatélite (QTL)

Insistamos una vez mds en que un QTL
es s6lo una asociacion estadistica entre una
regidn del genoma y un cardcter. Ir desde un
QTL al gen en si mismo es una tarea extre-
medamente ardua, la mayor parte de las
veces ingrata. A los genéticos con una for-
macién cuantitativa nos es dificil compren-
der que una regién de 20 o 30 c¢M es abso-
lutamente gigantesca desde el punto de
vista molecular: puede contener centenas de
genes y decenas de miles de polimorfismos.
En la biisqueda de genes candidatos, es nor-
mal ]a angustia de los estudiantes al ver que
el intervalo de confianza para un QTL varia
de sélo unos cM ‘insignificantes’ al rehacer
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el andlisis incluyendo unos pocos indivi-
duos mds o cambiando ligeramente el
modelo de andlisis. La diversidad de resul-
tados segiin el método estadistico emplea-
do, ademds, no hace sino empaiiar la ya des-
lucida reputacién de los metoddélogos, una
palabra quiza demasiado préxima de la de
meteor6logo?.

Dicho (o mis bien escrito) esto, no cabe
duda tampoco del éxito e interés cientitico
que ha despertado la disponibilidad de un
gran ndmero 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 dltimos diez
afios se ha avanzado mucho en el conoci-
miento de la arquitectura genética de los
caracteres cuantitativos. Que sepamos
muchisimo mas no quiere decir, sin embar-
g0, que comprendamos exactamente qué es
lo que observamos. Un resultado general es
que la mayoria de los QTL presentan una
accion génica aditiva y que la epistasia no
es muy frecuente. A la vista de la gran can-
tidad de QTL publicados, cunde un cierto
pesimismo entre los cutelélogos en el sen-
tido de que, al fin y al cabo, el modelo infi-
nitesimal no era tan malo como lo pinta-
ban. Creo que éste es un pesimismo pasaje-
ro hasta que vayamos conociendo las bases
genéticas precisas de la variacién cuantita-
tiva. 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.

2. Tal como puede comprobarse facilmente con CLUSTAL, una sola delecion y un SNP separan ambas secuen-
cias-palabra, lo que hace sospechar que se trata del mismo gen que hace poco tiempo sufrié una duplicacién.
Previsiblemente, las funciones se deben haber conservado o, cuando menos, ser muy similares.
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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 com-
para con la sofisticacién que habian alcan-
zado los modelos mixtos utilizados en la
evaluacion de los reproductores, por ejem-
plo de las evaluaciones internacionales de
los toros lecheros. En este sentido, los expe-
rimentos de QTL han supuesto un retroceso
enorme en la artillerfa estadistica de los
mejoradores. Normalmente, los cruces
entre poblaciones se han analizado supo-
niendo que los alelos de los QTL estén fija-
dos en cada raza y en los andlisis 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
mds populares que estrategias mas genera-
les como la basadas en verosimilitud. De
vez en cuando, ademds, ocurren situaciones
curiosas con los fenotipos utilizados. Por
ejemplo, en vacuno lechero se ha usado
como fenotipo el valor BLUP que se obtie-
ne asumiendo un modelo infinitesimal: sin
duda, serfa mucho mds apropiado utilizar
los datos brutos.

Es deseable profundizar en una teoria
general y unificada que nos permita el ana-
lis genético de caracteres complejos. Dicha
teorfa puede estar basada en el modelo
mixto. La formulacion cldsica se puede
representar como

y=Xb+Zu+e

En el caso que nos ocupa, el objetivo
final es encontrar un modelo alternativo,
que seria

Njgci
y=Xb+Zu+e+]2 ngj+e,
j=1

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

Mo
y=Xb+2 W.g +e,
PR

esto es, aquél que nos permitiera individua-
lizar todas causas genéticas sin recurrir a un
residuo genético infinitesimal.
Logicamente, la particularidad de los andli-
sis de QTL es que la matriz W es descono-
cida. La informacién de marcadores nos
permite, sin embargo, estimarla. La forma
en como utilicemos los marcadores para
estimar W y en cdmo definamos g resultard
en distintos modelos que cubren la mayor
parte, o la totalidad, de los diversos disefios
experimentales de QTL. Dentro del para-
digma del modelo mixto es inmediato, ade-
mads, 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 proble-
mas mds importantes a los que nos enfren-
tamos es el mapeo fino, es decir, la locali-
zacién de los QTL lo mds precisamente
posible. Idealmente, deberiamos reducir el
intervalo de confianza a menos de un cM si
queremos encontrar candidatos posiciona-
les con un minimo de garantia. El principal
factor limitante para la cartografia fina es la
ausencia de recombinantes, mas que el
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ndmero de individuos genotipados o la den-
sidad de marcadores. Desde el punto de
vista experimental, Jas razas sintéticas son
un material idéneo, especialmente si tam-
bién se dispone de material genético de las
lineas o razas fundadoras. En la mayor parte
de las especies domésticas, ademads, todavia
no disponemos de la secuencia del genoma,
con la excepcién de un borrador en el pollo.
Esta situaciéon es transitoria, pero afecta
profundamente al tipo de estudios que se
pueden abordar.

Uno de los temas mads interesantes en
estos momentos, desde el punto de vista
metodoldgico, es combinar la informacién
de ligamiento y la de asociacion (desequili-
brio, LD). Por desgracia, 1a forma éptima
de utilizar el LD depende de Ja historia de la
poblacién, que en general no es conocida.
Metodolégicamente, 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 probabili-
dades IBD es un problema extremadamente
complejo que las técnicas de Monte Carlo
alivian, pero no resuelven completamente.
Hoy no sabemos siquiera si se puede resol-
ver en un tiempo realista de computacion
(hablamos entonces de un problema ‘NP’,
non-polynomial time). La mayoria de los
enfoques utilizan, explicita o implicitamen-
te, aproximaciones y simplificaciones.
Ademads, el éxito o fracaso de la cartografia
fina depende también del grado de hetero-
geneidad genética, del nlimero de loci real-
mente implicados en el cardcter y de la fia-
bilidad en el registro de los fenotipos.

Una estrategia adicional al analisis cldsi-
co de QTL es identificar la huella de la
seleccion a través del patron de polimorfis-
mos en determinadas regiones candidatas o
a lo largo de todo el genoma. Desde hace
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décadas, pero con mds impetu en los ulti-
mos afos, se han inventado diversos tests
que permiten establecer si la variabilidad de
una secuencia de ADN es explicable sélo
por deriva o si hay evidencia de seleccion.
En general, la seleccion causa una disminu-
cion en la variabilidad genética. Una huella
tipica de la seleccién 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 estdn
basados en la teoria de la coalescencia,
inventada por KINGMAN en 1982. Este enfo-
que se ha aplicado con éxito en la especie
humana, donde la base ptiblica de SNPs
permite realizar estudios de la variabilidad a
lo largo de todo el genoma. Pensamos que
este enfoque es ain mas prometedor en las
especies domésticas que en la humana debi-
do a la amplia diversidad entre razas, la
intensidad de seleccidn, el corto intervalo
generacional, que permite almacenar ADN
de muchas generaciones en un tiempo razo-
nable, y la existencia de ancestros no
domesticados.

Después (La posgendmica)

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

El término genética gendmica, acuiiado
por Ritsert Jansen, se refiere al estudio con-
junto de la variabilidad del transcriptoma y
del polimorfismo en la secuencia. Podemos
distinguir dos enfoques. El primero, trata de
determinar la arquitectura genética del trans-
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criptoma, 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 utili-
zar los datos de expresién como ayuda para
la Jocalizacién de genes candidato. Para que
esta estrategia tenga sentido se deben cum-
plir dos condiciones: i) alguno de los niveles
de expresién debe estar bajo control genéti-
co, al menos parcial, y 11) alguno de los nive-
les de expresion heredables debe estar corre-
lacionado con el cardcter de interés. En caso
contrario, no $élo aumentamos enormemen-
te el coste del experimento, sino que también
disminuimos su potencia al afiadir pardme-
tros innecesariamente. El lector interesado
puede consultar los trabajos de MOOTHA et
al. (2003) y el nuestro (PEREZ-ENCISO ef al.,
2003).

(Y si tuviéramos la secuencia completa
de 10,000 toros lecheros y quisiéramos
conocer los genes que afectan a la produc-
cion lechera? Un primer enfoque podria ser
identificar las regiones para las que los
‘supertoros’ tengan la misma secuencia. Sin
embargo, un problema serfa determinar
cudl/cudles de las regiones son importantes,
por ejemplo, en una regién 5’ supuestamen-
te reguladora ;todas las diferencias en SNP
son igualmente relevantes? Por otro lado, si
existen bloques de haplotipos serd imposible
determinar la mutacion causal dltima, sélo
el bloque. Intentar responder a esta pregunta
pone de manifiesto que no es obvio cudl es
la mejor estrategia para la identificacién de
las mutaciones causales. Nétese que en esta
situacién la informacién del pedigri es irre-
levante, a no ser para determinar los haploti-
pos. 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 genotipa-
do es suficientemente denso, podemos apli-
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car técnicas basadas en la coalescencia para
determinar si la region genotipada sufre una
presion selectiva.

Conclusion: Algunas necesidades
metodologicas

Como conclusion, me gustaria incidir en
algunos aspectos que necesitan de nuevos
avances metodoldgicos.

* Estudios de asociacién masivos: No es
descabellado pensar que tendremos estudios
de genética gendmica o similares a gran
escala en un futuro préximo. Dispondremos,
no s6lo de gran cantidad de genotipos, sino
también de fenotipos. Existen dos proble-
mas 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 calculo
de factores de Bayes para la comparacion
masiva de modelos.

» Coalescencia para caracteres cuantita-
tivos: Si bien hay técnicas para identificar
estructuracién dentro de una poblacién (lo
que nos sirve para asociar haplotipos y
caracteres binarios, como enfermedades), la
teoria sobre cémo proceder cuando se trata
de un caricter continuo no estd apenas des-
arrollada. Estd por ver, ademads, si la coales-
cencia puede ser aplicada sin problemas al
estudio de las razas domésticas animales,
que sufren una fuerte intensidad de selec-
cién y admixturas frecuentes.

» Reconstruccién de haplotipos: Una
gran parte de estudios se recogen muestras
aisladas, sin pedigri. Sin embargo, el cono-
cimiento de las fases es una ayuda funda-
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mental para sacar el maximo partido de la
informacion genotipica. Necesitamos méto-
dos que nos permitan reconstruir los haplo-
tipos con la maxima fiabilidad y el minimo
de asunciones con respecto a la historia de
la poblacién.

* Bioinformatica: A pesar de su especta-
cular desarrollo y de que es una disciplina
que requiere de habilidades préximas a las
utilizadas por un mejorador cldsico, apenas
contamos con bioinformaticos entre nues-
tras filas. Urge recrutarlos y formarnos.
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Introduccion

La dorada es una especie perteneciente a
la familia de los esparidos (Sparus aurata,
Linnaeus, 1758), cuya produccién esté cer-
cana a las 80.000 toneladas y de las que
Espafla produjo unas 10.960 toneladas
durante el 2002 (FEAP, 2004).

Uno de los mayores problemas que tiene
la industria de dorada son las deformacio-
nes esqueléticas, pues constituyen hasta un
5% de la produccion total (ANDRADES et al.,
1996). Este hecho, junto a que su comercia-
lizacion se realiza como pez entero, produ-
ce pérdidas econdmicas importantes en las
empresas de cria y engorde, no sélo por la
depreciacién del producto sino también por
las pérdidas asociadas de la realizacién de
procesos de criba en los lotes.

Entre las causas ambientales mas impor-
tantes que han sido asociadas a las deformi-
dades esqueléticas estan los factores abidti-
cos, xenobidticos, nutricionales y las propias
del cultivo intensivo. En este sentido, por
ejemplo, GALLOWAY et al. (1999) pusieron de

relieve como la temperatura de cultivo pro-
duce alteraciones en la ontogenia del esque-
leto y del misculo del halibut (Hippoglossus
hippoglossus). KIHARA er al. (2002) encon-
traron una relacién creciente entre la inci-
dencia de la lordosis y la velocidad de
corriente, en larvas de dorada japonesa
(Pagrus aurata). SLOMINSKA Yy JEZIERSKA
(2000) también encontraron una relacién
creciente entre los niveles de metales pesa-
dos (cobre y plomo) y la incidencia de la
escoliosis o grado de osificacion, para carpa
comun (Cyprinus carpio). Contrariamente, y
en relacién a la composicién de la dieta,
CAHU et al. (2003) determinaron una rela-
cién inversa entre el porcentaje que repre-
sentan los fosfolipidos en la dieta y el por-
centaje de malformaciones vertebrales de las
larvas de lubina.

Desde el punto de vista genético, los
estudios son escasos. Asi, algunas deformi-
dades esqueléticas han sido explicadas con
modelos unigénicos, recesivos o dominan-
tes, para lordosis y fusiones de vértebras en
tilapia del Nilo (Oreochromis nilotica) y en
“Guppy” (Poecilia reticulata) (ROSENTHAL
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y ROSENTHAL, 1950; Lobi, 1978; MAIR,
1992), o modelos poligénicos para una
deformidad a modo de giba en salmén del
Atlantico (McKaY y GIERDE, 1986). Para el
caso particular de la dorada (Sparus aurata
L.), una triple deformidad de la columna
vertebral (lordosis-escoliosis-cifosis) en
sentido antero-posterior, ha sido asociada a
la estructura familiar (AFONSO et al., 2000).

Al objeto de valorar en qué medida la
variacion de la incidencia de las deformida-
des entre familias de reproductores de dora-
da tiene delegacién genética, en el presente
estudio se ha realizado la estima de la here-
dabilidad del caracter dicotémico presencia
(0) o ausencia (1) de las deformidades
esqueléticas.

Material

Se evaluaron 11038 animales, proceden-
tes de 18 padres y 19 madres, de los que
1315 fueron deformes y criados en distintos
tanques (66) o réplicas por familia. La valo-
raciéon fue realizada inicialmente a nivel
morfolégico y, posteriormente, mediante
diseccion de los peces. Estos pertenecian al
programa de mejora genética para tolerancia
al estrés realizado en las instalaciones del
Instituto Canario de Ciencias Marinas
(ICCM).

Las condiciones del cultivo fueron las
siguientes; los huevos fecundados de dorada
se obtuvieron a partir de los diferentes cruces
y fueron criados a una densidad de 100 hue-
vos por litro en tanques cilindricos de fibra
de vidrio de 500 1, en los que se desarrolla-
ron las larvas con fotoperiodo natural.
Durante los tres primeros dias, las larvas se
mantuvieron en circuito de agua abierto, con
un flujo de agua de mar de 0,5 |/min. A par-
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tir del cuarto dia las larvas fueron alimenta-
das, hasta el dia 21, con rotiferos
(Brachionus plicatilis) (7-15 rotiferos/ml.)
enriquecidos con SELCO y con la microalga
Nannochloropsis sp (3x10° células/ml.). A
partir del dfa 22, las larvas fueron alimenta-
das con nauplios (0,5-2 nauplios/ml.) y
metanauplios de Artemia (0,5-1 metanau-
plios/ml.) enriquecidas con SELCO.
Finalmente, a partir de los 35-40 dias las lar-
vas fueron alimentadas con piensos de la
casa comercial EWOS, S.A. hasta la talla de
sacrificio del experimento (juvenil).

Métodos y resultados
Método no-paramétrico

Método

Se ha analizado si existe un mayor
parentesco entre los individuos afectados
por alguna deformidad. Para determinar si
el parentesco entre los individuos deformes
fue mayor que el esperado por azar se ha
llevado a cabo un test no paramétrico de
permutacién. Para ello se ha sorteado el
caracter {sano o enfermo) entre todos los
individuos y se calculé el parentesco en
10000 de tales repeticiones aleatorias.

Resultados

Los resultados obtenidos se presentan en
el cuadro 1. Los individuos enfermos estan
mas emparentados y el resultado es muy
significativo (P<0.0001). EI parentesco
entre los sanos y los deformes es menor que
lo esperado de forma altamente significati-
va (P<0.0001). Ambos datos apoyarian la
idea de que Ja susceptibilidad a las deformi-
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Cuadro 1. Parentesco entre los animales y test de permutacién

Parentesco encontrado

Parentesco bajo la

Probabilidad de obtener

en los datos hipétesis nula de que el resultado encontrado en
no existe parecido familiar los datos
Enfermos x Enfermos 0.041090 0.036560 <0.0001
Sanos x Sanos 0.036323 0.036570 >0.93
Enfermos x Sanos 0.032510 0.036559 <0.0000

dades tiene un componente genético. Sin
embargo entre los individuos sanos no es
mayor que el esperado bajo la hipétesis
nula (de hecho es menor), cosa que no
deberia ocurrir si existiera una base genéti-
ca para la resistencia a la enfermedad.

Analisis con el modelo animal

Se ha ajustado el siguiente modelo lineal
y=XB+Zu+e

Siendo y el dato (0 o 1), B los efectos
fijos: la media general y la réplica y u el
valor genético aditivo.

El modelo se ha resuelto con el programa
VCE 4.2. y la estima de la heredabilidad
obtenida es 0,90 (d.t. 0,046). También se ha
resuelto el modelo considerando la réplica
como efecto fijo y en ese caso la heredabi-
lidad es menor 0,775 (d.t. 0,048).

Analisis bayesiano

Método

Se ha asumido un modelo umbral dicot6-
mico asignando los sanos y todos los defor-
mes a cada una de las categorias. Se resol-
vié utilizando aumento de datos como des-

cribe SORENSEN et al. (GSE, 1995). Para
simplificar la notacién, se presenta unica-
mente la distribucién posterior conjunta
sobre la escala subyacente.

f(R, a, ty)es f(¥h?, a, 1) f(alh?) f () £ (1)

donde y es el fenotipo desconocido sobre
dicha escala, ¢ es un vector que contiene el
efecto del tanque, a es el efecto genético
aditivo de cada individuo y A° es la hereda-
bilidad. La varianza residual y el valor del
umbral se asumen fijos con valores 1 y 0
respectivamente. La distribucion posterior
se plantea en términos de 4% en lugar de o2,
siendo el resto del modelo implementado de
la forma convencional. Se asumieron planas
las distribuciones a priori tanto de  como de
h?, siendo esta Gltima propia.

Resultados

En la figura | se presenta la distribucién
marginal de la heredabilidad obtenida a par-
tir de un muestreo de Gibbs. La densidad
marginal se estimé promediando las densi-
dades condicionales obtenidas en cada ciclo
obtenido tras el periodo de quemado (2522
ciclos determinados a partir de dos cadenas
paralelas y 8 millones de ciclos después del
periodo de quemado). El valor esperado de
la heredabilidad dados los datos fue de
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f(h? |y)

= ]
0.84 0.88 0.88 08
h2

Figura 1. Distribucién marginal de la heredabilidad dados los datos.

0,85, estando el 95% de la probabilidad
marginal entre los valores 0,822 y 0,875.

Discusion

Hay varios aspectos especificos del pre-
sente estudio que interesa resaltar. En primer
lugar, se trata de un experimento en el que
no se ha realizado una criba previa de peces
con malformaciones como se hace en las
empresas cuando las doradas llegan a la talla
de alevin. Por eso el porcentaje de deforma-

ciones es un 12% en vez del 2-5% tipico de
los datos de produccién. En segundo lugar,
todos los peces del programa proceden de
un experimento en que los peces fueron
seleccionados con criterios de cortisol plas-
matico. En tercer lugar, en éste analisis pre-

liminar se han agrupado todas las deformi-
dades en una sola clase, aunque en un futu-

ro se piensa abordar un andlisis mas porme-
norizado. En cuarto lugar, que en el presen-
te estudio los condicionantes medioambien-
tales del cultivo larvario (oxigeno, tempera-
tura y pH) y el crecimiento de los alevines
fueron los estdndares establecidos para ésta
especie (HERNANDEZ-CRrUZ, 1993). Ademas,
el agua con la cual se criaron los peces era
ocednica, oligotréfica, sin concentracion de

contaminantes y procedentes de zonas de
alta circulacion.

Sin embargo, ninguno de estos aspectos
parece explicar los sorprendentes resultados
encontrados, ya que indican una heredabili-
dad extremadamente alta del 85%, mayor
que ninguna de las encontradas en la litera-
tura, la mayor de las cuales es la de MCKAY
y GIERDE (1986) que da un valor de 0,64

para una deformidad esquelética en salmén
del Atldntico. Este valor tan alto pareceria
indicar Ja presencia de un gen mayor que
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fuera en gran medida el responsable del
cardcter. Por otra parte resulta también ano-
malo el hecho de que si bien el parentesco
entre los individuos deformes es muy signi-
ficativo, no lo sea el parentesco entre los
individuos sanos. En cualquier caso parece
conveniente proseguir los andlisis estadisti-
cos quizas llevando a cabo un andlisis de
segregacion.
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Introduccion

La plasticidad fenotipica y la canaliza-
cién son importantes en genética cuantitati-
va y en evolucién. Ambos conceptos estdn
relacionados con la sensibilidad ambiental.
Una cuestién importante desde el punto de
vista de la mejora genética es la relacién del
rendimiento de plantas o animales domésti-
cos bajo ambientes homogéneos (a menudo
asociados con sistemas de produccion
intensiva) o bajo condiciones ambientales
muy variables. La sensibilidad ambiental
puede definirse como los cambios que se
producen en la media fenotipica de un
genotipo en diferentes ambientes, o como
las diferencias en la varianza residual de
diferentes genotipos en el mismo ambiente
(Jinks & Poonti, 1988). Estas dos definicio-
nes dan lugar a dos modelos estadisticos
diferentes. En el primero, se asume que la
expresion fenotipica de un genotipo deter-
minado depende del tipo de ambiente al que
esta expuesto.

En este estudio estamos interesados en la
segunda interpretacion de la sensibilidad
ambiental. En este caso se han estudiado

varios modelos. Al principio se asumieron
modelos donde la varianza residual decrecia
con el nimero de loci heterocigotos (LERNER,
1954; LEWONTIN, [1964; ZHIVOTOVSKY &
FELDMAN, 1992). Una extension de estos pos-
tula que un nimero finito de loci tienen efec-
tos pleiotrépicos en la media y en la varianza
(GAVRILETS & HASTINGS, 1994). Recien-
temente, SAN CRISTOBAL-GAUDY et al. (1998)
propuso un modelo infinitesimal con varian-
za residual con estructura genética. Este
modelo es una generalizacién del cldsico
modelo infenitesimal usado en genética cuan-
titativa (FISHER, 1918). Con excepcion del
trabajo reciente de GARREAU ef al. (2003) y
SORENSEN & WAAGEPETERSEN (2003), hay
pocos experimentos convincentes donde se
evidencie el control genético de la varianza
residual.

En este trabajo se presentan inferencias
basadas en un modelo mixto normal con
varianza ambiental heterogénea, que se
ajusta a datos de capacidad uterina prove-
nientes de un experimento de seleccién
divergente en conejo. El trabajo tiene dos
objetivos principalmente. El primero es
investigar si existen efectos genéticos aditi-
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vos afectando a la varianza ambiental, y si
estos estdn correlacionados con los efectos
genéticos que influyen en la capacidad ute-
rina a nivel de la media. Nuestro segundo
objetivo es comprobar si las predicciones de
la respuesta a la seleccidon basadas en el
modelo cldsico, son diferentes a las basadas
en el modelo de varianzas heterogéneas.
Los datos se han analizado utilizando méto-
dos Bayesianos. Para analizar los datos con
este modelo altamente parametrizado,
hemos usado el algoritmo de Markov chain
Monte Carlo (McMC) con algiin refina-
miento (SORENSEN & WAAGEPETERSEN,
2003).

Material y métodos

Datos

Los datos corresponden a un experimen-
to de seleccién divergente por capacidad
uterina en conejo durante diez generacio-
nes, llevado a cabo en la Universidad
Politécnica de Valencia. Los animales utili-
zados en el experimento provienen de una
linea sintética seleccionada por tamainio de
camada en la granja experimental de la
Universidad Politécnica de Valencia. La
seleccién se realizé utilizando las estimas
de los valores genéticos para el tamaiio de
camada. Los valores genéticos se estimaron
mediante BLUP con un modelo aditivo de
repetibilidad. La reproduccién fue organi-
zada en generaciones discretas. En cada
linea se usaron aproximadamente 40 hem-
bras y 12 machos por generacién. El nime-
ro de datos de la linea seleccionada por
capacidad uterina alta y de la linea seleccio-
nada por capacidad uterina baja fue aproxi-
madamente el mismo.

Modelos

En este trabajo hemos utilizado dos
modelos. El Modelo 1 es el clasico modelo
aditivo de repetibilidad en el que la varianza
ambiental es homogénea. El Modelo 2 es el
modelo introducido por SAN CRISTOBAL-
GAUDY et al. (1998), en el que se asume que
condicionando en los vectores de localiza-
cién y los pardmetros de dispersion, el vec-
tor de los n fenotipos y=(y,)",_, es Gausiano:

P B; o 7 b oy o » N3 duay((=2)" )

donde diag((—2,)" ._,)) es la matriz dia-
gonal con —?, en la diagonal,

==(=2)" _ = EB + Za +Qm;

(log—2)" _, = EB* + Za* +Qm*:

Los vectores  y B* contienen Jos efectos
asociados con el afio estacidn (30 niveles) y
el orden de parto (4 niveles), =, Z y Q son
matrices de incidencia conocidas. Los vec-
tores ; y m* contienen los efectos perma-
nentes aleatorios (929 niveles) y se asume
que son independientes con las distribucio-
nes a priori

Rj _211» N(Ov _znlv);
o J _2";*» N(O, _znf;l\,):

Los efectos genéticos (a; a* ) se asumen
Gausianos

2Jo(oed

cll 0. PO.C
2
pOnGL:* O’u*

donde A es la matriz de relaciones genéticas
y | es el coeficiente de correlacién genéti-
ca.
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En los andlisis estadisticos hemos usado
los métodos Bayesianos descritos en
SORENSEN & WAAGEPETERSEN (2003), donde
se pueden encontrar los detalles de los a
priori asumidos para 8, p*, para los pardme-
tros de la varianza —2a; —2a*; —m ;
—2* y el coeficiente de correlacion |. Las
distribuciones posteriores son calculadas
usando el algoritmo McMC propuesto por
SORENSEN & WAAGEPETERSEN (2003). El
vector b se muestreé usando Gibbs update,
los vectores (a, a ) y (3, w*) fueron repara-
metrizados con la intencion de reducir sus
correlaciones posteriores, y posteriormente
se muestrearon usando Metropolis-Hasting
con Langevin-Hastings proposal. También
el vector B* se muestre6 usando Metropolis-
Hasting con Langevin-Hastings proposal y
los componentes de la log-varianza se mues-
trearon usando Metropolis-Hastingscon ran-
dom walk proposals.

Resultados y discusién

Los resultados de cada modelo se han
calculado usando muestras McMC obteni-
das de 1.000.000 de iteraciones de los algo-
ritmos mencionados anteriormente, descri-
tos en SORENSEN & WAAGEPETERSEN (2003).
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El cuadro 1 muestra las estimas Monte
Carlo de las medias posteriores y de los
intervalos posteriores al 95% de los compo-
nentes de varianza y la heredabilidad para
cada modelo. Las estimas Monte Carlo de
la media posterior de la varianza aditiva
—ay de la heredabilidad h? (primer nivel
de afio estacién y el cuarto de orden de
parto) son mayores en el Modelo 2 que en
el Modelo 1. Las estimas de las varianzas de
los efectos permanentes son similares para
los Modelos | y 2.

Las distribuciones marginales posterio-
res de —2¢r ; —2m; —2a¥, y —2m* basados
en el modelo 2 se representan en la figura 1.
Las lineas continuas superpuestas en cada
una de las figuras son las densidades de las
distribuciones a priori, que corresponden a
una chi-cuadrado invertida escalada con
pardmetros X =4y S=0.45 (las cuatro figu-
ras de la derecha) y a una chi-cuadrado
invertida escalada con pardmetros X= 4y
S=0.1 (las cuatro figuras de la izquierda).
En la figura 1 podemos observar que las
distribuciones a priori estudiadas no intlu-
yen en las inferencias del modelo 2 para los
pardmetros —q ; —m; —ot, y —2m¥,

La distribucién marginal estimada en el
Modelo 2 para el coeficiente de correlacion
| se muestra en la figura 2. Los intervalos

Cuadro 1. Estimas Monte Carlo de las medias posteriores (primera fila de cada modelo)
y los intervalos posteriores al 95% (segunda fila de cada modelo) de los componentes de
varianza y la heredabilidad

Model —q —n | — ok —p# h?

1 0.59 0.51 - - - 0.09
0.32;0.86 0.28;0.8 - 2 - 0.05;0.15

2 0.82 0.44 -0.74 0.16 0.12 0.15
0.48;1.28 0.20;0.72 -0.90;0.52 0.10;0.25 0.07:0.18  0.06;0.28
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posteriores en el cuadro 1 y las distribucio-
nes marginales estimadas para —a* y |
reflejan que hay valores genéticos aditivos
afectando a la varianza ambiental y que
estos estdn correlacionados negativamente
con los valores genéticos aditivos que afec-
tan a la capacidad uterina. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por SORENSEN
& WAAGEPETERSEN (2003) utilizando el
mismo modelo en datos de tamafio de
camada en cerdo.

Las estimas posteriores estdn sujetas al
error de Monte Carlo. Los intervalos de
confianza para las medias de la posterior
obtenidas en el Modelo 2 son (0.78; 0.86)
—2a, (0.42; 0.46) —x, (-0.76; -0.73) |/,
(0.15; 0.16) —2a*; (0.12; 0.12) —m*. El
error de Monte Carlo no altera las conclu-
siones obtenidas anteriormente. Para cada
generacion j= 1,..,12 y linea I=1, 2, 3
(poblacién base, linea de capacidad uterina
alta y linea de capacidad uterina baja), la
figura 3 muestra las estimas de las medias y
los cuantiles al 25% y 97.5% de la distribu-
cién posterior de éj[ para el Modelo | (dere-
cha) y para el Modelo 2 (izquierda) donde
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a;es la media posterior de los valores aditi-
vos para cada generacién j y linea I

La figura 3 muestra una respuesta diver-
gente para las medias de |os valores aditivos
de capacidad uterina, siendo la respuesta en
el Modelo 2, sensiblemente menor que en el
Modelo 1.

Los modelos se compararon mediante el
calculo del DIC (SPIEGELHALTER et al.,
2002), el DIC para el Modelo 1 fue 785 y
para el Modelo 2 fue 768. El DIC da mayor
credibilidad posterior al Modelo 2 (modelo
de varianzas heterogéneas) que al Modelo 1
(modelo de varianzas homogéneas).

Conclusion

Este trabajo pone de evidencia que la
varianza ambiental de la capacidad uterina en
conejo esta en parte controlada genéticamen-
te. Esta conclusion esta basada fundamental-
mente en el criterio DIC (SPIEGELHALTER et
al., 2002). Ademas cabe mencionar que la
distribucién posterior de | no contiene el
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Figura 1: Estimas Monte Carlo de —2a y —?nt (arriba) y —2a* y —2r* (abajo). La linea continua
representa la densidad de las distribuciones a priori correspondientes a una 9? invertida escalada con
pardmetros = = 4, S=0.45 (derecha) y = = 4, S=0.1 (izquierda).
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Figura 3: Estimas Monte Carlo de las medias de los valores aditivos para el Modelo | (derecha) y
para el Modelo 2 (izquierda).

cero. Nuestros resultados indican que los

valores genéticos aditivos que estdn afectan-
do a la varianza ambiental estdn altamente y
negativamente correlacionados con los valo-
res genéticos aditivos que estan afectando a la

capacidad uterina.

Los resultados de las medias de los valo-
res aditivos muestran en ambos modelos
una respuesta a la seleccion divergente,
siendo esta sensiblemente menor cuando se
ajusta el Modelo 2.
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Introduccion

La fertilidad es uno de los objetivos de
seleccidn que estdn adquiriendo mds impor-
tancia en el vacuno de leche. Habitualmente
se ha medido mediante caracteres continuos
que indican intervalos y con caracteres
umbrales referidos a tasas de prefiez. Estos
caracteres son principalmente la tasa de no
retorno en un determinado periodo y el
éxito de la inseminacion. Segin GROEN ef
al. (1998), 1a tasa de no retorno deberia ser
analizada en todos los paises, para incluirla
en una valoracién internacional junto a
otros indicadores de fertilidad. Esta evalua-
cidn internacional estd prevista que se
implemente dentro de pocos afios (WALL et
al., 2003).

Los caracteres umbrales presentan pro-
blemas en la estimacién de componentes de
varianza mediante metodologia lineal,
puesto que contradicen algunos requisitos
de los modelos lineales. Por esto, algunos
autores (THOMPSON, 1979; GIANOLA, 1982)
citan que la forma mas apropiada de tratar
estos caracteres es aplicar un modelo
umbral mediante metodologia bayesiana.
El modelo macho se ha considerado habi-
tualmente preferible al modelo animal
(HOESCHELE y TIER, 1995), principalmente
por el problema que se genera al tener gru-

pos de comparacioén pequefios en los efec-
tos fijos o bien en los que todas las obser-
vaciones pertenecen a la misma categoria
del caricter (GCE) (MORENO et al., 1997).
Es de esperar que aplicando un modelo ani-
mal con un adecuado tratamiento de los
grupos de comparacion se lleguen a los mis-
mos resultados.

El objetivo de este trabajo es realizar una
estimacién de componentes de varianza
para las tasas de no retorno a 56 y 90 dias y
para el éxito en la primera inseminacién
mediante metodologia umbral con un
modelo animal. De este modo analizar Ja
viabilidad del modelo animal para caracte-
res umbrales e implementar posteriormente
una estimacién de correlaciones genéticas
con otros caracteres de fertilidad cuya
importancia econdémica haya sido estudiada
(GONZALEZ-RECIO et al., 2004). Con dichos
resultados se podrd elaborar un indice de
seleccion que tenga en cuenta una funcién
de costes generados por la fertilidad y que
incluya los caracteres mas adecuados.

Material y métodos

Se utilizaron los datos histéricos del con-
trol lechero hasta septiembre de 2003 y los
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registros de inseminaciones artificiales
desde 1986 de las comunidades auténomas
del Pais Vasco y Navarra. Tras editar los
archivos se trabajé con un total de 120.713
lactaciones y 225.085 registros de insemi-
naciones generados por 63.160 vacas. La
genealogia estuvo constituida por 91.770
animales.

Los caracteres umbrales analizados fue-
ron las tasas de no retorno a 56 (tnr56) y a
90 dias (tnr90) y el éxito en la primera inse-
minacién (EPIA).

Se aplicé un modelo umbral (GIANOLA,
1982), con una distribucién subyacente
continua para los valores genéticos. Dicha
distribucién se asumié normal y se fijaron
valores arbitrarios para el umbral y la
varianza del error (1=0, 0,>=1). Sobre la
variable subyacente se aplic6 un modelo
animal para el andlisis de componentes de
varianza. Como efectos fijos se incluyeron
la lactacién-edad y el mes de parto. Los
dfas a la primera inseminacién fueron usa-
dos como covariable. Ademds se incluye-
ron los efectos aleatorios del rebaiio-afio
de parto, efecto permanente, animal y el
error. El rebafo-afio de parto se analizé
como aleatorio para paliar el problema de
los niveles con pocas observaciones y de
los GCE. Ademds, si en un grupo de reba-
fio-afio todas las observaciones presenta-
ban la misma categoria del cardcter, este
grupo se hizo movil hasta un periodo de un
afio.

Se implementé un muestreo de Gibbs
con metodologia bayesiana usando lengua-
je fortran 90, integrando la variable subya-
cente mediante un aumento de datos
(SORENSEN et al., 1995). Las varianzas se
muestrearon de una ji cuadrado inversa. Los
resultados fueron verificados con datos
simulados.

Para simplificar la notacion, se conside-
rard s6lo el modelo sobre la escala subya-
cente (A), siendo el resto del andlisis estdn-
dar (X, Wr, Wp. Z = Matriz de incidencia de
los efectos fijos, rebafio-afio, efecto perma-
nente y animal, respectivamente; 3, 1, p, U, €
= estimas de los efectos fijos, rebafio-afio,
efecto permanente, aditivo y error, respecti-
vamente).

A=XB+ Wr+ pr+Zu+ £
y se aplicé el teorema de Bayes:
p(B. . p,u, 0%, 0%, 0% | )=

ply|B.r.p.u, 0%, Ozp, o?) pu|c?) p(p
| 0°) p(r | 0°) p(0?) p(0?) P(6?)

La longitud de la cadena fue de 100.000
muestras, descartando las 10.000 primeras.
A partir de este momento se guardaron las
muestras cada diez iteraciones. En total se
obtuvieron un total de 9.000 muestras por
cada variable.

Se calcul6 el error de Monte Carlo de las
distribuciones posteriores de la varianza
genética y la heredabilidad de los tres
caracteres, usando el tamafo efectivo de las
mismas (GEYER, 1992)

Resultados y discusion

La incidencia y el porcentaje de niveles
del Rebafo-afio que fueron GCE se mues-
tran en el cuadro 1, para cada carécter. Esta
incidencia no fue extrema para ninguno de
los caracteres, siendo la mas alta para la
tnr90, con un 80 % de observaciones en la
categoria de prefiez (1). También la tnr90
fue el caracter que presenté mayor porcen-
taje de GCE con un 21 %, a pesar de reali-
zar los grupos méviles. La tnr56 y el EPIA
presentaron menores porcentajes de GCE
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(10 y 3% respectivamente). Por tanto la
peor estructura de los datos se presentd para
la tnr90, pero dentro de unas condiciones
aceptables.

El cuadro 2 muestra la media, la media-
na y la moda de las distribuciones poste-
riores para la heredabilidad y la repetibili-
dad de los caracteres analizados. Se estimo
una heredabilidad media de 0.055, 0.060 y
0.039 para la tnr56, tnr90 y EPIA, respec-
tivamente. Similares resultados se obtuvie-
ron para la moda y la mediana, mostrando
que las posteriores resultaron ser distribu-
ciones normales. Los intervalos de con-
fianza al 95 % de las heredabilidades fue-
ron (0.042, 0.067) para la tnr56, (0.047,
0.073) para la tar90 y (0.027, 0.052) para
EPIA. HOEKSTRA et al. (1994) obtuvieron
una heredabilidad de 0.04 para la tnr56.
Similares resultados para EPIA se mues-
tran en otros trabajos usando metodologia
lineal (HOEKSTRA et al., 1994; PRYCE et al.,
1997) y umbral (KADARMIDEEN et al.,
2000). PETERSEN et al. (2002) estimaron
heredabilidades algo superiores para la
tnr90 y EPIA usando modelo umbral.

Se calculé el error de Montecarlo para
la heredabilidad y varianza genética de
todos los caracteres (cuadro 3). El tamafo
efectivo de las cadenas de muestreo estuvo
entre 12 y 20. A pesar de ser un tamafto
efectivo pequefo, el error de Montecarlo

269

no fue elevado en ningin caso, tomando
valores de 0.002.

La tnr90 present6 los valores del error de
prediccién mds elevados para los valores
genéticos (resultado no mostrado). Este
resultado, unido a una peor estructura de Jos
datos en cuanto a incidencia y GCE, no
recomienda que sea el cardcter escogido
para implementar una valoracién genética,
a pesar de presentar la mayor heredabilidad.
Los valores del error de prediccion mas
bajos (resultados no mostrados) junto con la
mejor estructura de los datos fueron para el
EPIA. Sin embargo la tnr56 presenté mayor
heredabilidad. Serfa conveniente estudiar si
alguno de estos dos caracteres deberia ser
incluido en las valoraciones internacionales
en funcién de sus relaciones con otros
caracteres.

Estos resultados muestran la viabilidad
de aplicar un modelo animal a caracteres
umbrales en vacuno de leche cuando se tra-
tan los efectos y los problemas de compara-
cidén extrema adecuadamente. Estos resulta-
dos son preliminares a una estimacion de
componentes de varianza con un modelo
animal multicardcter que permita combinar
caracteres umbrales y lineales. De esta
manera, y atendiendo a las recomendacio-
nes internacionales, se podrd elaborar un
indice de fertilidad que incluya los caracte-
res mds adecuados para su posterior inclu-
sién en un fndice de funcionalidad.

Cuadro 1. Porcentajes de incidencia (I) y de grupos de comparacion extremos (GCE) para
cada uno de los caracteres analizados

TNRS6 TNRYO EPIA
1(%) 30 48
GCE (%) 21 3
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Cuadro 2. Media, mediana y moda de las distribuciones posteriores de la varianza
genética (0% ), varianza del rebafo (02), heredabilidad (h?) y repetibilidad (r) de los
caracteres analizados

02g o, h? r

TNRS56

MEDIA 0.066 0.122 0.055 0.068

MEDIANA 0.066 0.122 0.055 0.067

MODA 0.071 0.121 0.055 0.070
TRN9O

MEDIA 0.077 0.198 0.060 0.070

MEDIANA 0.077 0.198 0.060 0.071

MODA 0.076 0.197 0.059 0.076
EPIA

MEDIA 0.044 0.067 0.039 0.057

MEDIANA 0.046 0.067 0.040 0.058

MODA 0.039 0.067 0.033 0.059

Cuadro 3. Tamario efectivo (TE) y error de Montecarlo (EMC) de las distribuciones
posteriores de la varianza genética (02)) y la heredabilidad (h?) de los caracteres

analizados
TNR56 TNR90 EPIA
2 2 2 2 2 2
o, h o, h o’ h
TE 16 15 20 17 12 12
EMC 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
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Introduccion

El crecimiento excesivo y la consiguien-
te deformidad de las pezuiias es una anoma-
lia frecuentemente observada en algunas
poblaciones porcinas, planteando importan-
tes problemas de manejo. La apreciacién de
una mayor incidencia de este fendmeno en
determinadas familias podria indicar la
existencia de un componente de origen
genético. En el caso del vacuno, donde la
morfologia de los aplomos ha sido amplia-
mente estudiada por su relacion con la lon-
gevidad, algunos autores han estimado
heredabilidades medias para caracteres
como la longitud de las pezunas (e.g. CHOI
y McDaNIEL, 1993). En la bibliografia no
existe sin embargo ninguna referencia al
determinismo genético del crecimiento de
las pezuilas en porcino.

La presencia o ausencia de un compo-
nente genético en el crecimiento anormal de
las pezufias puede ser contrastada mediante
técnicas de comparacién de modelos.
Dentro del paradigma bayesiano, la compa-
racion de modelos se realiza mediante el
calculo de la probabilidad posterior de cada
modelo dadas las observaciones fenotipi-
cas. Si se asume a priori la equiprobabili-
dad de los modelos candidatos, la compara-
cién de modelos se circunscribe al calculo
del Factor de Bayes (KAsS and RAFTERY,

1995). Recientemente se ha desarrollado un
procedimiento para el cdlculo de Factores
de Bayes en modelos jerdrquicos (GARCIA-
CORTES et al., 2001; VARONA et al., 2001).

El objetivo de este trabajo es analizar el
determinismo genético de la tasa de creci-
miento de las pezufias en tres poblaciones
de seleccion mediante el célculo de
Factores de Bayes.

Material y métodos

Los datos disponibles consistieron en la
tasa de crecimiento de las pezunas de cer-
das pertenecientes a tres poblaciones de
seleccion, que denotaremos A, B 'y C. La
tasa de crecimiento de las cerdas se registro
mediante puntuacion en distintos momentos
de su vida reproductiva. Los animales se
clasificaron en cuatro categorias, de acuer-
do con la tasa de crecimiento de las pezu-
fias. Finalmente se dispuso de 561, 183 y
225 registros de las tasas de crecimiento de
las pezufias para las lineas A, B y C respec-
tivamente.

La respuesta en tasa de crecimiento de
las pezuias (categorias de 1 a 4) se modeli-
z6 con una aproximacion probit:

f(y | T) :iljl)n f(Yi | Ti)
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= iljnn MT<t) MT=1) + Mt <T<t,)

My= 2) + Mu<T<t)) My=3) + Mt,<T)
My =4)

donde T es la distribucion normal subya-
cente, y t,, t,y ty son los umbrales que defi-
nen la categoria de respuesta.

El modelo asumido para la variable sub-
yacente (T) variard en los dos modelos can-
didatos. De este modo:

* en el modelo con variabilidad genética
(modelo 1) T=Xf +Zu +e

* en el modelo sin variabilidad genética
(modelo 2) T=XB + e

donde B son los efectos sistemadticos (en
este caso granja y nimero de ciclo del ani-
mal), u el vector de efectos genéticos aditi-
vos, e el vector de efectos residuales, y X'y
Z son las matrices de incidencia que rela-
cionan los efectos fijos y aleatorios con los
datos.

La distribucién asumida para los efectos
genéticos aditivos fue u~N(0, Ac?), donde
A es la matriz de correlaciones aditivas y oﬁ
la varianza genética aditiva. Finalmente
e~N(0, 162), siendo 02 la varianza residual
e I la matriz identidad.

El modelo para la variable subyacente en
el modelo con variabilidad genética (mode-
lo 1) puede ser reparametrizado cdmo:

T= Xp + e*,donde e*= Zu + e y conse-
cuentemente e*~N(0V), siendo

V=ZAZ'G} + lo2 = 02 (ZAZ'h? + 1(1 -
h?))
donde o2 es la varianza total subyacente y
por tanto h? serfa la heredabilidad subya-
cente de la tasa de crecimiento de las pezu-
fias (h? =0} / og).

Para el modelo con variabilidad genética,
las observaciones, las variables subyacentes
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y los pardmetros tienen la siguiente distri-
bucién conjunta:

2
P Tt by, t5, B, 03, b?)

xp, (y | T, by, b, By Oé, h?) p, (T | B,
o2, 0% p, (B) p, (0})p, (W) p, ()P, (1)

donde el valor del primer umbral ha sido
fijado a cero, i.e.:

P (tl) =1 si t1=0 :sino P, (t]) =().

y los a priori asumidos para el resto de
parametros son:

1 : 11|
si no p, (B)=0;

2V 1 o 2 I
P, (op) =k, si opE {0?2 ]

sinop, (0§)=O;

p, (h»y =1 si h2E[0,1];

si no p, (h?)=0;

: I
p () =k; si€ [O,k—j}

st no p, (t,)=0,

: ]
p,(ty) =k, sie [OE ];

si no p, (t,)=0;

siendo k|, k,, k; y k, valores suficientemen-
te elevados para incluir el rango de posibles
valores de los pardmetros, asegurando la
propiedad de las distribuciones a priori.

De acuerdo con GARCiA-CORTES ef al.
(2001) y VARONA er al. (2001), el Factor de
Bayes del modelo con heredabilidad
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(modelo 1) frente al modelo sin variabilidad
genética (modelo 2) es:

p, (h2=0) I
Cp, (=0 p, (¥=0|D

dado que p, (h* =0) = 1

Tal y como fue puesto de manifiesto por
estos autores, la obtenciéon del Factor de
Bayes s6lo requiere el andlisis con el mode-
lo mas complejo (en este caso el modelo
con efectos genéticos aditivos). El analisis
bayesiano del modelo 1 se realizé mediante
muestreo de Gibbs (GeLFAND and SMITH,
1990) con el algoritmo Metropolis-Hasting
(HASTINGS, 1970) para muestrear la hereda-
bilidad. Para cada andlisis se realizaron un
total de 25000 iteraciones después de des-
cartar las 5000 primeras. La convergencia
se comprobé mediante el algoritmo de
RAFTERY and LEWIS (1992).

Resultados y discusién

Los resultados correspondientes al anéli-
sis Bayesiano con el modelo con variabili-

dad genética sobre los datos de crecimiento
de las pezufas en las tres poblaciones se
muestran en el cuadro 1. Puede apreciarse
que, en los tres casos, el Factor de Bayes
entre los modelos con y sin heredabilidad
tomé valores muy superiores a la unidad
(321, 16 y 46, con probabilidades posterio-
res para el modelo con variabilidad genéti-
ca de 0.99, 0.98 y 0.94 respectivamente). A
pesar de haber realizado el andlisis con un
tamafo de muestra limitado, estos resulta-
dos indican que el modelo con variabilidad
genética es altamente mds probable que el
modelo sin determinismo genético.

El cuadro | muestra también los estadis-
ticos descriptivos de la distribucion marginal
posterior de la heredabilidad subyacente
para la tasa de crecimiento de las pezufias en
las tres poblaciones de seleccion analizadas;
dicha distribucién se representa asimismo
en la figura . Los estimadores posteriores
de la heredabilidad obtenidos con el modelo
1, tanto la media como la moda, tomaron en
las tres lineas valores de medios a elevados
(entre 0.24 a 0.41), con desviaciones estan-
dar posteriores entre 0.08 y 0.16, por lo que
la regién de alta densidad posterior para la
heredabilidad no incluye el cero.

Cuadro 1. Factor de Bayes entre los modelos con y sin heredabilidad, estadisticos
descriptivos de la distribucién marginal posterior de la heredabilidad subyacente, y
estimadores posteriores para el segundo y tercer umbrales (el primer umbral ¢, se fijé a O en
todos los casos) obtenidos en el andlisis con el modelo con variabilidad genética (modelo 1)

Linea A Linea B Linea C
Factor de Bayes (Probabilidad posterior mod. 1) 321.6 (0.99) 16.5 (0.98) 46.1 (0.94)
Media posterior de h? 0.25 0.41 0.38
Moda posterior de h? 0.24 0.40 0.36
Desviacién Estandar posterior de h? 0.08 0.16 0.13
Umbral t, 1.31 (0.08) 1.62 (0.16) 1.55(0.12)
Umbral t, 2.24 (0.10) 2.42 (0.20) 2.12 (0.16)
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Figura 1. Distribucién posterior de la heredabilidad subyacente para la tasa de crecimiento de las
pezuiias en las tres poblaciones de seleccion analizadas.

En funcién de estos resultados podemos
concluir que el cardcter crecimiento de las
pezufias tiene un importante determinismo
genético en las tres poblaciones analizadas.
Estos resultados serian la primera evidencia
de un componente genético para este carac-
ter en porcino, e indican la posibilidad de
seleccionar en contra del crecimiento de las
pezuiias en aquellas poblaciones en las que
la deformidad de las ufias plantea proble-
mas de manejo y limita en consecuencia Ja
longevidad de los reproductores.

Biliografia

CHo1 Y.S., McDaNEL B.T., 1993. Heritabilities of
measures of hooves and their relation to other traits
of Holsteins. Journal of Dairy Science 76: 1989-
1993.

Garcia-CorTEs L.A., CaBriLLo C., Moreno C,,
VARONA L., 2001. Hypothesis testing for the gene-
tical background of quantitative genetics. Genet.
Sel. Evol. 33: 3-16.

GELFAND, A., SMITH A.FM., 1990. Sampling based
approaches to calculating marginal densities. J.
Am. Stat. Assoc. 85: 398-409.

HasTings W.K., 1970. Monte Carlo sampling methods
using Markov Chains and their applications,
Biometrika. 82: 711-732.

Kass R.E., RAFTERY A.E., 1995. Bayes Factors. J. Am.
Stat. Assoc. 90: 773-795.

LaviNe M., ScHERWISH M.J., 1998. Bayes Factors:
What thye are and what they are not. Am. Stat. 53:
119-122.

RAFTERY, A.E., LEwIS S.M.,, 1992. How many itera-
tions in the Gibbs Sampler?. In: J.M. Bernardo, J.
O. Berger, A. P. Dawid and A.F.M. Smith. (Ed).
Bayesian Statistics TV. pp. 763-774. Oxford Univ.
Press.

VARONA, L., GARCIA-CORTES L.A., PEREZ-ENCISO M.,
2001. Bayes Factor for detection of Quantitative
Trait Loci. Genelt. Sel. Evol. 33: 133-152.



ITEA (2004), Vol. 100A N.° 3, 276-280

UTILIZACIOI\{ DE MARCADORES MICROSATELITES
INTRAESPECIFICOS E INTERESPECIFICOS EN
POBLACIONES NATURALES DE DORADA

V. Oliva, M.]J. Zamorano, A. Navarro, R. Ginés, N. Astorga,

J.M.Afonso

Dpto. Patologia Animal, Produccién Animal, Bromatologia y
Tecnologia de los alimentos

Facultad de Veterinaria. Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria. Trasmontana s/n. 35416- Arucas (LAS PALMAS)

voliva@becarios.ulpgc.es

Introduccion

En los ultimos diez afnos la produccidn
mediterranea en acuicultura de las dos espe-
cies mas cultivadas (dorada y lubina), ha
pasado de ser de unas 3.876 Tn hasta alcan-
zar las 130.000 Tn. Dicha produccién esta
cubierta en su 90% por tan solo cuatro pai-
ses Grecia, Turquia, Italia y Espafia. La pro-
duccién de dorada, para la que Espafia
ocup6 el tercer lugar en el afio 2002 (FEAP
2004), sigue creciendo aunque atraviesa un
periodo de crisis debido a que los precios
medios estan a la baja.

A pesar de los niveles de produccion de
dorada y sus expectativas, las empresas de
cultivo presentan un escaso estado de desa-
rrollo desde el punto de vista genético, tanto
por la manera en que suelen establecer sus
reproductores, a partir de individuos de
poblaciones naturales, como desde el desco-
nocimiento que poseen, en la mayoria de los
casos, de las relaciones de parentesco de
dichos reproductores, lo que se agrava por el
escaso censo efectivo que suelen utilizarse
debido a la alta fecundidad que presentan las
especies. Con ello, la produccién de alevines
esta todavia lejos de ser individuos mejora-

dos genéticamente. Por esta razon, los prin-
cipales objetivos de este estudio son:

I. Conocer la variabilidad genética exis-
tente en poblaciones naturales de dorada
utilizando algunos marcadores descritos
para distintas especies de esparidos.

2. Proponer un panel de marcadores
microsatélites intra e interespecificos que
pueda ser util en el estudio de las relaciones
de parentesco en las empresas de acuicultu-
ra de dorada.

Material y métodos

El estudio se ha realizado en un total de
146 muestras procedentes de siete poblacio-
nes naturales de dorada. Tres de ellas del
océano Atlantico y mar Cantdbrico y las
cuatro restantes del mar Mediterrdneo. La
distribucién del tamafio de muestra fue:
Cantabrico N =29, Huelva N = 7, Noroeste
de AfricaN =16, Castellén N = 27, Valencia
N = 16, Israel N = 18 y Turquia N = 33.

Los marcadores microsatélites utilizados
fueron: seis intraespecificos para dorada pre-



V. OLIVA ET AL.

viamente descritos por BATARGIAS et al.
(1999) y el resto interespecificos descritos en
otros esparidos, cinco en Pagrus major
(TAKAGI et al., 1997), ocho en Pagrus aura-
tus (ADCOCK et.al., 2000) y diez en Pagellus
bogaraveo (STOCKLEY et al., 2000). En total
se utilizaron un total de 29 marcadores
microsatélites. Se tomd como tejido un trozo
de aleta que era conservada en | ml de etanol
absoluto hasta su procesamiento. La extrac-
ci6n de ADN se realiz6 mediante el método
del fenol-cloroformo (SAMBROOK et al.,
1989), resuspendiéndose en 50m! de TE y
conservandose a 4 °C.

Los microsatélites fueron amplificados
en un termociclador i-Cycler (Bio-Rad)
adaptando las condiciones descritas por los
autores mediante barridos para la tempera-
tura de hibridacion y la concentracién de
cloruro de magnesio. Los productos de PCR
fueron visualizados en geles de agarosa
para confirmar las condiciones 6ptimas de
amplificaciéon. Una vez amplificados, los
productos de amplificacién fueron separa-
dos en electroforesis vertical en geles de
poliacrilamida al 6% y los alelos fueron
visualizados mediante tincion de plata.

El nivel de variabilidad se estimé
mediante el cdlculo de las frecuencias aléli-
cas, nimero medio de alelos por locus,
heterocigosidades observada y esperada.
Ademds, se estim6 la probabilidad de
exclusiéon (PE) y probabilidad combinada
de exclusién (PEC) (JAMIENSON, 1994).

La estructura genética de la poblaciones
fue inferida mediante andlisis de varianza
(AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992), y el ana-
lisis estadistico se realizé con el programa
ALERQUIN ver. 2000 (SCHNEIDER et al.,
2000).
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Resultados y discusion

De los 29 marcadores estudiados, un
total de trece fueron amplificados en dora-
da. De éstos, aquellos pertenecientes a la
misma especie fueron polimérficos en
todos los casos. Sin embargo, en el caso de
los marcadores interespecificos descritos
para Pagrus major, Pagrus auratus y
Pagellus bogaraveo, s6lo fueron polimorfi-
cos dos, uno y tres, respectivamente.

De los marcadores especificos de dorada
(BATARGIAS et al., 1999), no fueron tenidos
en cuenta para el estudio los marcadores
SaGT41a, por presentar gran dificultad en la
lectura sobre gel, y SaGT31, por su escaso
nivel de polimorfismo, sélo 4 alelos diferen-
tes.

En relacion a los marcadores interespeci-
ficos, las condiciones de temperatura de
hibridacién y cloruro de magnesio idéneas
para ser legibles en dorada, se recogen en el
cuadro 1.

En cuanto a la variabilidad genética
hallada en las distintas poblaciones, el
nimero medio de alelos fue de 22,3+1,22.
Asi, el nimero de alelos que se ha observa-
do oscila entre los 16 para el Pma2b y los
28 para SaGT]l, si se considera el total de la
muestra.

Por poblacién el nimero medio de alelos
fue de 8 para la poblacién de Huelva hasta
16 para la de Turquia, si bien el tamafio de
la muestra puede estar influyendo en este
dltimo dato, ya que para la poblacién de
Huelva tan sélo se pudieron conseguir 7
individuos (cuadro 2).

Considerando la distribucidn de frecuen-
cias alélicas, en el caso del marcador
SaGT26 el alelo mas frecuente fue el 225 en
todas las poblaciones excepto en Turquia en
la que el alelo mas frecuente fue el 237 y en
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Cuadro 1. Condiciones de amplificacion de los marcadores microsatélites interespecificos

estudiados
Locus T* hibridacién [Cl,Mg] Especies
Pmal 57.6° 2mM Pagrus major
Pma2b 61.4° 3.5mM Pagrus major
Pma$ 59.3° 2.5mM Pagrus major
PaGA2a 62° 2.5mM Pagrus auratus
PbMS2 62° 2mM Pagellus bogaraveo
PbMS6 57° 2mM Pagellus bogaraveo
PbMS16 57° 2mM Pagellus bogaraveo
Cuadro 2. Niimero de alelos por poblacion y locus

Niimero de Alelos por poblacién Total
Locus Castellén  Valencia  Huelva  Israel  Cantdbrico Turquia NO Africa
SaGt26 17 13 8 12 15 12 8 24
SaGtl 25 20 10 13 22 24 16 28
SaGi1b 18 13 8 14 17 16 16 23
SaGT32 16 15 8 7 16 14 12 20
PaGA2a 15 10 9 6 11 14 10 22
Pma2b 12 12 7 9 12 13 12 16
Pmal 19 15 10 14 22 20 15 27
PbMS2 13 11 6 8 12 12 10 17
PbMS6 14 7 7 16 15 21 16 24
PbMS16 14 15 10 14 13 19 15 22
Promedio 16,3x1,2 3,11, 83x0,4 113xl,1 155x1,1 16,5¢1,3 1320,9  23zx1,2

la poblacién de Israel para la que el alelo mas
frecuente fue el 255. Se han observado alelos
exclusivos de las poblaciones de Valencia y
Castellén aunque no se han encontrado dife-
rencias significativas entre poblaciones. Para
el marcador SaGT1 el rango de alelos oscila
entre 94 y 182 siendo el alelo mds frecuente
el 138, coincidiendo nuevamente que en las
poblaciones de Valencia y Castellon apare-
cen alelos exclusivos. El marcador SaGT41b
también presentd alelos raros en las pobla-
ciones de Africa y Valencia. Para el marca-
dor PaGA2a el alelo més frecuente en todas
las poblaciones fue el 116.

La heterocigosidad media observada fue
de 0,869, si no se consideran los marcadores
monomorficos en cuyo caso el nivel de hete-
rocigosidad bajé a 0,79. El andlisis molecu-
lar de la varianza puso de relieve que el 98,23
% de la varianza total es debida a diferencias
genéticas dentro de poblaciones y no entre
éstas. Utilizando exclusivamente marcadores
microsatélites intraespecificos, las estimas
del presente estudio estdn en concordancia
con las determinadas en otras poblaciones
naturales y de cultivo (BATARGIAS et al.,
1999; ALARCON et al., 2004), 0,88 y 0,86-
0,87 respectivamente.
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En relacién con el segundo de los objeti-
vos, para establecer el panel de marcadores
que fuese facilmente utilizable para conocer
las relaciones de parentesco en las empresas
de cultivo, se ha considerado el nivel de
polimorfismo del marcador, la facilidad
para tipificar el patrén de bandas y la posi-
bilidad de realizar cargas multiples en un
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mismo gel. Los marcadores que resultaron
mas idoéneos y sus caracteristicas se recogen
en el cuadro 3, siendo tres intraespecificos
(SaGTl, SaGT32, SaGt41b) y tres interes-
pecificos (PbMS2, PbMS16, PaGAZ2a). Al
estimar la PEC para los 6 marcadores pro-
puestos esta resulté del 99,99% sefnalando
su utilidad en el control de genealogias.

Cuadro 3. Marcadores propuestos en la confirmacién de relaciones de parentesco

Locus Nimero Rango Tipificacién Ho Nimero PE
de alelos alélico de cargas
SaGt41b 23 142-190 Muy fécil 0,909 Tres 0,863
PbMS2 17 126-160 Muy fécil 0,873 Tres 0,744
PaGA2a 22 102-146 Muy ficil 0,782 Dos 0,665
PbMS16 22 142-184 Fécil 0,946 Dos 0,866
SaGT32 20 140-186 Fécil 0,801 Dos 0.833
SaGTI 18 94-182 Facil 0,887 Una 0,899
Conclusiones Bibliografia

Se puede concluir que la mayor parte de
las diferencias existentes entre stocks natu-
rales de dorada estdn dentro de poblaciones,
no siendo significativas las diferencias entre
las poblaciones. Por otro lado, que con un
panel de marcadores microsatélites consti-
tuido por s6lo 6 marcadores (inter e intraes-
pecificos) es posible obtener una probabili-
dad de exclusién combinada lo suficiente-
mente elevada como para reconocer las
relaciones familiares en dorada.
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Introduccion

Los procedimientos més utilizados para la
deteccién de QTL en mejora animal suelen
ser modelos de regresién del fenotipo al
genotipo en cada localizacién a lo largo del
genoma (HALEY et al., 1994). Recientemente,
GIANOLA et al. (2003) han propuesto un
modelo, que, desde un punto de vista baye-
siano, trata los coeficientes de regresion
como efectos aleatorios. Este modelo permi-
te el andlisis conjunto de todos los marcado-
res del genoma simultineamente, evitando
asi las dificultades asociadas con el testaje
multiple y la posible inclusion de cofactores.

A su vez, GIaNOLA et al. (2003) sugieren
utilizar procedimientos que incluyen corre-
laciones entre los efectos de los QTL aso-
ciados a marcadores que pertenezcan a un
mismo cromosoma. Segln estos autores,
estas correlaciones pueden ser definidas en
funcién de la distancia genética entre los
marcadores. Entre otros procedimientos,
proponen un modelo de decremento
Gaussiano que ajusta la caida de correlacio-
nes entre marcadores segiin la siguiente
expresion:

2

ikt
)‘i,k: =CXp|——

i

Donde 4,,, es la correlacién entre los
marcadores k y t en el cromosoma i. Esta
correlacién es 1 cuando la distancia entre
marcadores es 0 y disminuye hasta la ausen-
cia de correlacion cuando la distancia tiende
a infinito, di,kl es la distancia entre los mar-
cadores k y t en el cromosoma i expresada
en cM, y p, es el pardmetro que controla la
disminucién de la correlacién a medida que
aumenta la distancia entre los marcadores.
Cuando p; toma un valor cercano a 0, las
correlaciones disminuyen a gran velocidad,
mientras que cuando 0, es mayor las corre-
laciones caen mas lentamente (figural).

El objetivo de este trabajo es comparar
este modelo de decremento Gaussiano de la
correlacién con un modelo que asuma inde-
pendencia entre los efectos asociados con
los marcadores moleculares.

Material y métodos

Se han simulado poblaciones F, de mil
individuos, genotipados para 20 marcadores
fijados en las poblaciones parentales, y aso-
ciados con efectos aditivos que se muestrea-
ron a partir de distribuciones normales. Los
marcadores se distribuyeron uniformemente
a lo largo de 4 grupos de ligamiento (5 mar-
cadores en cada uno). La media fenotipica
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Figura . Correlacion entre efectos asociados a marcadores en relacion a p y la distancia genética (d).

simulada fue 100 unidades y la varianza
residual de 100 unidades al cuadrado.

Se han generado 6 casos de simulacién
dependiendo de las distancias genéticas
entre marcadores (5, 10 y 20 cM), y de la
distribucién utilizada para muestrear los
QTL —-N(0,1) y N(0,2)-, respectivamente.
Para cada uno de los casos de simulacién se
generaron 100 réplicas.

Para realizar el andlisis se utilizé el
modelo propuesto por GIANOLA ef al.
(2003) con diferentes alternativas:

1. Asumiendo independencia entre mar-
cadores.

2. Utilizando un modelo de decremento
gaussiano, condicionado al valor de p,
p=1,10,20,30,40 y 50.

3. Usando el mismo modelo, pero con p
como pardmetro del modelo, y utilizando
una prior acotada entre 0 y 50.

Los datos simulados se analizaron me-
diante MCMC. Para cada modelo, se calcu-
laron el DIC (Deviance Information Cri-
teria), tal y como propone SPIEHELHALTER ef
al. (2002), y la correlacion entre las medias

posteriores de los efectos de los QTL y los
valores simulados.

Resultados y discusion

En el cuadro | se muestran los DICs
medios obtenidos en cada caso de simula-
cién. En este cuadro se puede observar que
el modelo que no tuvo en cuenta la correla-
cién entre marcadores obtuvo el valor mds
bajo de DIC, indicando que es el modelo
que mejor predecirfa una futura réplica de
los datos. Por otra parte, en el cuadro 2 se
muestran las correlaciones entre los valores
simulados y estimados de los QTL para los
diferentes casos de simulacién y modelos
de andlisis. Aqui se puede observar la com-
pleta coincidencia con el cuadro 1, ya que
los modelos que tienen menor DIC tienen
mayores correlaciones entre los valores
simulados y estimados de los QTL.

Como conclusién, los modelos que
incluyen las correlaciones entre efectos aso-
ciados a los marcadores no han mejorado
las estimas de los efectivos aditivos de los
QTL. Los QTL se simularon independien-
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tes entre si, y aunque existe co-linealidad  entre marcadores o posiciones del genoma
entre los estimadores, la introduccién en el no soluciona este problema.
modelo de una estructura de correlaciones

Cuadro 1. Deviance Information Criteria (DIC) para los diferentes modelos de analisis y
casos de simulacién

Distribucién Normal (0,1) Normal (0,2)
Distancias genéticas distancias genéticas
5 10 20 5 10 20
Modelos
p=1 7449,8916  7451,7471  7453,6876 7454,1511  7455,6052 7457,0847
p=10 74508342 7452.1026  7453,6827 7459,0844 7456,1891  7457,0847
p=20 7451,2960  7454,1204  7454,1005 7463,4508 7462,5865 7457,5569
p=30 7484,5445 74553504  7455,9109 7475,6978 7467,9227 7460,5899
p=40 7529,9252  7455,9664  7457,8003 7751,7296  7471,2825  7465,8056
p=50 7530,2337  7459,8136  7458,9563 7753,0911 7474,0754  7470,1625
p=aleatorio 7451,2097  7451,9532  7454,0652 7454,9755 7456,0767 7457,5088

Sin correlaciones  7449,8916  7451,7471  7453,6876 7454,1511 7455,6052 7457,0847

Cuadro 2. Correlaciones entre los valores simulados y estimados de los QTL de los
diferentes modelos de andlisis y casos de simulacién

Distribucion Normatl (0,1) Normal (0,2)
Distancias genéticas distancias genéticas
5 10 20 5 10 20
Modelos
p=1 0,6997 0,7642 0,8274 0,8591 0,9060 0,9428
p=10 0,6150 0,7575 0,8276 0,7561 0,9002 0,9427
p=20 0,5421 0,6778 0,8191 0,6685 0,8182 0,9397
p=30 0,3618 0,6261 0,7749 0,5888 0,7593 09172
p=40 0,0810 0,5900 0,7288 0,1381 0,7283 0,8775
p=50 0,0327 0,5420 0,6954 0,0677 0,7044 0,8456
p=aleatorio 0,6926 0.7652 0,8176 0,8561 0.9064 0,9009
Sin correlaciones  0,6997 0,7642 0,8274 0,8591 0,9060 0,9428
Bibliografia outbred lines using least square. Genetics 136: 1195-
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Introduction

Cholesterol is synthesized by the liver,
adipose tissue and the intestine and released
into the bloodstream (YOUNG et al., 1993).
The part of the cholesterol not produced by
the body itself may come from the ingestion
of animal products, such as meat, fish, eggs,
butter, cheese and milk. Cholesterol is
needed to give strength to cell membranes
and to serve as a template for steroid hor-
mones, such as estrogen and testosterone.
However, in humans, having too high cho-
lesterol levels is one of the major risk fac-
tors for heart diseases (KANNEL and
WILSON, 1992).

Cholesterol is transported through the
blood stream in the form of lipoproteins, of
which the two most commonly known are
low-density-lipoprotein (LDL-C) and high-
density-lipoprotein (HDL-C). LDL-C is
also referred to as “bad” cholesterol,

because it can contribute to the formation of
plaques in the inner walls of the arteries that
feed the heart and brain, a condition known
as artherosclerosis, which can cause heart
attack or stroke. Conversely, HDL-C is
referred to as “good” cholesterol, because a
high level of it protects against heart attack
by preventing the build up and formation of
plaques (GORDON et al., 1989).

Triglycerides are chains of high-energy
fatty acids, necessary for providing energy
for cells to function. High triglyceride lev-
els have been associated with heart disease
often in relation with low HDL-C levels.
However, there is some evidence that
triglyceride levels are an independent risk
factor for heart diseases (HE et al., 2004).

The present study investigated Total-C,
HDL-C, LDL-C and triglyceride levels in
pigs. The aim of the present study was to
preliminary investigate heritabilities and
simple relationships between cholesterol
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and triglyceride levels and body weight.
Investigation of cholesterol levels in pigs
may provide information on cholesterol lev-
els in pig products for human consumption
and the possibility to select for ‘healthier’
levels of cholesterol in pork. In addition,
pigs could be used as a model for choles-
terol issues in humans.

Material and Methods

The dataset used for the present prelimi-
nary investigation consisted of 103 pigs of the
Duroc breed. Animals were born in August
and September 2003 and where castrated
sons of five sires distributed over three farms.
At weaning (at 15 to 19 days of age), the pigs
were moved to the test station “Centre de
Control Porci” (CCP-IRTA), where they all
received the same treatment. Two to three
days after, body weight (BW) was taken.
Blood cholesterol (Total-C, HDL-C and
LDL-C) and triglyceride levels were meas-
ured once at 33 to 55 days of age. For esti-
mates of heritabilities and phenotypic corre-
lations, al measurements were adjusted for
sire and farm according to the following
model:
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Y = u + Sire; + Farm, + e, (1

where u = overall mean, Sire; = effect of
sire i (1 to 5), Farmj = effect of farm j (1 to
3), ey = error term of animal k, e.ljk~NID(O,
o%). Y, denotes all traits tested with this
model, as measured on animal k of sire i
and farm j. All effects were considered to be
fixed effects.

Results and Discussion

Heritabilities (+ sampling variance) and
means (+ standard errors of the means) of
Total-C, HDL-C and LDL-C and triglyc-
eride levels in serum are presented in table
1. POND et al. (1986) estimated a heritabili-
ty of Total-C in serum of 0.45; YOUNG et al.
(1993) reported a realized heritability on
Total-C in serum of 0.31. The high heri-
tabilities found in this study suggest that
selection for levels of these traits in serum
could be successful. However, these heri-
tabilities should be estimated with a larger
number of animals in order to reduce the
large sampling variance observed in this
study. Further investigation should aim to
determine how serum levels of cholesterol

Table 1. Heritabilities (h% + approximate sampling variance), means (+ standard errors of
the means) and the range of normal values in humans of total cholesterol (Total-C), high-
density-lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-density-lipoprotein cholesterol (LDL-C) and
triglyceride levels in serum

h? (+ sampling variance)

Mean (£ s.e.) Range in humans?®

Total-C (mg/dL) 0.43 (= 0.15)
HDL-C (mg/dL) 030 (x0.11)
LDL-C (mg/dL) 0.57 (+ 0.24)
Triglycerides (mg/dL) 0.97 (= 0.38)

78.5 (+ 1.36) 100-240
32.3 (£ 0.57) 35-100
35.2 (+ 0.87) 60-120
54.4 (+ 2.09) 10-190

“Medline Plus, 2004
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and triglycerides relate to levels in animal
products most widely used for human con-
sumption, such as muscle. Table 1 further-
more gives the range of normal Jevels of the

traits in humans. The values of cholesterol
levels obtained in pigs are outside this
range, especially Total-C and LDL-C. This
means that other ranges are applicable to

Table 2. Phenotypic correlations between total cholesterol (Total-C), high-density-
lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-density-lipoprotein cholesterol (LDL-C),
triglycerides, and body weight (BW)

Total-C HDL-C LDL-C Triglycerides
HDL-C 0.79 *#*
LDL-C 0.83 ok 0.45 ##x
Triglycerides 0.38 #** 0.20 * -0.03
BW 022 % 0.10 0.30%* -0.05

L P<0.001; " P<0.01;7: P<0.05.

cholesterol levels in pigs. Average body
weight was 4.70 (+ 0.09) kg.

The results show that animals with a
high Total-C level have high levels of HDL-
C, LDL-C and triglycerides. Animals with
high levels of HDL-C also have high levels
of LDL-C and triglycerides. Also in humans
a significant relationship is found between
the level of triglycerides and HDL-C, but
this is found to be negative (e.g., Fredenrich
and Bayer, 2003; Olswold and De Andrade,
2003). In agreement with our results, in
humans, PING et al. (2000) observed a sig-
nificant correlation between total and LDL-
C levels (r = 0.68).

The results show furthermore that heav-
ier animals have higher levels of total and
LD-C. In a selection experiment for serum
cholesterol concentration in pigs, animals
from the high cholesterol line were heavier
after three generations of selection than
those of the low cholesterol line (YOUNG et
al., 1993). In mice, DUNNINGTON et al.
(1981) also observed an increased weight of

females with selection for high cholesterol
concentrations. Furthermore, in the same
study selection for high body weight at 56
days was accompanied by an increase in
serum cholesterol. The results are in agree-
ment with the observation that people who
are overweight have higher blood choles-
terol levels than people of desirable weight.
WILSGAARD and ARNESEN (2004) concluded
that, in humans, an increase in body mass
index was associated with adverse changes
in HDL-C and Total-C, and in triglycerides.
Also in the study of DEVROEY et al. (2004),
in humans, obesity was correlated with low
HDL-C and high triglycerides. In the pres-
ent study in pigs, no relationship was found
between BW and HDL-C or triglycerides
levels. Further analysis will investigate cho-
lesterol levels at later ages and higher body
weights, which may be better for compari-
son with the situation in humans.

In conclusion, high heritabilities for all
traits indicate the possibility to select for
cholesterol and triglyceride serum levels in



W.M. RAUW ET AL.

60 - 50 -
o = 45 ¢
I 50 =
3 3 40-
540 535.
Q 30 o 30
- 25
a [=}

32 ! I 20

0 - - S e 15 -

15 20 25 30 35 40 45 50 0

HDL-C (mg/dL)

Triglycerides (mg/dL)

135
115
95
75
55 »
25 . —
100 150 2 3 4 5 6 7
Body weight (kg)

Total-C (mg/dL)

Figure 1. Phenotypic relationship between HDL-C and LDL-C, triglycerides and HDL-C, and body
weight and Total-C.

pigs. The values in pigs were not in the
range of human cholesterol levels. As in
humans, there was a positive relationship
between cholesterol levels and body
weight. Selection for increased body weight
in piglets may yield animals with high cho-
lesterol levels, as is also indicated by the
study of DUNNINGTON ef al. in mice (1981).
It is still needed to determine the relation-
ship between serum and muscle cholesterol
levels. An interesting observation in this
study is the positive correlation between
HDL-C and triglycerides, whereas this rela-
tionship is found to be negative in humans.
Further analysis will include a larger
amount of data, including measurements on
cholesterol and triglycerides, body weight,
growth, food intake and food efficiency at
slaughter.
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La acuicultura: un recurso alimentario
en continuo crecimiento

Segiin los datos de la Organizacién
Mundial para la Alimentacién y la Agri-
cultura (FAO), la poblacion mundial actual
estd a punto de superar los seis mil quinien-
tos millones de personas, presentando un
crecimiento exponencial, a pesar de que los
recursos naturales de La Tierra son limita-
dos. Si bien es cierto que en la actualidad la
agricultura es capaz de producir suficiente
alimento para sostener toda la poblacién
mundial, el reparto desigual en los recursos
financieros necesarios para acceder a ese ali-
mento impide que se alcance ese objetivo.
Ademds, aunque una distribucién mas equi-
tativa de los recursos mejoraria en gran
medida la inseguridad alimentaria, no podrfa
llegar a eliminarla completamente.

Al mismo tiempo, la demanda mundial
de pescado se ha incrementado notablemen-
te, y no sélo porque la poblacién mundial
estd en continuo crecimiento, sino porque el
consumo per cipita de pescado también se
incrementa, concretamente a un ritmo de
medio kilo mds al afio por persona. Asi en la
actualidad, el consumo medio de pescado
estd entre 14-16 Kg. de pescado anual per
cépita (de 28 a 44 kg en Espaiia, segin las
estadisticas). Sin embargo, a pesar de este
incremento en la demanda de pescado, las
pesquerias mundiales se han mantenido

estables durante los dltimos 15 afios. Més
aun, los cientificos pesqueros aseguran que
serdn completamente insostenibles después
del afio 2040. En efecto, el mar no es una
fuente inagotable de alimento y la pesca ha
tocado el fondo del saco, amenazando con
romperlo en menos de 35 afios.

Frente a esta situacién abocada al desplo-
me a medio-largo plazo de las pesquerias, se
presenta la acuicultura, produccién controla-
da de organismos acudticos como la tdnica
alternativa para complementar la produccién
pesquera y permitir el abastecimiento de pes-
cado a la poblacion mundial. El término
Acuicultura engloba todas las actividades
que tienen por objeto la produccién, engorde
y comercializacién de organismos acuéticos,
animales o vegetales, de aguas dulces, salo-
bres o marinas. La distincién entre cultivo y
cria no establece, como ocurre en el medio
terrestre, una separacién entre los reinos
vegetal y animal, sino un nivel diferente de
problemas y exigencias engendradas por la
especificidad de los sujetos de cria, si bien es
cierto que el engorde de peces a elevada den-
sidad reviste todas las caracteristicas de una
cria, no lo es menos que la produccion de
mejillones o de ostras se parece mas a un cul-
tivo, por el ritmo y la naturaleza de las labo-
res que conlleva.

En la actualidad, la produccién mundial de
acuicultura ya ha superado los 50 millones de
toneladas métricas, siendo el sector de pro-
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duccién de alimento que presenta el mayor
crecimiento anual, superior al 10% durante
los ditimos 15 afios frente al 2,8 % de la pro-
duccién de carne. Asi, se han superado
ampliamente todas las expectativas de pro-
duccién y la acuicultura ha demostrado su
potencial real para cubrir los retos de seguri-
dad alimentaria y generacion de empleo y
beneficios econdmicos y convertirse en una
verdadera “Revolucién azul”. No podemos
olvidar que mds del 70 % de la superficie del
llamado Planeta azul estd cubierta de agua
con un gran potencial de produccion de ali-
mento para aliviar Ja inseguridad alimentaria
que azota a la humanidad.

Importancia de la correcta alimentacion
de reproductores

Uno de los principales cuellos de botella
para el desarrollo de la produccién comercial
de especies acudticas es la obtencién de un
nimero suficiente de alevines de buena cali-
dad. Y es que cuando los peces son manteni-
dos en cautividad aparecen numerosos pro-
blemas relacionados con la reproduccién
tales como la ausencia de ovulacién y pues-
ta, la espermatogénesis debilitada, las pues-
tas estacionales en épocas inadecuadas para
la produccién, las puestas asincrénicas, la
reduccidén del crecimiento somético durante
la reproduccidn, las puestas excesivas o inde-
seables, etc. En la mayoria de las especies
cultivables estos problemas son controlados
mediante inducciones hormonales o regula-
cién de ciertos pardmetros ambientales como
fotoperiodo, temperatura o salinidad.

La correcta alimentacién y nutriciéon de
los reproductores permite mejorar considera-
blemente no sélo la calidad del esperma y el
huevo, sino también la produccién de semi-
[la. Pero, a pesar del considerable avance en

nutricion de peces de cultivos durante las dos
ultimas décadas, en muchas ocasiones los
conocimientos actuales sobre los requeri-
mientos nutricionales de los reproductores
son insuficientes para asegurar la calidad de
las puestas, debido al elevado coste y la com-
plejidad de manejo de este tipo de estudios.
Sin embargo, como en nutriciéon del ser
humano y del ganado (LEBOULANGER, 1977)
estd claro que los requerimiento nutritivos de
los reproductores serdn diferentes de los ani-
males juveniles que estdn en rdpido creci-
miento. Es mas, como en otros animales,
también es claro que muchas de las deficien-
cias y de los problemas encontrados durante
las fases tempranas de la crfa larvaria estdn
relacionados directamente con el régimen de
alimentacion, incluyendo nivel y duracion de
nutrientes, de los reproductores. El objetivo
de esta revision es tratar efectos principales
de la nutricién de reproductores sobre la
reproduccién de los peces en cultivo.

Fecundidad

Varios métodos se han desarrollado para
determinar la calidad del huevo de los peces
(KiorsVIK et al., 1990; FERNANDEZ-PALA-
CIOS et al., 1995). Uno de los parametros, la
fecundidad, se ha utilizado para determinar
la calidad del huevo, por ser sensible a defi-
ciencias nutricionales en dietas de los repro-
ductores. La fecundidad es el nimero total
de huevos producidos por cada pez expresa-
do en términos de huevos/puesta o de hue-
vos/peso corporal. La fecundidad reducida,
que ha sido documentada en varias especies
de peces marinos, podria ser causada entre
otras por la influencia de un desequilibrio
nutricional sobre el sistema endocrino hipo-
tadlamo-hipdfiso-gonadal de o por la restric-
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cién en la disponibilidad de un componente
bioquimico para la formacién del huevo.

Uno de los principales factores nutricio-
nales que ha sido descrito que afecta a los
rendimientos reproductivos en peces es el
contenido en 4cidos grasos esenciales en la
dieta. En dorada Sparus aurata fue encontra-
do que la fecundidad aumenta significativa-
mente con el incremento del nivel de n-
3HUFA en la dieta (4cidos grasos poliinsatu-
rados con 20 é mas dtomos de carbono, esen-
cialmente en peces marinos) hasta el 1,6%
(FERNANDEZ-PALACIOS et al., 1995). En espa-
ridos, la composicion en dcidos grasos esen-
ciales de la génada de la hembra es afectada
de manera importante por el contenido de
dcidos grasos en la dieta, la cual influencia
significativamente la calidad del huevo a
corto plazo (HAREL er al., 1992). Asi, en
dorada, la composicién en acidos grasos de
los huevos esté directamente afectada por el
contenido en n-3 HUFA de la dieta de los
reproductores (FERNANDEZ-PALACIOS et al.,
1995). Una correlacion positiva fue observa-
da entre los niveles de n-3 HUFA en la dieta
y los huevos, con la concentracién de EPA
que era afectada mds ficilmente por n-3
HUFA en la dieta que el DHA. La retencién
selectiva de DHA también ha sido encontra-
da durante la embriogénesis y durante el
ayuno (IzQUIERDO, 1996), denotando la
importancia de éste dcido graso en el des-
arrollo del embridén y la larva. Los é4cidos
grasos poliinsaturados también pueden regu-
lar Ja produccidn de eicosanoides, particular-
mente prostaglandinas, las cuales estdn
implicadas en varios procesos reproductivos,
incluyendo la produccién de hormonas este-
roides y el desarrollo gonadal como la ovula-
cion (MOOREg, 1995). Los ovarios de los
peces tienen una alta capacidad para generar
eicosanoides, entre ellas la prostaglandina E
(PGE) derivada de la accion cicloxigenasa y
leucotrienos LTB y 4. LTB procede de la
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actividad lipoxigenasa (KNIGHT et al., 1995).
Los inhibidores de esta enzima redujeron la
maduracién inducida por gonadotropina de
oocitos en lubina (ASTURIANO, 1999;
[ZQUIERDO et al., 2001) sugiriendo que los
productos derivados de la accién de la lipo-
xigenasa podrian también estar implicados
en la maduracién del oocito.

Ademas de que las dietas deficientes en
EFA causan efectos perjudiciales en los
peces, también han sido descritos los efec-
tos negativos de sus excesos sobre los ren-
dimientos reproductivos de los peces. Por
ejemplo, los altos niveles de n-3 HUFA en
la dieta redujeron la cantidad total de hue-
vos producidos en reproductores de dorada
a pesar del incremento de la concentracién
de n-3 HUFA en el huevo (FERNANDEZ-
PaLACIOS er al., 1995). Puesto que la fecun-
didad reducida estuvo asociada con el alto
contenido de n-3 HUFA en el huevo, sélo
contenidos elevados de EFA no deberian ser
utilizados como criterio para determinar la
calidad del huevo de reproductores de dora-
da. Altos niveles de n-3 HUFA en la dieta
podrian afectar al eje endocrino hipotala-
mo-hipdéfiso-gonadal habiendo sido encon-
trado que ambos EPA y DHA reducen in
vitro la accion esteroidogénica de la gona-
dotropina en el ovario de los peces teleds-
teos (MERCURE y VAN DER KrAAK, 1995).

Otros nutrientes que han sido mostrados
que afectan a la fecundidad son la vitamina
E (IzQUIERDO y FERNANDEZ-PALACIOS, 1997;
FERNANDEZ-PALACIOS et al., 1998) y el acido
ascorbico (BLoM y DaBrROWSKI, 1995). Un
incremento en la dieta de los niveles de a-
tocoferol de hasta 125 mg/kg resulté en una
mejora en la fecundidad de dorada, expresa-
da como el nimero total de huevos produci-
do por hembra y viabilidad del huevo. Sin
embargo, la fecundidad reducida observada
en reproductores alimentados con una dieta
deficiente en a-tocoferol no estuvo asociada
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con el contenido reducido en vitamina E de
los huevos, y s6lo muy altos niveles de vita-
mina E 2020 mg/kg fueron encontrados que
incrementan el contenido de tocoferol del
huevo. Los requerimientos antioxidantes de
la dieta incrementan durante la reproduccion
(IZQUIERDO y FERNANDEZ-PALACIOS, 1997;
FERNANDEZ-PALACIOS et al., 1998). Esto
puede estar relacionado con la formacién de
radicales de oxigeno durante la biosintesis
de hormonas esteroides como ha sido obser-
vado en vertebrados superiores. Por ejem-
plo, los niveles de compuestos antioxidantes
estuvieron correlacionados con los niveles
de progesterona en cuerpo liteo en bovino
sugiriendo la activacién de mecanismos
antioxidativos para poder con la formacién
de oxiradicales dependiente de la esteroido-
génesis (RAPOPORT et al., 1998).

Ciertos nutrientes de la dieta también
ejercen un efecto marcado sobre la fertiliza-
cioén. Los niveles de EPA y AA en la dieta
muestran una correlacién con las tasas de
fertilizacion en reproductores de dorada
(FERNANDEZ-PALACIOS et al., 1995, 1997).
Asi, la composicién de 4cidos grasos del
esperma depende del contenido en 4cidos
grados esenciales en la dieta de los repro-
ductores de especies como la trucha arco
iris (WATANABE et al., 1984d; LABBE et al.,
1993) y la lubina (ASTURIANO, 1999), lo que
es posible que afecte a la movilidad del
esperma y consecuentemente a la fertilidad.
Particularmente en salménidos, donde la
criopreservacién de esperma es utilizada
habitualmente, la composicién de 4cidos
grados del esperma podria ser un factor que
determina la integridad de membrana des-
pués la congelacion-descongelacion. Otra
hipétesis puede explicar el efecto beneficio-
so del EPA y AA sobre las tasas de fertili-
zacion, ambos 4cidos grasos estdn envuel-
tos en funciones celulares y son precursores
de eicosanoides. El EPA es conocido por ser

un precursor de prostaglandinas de series
I11, mientras que el AA es un precursor de
prostaglandinas de series II (STACEY y
GOTEES, 1982). In vitro AA, pero no EPA o
DHA, estimulan testosterona testicular en
testiculo de goldfish a través de su conver-
sion a prostaglandina PGE2 (WADE et al.,
1994). Por el contrario, EPA o DHA blo-
quearon la accion esteroidogénica de ambos
dcido araquidénico y PGE. Ambos AA y
EPA modulan la esteroidogénesis en testi-
culos de goldfish (WADE et al., 1994). De
hecho, la formacién del esperma puede ser
retrasada y consecuentemente las tasas de
fertilizacion reducidas mediante depresidn
de la esteroidogénesis causada por una defi-
ciencia o desequilibrio de EFA en los repro-
ductores. Mds atin, las prostaglandinas son
reconocidas también como feromonas
importantes en algunos peces teledsteos.
Algunas PGs producidas por hembras de
goldfish, tales como PGFs, ha sido mostra-
do que estimulan el comportamiento sexual
del macho y sincronjza las puestas de
machos y hembras, afectando asi directa-
mente la éxito de la fertilizacién (SORENSEN
et al., 1988).

Otros nutrientes conocidos que son
importantes para la fertilizacién son la vita-
mina E (IZQUIERDO y FERNANDEZ-PALACIOS,
1997; FERNANDEZ-PALACIOS et al., 1998), los
carotenoides (Cralk, 1985) y la vitamina C.
El 4cido ascérbico ha sido mostrado que
juega un papel importante en la reproduccién
de salménidos (BLoM y DABROWSKI, 1995),
en la esteroidogénesis y la vitelogénesis. La
funcién antioxidante de las vitamina C y E
pueden jugar un papel importante para las
células espermaticas durante la espermatogé-
nesis y hasta la fertilizacién mediante la
reduccién del riesgo de la peroxidacién de
lipido, lo cual es perjudicial para la movili-
dad del esperma.
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Desarrollo embrionario

Varios nutrientes son esenciales para el
desarrollo normal del embrién y sus niveles
en las dietas de reproductores mejoran la
morfologia del huevo y la tasa de eclosién.
E] porcentaje de huevos morfoldgicamente
normales, como un pardmetro para determi-
nar la viabilidad de los huevos, ha sido
encontrado que incrementa con el aumento
en los niveles de n-3 HUFA en las dietas de
reproductores y una incorporacién de estos
acidos grasos dentro de los huevos (FE-
RNANDEZ-PALACIOS et al., 1995), indicando
asi la importancia de los EFAs para el nor-
mal desarrollo de huevos y embriones de
dorada. Doradas alimentadas con dietas
deficientes en EFA han mostrado un incre-
mento del nimero de gotas de lipidos en el
huevo (FERNANDEZ-PALACIOS er al., 1997),
como también ha sido demostrado en dora-
da japonesa (WATANABE ef al., 1984a).
Estos dcidos grasos juegan un papel estruc-
tural importante como componentes de los
fosfolipidos en membranas de peces y estdn
asociados con la fluidez de membrana y el
correcto funcionamiento fisioldégico de
enzimas asociadas a membrana y la funcién
celular en peces marinos.

Los radicales libres deterioran las mem-
branas del huevo y la integridad de membra-
na. Para la vitamina E, la vitamina C y los
carotenoides, como la astaxantina, ha sido
puesto de manifiesto que tiene un papel pro-
tector contra la accién de radicales libres.
Aunque los efectos negativos de la deficien-
cia en vitamina E sobre los rendimientos
reproductivos de los vertebrados superiores
han sido demostrados desde principios de
1920, la importancia de la vitamina E como
nutriente en la reproduccion de los peces s6lo
ha sido demostrada en 1990, donde su defi-
ciencia produce génadas inmaduras en Carpa
y Ayu y reduce las tasas de eclosién y super-
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vivencia en Ayu (WATANABE, 1990). Un
incremento en el nivel de a-tocoferol en la
dieta de 22 a 125 mg/kg también reduce sig-
nificativamente el porcentaje de huevos anor-
males en dorada (FERNANDEZ-PALACIOS et al.,
1997) y produce una mejora en el porcentaje
de huevos normales (IZQUIERDO et al., 2001).
Por otro lado, es bien conocida la funcién de
la vitamina E como un antioxidante inter e
intracelular para mantener la homeostasis de
metabolitos hdbiles en la célula y plasma. En
ratas diabéticas, la suplementacion de vitami-
na E en dietas maternas también reduce las
malformaciones congénitas, incrementan las
concentraciones de tocoferol en los tejidos
maternos, de embriones y fetos.

También ha sido demostrado que la
supervivencia de embriones es afectada por
el contenido de vitamina C de Ja dieta de los
reproductores. Esta vitamina es necesaria
para la sintesis del coldgeno durante el des-
arrollo embrionario. En reproductores de
trucha arco iris O. mikyss, Jos requerimien-
tos de vitamina C fue hasta ocho veces mas
alta que la de juveniles (BLom y Da-
BROWSKI, 1995). Otras investigaciones con
dorada japonesa han demostrado que los
fosfolipidos en la dieta mejoran la calidad
del huevo (WATANABE ef al., 199]a, b).
Aunque los efectos beneficiosos de los fos-
folipidos han sido atribuidos a su capacidad
de captacién de radicales libres (WATANABE
y KIRON, 1995), en algunas especies de
peces son importantes durante el desarrollo
larvario siendo preferentemente cataboliza-
do después de la eclosién y antes de la pri-
mera alimentacién (RAINUZZO et al., 1997).

Calidad larvaria

Pocos han sido los estudios realizados
para demostrar la mejora de la calidad de
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la semilla a través de la implementacion de
nutricién de los reproductores. Incre-
mentando los niveles de lipidos del 12% al
18% en reproductores de Siganus guttatus
produjeron larvas grandes eclosionadas y
un incremento en la supervivencia a los 14
dias después de la eclosién (DURAY et al.,
1994). El incremento de los niveles de n-3
HUFA particularmente DHA in dietas de
reproductores pusieron de manifiesto que
estimulan significativamente el peso de las
larvas de los peces y su resistencia al cho-
que osmoético (ABY-AYAD et al., 1997).

Conclusion

En resumen, la informacién de los reque-
rimientos nutritivos de reproductores de
peces estd limitado a unas pocas especies y
nutrientes. Para ciertos nutrientes tales
como los &4cidos grasos esenciales y
nutrientes antioxidantes ha sido demostrado
que juegan particularmente un papel impor-
tante en la nutricién de los reproductores.
Sus requerimientos durante la reproduccién
son mds altos que aquellos de los juveniles,
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pero cantidades excesivas de nutrientes o un
desequilibrio puede ser perjudicial para la
reproducciéon. También es conocida la
importancia que juegan en la reproduccién
de los peces algunos minerales, tales como
el fésforo, y otros aspectos nutricionales,
tales como la calidad de las proteinas. La
importancia de otros nutrientes tales como
la vitamina A, la vitamina B6 y el 4cido
félico ain no ha sido establecida dentro de
la alimentacién de reproductores y depara
un futuro en Ia investigacion. Futuros estu-
dios in vitro pueden suministrar claves para
funcionar y explicar ciertos mecanismos
bioquimicos de ciertos micronutrientes en
reproduccién de peces, sin embargo, estos
estudios serfan un complemento a los estu-
dios in vivo més que para reemplazarlos.
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PREMIOS DE PRENSA AGRARIA 2004
DE LA
ASOCIACION INTERPROFESIONAL
PARA EL DESARROLLO AGRARIO

La Asociacion Interprofesional para el Desarrollo Agrario (AIDA)
acordé en Asamblea General celebrada en mayo de 1983, instaurar un
premio anual de Prensa Agraria, con el objetivo de hacer destacar aquel
articulo de los publicados en ITEA que reuna las mejores caracteristicas
técnicas, cientificas y de valor divulgativo, y que refleje a juicio del jurado,
el espiritu fundacional de AIDA de hacer de transmisor de conocimientos
hacia el profesional, técnico o empresario agrario.

El dia 9 de abril de 1987, la Junta Directiva de AIDA aceptando la
propuesta del Jurado del Premio ITEA 1986 instituyd dos premios; uno
para los articulos publicados en la seccién de Produccion Animal y otro
para aquellos que aparezcan en la seccion de Produccion Vegetal.

Los premios se regiran de acuerdo a las siguientes

BASES

1. Podran concursar todos los articulos que versen sobre cualquier tema
técnico-economico-agrario.

2. Los articulos que podran acceder a los premios seran todos aquellos
que se publiquen en ITEA en el ano 2004. Consecuentemente, los ori-
ginales deberan ser enviados de acuerdo con las normas de ITEA y
aprobados por su Comité de Redaccion.

3. Eljurado estara constituido por las siguientes personas:
a) Presidente de AIDA, que presidira el jurado.

b) Director de la revista ITEA, que actuara de Secretario.

c) Jefe del Servicio de Investigacion Agroalimentaria de Zaragoza
(Diputacion General de Aragoén).

d) Director del Instituto Agronémico Mediterraneo de Zaragoza.

e) Director de la Estacion Experimental de Aula Dei.
4. Los premios seran anuales y con una dotacion de 300 € cada uno.
Las deliberaciones del jurado seran secretas, y su fallo inapelable.

6. El falio del jurado se dara a conocer en la revista ITEA, y la entrega
del premio se realizara con motivo de la celebracion de las Jornadas
de Estudio de AIDA.
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CENTRO INTERNACIONAL DE ALTOS ESTUDIOS AGRONOMICOS MEDITERRANEOS
INSTITUTO AGRONOMICO MEDITERRANEO DE ZARAGOZA

CIHEAM/IAMZ - Cursos 2004-05-06

CIHEAM
CURSOS FECHAS LUGAR ORGANIZACION
*MEJORA GENETICA VEGETAL 40ct. 04/ Zaragoza IAMZ
10 Jun. 05
GESTION DE RIESGOS EN LA AGRICULTURA MEDITERRANEA: 22-26 Nov. 04 Zaragoza IAMZMAPA-ENESA/
_y  SEGUROS AGRARIOS OCDE/AECI
g USODELOSMARGADORES MOLECULARES EN MEJORAVEGETAL  17-26 Ene.05 Cabrils IAMZ/IRTA
W -OLICULTURAY ELAIOTECNIA 26 Sep. 05/ Cérdoba UCO/CAP-JA/
8 31 Mayo 06 CSIC/CONAMZ
> DISENOY ANALISIS DE SERIES DE ENSAYOS: 12-23 Sep. 05 Zaragoza IAMZ/Generation
Z  METODOS CLASICOSY BASADOS EN QTLS Challenge Program
'Q AGRICULTURA DE REGADIO SOSTENIBLE EN LA REGION 14-25 Nov. 05 Zaragoza IAMZ
8 MEDITERRANEA: GESTION DE INSUMOS Y CONTROL
= DELACONTAMINACION
8 HORTICULTURA INTENSIVA Y MEDIO AMBIENTE 16-20 Ene. 06 Zaragoza 1AMZ
@C  CARACTERIZACION DE LA VARIABILIDAD ESPACIAL Y TEMPORAL 7-17 Mar. 06 Zaragoza IAMZ/ICARDA
0. PARALAPLANIFICACION AGRARIAY EL MANEJO DE CULTIVOS
EN CONDICIONES MEDITERRANEAS
ALIMENTOS FUNCIONALES: BASES CIENTIFICAS Y 37 Abr.06 Zaragoza 1AMZ
OPORTUNIDADES PARA EL SECTOR AGROALIMENTARIO
1 PLANIFICACION Y DESARROLLO DE CAMPANAS DE 13-17 Sep. 04 Zaragoza IAMZIFAC/OIE
< SANEAMIENTO GANADERO
% TRAZABILIDAD DE PRODUCTOS CARNICOS: SISTEMAS 13-17 Dic. 04 Zaragoza 1AMZ
S YTECNICAS
Z  VALORIZACION DE PRODUCTOS LACTEOS DE OVINOS 7-18 Feb, 05 Pamplona IAMZ/Univ. Publica
‘O YCAPRINOS EN EL AREA MEDITERRANEA. TECNOLOGIAS de Navara
8 ACTUALES Y PERSPECTIVAS DE MERCADO
S  TECNICAS MOLECULARES EN MEJORA GENETICA ANIMAL 4-8 Abr. 05 Leon IAMZ/Univ. Ledn
8 PRODUCCION ANIMAL Y GESTION DEL MEDIO AMBIENTE 27 Mayo 05 Fonte Boa IAMZEZN
E ‘PRODUCCION ANIMAL 3 0ct. 0519 Jun. 06 Zaragoza
1AMZ

(*) Cursos de Especializacion Postuniversitaria del correspondiente Programa Master of Science (*marcados con asterisco en el
listado). Se desarrollan cada dos anos:

~ MEJORA GENETICA VEGETAL: 04-05; 06-07; 08-09 - MARKETING AGROALIMENTARIO: 03-04; 05-06; 07-08
- OLIVICULTURAY ELAIOTECNIA: 03-04; 05-06; 07-08 ~ ECONOMIA Y GESTION DE LA ACTIVIDAD PESQUERA:
~ PRODUCCION ANIMAL: 03-04; 05-06; 07-08 04-05; 06-07; 08-09

= PLANIFICACIIC')N INTEGRADA PARA EL DESARROLLO RURAL - ACUICULTURA: 04-05; 06-07; 08-09
Y LA GESTION DEL MEDIO AMBIENTE: 04-05; 06-07; 08-09

Se destinan primordialmente a titulados superiores en vias de especializacién postuniversitaria. No obstante se estructuran en ciclos
independientes para facilitar la asistencia de profesionales interesados en aspectos parciales del programa. Los participantes gue
cumplan los requisitos académicos pueden optar a la realizacién del 2¢ ano para la obtencion del Titulo Master of Science. El plazo
de inscripcion para los cursos de Mejora Genética Vegetal, Ordenacion Rural en Funcién del Medio Ambiente y Acuicultura finaliza
el 15 de Mayo 2002. El plazo de inscripcion para los cursos de Mejora genética vegetal, Planificacion integrada para el desarrollo
rural y la gestion del medio ambiente, Economia y gestién de la actividad pesquera y Acuicultura finaliza el 15 de Mayo 2004. Ef plazo
de inscripcion para el curso de Olivicultura y elaiotecnia finaliza el 15 de Abril 2005, El plazo de inscripcion para los cursos de
Produccion animal y Marketing agroalimentario finaliza el 15 de Mayo 2005.

Los cursos de corta duracion estan orientados preferentemente a investigadores y profesionales relacionados en el desarrollo de
sus funciones con la tematica de los distintos cursos. El plazo de inscripcion para los cursos de corta duracion finaliza 90 dias antes
de la fecha de inicio del curso.

Becas. Los candidatos de paises miembros del CIHEAM (Albania, Argelia, Egipto, Espana, Francia, Grecia, Italia, Libano, Malta,
Marruecos, Portugal, Tunez y Turquia) podran salicitar becas que cubran los derechos de inscripcion, asi como becas que cubran
los gastos de viaje y de estancia durante el curso. Los candidatos de otros paises interesados en disponer de financiacion deberan
solicitarla directamente a otras instituciones nacionales o internacionales.



CURSOS FECHAS LUGAR ORGANIZACION

PROGRAMAS DE COOPERACION INTERNACIONAL PARA EL 27 Sep/1 Oct. 04 Zaragoza IAMZ/MMA-DGB/
CONTROL DE INCENDIOS FORESTALES EN LA REGION FAQ/AECI
MEDITERRANEA
"PLANIFICACION INTEGRADA PARA EL DESARROLLO RURAL 4 Oct. 04/ Zaragoza 1AMZ
Y LA GESTION DEL MEDIO AMBIENTE 10 Jun. 05
ECONOMIA AMBIENTAL Y DE LOS RECURSOS NATURALES 24 EneJ/4 Feb. 05 Zaragoza 1AMZ
w .
= RESTAURACION FORESTAL EN LA LUCHA CONTRA LA 19-25 Sep. 05 Zarago2a IAMZ/REACTION/
E DESERTIFICACION: INNOVACIONES, CONTROL DE CALIDAD Y CE-DGlInvestigacion
o EVALUACION DE PROYECTOS
= NUEVAS ESTRATEGIAS PARA LA FLANIFICAC|ON INTEGRADA 12-16 Dic. 05 Zaragoza I1AMZ
< DE LOS RECURSOS HIDRICOS EN LA REGION MEDITERRANEA
g M!’TIGAC(ON DE LOS EFECTOS DE LA SEOUiA: METODOS. 12-16 Feb. 06 Aleppo IAMZ/ACARDA/FAQ
w TECNICAS Y ALTERNATIVAS DE GESTION
= DIAGNOSTICO, SEGUIMIENTO Y GESTION DE LA SALUD 20-25 Feb. 06 Zaragoza 1AMZ
DE LOS BOSQUES
BALANCE DE CARBONO EN SISTEMAS AGRARIOS Y 27-31 Mar. 06 Barcelona {AMZ/CREAF
FORESTALES: EL POTENCIAL DE REDUCCION DE EMISIONES
Y LOS COMPROMISOS DEL PROTOCOLO DE KIOTO
LOS INDICADORES AMBIENTALES COMO HERRAMIENTA DE 8-12 Mayo 06 Zaragoza 1AMZ
APOYO A LA GESTION SOSTENIBLE DEL MEDIO RURAL
SISTEMAS DE AYUDA A LA DECISION PARA EL DESARROLLO 12-16 Jun. 06 Zaragoza 1AMZ
Y LA GESTION MEDIOAMBIENTAL DE ZONAS RURALES
LA ORGANIZACION MUNDIAL DEL. COMERCIO Y SU IMPACTO E 18-22 Oct. 04 Zaragoza IAMZ/OMC
é N EL COMERCIO INTERNACIONAL AGROALIMENTARIO
6 ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD EN EL MARKETING 7-11 Mar. 05 Zaragoza JAMZ
P4 AGROALIMENTARIO: NORMATIVAS, SISTEMAS Y
N REPERCUSIONES EMPRESARIALES
E' TRAZABILIDAD Y ETIQUETADO DE LOS ALIMENTOS: RESPUESTA 14-18 Mar. 05 Zaragoza 1AMZ
L—) A LOS REQUERIMIENTOS DE SEGURIDAD Y DE MERCADO
E MARKETING DE FRUTAS Y HORTALIZAS EN FRESCO 11-22 Abr. 05 Zaragoza 1AMZ
= ESTRATEGIAS DE MARKETING EN EL MERCADO INTERNACIONAL 16-20 Mayo 05 Zaragoza 1AMZ
O  DELVINO
o "MARKETING AGROALIMENTARIO 3 Oct. 05/9 Jun. 06 Zaragoza 1AMZ
DIAGNOSTICO'Y CONTROL DE ENFERMEDADES DE PECES EN 13-24 Sep. 04 Santiago de IAMZ/Univ. Santiago
ACUICULTURA MARINA MEDITERRANEA Compostela de Composteta
"ECONOMIA Y GESTION DE LA ACTIVIDAD PESQUERA 27 Sep. 04/ Barcelona Univ. Barcelona/
< 18 Mar. 05 MAPA/FAO/IAMZ
o ‘ACUICULTURA 6 Oct. 04/ Las Palmas de ULPGC/ICCMIAMZ
|:_> 8 Abr. 05 Gran Canaria
5‘ DISENO Y GESTION DE CRIADERQS DE MOLUSCOS BIVALVOS 14-19 Feb. 05 Zaragoza IAMZ/FAC
(6] ESTABLECIMIENTOY GESTION DE AREAS MARINAS PROTEGIDAS 7-12 Mar. 05 Palma de Mallorca IAMZ/IEO
E DE INTERES PESQUERO
g USO DE LOS SISTEMAS DE INFORMACION GEOGRAFICA 13-24 Jun. 05 Zaragoza IAMZ/AECH
> EN PESCAY ACUICULTURA
<« TRAZABILIDAD DE PRODUCTOS DEL MAR: SISTEMAS Y TECNICAS 17-21 Oct. 05 Zaragoza IAMZ/FAQ
8 MEJORAS TECNOLOGICAS EN ARTES DE PESCA PARA UNA 6-10 Feb. 06 Zaragoza 1AMZ
1l GESTION SOSTENIBLE
a. ACUICULTURA MEDITERRANEA Y GESTION DEL MEDIO 24-28 Abr. 06 Murcia IAMZ/CAA-CARM
AMBIENTE
CULTIVO DE ALGAS MARINAS: TECNICAS, USOS Y 22-26 Mayo 06 Zaragoza IAMZ

PERSPECTIVAS DE DESARROLLO

Informacidn e inscripcion. Los folletos informativos de cada curso se editan 6-8 meses antes de la fecha de inicio. Dichos folletos, asi como
los correspondientes formularios de inscripcion pueden solicitarse a la direccion del IAMZ u obtenerse directamente de fa pagina web:

Instituto Agrondmico Mediterraneo de Zaragoza

Apartado 202 - 50080 ZARAGOZA (ESPANA)
Teléfono +34 976 716000 - Fax +34 976 716001 - e-mail iamz@iamz.ciheam.org
www.iamz.ciheam.org






INSCRIPCION EN AIDA |

* Si desea Ud. pertenecer a la Asociacion, rellene la ficha de inscripcién asi como
la carta para la domiciliacion del pago de la cuota de asociado y envielas a AIDA.
Aptdo. 727. 50080 Zaragoza.

El abajo firmante solicita su inscripcién como miembro de Ja Asociacién
Interprofesional para el Desarrollo Agrario.

APEIHAOS suueresisosismsmarmsmussssmssmmissmos INOMBIC srsisuess ssssmmmmmussons soemmsmmsvssses
DIrECCION POSLAL ..ottt et
TEIELONO .ot e b
Profesion .............. Empresa de trabajo ..........ccccoiiiviiiiniiecc e
Area en que desarrolla su actividad profesional..............cco.coovooeoireooveiereerensees

CUOTA ANUAL: Firma.
1 ITEA 30 €

FORMA DE PAGO:

(1 Cargo a cuenta corriente o libreta ~ [J Cargo a tarjeta
[ Cheque bancario O VISA
Tarjeta nimero: U MASTERCARD

Lo UOooiibuooDoUl  Fecha de caducidad: -/

SR. DIRECTOR DE ..coiiiiiiiiiiiiie ittt e

Muy Sr. mio:

Ruego a Vd. se sirva adeudar en la cuenta cte./libreta n.%.........ccocoevieiiiiinericnnenns
que matengo en esa oficina, el recibo anual que serd presentado por la “Asociacién
Interprofesional para el Desarrollo Agrario”.

Atentamente,

Firmado:

BANCO O CAJA DE AHORROS: ......ooooiooeoeeeeeee oo
SUCURSALL ..o oo
DIRECCION CALLE/PLAZA: .....o..oooooeeeoe oo N2,
CODIGO POSTAL: ...oooooovnn
POBLACION: .....ooovveiiiiern.













INFORMACION PARA AUTORES

Esta informacién puede encontrarse también en www.aida-itea.org

Tipo de articulos que pueden ser enviados para su consideracion al Comité de Redaccién: se admi-
te todo aquel que contribuya al intercambio de informacién profesional y trate de los mds recientes
avances que existan en las distintas actividades agrarias.

Una informacién para autores mds detallada puede ser solicitada al Comité de Redaccién. Roga-
mos sea leida detenidamente, prestando atencion especial a los siguientes puntos:

CONDICIONES GENERALES

Los articulos, en castellano, serdn enviados por triplicado a:
Sr. Director de la Revista ITEA - Apartado 727 - 50080 ZARAGOZA

RECOMENDACIONES EN LA PREPARACION DE LOS ORIGINALES

La extensién mdxima serd de 25 folios de texto mecanografiado a doble espacio, cuadros y figuras
incluidos. Los articulos que superen dicha extensidn serdn considerados s6lo excepcionalmente.

Los articulos se remitirdn a dos evaluadores anénimos expertos en el tema y el autor recibird un in-
forme del Comité de Redaccién con las correcciones de dichos evaluadores. Una vez realizadas las co-
rrecciones, el autor enviard un sélo ejemplar mecanografiado y una copia en disquete, para agilizar el
trabajo en imprenta. Si el Comité de Redaccién considera que se han atendido las consideraciones del
informe, enviard una carta de aceptacion al remitente, y el articulo pasard de inmediato a imprenta.

Los autores recibirdn un juego de las primeras pruebas de impresion que deberdn ser revisadas y
devueltas rapidamente a la Redaccidn. El retraso en el retorno de las pruebas determinard que el articu-
lo sea publicado con las correcciones del Comité de Redaccidn.

El titulo no incluird abreviaturas y serd corto y preciso. En la misma pégina se incluirdn los nom-
bres completos de los autores, as{ como la direccién postal y nombre de la Entidad en donde se haya
realizado el trabajo.

Se incluird en primer lugar un resumen corto de 200-250 palabras y hasta seis palabras clave. Ade-
mads, se anadird un resumen en inglés de la misma extensién, sin olvidar el titulo traducido y las pala-
bras clave (Keywords).

A continuacién del resumen vendrd el articulo completo, procurando mantener una disposicién 16-
gica, considerando cuidadosamente la jerarquia de titulos, subtitulos y apartados.

Los dibujos, graficos, mapas y fotograffas deben titularse todos figuras. Los cuadros y figuras
deben llevar numeracién diferente, pero ambos en cifras drabes.

Los pies o titulos de cuadros y figuras deben redactarse de modo que el sentido de éstos pueda
comprenderse sin necesidad de acudir al texto. Los titulos, pies y leyendas de los cuadros y figuras se
traducirdn al inglés y se incluirdn en letra cursiva, bajo el correspondiente en espafol.

Los dibujos, graficos, mapas, fotografias y diapositivas serdn presentados en la mejor calidad posible.

En general se evitard el uso de abreviaturas poco conocidas, que en todo caso serdn debidamente
explicadas.
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