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INTRODUCCION

La Genética Molecular (GM) es una rama de la genética que se encarga del
estudio de los mecanismos de la herencia relacionado con el estudio de las
estructuras quimicas y procesos de fendmenos bioldgicos a nivel molecular. Esto
incluye la comprension de la base molecular de procesos genéticos desde una
optica multidisciplinaria, que comprende entre otras las o areas de la Bioquimica,
Genética y la Biofisica, en conjunto con la Estadistica.

Dentro de la produccién animal utilizamos la biologia molecular como
ciencia centrada en el estudio de las macromoléculas que son esenciales para la
vida, pero desde una perspectiva de produccién de alimentos para consumo
humano. Esto a su vez como base para resolver problemas bioldgicos con el
propésito de mejorar la eficiencia de produccion. Sin embargo, la industria
pecuaria constantemente experimenta cambios en sus prioridades de
investigacion las cuales son influenciadas por problemas de la industria como por
ejemplo: calidad del producto, percepcién publica respecto a la seguridad de los
alimentos, entre otros.

Durante los ultimos afios en el mundo, la genética 0 mejora animal ha
tomado un gran auge, debido en primer lugar a la obtencion de genotipos
mejorados (razas y grupos raciales nuevos) y adaptados a medios ambientes
especificos tales como el tropico o subtrépico americano; y en segundo lugar, por
el vertiginoso avance que la GM ha tenido, producto del estudio sobre el genoma
humano y su beneficio para la ciencia animal.

Cada dia, la GM se va posicionando como una herramienta necesaria, en
los programas de mejoramiento animal y van apareciendo nuevos marcadores de
ADN que son relacionados con caracteristicas productivas, lo cual evidentemente
contribuyen en mejorar tanto la eficiencia como la intensidad de la seleccion y ello
repercute en el rendimiento y la calidad de la leche o carne; mientras que,

marcadores de enfermedades genéticas son detectados y nos proveen un medio
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util, sencillo y rapido para el control y la erradicacion de las mismas en las
poblaciones de especies domésticas, asi como la determinacion de la pureza
racial y de relaciones filogenéticas en ejemplares de interés comercial y animales
afectivos.

De esta manera podemos indicar que la GM repercute y lo seguira
realizando por muchos afnos, en el avance de la produccién y la salud animal y
conjuntamente con los procedimientos estadisticos de actualidad nos hace posible
identificar y utilizar la variacion gendmica para lograr la mejora genética del
ganado. Desde el punto de vista molecular, esta variacion denominada
“polimorfismo” se deriva de cambios espontaneos en el ADN gendmico,
midiéndose a través de diferentes técnicas disponibles y pudiéndose en la
actualidad determinarse desde la substitucion de un simple nucledtido que
representa el tipo mas comun de mutacién y que puede ser detectado a través del
estudio y analisis de los polimorfismos de base unica (SNP), hasta la identificacion
de mutaciones que involucren mayores numeros de sitios nucleotidicos.

Para todos estos estudios, ha sido de gran importancia el desarrollo de la
técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), la cual no es mas, que una
reaccion enzimatica catalizada por una ADN polimerasa, que permite la
amplificacion o reproduccion in vitro de grandes cantidades de una region
particular del ADN a partir de una pequefia cantidad original de ADN molde
(Figura 1). La enzima polimerasa requiere para ello, contar con un par de oligos
denominados iniciadores o primers, cuyas secuencias son complementarias a la
de las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del segmento particular de ADN que se aspira

amplificar.

LA GENETICA MOLECULAR COMO HERRAMIENTA DE MEJORA ANIMAL
Anteriormente, el mejoramiento animal por la via genética era la estrategia

mas efectiva para modificar los niveles de produccion en los animales; sin
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embargo, la tasa de progreso genético era muy lenta comparada con otros
meétodos no genéticos, tales como, la nutricion animal, en la cual los incrementos
de niveles productivos se aprecian mas rapidamente; no obstante, el avance por la
via genética es de orden permanente y acumulativo en el tiempo. Hoy en dia,
gracias a los avances cientificos obtenidos, ese mejoramiento de indole genético
se puede lograr en una forma mas rapida si aplicamos eficientemente una
combinacion de biotecnologias reproductivas y la genética molecular.
Tradicionalmente en la genética animal se ha utilizado el fenotipo del animal
(Ej. produccién de leche, produccién de carne o reproduccién) en un esfuerzo para
predecir su contenido genético o “genotipo” y con la meta de realizar seleccién
para lograr cambios permanentes en el fenotipo poblacional. Sin embargo, hoy dia
se utiliza el genotipo para predecir y estudiar el fenotipo y seleccionar animales
con base a su genotipo para hacer cambios permanentes en el fenotipo. Todo esto
como resultado del desarrollo y utilizacion de herramientas (técnicas) de biologia
molecular, lo cual ha permitido la identificacion y caracterizacion de genes

asociados con caracteristicas de importancia econémica en produccion animal.
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Figura 1. Esquema de la sintesis de ADN mediante la técnica PCR.
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Para tomar en cuenta las potencialidades de la GM en el mejoramiento
animal, debemos iniciar sabiendo que el genoma de los animales domésticos
cuenta con aproximadamente de 3 x 10° pares de bases (pb), de los cuales cerca
del 50% estda compuesto por secuencias o regiones repetitivas, y de este cabe
destacar que casi un cuarto son altamente repetitivas. El rol biolégico de estas
regiones no esta aun determinado, a pesar de que se le asignan algunas
funciones principalmente de sostén o espaciadores (satélites). El resto del
genoma, es decir el otro 50% esta compuesto por genes de copias unicas y de
funciones ahora conocidas.

Es asi, que dentro del campo de la produccién animal, la biotecnologia
genética depende casi exclusivamente de los denominados marcadores genéticos

moleculares. Dichos marcadores se clasifican en: marcadores moleculares

especificos de genes o cromosomas, los cuales permiten identificar, sexar

embriones y detectar enfermedades como el BLAD (deficiencia bovina de

adhesion leucocitaria), y los marcadores anonimos, principalmente representados

por los microsatélites, los cuales son abundantes en los animales domésticos y se
han venido utilizando ampliamente para la identificacion individual, prueba de
paternidad, genética de poblaciones, construccion de mapas de ligamiento y otros
analisis genéticos. La informacidn originada de estos estudios moleculares esta
siendo incorporada en muchos programas de cria animal, entre los cuales se cita
la seleccion asistida por marcadores, la introgresion de genes y la conservacion
asistida por marcadores.

La perspectiva del uso de la mejora mediante la GM, en el tropico
americano, pasa por saber que los rebafos bovinos en su mayoria estan
conformados por animales producto de cruzamientos entre razas taurinas (Bos
taurus) y cebuinas (Bos indicus), obedeciendo a una limitacion de tipo ambiental y
como una respuesta de los ganaderos a obtener animales mas productivos y

rentables en estos ambientes.
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Dado que el fenotipo es producto de una interaccion entre el genotipo y el
ambiente, estos cruzamientos surgen como una respuesta a la necesidad creada
por la inadaptacion del genotipo exdtico taurino en condiciones de pureza,
ampliamente demostrada en los ambientes tropicales. Adicionalmente, dichos
cruzamientos, obedecen a una estrategia para incrementar los niveles de
produccion, ya que los cruces taurus-indicus en estas regiones constituyen la via
mas expedita para mantener en los rebafos efectos genéticos aditivos vy
heterdticos, tanto para la produccion de leche, como de carne.

En el pais, el escenario es bastante similar, ya que a pesar de contar con
un rebano criollo nacional, que presenta excelente adaptacion al medio, no es
menos cierto, que muestra disminuidas tasas de crecimiento y de produccion
lactea; razon por la cual, se han venido realizando cruces entre razas taurinas
(Holstein y/o Pardo Suizo), con el objetivo principal de incrementar los niveles de
produccion de las razas mejor adaptadas, bien sean cebuinas (Brahman, Gyr) y/o
locales (Criollo Limonero, Carora), generando lo que se conoce a lo interno el
ganado mestizo o doble propdsito.

En la actualidad la ganaderia de doble propésito conforma mas del 60% del
rebafio nacional y cerca del 95% de cabezas en la regién occidental del pais, las
cuales aportan a su vez 90% de la produccion lactea y el 45% de la carne a nivel
nacional, llegando a ser declarada rubro bandera por las politicas del gobierno
nacional. Comunmente la ganaderia de doble propdsito en Venezuela se asocia a
un tipo de animal bovino, del cual se obtiene una doble produccion: leche y carne,
por lo cual, cuando se habla de mejoramiento de este tipo de ganado, pasa por

considerar estos dos rubros productivos.

Genética molecular asociada a la produccidn lactea.
En lo referido a la produccion lactea o bien el sector de la industria lechera,
debido a que es producto del alto valor nutricional, ha sido foco de atencién en la

produccion animal desde el mismo momento de la domesticacion de las especies
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y si se quiere, se ha constituido el lider de los estudios en la produccion animal, ya
que ha aprovechado los frutos de las nuevas técnicas biotecnoldgicas (GM), lo
que evidentemente en un futuro proximo contribuira indudablemente a lograr un
aumento de la produccién de leche a nivel mundial.

Con respecto a caracteristicas relacionadas con la produccién de leche y su
calidad, podemos indicar a manera de informacién general, que la gran mayoria
de estudios cientificos han estado dirigidos al polimorfismo de las proteinas
lacteas (Tabla 1) y su aplicacion en la produccién animal; de las mismas, han
resultado de especial interés los efectos de las proteinas: capa caseina (KCN) y la
beta-lactoglobulina (LGB), debido a que han demostrado estar claramente
asociadas con el comportamiento de la lactacién e influencian la composicion de la
leche, sus propiedades en el procesamiento tecnoldgico, incluyéndose aqui la
produccion de queso.

La KCN fue la ultima de las proteinas lacteas a la que se le estudio su
polimorfismo; no obstante, esta proteina es la que mas estudios ha presentado,
dado que, algunas de sus variantes ejercen efectos importantes sobre las
propiedades tecnoldgicas de la leche en especial para la fabricacion quesera. Se
indica que los individuos con genotipo BB para este locus presenta mayores
porcentajes proteicos, mejores propiedades de coagulacion, mejores efectos sobre
la sinéresis del queso, teniendo en consecuencia de un 5 a 10% de mayor
rendimiento.

La KCN es esencial para la formacion y estabilizacion de las micelas y tiene
un efecto importante sobre las propiedades de la leche. Para la formacién del
cuajo en la produccion del queso, es necesaria la digestion de la KCN,
produciéndose la precipitacion de las micelas. Se han encontrado cerca de 11
variantes, sin embargo, las mas comunes resultan ser los alelos A y el B, ya que
son encontrados en la mayoria de las razas bovinas en proporciones intrinsecas

variables y que permiten hacer seleccion por esta caracteristica. El alelo A ha sido
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encontrado de forma mas frecuente en las razas altas productoras de leche tales
como: Holstein, Friesian, Ayrshire, Roja Danes y Cebu Indico. Mientras que, la
variante B, en cambio, es mas frecuente en las razas Jersey, Normando y Cebu
Africano. Ambas variantes presentan 169 residuos y un peso molecular de 19.007
KDa. Presentandose su diferencia a nivel nucleotidico, mediante las secuencias de
aminoacidos porque el alelo A tiene Treonina en la posicion 136, codificado por la
tripleta ACT y Aspartato en la posicion 148, codificado por la tripleta GAT; mientras
que el alelo B, presenta Isoleucina codificada por la tripleta ATT y Alanina

codificada por la tripleta GCT en las mismas posiciones antes mencionadas.

Tabla 1. Proteinas lacteas bovinas y algunas de sus propiedades.

Proteina Composicion ‘Alelos Peso Punto Punto
(Abrev. Sugerida) (g/L) Molecular |lso-i6nico | Iso-eléctrico
as1-Caseina B 23.615 | 4,92-5,05
(CSN1S1) 12-15 C | 23542 [500-535 | *A4476
asp-Caseina
34 A 25.226
(CSN1S1)
] . A’ 24.023 5,41 .
B-Caseina 9-11 A2 | 23983 | 5230 4,83-5,07
(CSN2) B 24.092 5,53 —
x-Caseina 54 A 19.037 |5,77 (5,35) | 5,45-5,77
(CSN10) B 19.006 |6,07 (5,37) 5,3-5,8
R-
: A 18.363 5,35 5,13
'—aCtE’E('BOé’;J“”a 2-4 B 18.277 5.41 5.13
-
Lactoalbumina 0,6-1,7 B 14.178 — 4,2-4,5
(LALBA)

Varios estudios han descrito que el genotipo BB de la KCN determina unas
mejores propiedades de la leche para la produccién de queso. En particular, este

genotipo ha sido asociado con un cuajo mas firme, una reduccion del tiempo
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necesario para la formaciéon del cuajo y un incremento en el rendimiento en la
produccion de queso. Pudiéndose indicar que aquellas vacas con el genotipo BB
de la KCN producen 173 kg de leche menos que las AA; sin embargo, esas
mismas vacas BB producen 0,08 % mas proteinas lacteas, lo cual se traduce en
un rendimiento quesero que puede ir de 5 a 10% en comparacion con las vacas
AA. Los resultados de estas investigaciones han establecido que el alelo B de la
KCN bovina se encuentra asociado con propiedades favorables de la coagulacion,
altos niveles de caseina (k-caseina).

Por otro lado, podemos indicar, que la LGB es la proteina sérica mas
abundante en la leche de los rumiantes y esta presente ademas en diferentes
leches de diversas especies, tales como el perro, el gato, cerdo, caballo, burro y el
delfin. No se ha detectado LGB en los roedores, ni en la mujer aunque si se ha
detectado en algunos primates. Es considerada la primera proteina lactea
estudiada cerca de los afos 50’, donde se observo por electroforesis dos distintas
bandas de esta proteina, las cuales llamaron 1 y 2. Esta formada por una sola
cadena de 162 aminoacidos, con un peso molecular de unos 18.400 KDa. Su
secuencia se conoce desde 1976. En la leche de los rumiantes la proteina nativa
se encuentra formando dimeros, lo que le confiere propiedades de union a
diferentes moléculas hidrofébicas.

La funcién de la LGB no se ha establecido todavia con seguridad, aunque
probablemente, al menos en el caso de los rumiantes, se trata de una proteina
transportadora de acidos grasos, que ejerce su funcién en el tubo digestivo del
lactante. En la actualidad, existen 12 variantes conocidas. De ellas, las variantes A
y B estan difundidas en la mayoria de las razas, el alelo C no es un alelo comun y
fue encontrado en la raza Jersey (Australiana y Alemana), mientras que, la
variante D fue observada en otras razas (Simmental, Italian Brown, Reggiana,
Modenese, Modicana, Rendena) y las variantes E, F, y G hasta ahora soélo han

sido halladas en Bali (Banteng), Bos javanicus. No obstante al igual que la KCN,
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los alelos mas comunes son los A y B, que difieren en dos aminoacidos. La
variante A tiene una valina en la posicion 118, y un aspartico en la posicion 64,
mientras que la variante B tiene, alanina y glicina, respectivamente.

De los distintos alelos, el genotipo AA se ha asociado con una mayor
cantidad de proteina total, por lo que, la leche de los animales portadores de estos
alelos tienen una mayor capacidad quesera, debido a que producen mas caseinas
y menos BLG. Esto es bastante importante en la industria quesera, puesto que las
caseinas se retienen en el coagulo que forma el queso, por lo tanto, el parametro
mas importante para determinar la capacidad quesera de la leche es la proporcion

de caseinas y B-lactoglobulina.

Genética molecular asociada a la produccién de carne.

Otro de los productos de la ganaderia doble propdsito lo constituye la
produccion de carne, destacando que una de las limitaciones del ganado mestizo
esta representada en la baja calidad de la canal. En este aspecto en la ganaderia
especializada, se han venido desarrollando investigaciones sobre deteccion de
QTLs, encontrandose por ejemplo hasta cinco genes candidatos para
caracteristicas de carne que podrian ser objeto de estudios en el pais; dos de ellos
estan relacionados con las caracteristica de la canal [Leptina y Tiroglobulina (TG)]
y tres para la calidad de la carne (Calpaina, Calpastatina y Miostatina).

La leptina es una hormona sintetizada en los adipositos, involucrada en la
regulacion del apetito, reparticion de energia y acumulo de grasa. Los niveles de
esta hormona en sangre han sido relacionados con cambios en las caracteristicas
de la canal. Mientras que, el gen de la TG es una proteina que codifica a una
glicoproteina precursora de la hormona tiroidea y se encuentra asociada con los
niveles de marmoleo (infiltracién de grasa intramuscular) en bovinos, existiendo en

la actualidad para ambos genes pruebas diagndsticas comerciales (Figura 2).
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Figura 2. Imagen de carne marmoleada (infiltracion de grasa intramuscular).

La terneza o suavidad de la carne es uno de los factores mas importantes
que determinan la satisfaccion del consumidor. La jugosidad y el sabor son
también importantes, pero existe mayor variabilidad en la terneza de la carne. Con
respecto a los genes ligados a la calidad de la carne, existen dos marcadores
disponibles comercialmente (la Calpaina y la Calpastatina). El gen de la p-
calpaina, el cual fue ubicado muy proximo al QTL detectado para resistencia al
corte de la carne ubicado en el cromosoma 29. Dentro de los factores bioquimicos
y genéticos que se han identificados como responsables del ablandamiento de la
carne se encuentra el sistema proteolitico de las calpainas. La proteasa activada
con niveles de micromolares de calcio (u-Calpaina) y la proteasa activa con
niveles micromolares de calcio (i-Calpaina), son las dos enzimas responsables del
ablandamiento postmorten, aunque se ha indicado que la i-Calpaina es la principal
enzima responsable de este proceso; mientras que la Calpastatina es el inhibidor
natural de las Calpainas en el sistema de proteolisis de la carne.

El gen de la calpastatina, se encuentra ubicado en el cromosoma 7 y se
considera un gen candidato, también ha sido asociado significativamente con la
calidad de la carne, ya que como comentamos en el parrafo anterior, es
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considerada el inhibidor natural de las calpainas; por lo que ambas proteinas
estan involucradas en el proceso de ablandamiento postmortem de la carne. De
alli que la variacién en los niveles de las proteinas calpainas y calpastatina ha sido
reconocida como la causa principal en las diferencias en terneza, entre razas del
tipo Bos taurus y Bos indicus.

Otro gen investigado en ganado de carne es el gen de la miostantina, ha
sido estudiado como candidato para el QTL encontrado en el cromosoma 2 a 4 cM
del centrédmero para las variables rendimiento en cortes, area del longissimus,
espesor de grasa, grado de rendimiento y marmoleo (Figura 3). Este gen codifica
un inhibidor del crecimiento muscular y la forma mutada del gen es responsable de
la condicién de doble musculatura mayormente presente en razas como la Belgian
Blue, Charolesa y Piamontesa.

Formas alternas (alelos) de gen que codifica el factor de crecimiento para la
insulina (IGF1), ubicado en la region del QTL del Cromosoma 5 para rendimiento,
fue estudiado como posible gen candidato. En el mismo no se encontraron
asociaciones entre los alelos de este gen y caracteristicas del crecimiento en una

poblacion comercial de Bos taurus.

Forma normal del Una copia del gen Dos copias del gen
gen mutado mutado
Figura 3. Imagen del efecto del gen de la Miostatina en la calidad de la carne
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PROPUESTA DEL USO COMBINADO DE EVALUACION GENETICA Y LOS
MARCADORES EN PLANES DE SELECCION DE GANADO LOCAL.

En la actualidad la seleccion de individuos de cualquier raza se realiza con
base al mérito genético, el cual evalua las diferencias esperadas de descendencia
(DEP), las mismas son obtenidas de las mediciones de los pesos, reproduccion,
etc.; es decir de las medidas de variables fenotipicas de interés comercial. Estas
medidas de valoracion genética se calculan para aquellas caracteristicas que son
faciles y con bajo costo de medicidn, como los pesos a diferentes edades o las
ganancias de peso en diferentes periodos.

El objetivo nuestro es proponer coadyuvar este tipo de seleccion
convencional, anadiendo la informacion molecular (seleccion asistida por
marcadores) con el objeto de incrementar en la poblacion la produccién de
animales de los genotipos deseados en las caracteristicas de calidad de canal y
de las proteinas lacteas, favoreciendo asi los planes de mejora tanto la ganaderia
especializada de carne, como la de doble propdsito. Por cierto, aunque en el pais
estos estudios son muy incipientes el uso de los indicadores bioquimicos o de
marcadores moleculares, puede tener una aplicacion particular en los planes de
mejora del rebafio, donde su incorporacion en los planes de mejoramiento podria
incrementar el progreso genético sobre todo en caracteres que estan limitados por
el sexo, pudiéndose por lo tanto, seleccionar individuos (machos y hembras) sin
tener que estar en produccion para realizar su genotipado.

Para finalizar debemos indicar que necesitamos conocer y hacer un uso
racional de las metodologias moleculares y simultaneamente realizar una
optimizacién de los criterios de seleccién para aquellos genes que afectan el o los
caracteres de interés en la poblacion estudiada y se lograra obtener el maximo de

los beneficios, cuando ambas técnicas (convencional y molecular) sean utilizadas

en conjunto.
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Podremos obtener un impacto adicional si el uso que actualmente hacemos
de algunas de las llamadas biotecnologias reproductivas, tales como la
inseminacion artificial, el transplante de embriones, la fertilizacién in vitro y todas
las demas, es mediado por evaluaciones genéticas complementarias. Lo anterior
pretende que el uso masivo e intensivo de ciertos reproductores en las
poblaciones se justifique sobre una base sdlida de evaluacién genética y no en
orden inverso, en todos aquellos aspectos que sea posible, lo cual incluye:

v' La estimacién de DEP’s en aquellas caracteristicas cuyo comportamiento se
registra en las unidades de produccion.

v’ La certificacion citogenética de la normalidad cariotipica de los reproductores.

v Y por supuesto, el genotipado de las caracteristicas que econémicamente lo

justifiquen.
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