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El pensamiento poblacional

Hay grandeza en esta concepcion de la vida, ...

Que mientras este planeta ha ido girando

segun la constante ley de la gravitacion,

se han desarrollado y se estan desarrollando,

a partir de un comienzo tan sencillo,

infinidad de formas cada vez mas bellas y maravillosas.

Charles R. Darwin (1809-1882)






RESUMEN

La relevancia del impacto de las nuevas mutaciones sobre la variabilidad genética
infinitesimal queda fuera de toda duda. No obstante, los mecanismos bioldgicos
implicados en la generaciéon de esta fuente de variabilidad genética estin poco
estudiados, incluso cuando algunos factores como la edad de los progenitores pueden
ser de crucial importancia. Desafortunadamente, carecemos de métodos analiticos
adecuados para abordar esta problematica, sobretodo cuando nos alejamos de los
disefios experimentales tipicos. Dentro de este contexto, la presente tesis doctoral se
ha centrado precisamente en desarrollar una metodologia de analisis especifica, sobre
la base de los modelos mixtos lineales. Esta metodologia permite estimar la base
genética de los caracteres cuantitativos diferenciando entre la variabilidad genética
aditiva preexistente en la generacion de individuos fundadores, y la nueva
variabilidad genética originada por las mutaciones acaecidas en las distintas
generaciones de la genealogia. Ademads, el componente mutacional se subdivide en
funcion de su origen paterno o materno, permitiendo que la variabilidad genética
mutacional se incremente (o reduzca) en funcidn de la edad de cada progenitor. Para
validar la utilidad de esta metodologia analitica se han analizado dos bases de datos
independientes, una centrada en el peso al destete de 12.644 ratones de la estirpe
C57BL/6J y la otra considerando el peso al nacimiento de 8.130 terneros de la raza
Bruna de los Pirineos. Con el objetivo de validar las distintas estructuras posibles del
modelo de andlisis se han implementado dos métodos estandar de comparacion de
modelos, el deviance information criterion y el factor de Bayes, ambos
implementados dentro de un contexto de inferencia Bayesiana. Los analisis en ambas
especies revelaron un comportamiento muy parecido en términos de varianza
genética mutacional. Las dos poblaciones revelaron varianzas mutacionales tanto
paternas como maternas pequeias pero distintas de cero, claramente inferiores a la
varianza genética aditiva presente en los fundadores. Aunque la varianza mutacional
paterna se sugeria ligeramente superior a la materna, los modelos de analisis no
alcanzaron a detectar diferencias a nivel estadistico entre ambas fuentes de variacion.
Donde si se reportd un comportamiento claramente diferencial fue en la posibilidad
de evolucionar con la edad de los progenitores. Tanto para los ratones C57BL/6J
como para los terneros de raza Bruna de los Pirineos, la varianza mutacional paterna
se increment6 de manera linear con la edad del padre, llegando incluso a incrementos
de casi el 50% durante el primer afio de vida. Por el contrario, el componente
mutacional materna no se vié afectado por la edad de la madre, manteniéndose
constante durante toda su vida reproductiva. En conjunto, estos resultados deben
verse como un avance significativo dentro del marco de investigacion del fendmeno
mutacional en mamiferos, con importante implicaciones tanto para las especies
ganaderas como para las de animales de laboratorio.






SUMMARY

The relevance of new mutations on the infinitesimal genetic variability remains out
of any doubt. Nevertheless, biological mechanisms underlying this source of genetic
variance are poorly understood, even when some factors such as parents' age may
play a key role. Unfortunately, we lack of appropriate analytical approaches to
investigate these phenomena, this shortage being specially dramatic when departing
from standard experimental designs. This Ph.D. dissertation precisely focuses on the
development of a statistical methodology for mutation analysis within the context of
mixed linear models. This approach accounts for the genetic background of
quantitative traits by making inference on two independent compounds, the additive
genetic variability holding in the founder generation, and the new additive genetic
variability originated by new mutations across the whole pedigree. Moreover, the
mutational component differentiates between paternal and maternal origins, and may
increase (or decrease) depending on parents' age. In order to validate this
methodology, two different data sets were analyzed. The first accounted for weaning
weight from 12,644 C57BL/6J mice, whereas the other one relied on the birth weight
of 8,130 beef calves of the Bruna dels Pirineus breed. The different
parameterizations were compared on the basis of two well known comparison criteria
within the context of Bayesian inference, the deviance information criterion and the
Bayes factor. The analyses revealed a very similar behavior in mice and calves. Both
paternal and maternal variance component were small and different from zero.
Although paternal mutational variance seemed slightly bigger than the maternal one,
the analyses did not reveal statistical departures. Nevertheless, clearly different
patterns were observed when considering parents' age. Both C57BL/6] mice and
Bruna dels Pirineus calves evidenced a relevant gain of the parental mutation
variance with sire's age, even reaching a 50% increase during the first age of life. On
the contrary, the maternal mutational variance was not influenced by mother's age
and kept stable along reproductive life. As a whole, these results must be viewed as a
relevant advance within the research framework of mutations in mammals, they
contributing remarkable implications for both laboratory and livestock species.
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CAPiTULO 1

INTRODUCCION
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1. LOS ACIDOS NUCLEICOS EN EL CONTEXTO EVOLUTIVO

1.1. Definicion, tipos y caracteristicas

La informacion genética de todo organismo viviente se transmite a la
descendencia a través de moléculas denominadas ‘“4cidos nucleicos”. Su
descubrimiento data de la segunda mitad del siglo XIX, cuando J. F. Miescher aislo
una sustancia 4cida rica en fosfatos a partir de nticleos de glébulos blancos (Dahm,
2008). Estas moléculas se definen como polimeros formados por unidades de
nucledtidos que a su vez, estan compuestos por un hidrato de carbono o pentosa, una
base nitrogenada y un grupo fosfato. Dependiendo de la naturaleza de la pentosa se
pueden distinguir dos tipos de 4acidos nucleicos, (1) el ADN o 4acido
desoxirribonucleico que contiene 2-desoxi-D-ribosa, y (2) el ARN o écido
ribonucleico que contiene la D-ribosa. Las bases nitrogenadas (i.e., nucleotidos) que
conforman los 4cidos nucleicos pueden ser monociclicas (pirimidinas) o biciclicas
(purinas). Las bases que intervienen en la formacion de ADN se denominan adenina
(A), citosina (C), guanina (G) y timina (T), mientras que el ARN contiene las tres
primeras, mas el uracilo (U) en lugar de la ya mencionada timina (Murray et al.,

2012).

Con posterioridad a los estudios realizados por J. F. Miescher que llevaron a
la identificacion de un material que llamé nucleina, en 1869, se realizaron estudios
que fueron caracterizando progresivamente la naturaleza quimica de los acidos
nucleicos, asi como su importancia biologica (Kossel y Steudel, 1903). Por un lado,
O. T. Avery, M. C. MacLeod y M. McCarthy demostraron que la introduccion de
ADN purificado en bacterias hacia que éstas cambiaran su fenotipo y, por lo tanto,
que el ADN era la molécula transmisora de la informacion genética (Avery et al.,
1944). Poco tiempo después, E. D. Chargaft establecid que las proporciones de cada
tipo de base nitrogenada en los acidos nucleicos eran idénticas para las purinas (i.e.,

Ay T) y para las pirimidinas (i.e., C y G; Chargaff, 1952; Chargaff et al., 1952).
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Estos descubrimientos culminaron en 1953, cuando J. D. Watson, F. H. Crick, R.
Franklin y M. H. F. Wilkins (ademds de otros colaboradores), describieron la
estructura tridimensional del ADN (i.e., la doble hélice) a través de varios trabajos
publicados en la revista Nature (Franklin y Gosling, 1953; Watson y Crick, 1953a,b;
Wilkins et al., 1953).

El modelo de la doble hélice de ADN de Watson y Crick (1953a,b) establece
una estructura compuesta por dos cadenas complementarias que forman una doble
hélice. Esta conformacion se sustenta gracias a la existencia de enlaces con tres
puentes de hidrégeno para la union entre G y C, y dos puentes de hidrogeno para la
union entre A y T, brindando la estabilidad necesaria a la molécula. Al mismo
tiempo, las cadenas de nucledtidos de la molécula de ADN adoptan una
configuracion helicoidal donde las bases nitrogenadas ocupan el interior de la
estructura y se disponen perpendicularmente a las cadenas laterales. Estas cadenas de
nucleodtidos tienen direccionalidad y polaridad concretas, siendo las dos cadenas
antiparalelas (i.e., con polaridad contraria); cada una estd formada por una cadena de
nucleotidos unidos por enlaces fosfodiester, y las bases nitrogenadas estdn unidas a

las pentosas mediante enlaces glucosidicos (Novo, 2007).

1.2. Estructura y funcion del ADN

El descubrimiento de que la informacion genética estaba codificada a lo largo
de una molécula polimérica compuesta de solo cuatro tipos de unidades
monoméricas, fue uno de los principales logros cientificos del siglo XX. Esta
molécula polimérica, el ADN (o ARN en algunas etapas de la fisiologia celular),
representa la base quimica de la herencia y se organiza en genes, las unidades
fundamentales y funcionales de la informacion genética. Un gen se puede entender
como la seccion de ADN que codifica para un producto funcional, siendo este

generalmente una proteina, aunque también se puede tratar de ARN mensajero, acido
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ribonucleico ribosémico (ARNr), o ARN de transferencia (ARNt; Pearson 2006).
Ademas, se han descrito también multiples variantes de ARN no codificante a partir
del descubrimiento llevado a cabo por el laboratorio de V. Ambros hace ya casi 25
anos (Lee et al., 1993). Tal como resume Taft et al. (2010), las distintas categorias de
ARN no codificante incluye (1) RNA no codificante largos (long non-coding RNA),
(2) RNA pequetios de interferencia (small interfering RNA), (3) microRNA, RNA de
interaccion (interacting RNA), (4) RNA asociados a promotores (promoter-

associated RNA), y (5) RNA nucleares pequetios (small nucleolar RNA).

Debe tenerse en cuenta que los genes no funcionan de modo auténomo; su
replicacion y funcion estdn controladas por diversos productos genéticos, a menudo
en colaboracion con componentes de diversas vias de transduccion de sefal,
generando redes complejas de interaccion. El conocimiento de la estructura y funcion
de los acidos nucleicos es esencial para entender los aspectos genéticos de la
fisiopatologia, asi como la base genética de los distintos fenotipos de interés, desde
procesos patologicos en humanos hasta caracteres productivos en animales

domésticos (Murray et al., 2012).

La informacion contenida en el ADN (el codigo genético) reside en la
secuencia en la que estdn ordenados los nucledtidos. El polimero de ADN, como se
ha dicho anteriormente, posee una polaridad; un extremo tiene un grupo 5'-hidroxilo
o fosfato terminal, mientras que el otro tiene un 3'-fosfato o hidroxilo terminal
(Murray et al., 2012). La importancia de esta polaridad quedara de manifiesto al
discutir los mecanismos de replicacion y transcripcion del ADN. De hecho, dado que
la informacion genética reside en el orden de las unidades monoméricas dentro de los
polimeros, resulta imprescindible que haya un mecanismo eficiente para reproducir o
replicar el cddigo genético, con un alto grado de fidelidad. Debemos tener en cuenta
que la informacién genética almacenada en la secuencia de nucledtidos del ADN
tiene dos propositos basicos, (1) es la fuente de informacion basica para la sintesis de

todas las moléculas de proteina (y otras macro-moléculas) imprescindibles para el
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correcto funcionamiento de la célula y el organismo, y (2) representa el mecanismo
basico de herencia a partir de la secuencia genética contenida en el genoma de los
progenitores (Mendel, 1866). Ambas funciones requieren que la molécula de ADN
sirva como una plantilla, en el primer caso para la transcripcion de la informacién
hacia el ARN, y en el segundo para la duplicacion (o replicacion) de la informacion
hacia moléculas de ADN hijas, pero en cualquier caso, ambos procedimientos
deberian realizarse sin originar modificaciones en la secuencia. Cuando se originan
dichas modificaciones, estariamos hablando de mutaciones, las cuales representan un
fendmeno bioldgico complejo, aunque relevante, sobre el que se centra esta tesis

doctoral.

La cromatina es el material genético organizado en los nucleos de las células
de eucariotas y consta de (1) moléculas de ADN bicatenario muy largas, (2) una
masa casi igual de proteinas bdsicas con un tamafio molecular pequeno (i.e.,
histonas), (3) una cantidad menor de proteinas no histona (la mayor parte de las
cuales son 4cidas y de mayor tamafio que las histonas), y (4) una pequena cantidad
de ARN (Alberts et al.,, 2002). Las proteinas no histona incluyen enzimas
involucradas en la replicacion y reparacion del ADN, asi como son también proteinas
participantes en la sintesis, el procesamiento y el transporte del ARN hacia el
citoplasma. La hélice del ADN se estructura en unidades fisicas conocidos como
cromosomas, y la doble cadena de nucleotidos de cada cromosoma tiene una longitud
que es miles de veces el diametro del nucleo de la célula (Murray et al., 2012). Es
precisamente por esto que uno de los propositos de las moléculas que comprenden la
cromatina, en especial las histonas, es condensar el ADN y fomar los cromosomas.
Sin embargo, es importante notar que las histonas también pueden tener una
participacion fundamental en la regulacién de los genes; en efecto, las histonas
contribuyen de manera importante en muchas de las transacciones moleculares que
implican ADN (Alberts et al., 2002). En cualquier caso, las histonas permiten la
formacion de los cromosomas, que son una forma especialmente condensada y

dispuesta de la cromatina durante buena parte del ciclo celular. Esta condensacion se
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origina por un enrollamiento en forma de espiral de las diferentes fibras de la
cromatina. Al principio el término cromosoma s6lo se referia a las estructuras densas
que se tefian de tono oscuro mediante tinciones especificas, observables en el
interior de las células eucariotas durante la meiosis o la mitosis (estos conceptos se
refieren a distintos procedimientos de division celular, y se discutirdn més adelante).
Sin embargo, este término se utiliza también en la actualidad para describir a las
moléculas de ADN de las células procariotas. Cada cromosoma eucariotico consta de
una sola molécula lineal de ADN que forma un complejo con histonas.
Paralelamente, se emplea el término cromatina para describir el complejo formado
por ADN e histonas sin llegar a condensarse en forma de cromosomas (también se
unen a la cromatina otros tipos de proteinas no histonas; algunos ejemplos son las
enzimas que participan en la replicacion y en la reparacion del ADN, y una gran
cantidad de factores de transcripcion de diferentes tipos, tanto activadores como

represores, entre otros; McKee et al., 2015).

Segin Murray et al. (2012), existen evidencias de que la organizacion nuclear
y la estructura de la cromatina estan involucradas en la determinacion de la
regulacion y el inicio de la sintesis de ADN. El indice de polimerizacioén en células
eucarioticas, que tienen cromatina y nucleosomas, es mas lento que el que se observa
en células procariotas, que carecen de cromosomas candnicos. También estd claro
que la estructura de cromatina debe volver a estructurarse luego de la replicacion. El
ADN recién replicado se asocia con rapidez para formar los nucleosomas (i.e.,
octamero de proteinas histonas y unos 147 pares de bases nitrogenadas), ya que los
octameros de histonas preexistentes y recién sintetizados se distribuyen al azar hacia
cada brazo de la horquilla de replicaciéon del ADN. Estas reacciones se facilitan
mediante la participacion de proteinas especificas (e.g., chaperonas) que trabajan

conjuntamente dentro del contexto de los complejos remodeladores de la cromatina

(Murray et al., 2012).
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1.3. Replicacion y transcripcion

Las proteinas, como principales elementos estructurales y funcionales de las
células, se determinan a partir de la secuencia de nucledtidos en las regiones
codificantes del ADN. La secuencia de nucledtidos determina el tipo de aminoacido
y el orden en el que se suceden durante el proceso de sintesis proteica. El proceso por
el cual la informacidon contenida en el ADN es descodificada y traducida para dar
lugar a la sintesis de proteinas se conoce como expresion génica y comprende varios
pasos de descodificacion que son, en lineas generales, (1) la transcripcion y (2) la

traduccion.

El proceso de transcripcion consiste en la sintesis de una cadena de ARN por
accion enzimadtica a partir de una molécula de ADN vy utilizando nucleo6tidos libres
disponibles en el nucleo celular. En este proceso, actuian enzimas de tipo polimerasa
que se deslizan a lo largo de la cadena molde de ADN en un sentido especifico,
transcribiendo a ARN de manera ciclica y produciendo el ARN mensajero (ARNm).
En eucariotas existen varios tipos de enzimas polimerasas en funcion del tipo de gen
que transcriben (Novo, 2007). De hecho, en organismos eucariotas el proceso de
transcripcion es sumamente complejo y abarca una serie de pasos que incluyen la
iniciacion, la elongacion y la terminacidn, sin contar otros eventos como la
preiniciacion o la disgregacion del promotor, justo antes y después de la iniciacion,
que podrian incluso considerarse como pasos adicionales del proceso. Todos ellos
llevan implicitos una serie de eventos y reacciones bioquimicas donde intervienen
diferentes factores y complejos enzimadticos, sobre los cuales no es preciso ahondar

en estos momentos para los fines de la presente revision.

Resulta importante sefialar que de las cuatro clases principales de ARN, el
ARN ribosomico (ARNr), el ARN mensajero (ARNm) y el ARN de transferencia
(ARNt) participan activamente en la sintesis de proteinas mientras que los ARN

pequenos no codificantes intervienen en otros procesos, incluyendo el acoplamiento
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del ARNm con el ribosoma o la modulacion de la expresion del gen. Estas diferentes
clases de ARN se distinguen entre si por su estabilidad, abundancia, diversidad y
funcionalidad dentro de la célula. El ARNm es el tipo de mayor abundancia, tamafio
y estabilidad, y ademés resultan mas heterogéneos. Se sintetiza en el nuclo de la
célula y posteriormente se transportan al citoplasma, atravesando la membrana
nuclear. De hecho, funcionan como mensajeros que transmiten la secuencia
codificante de un gen hacia la maquinaria sintetizadora de proteina, donde cada
ARNm sirve como una plantilla sobre la que se polimeriza la secuencia de
aminoacidos para formar una molécula de proteina especifica, el producto final de
gen (Murray et al., 2012). El ARNt, varia desde 74 hasta 95 nucledtidos, y también
se generan por el procesamiento nuclear de una molécula precursora. Las moléculas
de ARNt sirven como adaptadoras para la traduccion de la informacién en la
secuencia de nucledtidos del ARNm hacia aminoacidos especificos (ver apartado
siguiente). Hay al menos 20 especies distintas de moléculas de ARNt en cada célula,
y por lo menos una (y a menudo varias) corresponde a cada uno de los 20
aminoacidos requeridos para la sintesis de proteina (Novo, 2007). Un ribosoma es
una estructura nucleoproteinica citoplasmica que actia como la maquinaria para la
sintesis de proteinas a partir de las plantillas de ARNm. En los ribosomas, las
moléculas de ARNm y ARNt interactuan para traducir el ARNm hacia una molécula
de proteina con secuencia especifica segun la informacion contenida en el gen (Novo

2007).

1.4. Traduccion: Sintesis de proteinas

Por simplicidad y tal como se ha comentado anteriormente, las letras A, G, T
y C corresponden a los nucledtidos que conforman el ADN (més U en lugar de T
para el ARN). Estos nucle6tidos se organizan secuencialmente formando los genes

que codifican para las distintas proteinas. Para el proceso de traduccién del material
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genético a proteinas, los nucleotidos del ARNm se leen de tres en tres, y cada bloque
de tres nucleétidos se denomina codén. El conjunto de todos los codones posibles
constituyen el Codigo Genético (Shu 2017). Antes de que se elucidara el codigo
genético, era imposible entender la sintesis de proteina, o explicar el efecto y las
consecuencias de las mutaciones. Ademads, el cddigo proporciona el punto de partida
para explicar la manera en la cual las alteraciones del codigo genético (i.e.,
mutaciones) pueden originar cambios también a nivel de las proteinas, y estos, a su
vez, causar alteraciones morfolédgicas, fisioldgicas o metabolicas en el organismo

(Novo, 2007).

En términos generales, la informacidn genética de la secuencia de nucleotidos
del ADN se transcribe en el nucleo de la célula en forma de una secuencia de
nucleotidos de ARN, conociéndose como ARNm (i.e., transcripcion). Evidentemente,
la secuencia de nucledtidos del ARN mensajero es complementaria a la secuencia de
nucleodtido de la cadena original de ADN para el gen en cuestion. La célula posee la
maquinaria necesaria para traducir con exactitud y eficacia la informacion desde la
secuencia de nucledtidos de un ARNm hacia la secuencia de aminoacidos de la
proteina especifica correspondiente. No obstante, desde el principio quedd de
manifiesto que las moléculas de ARNm mismas carecian de afinidad por los
aminodcidos y, por ende, que la traduccion de la informacion en la secuencia del
ARNm hacia la secuencia de aminoacidos de la proteina requeria una estructura
adaptadora intermedia, que debia reconocer una secuencia de nucleétido especifica
por un lado, asi como un aminodcido especifico por el otro. Esta estructura es el
ribosoma, un complejo macromolecular constituido por proteinas y ARN ribosémico,
que permite dirigir a un aminoécido especifico hacia la posicion secuencial apropiada
de una proteina durante su sintesis, segin lo dicta la secuencia de ARNm especifica.
De hecho, no hay contacto directo real entre los aminoacidos y el ARNm, aunque

unos y otros estan intimamente relacionados.

Los ARNm de eucariotas tienen una caracteristica muy importante, no son
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codificantes en su totalidad (i.e., no toda la secuencia se traduce a proteina), desde el
principio al fin, sino que las regiones codificantes estan interrumpidas por otras
regiones no codificantes. En otras palabras, existen regiones codificantes llamadas
exones que alternan con otras regiones no-codificantes llamadas intrones. Debido a
esta configuracion, se requiere de un paso previo antes de la sintesis de proteinas que
consiste en eliminar los intrones y pegar los exones para formar un ARNm que pueda
ser traducido integramente, sin interrupciones y con un sentido bioldgico real. Este
proceso de corte y eliminacidon de intrones, asi como el de unién de los exones, se
denomina en inglés splicing, y fue descrito por primera vez hace ya cuarenta afios

(Berget et al., 1977; Chow et al., 1977).

Resulta facil calcular el nimero posible de combinaciones de tres letras que
se pueden formarse a partir de un alfabeto de cuatro letras (A, C, Gy T), 43, es decir,
64 trios (o codones) distintos. Sin embargo, unicamente se han descrito 20
aminoacidos esenciales distintos en las proteinas, por lo que so6lo resultarian
necesarios 20 codones, y los 44 restantes serian redundantes. Este exceso de codones
posibles se interpreta como un fenémeno natural por el que se considera que el
codigo genético esta degenerado, ya que varios codones codifican para el mismo
aminoacido. A modo de ejemplo, el aminoacido leucina esta codificada por seis
codones diferentes (UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG), mientras que el
triptéfano tinicamente se codifica a partir del codéon UGG. Esto se origina debido a
un fenomeno conocido como wobble pairing, por el que el tercer nucledtido del
codon puede no emparejarse con su homoélogo de manera estricta, ademas que en los
RNAt puede aparecer un quinto aminoacido posible, la inosina (Campbell y Reece,

2011).

1.5. El ciclo celular

Aunque la presente tesis doctoral no se centra en los procesos bioldgicos
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especificos en los que interviene el material genético (ADN o ARN)), si lo hace sobre
las consecuencias de los mismos en forma de errores incluidos en la secuencia, las
mutaciones. Para ello, resulta importante comentar el ciclo celular, asi como los
distintos puntos del mismo en el que se pueden originar (y transmitir) dichas
mutaciones. Desde un punto de vista generalista, la reproduccion celular consiste en
la formacion de dos o més células hijas que deberian tener la misma informacion
genética que la célula madre. Par a ello resulta imprescindible que se duplique el
ADN vy, posteriormente, que el nicleo se divida en dos mediante un proceso llamado
cariocinesis; este ultimo, generalmente va seguido de una division del citoplasma o

citocinesis.

El ciclo celular es el periodo de biosintesis y crecimiento de las células, y
consta de dos periodos o fases principales, (1) la interfase, que es la organizacion de
la célula para la autoconservacion y ocupa aproximadamente el 90% del ciclo, y (2)
la mitosis (o fase M), que consiste en los mecanismos necesarios para la duplicacion

de la célula y el reparto equitativo del material genético.

1.5.1. Mitosis

Un aspecto basico de la mitosis para la posible aparicion de mutaciones
(Kodym y Afza, 2003), es la duplicacion del material genético, con el objetivo que
cada célula resultante disponga de una copia idéntica de cada cromosoma y, en
consecuencia, de toda la secuencia de ADN. Esto se produce durante la interfase,
aprovechando que en este momento el material genético no se encuentra condensado
formando los cromosomas sino de dispuesto de manera laxa en el nucleo celular, en
forma de cromatina. En eucariotas, la replicacion del material genético comienza en
multiples sitios de una misma molécula de ADN a la vez, llamados origenes de
replicacion. Dada la velocidad de copia de las polimerasas, una sola molécula de

ADN polimerasa tardaria varios dias en replicar un cromosoma completo, por lo que
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de hecho, la replicacion de la cromatina se lleva a cabo en varios miles de origenes
de replicacion a la vez (Murray et al., 2012). En cada origen de replicacion se forma
una burbuja de replicacion. Mediante la accion de unas enzimas conocidas como
helicasas, se abre la doble hélice de ADN para permitir la union de las enzimas que
llevardn a cabo la sintesis, que son las polimerasas de ADN. En cada burbuja se
forman dos horquillas de replicacién, apuntando en direcciones contrarias, y
duplicando cada una de las dos cadenas de nucle6tido a la vez; una cadena se duplica
de manera continua, y la otra, por fragmentos discontinuos, conocidos como

fragmentos de Okazaki (Okazaki et al., 1968; Sugimoto et al., 1968).

La cromatina es una estructura dindmica cuyo grado de empaquetamiento es
maximo durante la mitosis y, por ello, en esta fase del ciclo celular se puede ver en
una forma especialmente condensada que da lugar a los cromosomas. Esta
condensacion se produce porque la fibra de cromatina se enrolla en forma de espiral,
proporcionando un grado de empaquetamiento unas cinco veces mayor al observado
durante la interfase (fase en que la célula experimenta sus funciones celulares de
mantenimiento celular). La mitosis es el proceso de division de las células somaticas,
fundamental en la proliferacion celular que tiene lugar durante el desarrollo
embrionario, el crecimiento y el mantenimiento de los tejidos. Supone una
reorganizacion drastica de todos los componentes celulares, pero muy especialmente
de los cromosomas, cuya segregacion a cada una de las células hijas debe ser muy
precisa y estar finamente regulada y coordinada con la separacion fisica de las
nuevas células (i.e., citoquinesis). Durante la mitosis, la maquinaria celular se
especializa en llevar a cabo los distintos procesos que tienen lugar en la célula:
condensacion de la cromatina, formacion del huso mitdtico, segregacion de los

componentes, y fision celular.

La primera fase de la mitosis (i.e., profase), comienza con la condensacion de
la cromatina, la ruptura de la membrana nuclear y la creacion del huso mitdtico (i.e.,

conjunto de microtibulos que brotan de estructuras diametralmente opuestas en la
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célula y conocidas como centriolos). Es importante recordar que la cromatina ha sido
replicada durante la interfase previa, por lo que cada cromosoma esta ahora formado
por dos cromatidas hermanas idénticas (a excepcion de que haya podido originar
algiin error durante la duplicacion, lo que significaria la aparicion de una nueva
mutacion en la secuencia de ADN). Los microtibulos se unen a los centromeros de
cada cromosoma, y comienzan a arrastrar los cromosomas hacia el plano ecuatorial
del huso. En la fase siguiente (i.e., metafase) cada cromosoma estd unido a
microtibulos procedentes de los dos centromeros opuestos de la célula, de modo que
todos los cromosomas estan en el ecuador del huso mitotico sometidos a fuerzas
tensionales opuestas. La metafase va seguida por la anafase, en la que tiene lugar la
segregacion de las cromatidas hermanas de cada cromosoma hacia polos opuestos de
la célula. De hecho, en esta fase las proteinas que mantenian unidas ambas
cromatidas hermanas (i.e., cohesinas) son cortadas, a la vez que los microtubulos
anclados a cada centromero traccionan de la cromatida correspondiente. La
separacion simultanea de los pares de cromatidas hermanas en la transicion metafase-
anafase es un momento crucial del ciclo celular, y por tanto estd finamente regulado.
Por ejemplo, es critico que la cohesion se pierda en el momento adecuado, para que
cada cromatida pueda migrar a una célula hija sin errores. La ultima fase de la
mitosis es la telofase, en la que los cromosomas vuelven a descondensarse y se forma
la envoltura nuclear alrededor de cada uno de los nuevos ntcleos que se han formado
en cada polo de la célula. Terminada la mitosis, el proceso de division celular se
completaré con la citoquinesis, en la que los componentes celulares se reordenan y se
reorganiza el citoesqueleto para facilitar la division fisica de la célula en dos células

hijas (Alberts et al., 2002; Novo, 2007).

1.5.2. Meiosis

En organismos de reproduccion sexual, la formacion de gametos (6vulos o
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espermatozoides) implica un modo de division celular diferente al de las células
somaticas. Los gametos deben poseer una sola copia de cada cromosoma (i.e., son
haploides), de modo que el cigoto resultante de la unién del gameto masculino y el
femenino durante la fertilizaciéon sea diploide (i.e., tenga dos copias de cada
cromosoma). El modo de division celular que permite la creacion de células
haploides se denomina meiosis, y tiene ademas otras caracteristicas muy importantes

para la transmision de la variabilidad genética.

En ambas lineas germinales, masculina o femenina, la gametogénesis
comienza cuando los gonocitos experimentan una serie de divisiones mitoticas
tipicas en las que las células van madurando hasta llegar a formar las “gonias”
(espermatogonias u oogonias, respectivamente) y los gametocitos primarios, que son
células diploides en todos los casos. A partir de este momento, las células replican su
ADN, tal como sucedia en la mitosis, pero a continuacioén entran en meiosis, en vez
de dividirse nuevamente por mitosis. En términos generales, la meiosis incluye en
realidad dos divisiones celulares distintas y sucesivas, por lo que suele separarse en
dos fases llamadas meiosis I (primera division meidtica) y meiosis Il (segunda
division meidtica). La meiosis I es la mas importante de las dos, y comienza con una
profase larga, complicada y claramente distinta de la profase de la mitosis. Esta
profase de la meiosis I (llamada, por tanto, profase I) comienza con la condensacion
de la cromatina que, no lo olvidemos, se habia replicado anteriormente, exactamente
igual que antes de cualquier division por mitosis. Ambas cromatidas estan
intimamente unidas formando un unico filamento, que se une por sus extremos a la
membrana nuclear durante la primera parte de la profase I, llamada leptoteno. En la
siguiente etapa, llamada cigoteno, los cromosomas homologos se emparejan
longitudinalmente con gran exactitud, de manera que las secuencias de cada uno de
los dos homologos quedan perfectamente alineadas. La union entre los cromosomas
de cada par se hace progresivamente mas fuerte, dando lugar a un fendmeno que se
conoce como sinapsis (la sinapsis se mantiene gracias a la formacion del complejo

sinaptonémico). La profase I contintia con la siguiente etapa, paquiteno, en la que los
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cromosomas se condensan todavia més y cada par de homodlogos aparece como un
bivalente (una estructura formada por dos cromosomas) o tétrada (por estar formada
por cuatro cromatidas). De todas formas, el evento mas importante de la etapa de
paquiteno es el intercambio de material genético entre cromosomas homologos, a
través del proceso de la recombinacion (Holliday, 1964). En la siguiente etapa, la de
diploteno, desaparece el complejo sinaptonémico y los cromosomas homologos
comienzan a separarse. Recordemos que hasta este momento la célula es diploide y
con dos cromatidas por cromosoma. Durante la separacion de los cromosomas
homologos, en el diploteno, las dos cromatidas de cada cromosoma permanecen
todavia unidas entre si. Sin embargo, debido al intercambio de material genético
precedente, la separacién pone de manifiesto los puntos en los que se produjo una
recombinacion, ya que esas regiones cruzadas forman puentes que mantienen unidos
a los dos homologos de cada par e impiden la separacion total. Estos puntos se
denominan quiasmas, y han de resolverse de algin modo para que la separacion de
los cromosomas pueda completarse (existen distintos modelos distintos de
resolucion). La profase I termina con una etapa corta denominada diaquinesis, en la
que la cromatina alcanza su grado méximo de condensacidn, y los cromosomas

aparecen mas cortos y gruesos (McKee et al., 2015).

Tras la profase I, los espermatocitos primarios entran ahora en metafase I, en
la cual desaparece la membrana nuclear, se forma el huso y los microtubulos
traccionan por los quinetocoros. Esto hace que los bivalentes, que llevan los
cromosomas parcialmente separados (unidos unicamente por los quiasmas), se
orienten en el ecuador de la célula. Debido a esta configuracion, los cromosomas
homologos se sitiian en la placa metafasica con los centrémeros apuntando cada uno
hacia uno de los polos de la célula. En la anafase I, la traccion de los microtubulos y
la activacion del complejo promotor de la anafase permiten la separacion total de
cada cromosoma homologo hacia uno de los polos, fendmeno llamado disyuncion.
Finalmente, en la telofase I se forman ya dos grupos de cromosomas en cada polo de

la célula; cada uno de estos grupos consta de un nimero haploide de cromosomas
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que poseen dos cromatidas cada uno. La meiosis I termina con la citoquinesis, la
division fisica en dos células hijas. Esta Gltima fase es diferente en la linea germinal
masculina y femenina, porque asi como las células hijas del espermatocito primario
son iguales, en el caso de la linea femenina una de las dos células hijas se lleva casi
todo el citoplasma mientras que la otra es mucho menor y carece de funcionalidad.
Por tanto, en la espermatogénesis cada esperamatocito primario da lugar a dos
espermatocitos secundarios, mientras en la oogénesis, cada oocito primario da lugar a
un oocito secundario y a un corpusculo polar de primer orden (Alberts et al., 2002;

Novo, 2007).

La segunda division meidtica, o meiosis II, es practicamente igual a una
mitosis. La unica diferencia estriba en que la célula que se divide es haploide,
mientras que en el caso de la mitosis la célula era diploide. Por tanto, esta division
celular va a separar las dos cromatidas que componen cada cromosoma de un
gametocito secundario, para generar gametos con un numero haploide de
cromosomas, cada uno de los cuales estd formado por una sola cromatida del
cromosoma. Como se comentaba al principio, esto asegura que la fecundacion da
lugar a un cigoto diploide, al recibir un complemento cromosémico de cada gameto

paterno.

El modo en que se completa la meiosis es también diferente en ambos sexos.
Mientras la espermatogénesis discurre de un modo continuo desde que se alcanza la
madurez sexual, la oogénesis se detiene en profase I, de manera que un alto nlimero
de oocitos primarios permanecen en un estado prolongado de diploteno, llamado
dictioteno. Estos oocitos s6lo proseguirdn su maduracion al llegar a la madurez
sexual de la hembra. Con cada ciclo reproductivo, uno o varios oocitos culminan la
meiosis [ y completan también la meiosis II para, cada uno de ellos, dar lugar a un
oocito secundario (6vulo) y un segundo corpusculo polar que nuevamente carece de
funcionalidad biolégica o reproductiva, y se desecha sin mayores consideraciones

(Murray et al., 2012).
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La mayor importancia de la meiosis reside en que es uno de los principales
mecanismos de creacion de variabilidad genética. Esto sucede a dos niveles, primero
por la segregacion aleatoria de los cromosomas de cada progenitor en los gametos, y
en segundo lugar, por el intercambio de material genético que tiene lugar durante los
procesos de recombinacion. Respecto a lo primero, es facil comprender que cada
division meiotica producird gametos con distintas combinaciones de los cromosomas
que estaban en la célula diploide original, ya que la segregacion se produce al azar.
Para entender esto es util imaginarse todos los cromosomas de una célula diploide
como la suma de dos conjuntos haploides, el paterno y el materno. Asi, cada pareja
de cromosomas homoélogos consta de un homologo de origen paterno y otro de
origen materno. Cuando los homoélogos se separan en la meiosis, resulta poco
probable que pasen todos los de origen paterno a una de las células hijas, y todos los
de origen materno a la otra; por el contrario, se distribuyen aleatoriamente. Como los
homologos pueden tener pequefias diferencias en los alelos presentes para algunos
genes, el resultado es que cada gameto lleva una combinacién tinica de cromosomas
de origen paterno y materno mezclados. La variabilidad que se puede generar por
este sencillo mecanismo es altisima. Por lo que respecta al segundo tipo de
variabilidad introducida durante la meiosis, en la especie humana se ha calculado que
se producen unas 55 recombinaciones por célula, dado que este es el nimero medio
de quiasmas que se observan (Coop y Przeworski 2007). Esto supone una media de
al menos dos recombinaciones por par cromosdmico, incluidos los cromosomas
sexuales. La presencia de estos quiasmas es importante para mantener los bivalentes
unidos hasta la anafase I, y para asegurar que la disyuncion se produce de modo
correcto. Pero ademas, es probable que el nimero total de eventos de recombinacion
sea todavia mayor al nimero de quiasmas, porque no todas las recombinaciones
producen un sobrecruzamiento. Por tanto, el grado de intercambio de material
genético entre cromaticas de cromosomas homoélogos es bastante alto, y hace que los
cromosomas que finalmente llegan a un gameto sean ligeramente distintos a los

cromosomas que estaban presentes en la célula inicial. Como resultado de esto, la
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variabilidad genética generada durante la meiosis es alta y la probabilidad de que dos
individuos tengan dos descendientes genéticamente idénticos es practicamente nula.
Esto es precisamente lo que persigue la reproduccion sexual, generar descendientes
distintos a sus progenitores y distintos entre si, aunque las diferencias no sean

absolutas (Novo, 2007).

Uno de los aspectos mas importantes en el campo de la genética es la
caracterizacion de los mecanismos moleculares por los que se produce intercambio
de material genético entre cromatidas durante la meiosis. Distintos modelos han
intentado explicar como dos moléculas de ADN homologas pueden entrecruzarse e
intercambiar material genético. El paso inicial comun a todos los modelos propuestos
es el alineamiento preciso de ambas moléculas, justamente debido a que son cadenas
de ADN homologas, es decir, pertenecientes a cromosomas homoélogos y por tanto
con (casi) la misma secuencia de nucleotidos. En realidad, hoy sabemos que ambas
moléculas no son absolutamente idénticas, ya que pueden existir diferencias alélicas
en su secuencia. El alineamiento de dos secuencias homodlogas es un requisito
imprescindible para que se inicie el proceso de recombinacion, que se denomina por
eso recombinacion homologa. Dicho alineamiento, como es légico, se produce
durante la profase I de la meiosis merced al complejo sinaptonémico que mantiene
estrechamente unidos los cromosomas homologos en toda su longitud (Alberts et al.,

2002).
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2. LA VARIABILIDAD GENETICA Y LAS MUTACIONES

2.1. Variabilidad genética

La variabilidad observable en el fenotipo de los individuos de una poblacion
determinada se atribuye en gran medida a la variabilidad genética, sobre la cual se
anade aquella producida por los efectos ambientales. La variacion genética se debe a
la presencia de ciertos cambios genéticos generalmente heredables (de una célula a
sus células hijas) y transmisibles a la siguiente generacion si se ve afectada la linea
germinal paterna o materna (si solamente se ven afectadas las células somaticas,
estos cambios no seran transmitidos). Como es sabido, un gen puede presentarse en
diferentes formas debido a variaciones en la secuencia de nucleo6tidos; cada forma
alternativa de un gen se denomina alelo y la proporcion de copias de dicho alelo en
una poblacion se conoce como frecuencia alélica. Cuando un gen presenta al menos
dos formas alélicas distintas y la frecuencia alélica del alelo mas raro es del 1% o
mayor, ese gen se considera polimoérfico y la variacion se define como polimorfismo.
La variabilidad entre individuos garantiza la posibilidad de adaptacién de una especie
a condiciones ambientales cambiantes, pero también puede ser motivo de
alteraciones indeseadas que pueden conllevar a presencia de desérdenes genéticos
como pudieran ser enfermedades (Swallow, 2003; Futreal et al., 2004; Watson et al.,

2013).

La variacion entre individuos, tal como fue sefialado anteriormente, se genera
principalmente durante el proceso de reproduccion sexual, por recombinacion
meiodtica. Ademas, durante la vida de un individuo se van introduciendo cambios
originados como consecuencia de nuevas mutaciones en el genoma de sus células,
aunque so6lo un pequefo porcentaje de estos cambios afectan a las células germinales
y pueden ser transmitidos al genoma de las nuevas generaciones. La tasa final de
nuevas mutaciones resulta del equilibrio entre los fendmenos de mutacion y

reparacion de las mutaciones. Se sabe que en seres humanos, la ADN polimerasa
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produce aproximadamente un error cada 10.000 nucledtidos incorporados durante el
proceso de transcripcion de la sintesis proteica (Eyre-Walker y Keightley 2007) y
estd dotada de un sistema adicional de “edicion” que reduce significativamente la
tasa de nuevas mutaciones, generando finalmente un error cada aproximadamente
10.000.000 nucleotidos (Alberts et al., 2002). Ademas, los sistemas genomicos de
deteccion y reparacion de errores corrigen muchas de las mutaciones primarias,
consiguiendo que, al final, en la replicacion del ADN celular solo se origine un error
cada aproximadamente 10.000.000.000 nucledtidos. De hecho, se estima que deberia
aparecer una nueva mutacion cada 300 divisiones celulares, asumiendo un total de
30.000 genes para el caso especifico del genoma humano (Novo, 2007). Esta es una
tasa de mutacién extremadamente baja, lo que implica la existencia de sistemas
celulares de reparacion del ADN que se ocupan de corregir la inmensa mayoria de las
mutaciones introducidas en el genoma. Ademas, muchas de estas mutaciones seran
silenciosas porque no afectaran a ADN codificante; otras, sufrirdn una fuerte presion
selectiva y su frecuencia alélica serd muy baja (o llegaran a desaparecer). Como se
sugiere, la presencia de polimorfismos y mutaciones en las poblaciones seran el

resultado de la relacion entre mutacion-reparacion-seleccion.

No obstante, y aunque la tasa de mutacion se sugiera muy baja, su impacto en
las poblaciones queda fuera de toda duda, ya que ellas son el punto de partida para la
generacion de variabilidad genética de novo (Hill, 1982a,b; Casellas y Medrano,
2008), sustentan la respuesta a la seleccion a largo plazo (Keightley, 1998; Hill,
2007), y pueden originan cambios fenotipicos drésticos tanto a nivel fisiologico
(Bradford y Famula, 1984; Guenther et al., 2014) como patolégico (Nishi y Nanjo,
2011; Straniero et al., 2015).

2.2. Mutaciones

Una mutacion es un cambio, en general irreversible, de una parte del genoma
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de un individuo. Este cambio, que por otro lado puede no ser observado
inmediatamente a nivel del fenotipo, se transmite como un nuevo rasgo hereditario si
afecta a las células germinales. Las mutaciones son frecuentes en mamiferos y tienen
un interés considerable para los genetistas, ademas de su intrinseco valor evolutivo,
por ser generadoras de diversidad genética. Todos los seres vivientes, sin excepcion,
sufren mutaciones en sus genomas y este proceso es fundamentalmente aleatorio. Las
mutaciones pueden presentarse sobre células somaticas o germinales, en células
embrionarias o adultas, en cada caso con consecuencias potencialmente diferentes.
Pueden afectar tanto secuencias que codifican para proteinas como secuencia
reguladoras o repetitivas del genoma. A su vez, las mutaciones acostumbran originar
tanto ventajas como inconvenientes, imprevisibles a priori dada la aleatoriedad
intrinseca del proceso mutacional. Por un lado, la apariciéon de mutaciones permite a
los individuos adquirir nuevos polimorfismos en su genoma, incrementando la
variabilidad genética de la poblacién y, en consecuencia, evolucionar; no obstante, a
menudo las mutaciones pueden implicar efectos deletéreos o patoldgicos,
degenerando incluso hasta el nivel de originar enfermedades hereditarias (Benavides

y Guénet 2003).

Durante el desarrollo embrionario temprano, las células del organismo se
multiplican a una velocidad muy rapida y, por lo tanto, se incrementa la probabilidad
de aparicion de nuevas mutaciones. No obstante, su aparicion no tiene porqué
conllevar un impacto directo sobre el individuo, ni su transmision sistematica a las
nuevas generaciones. De todas las mutaciones que se generan, algunas provocan
directamente la muerte de la célula afectada, en consecuencia, se eliminan del
organismo. En otros casos, las mutaciones pueden impedir que las células se
diferencien hacia un tejido en particular y son, por lo tanto, fuertemente contra-
seleccionadas. Ademds, algunas mutaciones no afectan ni las funciones ni la
supervivencia de la célula, o incluso no provocan ningun cambio a nivel de la
secuencia de la proteina, por lo que se consideran como polimorfismos neutros que

pueden transmitirse a las generaciones siguientes sin consecuencias de ninguin tipo
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(mas alla de su utilizacion potencial como marcadores genéticos como, por ejemplo,
los SNP o single nucleotide polymorphisms). En el caso de los embriones, la
aparicion de nuevas mutaciones durante las fases tempranas del desarrollo puede
implicar que el individuo esté constituido por una mezcla (de proporciones variables)
de dos o mas estirpes celulares, lo que se denomina un mosaico genético, término
que hace referencia a la heterogeneidad de su constitucion genética (Acuna-Hidalgo

et al., 2015).

Las mutaciones no son siempre detectables de manera inmediata, por ejemplo
si aparecen sobre genes que no forman parte del repertorio de genes que se expresan
en un determinado tejido o en estadios de desarrollo concretos, asi como si se trata de
mutaciones recesivas en estado de heterocigosis. Evidentemente, si la mutacion
aparece en una linea celular que contribuye a la formacién de las gonadas, y por
consecuencia de los gametos, aquella mutacion podra serd transmitida a las
generaciones siguientes y todas las células deberian seran heterocigotas para la nueva
mutacion en el individuo original. Por otro lado, en los individuos adultos pueden
aparecer nuevas mutaciones en aquellos tejidos con un alto recambio celular (i.e.,
alta actividad mitotica), tales como la médula dsea, el intestino, los bronquios y la
piel (ademas de las gonadas donde la multiplicacion celular se da por el proceso de la
meiosis). En algunos casos, las mutaciones somadticas pueden provocar la
transformacion de las células en células tumorales, especialmente cuando afectan a
oncogenes, genes supresores de tumores, y genes de reparacion del ADN (Benavides

y Guénet, 2003).

2.2.1. Clasificacion de las mutaciones:

El sistema de clasificacién de las mutaciones que se describe a continuacion
es el sefialado por Benavides y Guénet (2003). Segun el tipo de célula que se ve

afectada por la mutacion, estas se pueden clasificar en:
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a) Mutaciones de células somaticas: Estas mutaciones afectan a las células
somaticas y como consecuencia pueden aparecer individuos mosaico con dos
lineas celulares diferentes con distinto genotipo. Una vez que una célula sufre
una mutacion, todas las células que derivan de ella por divisiones mitdticas
heredaran la mutacion (i.e., herencia celular). Un individuo mosaico
originado por una mutacién somadtica posee un grupo de células con un
genotipo diferente al resto. Cuanto antes se haya dado la mutacion en el
desarrollo del individuo mayor sera la proporcion de células con distinto
genotipo. En el supuesto de que la mutacion se hubiera dado justo después de
la primera division del cigoto (en estado de dos células), la mitad de las
células del individuo adulto tendrian un genotipo y la otra mitad otro distinto.
Las mutaciones que afectan solamente a las células de la linea somética no se

transmiten a la siguiente generacion.

b) Mutaciones de células germinales: Afectan a las células productoras de
gametos y son transmitidas a la siguiente generacion, teniendo una mayor
importancia desde el punto de vista evolutivo. De hecho, estas son las
mutaciones de interés para las investigaciones desarrolladas en la presente

tesis doctoral.

En segundo lugar, podemos clasificar las mutaciones segun el nivel gendmico

afectado:

a) Mutaciones moleculares: Se producen por una alteracion en la estructura
del ADN; generalmente se ve afectado un gen y se produce un cambio en la
secuencia de nucledtidos. Estos cambios pueden darse por sustitucion de
bases, por insercion o deleciéon (es decir, cuando una base es afadida o
eliminada y da origen a un cambio de pauta en la lectura del codon), o por

transposicion de bases.

b) Mutaciones cromosémicas: Son cambios o alteraciones que afectan la
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estructura del cromosoma a nivel de algun segmento (generalmente se ve
afectado mas de un gen). Este tipo de mutaciones se puede presentar también
por cambios en la disposicion de los genes, pudiendo ser de varios incluyendo
(1) por delecion (cuando se pierde un fragmento del cromosoma), (2) por
duplicacién (cuando se duplica un fragmento del cromosoma), (3) por adicion
(cuando se incorpora al cromosoma un grupo de nucledtidos), (4) por
translocacion (cuando un fragmento del cromosoma se une a otro
cromosoma), y (5) por inversion (cuando un fragmento del cromosoma se

invierte y no es leido correctamente).

¢) Mutaciones genomicas: En este tipo de mutaciones, se ve afectada la
dotacion cromosémica del individuo, alterandose el numero total de
cromosomas con relacion a la especie a la cual pertenece. Generalmente se
produce por una separacion anormal de los cromosomas durante la meiosis y
pueden ser de dos tipos a su vez, (1) euploidia (cuando se ve afectado el juego
completo de cromosomas), y (2) aneuploidia (cuando se afecta el nimero de
cromosomas pero no la serie completa). Un ejemplo tipico para las
aneuploidias serian las trisomias comunmente presentes en la especie
humana, donde una de las mas comunes es el sindrome de Down o trisomia

21.

También podemos clasificar las mutaciones segin el cambio que ocasionan,

pudiendo ser (1) perjudiciales para el individuo que las porta (muchas veces provoca

la no viabilidad del cigoto y otras veces suelen originar enfermedades o

malformaciones; i.e., mutaciones letales, subletales y patégenas), (2) neutras (no

proporcionan ninglin perjuicio ni beneficio al individuo, aunque esto puede verse

modificado si se originan cambios en el ambiente para los que la mutacion pueda

conllevar o no ventajas adaptativas), o (3) favorables (los individuos portadores de la

mutacion poseen ventajas adaptativas respecto a sus congéneres; el alelo mutante,

con el tiempo y gracias a la seleccion natural, es posible que sustituya al alelo
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original en la mayoria de los individuos que componen la poblacion).

Finalmente, las mutaciones pueden diferenciarse segin la forma como
aparecen. Cuando una mutacion se produce como consecuencia de la exposicion a
agentes mutagénicos quimicos o fisicos se denominan “mutaciones inducidas”,
mientras que cuando se trata de una mutacién que se produce de forma natural

entonces es una “mutacion espontanea’.

La informacion genética se transmite de padres a hijos, pero cada individuo
puede tener a lo largo del genoma un importante nimero de mutaciones nuevas, que
no se encontraban en la generacion anterior. Estas mutaciones, a menudo llamadas de
novo, contribuyen a la variabilidad genética y, también a largo plazo, a la evolucion

de la especie.

2.3. Recurrencia de las mutaciones

Como se ha comentado anteriormente, los distintos mecanismos implicados
en la replicacion, transcripcion y traduccion del ADN, asi como en la division celular
pueden cometer errores con cierta frecuencia. Cuando hablamos de poblaciones, el
efecto de la mutacién difiere de acuerdo con el interés puesto en el evento
mutacional, tan raro que virtualmente sea Unico, o en un evento mutacional que
recurra repetidamente. En términos generales la diferencia radica en la frecuencia
con la que aparecerd un patron mutante determinado y, en consecuencia, con la
probabilidad que tendré el mismo de transmitirse a la siguiente generacion y alcanzar

una frecuencia suficiente como para incidir a nivel poblacional.

a) Mutaciones no recurrentes: Si se considera un evento mutacional que da
lugar a un solo gen mutado o a un cromosoma mutado en una poblacion, su

impacto potencial deberia ser de poca importancia en la poblacién a corto
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plazo ya que el producto de la mutacion Unica tiene una oportunidad
infinitamente pequefia de sobrevivir en una poblacion grande. La excepcion
se produce en el caso de que la mutacion conlleve una ventaja selectiva (tanto
si la seleccion es natural como artificial). De hecho, ya Fisher (1930)
estableci6 que las mutaciones no recurrentes tenian una probabilidad baja de
permanecer en las poblaciones. Esta dependia, en términos generales, del
nimero de descendientes que contribuia el individuo mutante (i.e., a mayor
numero de descendientes, mayor probabilidad de permanecer en la

poblacion).

b) Mutaciones recurrentes: Este tipo de mutaciones representa un fenomeno
de interés particular para distintos ambitos de la genética ya que se considera
como un mecanismo biolodgico capaz de generar cambios en la frecuencia
génica poblacional, independientemente de que la mutacion implique o no
algun tipo de ventaja selectiva. Cada evento mutacional se da regularmente y
de manera repetida en distintos individuos de la poblacion, con una
frecuencia caracteristica, impidiendo que pueda perderse por completo en
poblaciones de tamafio moderado donde la deriva génica tendria un efecto
muy secundario (Fisher, 1930; Lessa 2004). Este tipo de mutacion provocaria
cambios, generalmente lentos y dificilmente detectables a través de

experimentos, en la frecuencia génica.

2.4. Influencia de la edad y el sexo de los progenitores sobre las mutaciones

Antes de profundizar en los vinculos entre la edad y la incidencia de nuevas

mutaciones, debemos ser conscientes de las diferencias fisioldgicas principales a

nivel de la generacion de cada linea germinal, dando lugar a los gametos en cada

sexo. En el caso de los machos, la espermatogénesis se fundamenta en la

multiplicacion continua de las células basales una vez alcanzada la pubertad. Esta
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multiplicacion genera, por una parte, espermatogonias que sufren las sucesivas
mitosis y las dos divisiones meioticas para producir los gametos, y por otra, células
basales que persisten como base del ciclo, también sometidas regularmente a mitosis.
Como consecuencia, las espermatogonias producidas a edades mas tardias proceden
de células basales que han sufrido un mayor nimero de divisiones mitoticas previas.
Dado que cada division ofrece una cierta probabilidad de generar una nueva
mutacion puntual, resultaria plausible asumir un incremento en la acumulacién de

mutaciones puntuales con la edad en el caso del sexo masculino (Crow, 2000).

En el caso de las hembras se han destacado diferencias importantes. El
proceso de la oogénesis inicia la meiosis durante el desarrollo fetal, pero los oocitos
primarios quedan parados en la profase I ya antes del nacimiento. No sera hasta que
la hembra alcance la pubertad que uno o varios oocitos retomaran los procesos de la
meiosis hasta finalizarla en cada ciclo reproductivo, sin requerir de divisiones
adicionales en estas células u otras de precursoras (Murray et al., 2012). Dentro de
este contexto, la probabilidad de acumular mutaciones se sugiere como claramente
inferior que en el caso de los espermatozoides, al implicar un nimero mucho menor
de mitosis. No obstante, también se ha sugerido que las mutaciones de novo pueden
surgir con posterioridad a la gametogénesis y la fecundacion, aunque se desconoce
en gran medida la contribucion relativa de cada uno de estos estadios reproductivos.
Unicamente Acuna-Hidalgo et al. (2015) reportd una primera aproximacion a este
fenomeno, sugiriendo que una de cada quince mutaciones de novo no ocurririan

durante la formacion del espermatozoide o el 6vulo.

Multiples autores han reportado que la funcidon reproductiva del macho se ve
claramente afectada por la edad (Callaway, 2012; Goriely y Wilkie, 2012). El
envejecimiento reproductivo del macho es un fenomeno complejo y multifactorial,
que implica no solo una disminuciéon de la actividad sexual por alteraciones en la
sintesis de hormonas esteroideas, sino también una disminucion de la fertilidad por

(1) un aumento del estrés oxidativo, (2) un incremento de la fragmentacion del ADN,
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y finalmente (3) un aumento considerable de mutaciones gendmicas y cambios
epigenéticos importantes (Vagnini et al., 2007; Cocuzza et al., 2008). Se ha sugerido
que la tasa de mutaciones de la linea germinal en los varones humanos,
especialmente en los hombres mayores, puede ser sustancialmente mayor que en las
mujeres, principalmente porque en los hombres se dan muchas més divisiones de
células germinales (Crow, 2000). Sin embargo, hay algunas excepciones y muchas
variaciones ya que los distintos tipos de mutaciones siguen reglas diferentes. A partir
del analisis evolutivo de la secuencia del genoma humano se infiere que la tasa
global de mutacion deletérea podria llegar a ser lo suficientemente alta como para
influir de manera significativa en el bienestar humano. De hecho, algunos estudios
sobre el impacto de la depresion endogamica en nuestra especie asi lo corroborarian
(Ober et al., 1999; Ceballos y Alvarez, 2013; Fareed y Afzal 2014), aunque existen
mecanismos por los que el impacto de las mutaciones deletéreas podria ser mitigado

(Crow, 2000; Fina, 2013).

De manera mas especifica, los aspectos reproductivos asociados con la edad
avanzada en hombres se centran en un empeoramiento de los parametros seminales
clasicos (i.e., disminucion del volumen del eyaculado y motilidad espermadtica y, en
menor grado, alteraciones de la morfologia). Esto podria ser explicado por varios
mecanismos asociados con el envejecimiento, deteriorando la calidad seminal e
implicando deficiencias en la produccion de testosterona (Johnson et al., 2015). De
hecho, se han reportado cambios relevantes a nivel de los testiculos y glandulas
accesorias como (1) la reducciéon del volumen testicular (30%) y el numero de
células de Sertoli, (2) la disminuciéon en el numero de células de Leyding y de su
respuesta secretora a la hormona luteinizante, (3) el incremento en nimero de
células mesenquimales y tejido conectivo, (4) la esclerosis de los tibulos seminales,
(5) la obstruccion vascular testicular (obstaculizando la llegada de gonadotropinas), y
(6) los cambios en la glandula prostética y epididimo (Wiecher y Cuéllar, 2007). A
nivel del eje hipotdlamo-hipofisiario, se puede observar también una disfuncion

neuroreguladora de la hormona liberadora de gonadotropina, asi como una
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disminucién tanto de la amplitud como de la frecuencia de los pulsos secretores de

hormona luteinizante (Wiecher y Cuéllar, 2007).

A todo lo citado anteriormente, debe considerarse también una correlacion
positiva entre la edad avanzada del padre y el dafio en el ADN espermatico (i.e.,
fragmentacion del ADN), detectable a partir de los 40 afos (Alshahrani et al., 2014).
Probablemente se debe a un mayor estrés oxidativo en el testiculo del hombre de
edad avanzada (i.e., menor capacidad antioxidante), alteraciones en la apoptosis,
defectos en el empaquetamiento del ADN, y alteraciones en la actividad de la

telomerasa (Alshahrani et al., 2014).

Para el caso de las aneuploidias cromosdmicas, la mayoria se originan de
novo, por alteraciones en la meiosis de alguno de los progenitores, o errores
mitoticos post-fecundacion. Tipicamente, los embriones resultantes no se
implantardn o causaran abortos precoces, pero en un ~1% de los casos la gestacion
resultard viable. En el varén sano, se estima que el porcentaje de espermatozoides
aneuploides es del 10%, pero se incrementa con la edad, principalmente a partir de
50 afios. En la especie humana el riesgo se incrementa principalmente para la

trisomia 21, doblandose para los nacidos de padres con mas de 50 afos (Nazer et al.,

2008).

Centrandonos finalmente en las mutaciones, la causa principal del incremento
de las mismas es la edad paterna avanzada segun Callaway (2012) y Goriely y Wilkie
(2012). De hecho, Kong et al. (2012) report6 que la tasa de mutaciones paternas
aumentaba en un 4,3% al afio, lo que implica duplicar la tasa de mutacioén cada 16
afios y aumentarla ocho veces en 50 afios. La espermatogénesis conlleva multiples
divisiones asimétricas premeidticas y se estima que de los 20 a los 50 afios de edad,
los espermatozoides pasan de sufrir 150 divisiones a 840, todo ello en un ambiente
testicular cada vez mas propenso al estrés oxidativo. Esto incrementa el riesgo de

errores en la replicacion y, por consiguiente, mutaciones. Se estima que las

30



MAYELA DEL, CARMEN CASTILLO OJEDA

mutaciones acumuladas en la linea germinal aumentan en dos cada afio y el tipo mas
frecuentemente asociado a los trastornos seria la sustituciones de bases (Vagnini et

al., 2007; Cocuzza et al., 2008).

Con la edad observamos también un incremento de alteraciones en los
procesos epigenéticos fundamentales (i.e., metilacion del ADN, modificaciones de
las histonas, o remodelaciéon de la cromatina), pudiéndose desencadenar de forma
inadecuada el mecanismo de “silenciado génico”, inactivando este la expresion de
algunos genes. También estos mecanismos son la base de la impronta genémica en la
que los genes se expresan de forma monoalélica (uno de los alelos, procedente de
uno de los dos progenitores, estd silenciado), perdiéndose la proteccion que
proporciona el diploidismo frente a mutaciones recesivas (Vagnini et al., 2007,
Cocuzza et al., 2008; Nazer et al., 2008; Johnson et al., 2015). Ademas se ha
reportado una fuerte correlacion entre la edad paterna avanzada la longitud de los
telomeros de los cromosomas en la descendencia, lo que deberia incrementar el
riesgo de padecer algunos tipos de cancer como el de mama o el glioblastoma

(Maher et al., 2016).

En conjunto, la edad paterna avanzada se ha vinculado con una extensa lista
de trastornos y patologias asociadas. Sin danimo de ser exhaustiva, se podrian
clasificar de la siguiente manera (McIntosh et al., 1995; Yang et al., 2007; Hultman et
al., 2011):

a) Trastornos neurocognitivos: Esquizofrenia, trastorno bipolar y autismo.
La relacion de estos trastornos con la edad avanzada de los padres, aunque no
de forma unanime, si es de las aceptadas con mayor consenso. Se han
asociado a la acumulacién de nuevas mutaciones, pero parecen también jugar
un papel destacado los fendmenos epigenéticos, en especial la impronta. La
esquizofrenia es uno de los que mayor influencia genética tiene, hasta el

punto de atribuirse a la avanzada edad de los padres en un 25% de los casos, y
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un aumento del riesgo de 1,47 de padecerla con cada incremento de 10 afos
en la edad paterna. También el trastorno bipolar se ha relacionado aunque en
menor medida, mientras que se estima que el riesgo de autismo se dobla para
varones de mas de 50 afios en relacion con los de mas de 30 (Hultman et al.,

2011).

b) Procesos de herencia autosémica dominante (aunque generalmente se
presentan como consecuencia de mutaciones de novo). Destaca por su
fuerte asociacion con la edad paterna avanzada la acondroplasia. No obstante,
existen otros como el sindrome de Apert, el sindrome de Marfan, la
neurofibromatosis I, la osteogénesis imperfecta y el retinoblastoma (McIntosh

etal., 1995).

¢) Malformaciones congénitas: El efecto de edad paterna avanzada sobre
una mayor incidencia de defectos congénitos resulta muy incierto. Los
grandes estudios epidemioldgicos son escasos y sin uniformidad en sus
observaciones. Asi, mientras que unos no encuentran asociacion, otros si,
pero difieren en el tipo de defecto y, en todo caso, la sefialan como discreta.
Destacan los defectos del tubo neural, cardiacos, atresia traqueo-esofégica,
defectos musculo-esqueléticos, y sindrome de Down (Mclntosh et al., 1995;

Yang et al., 2007).

d) Neoplasias: Se ha documentado un incremento del riesgo en la
descendencia para algunos tipos neoplasicos como la leucemia, los tumores
del sistema nervioso central, y los tumores de mama (Mclntosh et al., 1995;

Maule et al., 2007).

A pesar que algunas investigaciones recientes han avanzado en este campo
para el caso de los humanos (Hultman et al., 2011; Kong et al., 2012; Keightley,
2012), no existe alin un criterio universal para considerar a partir de qué edad deberia

considerarse que existe un riesgo asociado excesivo en el caso de los humanos, y
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mucho menos atn para los animales domésticos o de laboratorio. De cualquier
forma, son muchas y muy contundentes las evidencias mostradas para considerar la
edad como un problema importante que actia sobre la fertilidad, asi como los riesgos
mutacionales asociados que se afrontan en caso de edad paterna avanzada, sobretodo
dentro del contexto de la especie humana (Hultman et al., 2011; Callaway, 2012;

Goriely y Wilkie, 2012; Kong et al., 2012).
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3. LAS MUTACIONES EN EL CONTEXTO DE LA GENETICA

Hasta este punto se han tratado las mutaciones como eventos genéticos
individuales, considerando que aparecen como un fendémeno aislado, con o sin
repercusiones en el organismo que la presenta; sin embargo, las mutaciones
espontaneas pueden implicar connotaciones importantes sobre los cambios que
acontecen en las poblaciones, y pueden ser consideradas cuando se pretende
dilucidar la base genética de la evolucion con fines experimentales, o bien para el
mejoramiento genético de las caracteristicas de interés ganadero. En este mismo
orden de ideas, podemos inferir que la mutacién es la fuente ultima de variacion
genética y, por lo tanto, de la evolucion de las especies (Hill 1982a,b; Keightley,
1998). En esta seccion, se discutiran algunos aspectos aplicados de las mutaciones
desde un punto de vista cuantitativo, pero fundamentalmente, sobre el modo en como
se incorporan dichas mutaciones a los modelos analiticos especificos del campo de la

genética.

El proceso de mutacion (i.e., cualquier cambio que se produce en el genoma
con potencial de transmitirse a las nuevas generaciones), aunque muy lentamente, va
generando nuevos alelos que entran a formar parte del acerbo génico de la poblacion
(Caballero, 2014). Estos nuevos alelos incidiran temporal o permanentemente sobre
la variabilidad genética, siendo este ultimo parametro la materia prima para el
estudio de la genética de poblaciones. De hecho y desde un punto de vista puramente
tedrico, una poblacién uniforme en su composicion genética (i.e., no variable) no
muestra cambios relevantes a largo plazo, con lo cual no puede evoluciona. En la
practica, las nuevas mutaciones aparecen para aportar variacion, se puede inferir que
las nuevas mutaciones seran relativamente numerosas, pero estan repartidas en un
genoma extremadamente grande. ;Coémo se puede determinar la magnitud de su
contribucion? Para responder a esta pregunta se deben integrar estas mutaciones

dentro de los modelos analiticos especificos del campo de la genética.
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3.1. Breve reseiia sobre la evolucion de la seleccion animal

El mejoramiento genético de las poblaciones se centra en la implementacion
de iniciativas basadas en distinguir los individuos genéticamente superiores para los
caracteres de interés, siendo estos los progenitores de la siguiente generacion. No
obstante, resulta importante destacar que el mérito genético no puede ser observado
directamente en los animales, ya que el fenotipo final recibe otras contribuciones
ambientales que enmarcaran el impacto directo de los genes; la base genética debe
inferirse a partir de las observaciones hechas en los candidatos a seleccion, o en sus
parientes. Esto presenta al menos tres problemas estadisticos, (1) determinar si los
caracteres de interés tienen base genética (i.e., estimacion de los parametros
genéticos de varianza; Groeneveld et al., 1990), (2) obtener métodos razonablemente
precisos para inferir el mérito genético (i.e., desarrollo de modelos de evaluacion
genética precisos; Henderson, 1973), y (3) decidir qué hacer con los animales que

tengan mejor mérito genético (e.g., disefio de planes de seleccion 6ptimos).

Se puede asumir que las primeras iniciativas ejecutadas por las poblaciones
humanas para adaptar las poblaciones de animales domésticos a las necesidades de
sus cuidadores se produjeron durante el periodo neolitico, hace miles de afios,
coincidiendo con los eventos de domesticacion (Giuffra et al., 2000; Chessa et al.,
2009; Scheu et al., 2015). Este proceso de domesticacion involucré cambios
genéticos de suma importancia, en los que las especies salvajes que existian en la
naturaleza fueron, por accion del hombre, diferenciadas en poblaciones domésticas.
Esta diferenciacion se tratdé de un proceso lento y progresivo, pudiendo evolucionar
de tal manera que, en muchos casos, se llegd a una separacion reproductiva
completa. En esos momentos, cualquier tipo de manipulacion genética se ejecutd de
forma mayoritariamente inconsciente. Los cambios obtenidos como resultados de

tales maniobras fueron conducidos de una forma totalmente empirica; no obstante,
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varios investigadores sugirieron que los cambios logrados fueron apoyados
fundamentalmente en la observacion del parecido entre parientes. Este hecho
condujo a la eleccion como reproductores de aquellos animales y plantas que
parecian ofertar un mejor ajuste a los requerimientos de la humanidad (i.e., mayor
produccion y calidad de los productos, potencia de trabajo, o docilidad de los
animales; Diamond, 1999). No obstante, no es hasta el Libro del Génesis en el que
podemos encontrar las primeras referencias escritas sobre la seleccion empirica de
los animales domésticos. También otros textos no religiosos de civilizaciones como

la Romana o la Cartaginesa hacen alguna referencia a estos procedimientos.

No fue hasta muchos siglos después, con los resultados obtenidos por
Mendel, que se empezaron a sentar las bases de la genética moderna (Mendel, 1866).
Paralelamente, resulta curioso mencionar que Charles R. Darwin, coetanco de
Mendel, desconocia sus descubrimientos cuando desarrollo toda su teoria de la
evolucion de las especies. Aun asi, fue en esos trabajos donde empezo6 a usarse el
término “seleccion”, siempre dentro del contexto de la evolucion de las poblaciones
(Darwin, 1859). Darwin se dio cuenta que muchas especies de animales y plantas
domesticadas destacaban por caracteristicas concretas que se habian desarrollado
mediante seleccion artificial. Ese detalle result6 el punto de partida para una plétora
de programas de seleccion que han dado lugar a miles de estirpes, razas, lineas y

otras entidades genéticas.

El siguiente avance destacable se produjo a principios del siglo XX, cuando
Fisher (1918a) desarroll¢ la teoria necesaria para el andlisis de la varianza (ANOVA),
representando este el punto de partida para un andlisis eficiente de los efectos
aleatorios dentro del contexto de los modelos mixtos, sobretodo para la contribucion
del gomponente genético (Fisher, 1918b). Posteriormente se desarrollaron los indices
de seleccion para el mejoramiento genético de plantas (Smith, 1936) a partir del
concepto de la funcion discriminante (Fisher, 1936). Y poco después, Hazel (1943)

adaptd esos procedimientos para la evaluacion genética de animales, generalizdndose
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como el método de eleccion en la mayoria de programas de seleccion. Llegados a
este punto resulta importante destacar también las contribuciones de otros

investigadores como Lush (1940).

El siguiente avance, la evaluacion mediante modelos BLUP (del inglés best
linear unbiased prediction) se desarrolld poco después, en 1950, aunque no se
divulgd a nivel internacional hasta dos décadas mas tarde (Henderson, 1973). Esta
metodologia permitia predecir el valor genético de los animales a partir de los
registros fenotipicos y la genealogia, incluyendo y corrigiendo también por las demas
causas ambientales conocidas de variacion. Resulta importante destacar que las
ventajas del BLUP se deben fundamentalmente a la inclusion de la matriz de
parentescos (Wright, 1922) en forma de inversa (Henderson, 1976; Quaas, 1976).
Esta matriz incluye todas las relaciones conocidas de parntesco. A partir de aqui, la
parametrizacion estandar del BLUP se modificd para incluir efectos de dominancia
(Henderson, 1985; Hoeschele y VanRaden, 1991), epistasia (de los Campos et al.,
2009; Casellas et al., 2014), consanguinidad (Gulisija et al., 2006; Casellas et al.,
2008), e incluso nuevas mutaciones (Wray, 1990; Casellas y Medrano, 2008).

En términos generales, estos modelos de evaluacion genética mediante
ecuaciones BLUP, son estructuras matematicas dotadas de los siguientes

componentes (Falconer y Mackay, 1996):

a) Una funcion matematica que relaciona las observaciones fenotipicas con
los efectos fijos y aleatorios del modelo. En términos generales, se
acostumbran a asumir modelos lineales (Henderson, 1973), aunque también
se dan excepciones importantes como los modelos de riesgos proporcionales
(Ducrocq et al., 1988; Casellas, 2007) o los modelos umbral (Sorensen et al.,
1995). Los efectos aleatorios pueden incluir componentes genéticos (e.g.,
valores genéticos aditivos, de dominancia, o desviaciones epistaticas), asi

como efectos ambientales permanentes como efectos maternos ambientales
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(Quintanilla et al., 1999). Todos estos factores contribuyen a la covarianza

entre parientes.

b) Parametros de dispersion genética y ambiental, tales como componentes de
varianza y covarianza. Estos ultimos aparecen en modelos multivariados, o en
aquellas situaciones en las cuales debe incorporarse una estructura
multivariada a un modelo para una respuesta univariada. Seria el caso de
modelos con efectos genéticos directos y maternos, los cuales pueden estar

vinculados mediante una covarianza genética (Quintanilla et al., 1999).

¢) Supuestos sobre la forma de la distribucion conjunta de las observaciones y
de los efectos aleatorios (en un contexto Bayesiano, los supuestos se aplican a
la distribucién conjunta de todos los parametros desconocidos y los datos). En
este caso, la asuncion mas tipica es la de normalidad de los datos fenotipicos,
aunque nuevamente, se han propuesto variaciones sustanciales para fenotipos

especificos (Ducrocq et al., 1988; Casellas, 2007).

El desarrollo paralelo que sufrieron las tecnologias laboratoriales para el
genotipado de genes y marcadores genéticos permitieron adaptar los programas de
mejora genética con el objetivo de integrar la seleccion directa sobre unos pocos
genes mayores (Dekkers, 2004). Este tipo de seleccion se conocid, en términos
generales, como seleccion asistida por marcadores (del inglés marker assisted
selection (MAS)) y, aunque en algunos casos se implementd durante periodos largos
de tiempo (Eikelenboom y Minkema, 1974), su impacto real en las poblaciones
domesticas de ganado fue realmente limitada. De hecho, se han reportado infinidad
de quantitative trai loci (Andersson, 2001), y muy pocos de ellos han llegado a ser
implementado de manera efectiva como criterios de seleccion en los programas
reales de mejora genética. Quiza una excepcion destacable seria el gen del receptor
de estrogenos (Rothschild y Soller, 1997), que se ha usado en multiples lineas

porcinas comerciales para incrementar la prolificidad (Dekkers, 2004). En cualquier
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caso, BLUP y MAS han sido las herramientas principales para la mejora genética
animal durante las ultimas décadas, al menos hasta el disparo de salida para los

procedimientos de seleccion genémica (Meuwissen et al., 2001).

Basandose en la disponibilidad (o en la futura disponibilidad) de miles de
marcadores de tipo single nucleotide polymorphism (SNP) en la mayoria de espécies
domésticas (e incluso en la huaman), Meuwissen et al. (2001) postularon que la
varianza genética aditiva originada a partir de algunas docenas o unos pocos
centenares de mutaciones en el genoma (Hayes y Goddard, 2001) se podia capturar a
partir de un panel denso de SNP, algunos de estos marcadores estando parcial o
totalmente en desequilibrio de ligamiento con las mutaciones causales. Eso se
implementd rapidamente mediante modelos estadisticos complejos, incidiendo
inicialmente en los programas de seleccion de vacuno lechero (Lund et al., 2011;
Wiggans et al., 2011) y porcino (Forni et al., 2011; Ostersen et al., 2011). Dentro de
ese contexto, se evidencid la utilidad de incluir la informacién procedente de
genotipados masivos en los procedimientos de evaluacion genética. Por ejemplo,
para los sementales en testaje, la precision de sus valores mejorantes para produccion
de leche se incremento de ~27% al ~54% (VanRaden et al., 2009). Evidentemente, en
la actualidad se dispone de multiples aproximaciones distintas para abordar este tipo
de evaluaciones gendmicas (Gianola, 2013). Tipicamente, estas se diferencian por el
abordaje general de la informacion disponible, requiriendo primero la estimacion de
los efectos aditivos asociados a cada SNP para posteriormente sustituir esas estimas
en los genotipos de los nuevos animales de la poblacion (i.e., aproximaciones tipo
two-step; Gianola et al., 2009; Habier et al., 2011), o resolviendo todo el sistema en
un unico paso (i.e., aproximaciones tipo one-step; Aguilar et al., 2010) gracias a que
la informacién genodmica se tiende a incluir en la matriz de parentescos (VanRaden,
2008). Dentro de este segundo grupo encontramos el BLUP gendémico (Gianola et
al., 2003), el BLUP gendmico mutacional (Casellas et al., 2013), el LASSO
Bayesiano (Yiy Xu, 2008; de los Campos et al., 2009), la regresioén por espacios de
Hilbert (Gianola y van Kaam, 2008), o el boosting (Gonzalez-Recio et al., 2013).
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Ademads, se pueden adaptar para permitir la evaluacion conjunta de animales tanto
genotipados como no genotipados (Legarra et al., 2009; Misztal et al., 2009; Aguilar
et al., 2010).

3.2. La variabilidad mutacional de novo en las poblaciones

El impacto de las nuevas mutaciones puede ser descrito desde diversos puntos
de vista, incluso desde el ambito especifico de la genética, y tienen consecuencias
evolutivas intrinsecas basadas en la variabilidad atribuida a las especies (Behrman y
Kirkpatrick, 2011; Nuzul et al., 2014). No obstante, las mutaciones son capaces de lo
mejor y lo peor desde un punto de vista bioldgico, originando organismos mejor
adaptados a los cambios ambientales (Shen et al., en prensa) a la vez que
amenazando la supervivencia a través de efectos deletéreos (Lynch et al., 1995). Las
mutaciones espontaneas, originadas de manera continua, aportan nuevos alelos que
contribuyen a la variacion genética y asi, permiten una respuesta sostenida a la
seleccion, tanto en animales (Caballero et al., 1991; Keightley, 1998) como en

plantas (Hill, 2007).

El estudio genético de las nuevas mutaciones desde un punto de vista
cuantitativo gira de manera fundamental en torno a la variabilidad genética que
originan, ya que es precisamente en términos de varianza como se acostumbran a
descomponer las distintas contribuciones tanto genéticas como ambientales sobre las
poblaciones y los fenotipos analizados (Falconer, 1996). Las primeras evidencias de
nuevas mutaciones con efectos grandes en lineas experimentales de animales de
laboratorio se reportaron durante la segunda mitad del siglo XX (Castle, 1941;
Macarthur, 1949; Yoo, 1980; Bradford y Faula, 1984), aunque también disponemos
de fendomenos parecidos en las especies ganaderas (Smith and Bampton 1977;
Jackson and Green 1993). No obstante, este tipo de mutaciones deberia verse como

una excepcion, ya que en la mayoria de casos su contribucion individual sobre la
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variabilidad genética de las poblaciones es minima, aunque relevante desde un punto
de vista evolutivo (Hill, 1982a,b; Morgan et al. 2014). Dentro de este contexto, se
acostumbra a definir la varianza aditiva mutacional (o.’), entendiéndola como la
contribucion mutacional de nueva variabilidad genética aditiva por generacion (Hill,
1982a). Ademads, esto permite también definir una heredabilidad mutacional de

acuerdo con la siguiente formulacion,
hm2 = sz / GPZ

donde op® no es mas que la varianza fenotipica total del caracter analizado. De
acuerdo con los trabos de revision publicados por Lynch (1988) y Houle et al.
(1996), la magnitud esperada de &, se sitGa entre 0,0001 y 0,05 tanto en animales
como en cultivos vegetales. No obstante, en la mayoria de casos las estimas se
obtuvieron a partir de disefios experimentales centrados en la tasa de divergencia
entre sublineas de una misma poblacion consanguinea (Festing, 1973; Mackay et al.,
1994). Esos estudios tomaban algunas asunciones francamente restrictivas en cuanto
al equilibrio entre mutaciéon y cambio genético, lo que no necesariamente deberia
cumplirse en las poblaciones experimentales (Hill, 1982a). Ademas, se requiere de
periodos muy largos de tiempo para la generacion de las sublineas, mientras que el
analisis de la respuesta a la seleccidon acostumbra a ignorar la informacion relativa a
las covarianzas entre parientes de una misma sublinea, una parte de las cuales puede
ser puramente genética (Keightely y Hill, 1992). Esto se constatd en los trabajo de
Keightely y Hill (1992), Keightley (1998), Casellas y Medrano (2008) y Casellas et
al. (2010), desarrollados a partir de la parametrizacion propuesta por Wray (1990)
sobre la matriz de parentescos mutacionales aditivos. En cualquier caso, los
resultados obtenidos no diferian de manera significativa en relacion con los revisados
por Lynch (1988) y Houle et al. (1996), aunque se situaban en su limite superior. El
planteamiento de Wray (1990) asumia un escenario especifico donde las nuevas
mutaciones, con efectos aditivos pequefios sobre el fenotipo, aparecian

aleatoriamente en todas las generaciones. Estas nuevas mutaciones eran heredadas
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por los descendientes siguiendo un patréon aditivos infinitesimal y, como
consecuencia, se podian modelar facilmente mediante ciertas adaptaciones en la
matriz de parentesco (Wrigth, 1922). Esta parametrizacion proporcionaba una
herramienta muy util para dilucidar los aspectos mas relevantes inherentes a las
nuevas mutaciones, sus patrones de emergencia, y su contribucion sobre la varianza
genética total de la poblacion. A partir de las modificaciones propuestas por Casellas
y Medrano (2008), se facilito el analisis de este fenomeno bioldgico desde un punto
de vista Bayesiano, extendiéndolo incluso para capturar efectos mutacionales dentro
de un contexto de BLUP gendémico con informacion de genotipado de miles de
marcadores genéticos (Casellas et al., 2013). Esta ampliacion se llevé a cabo una vez
evidenciadas las limitaciones de los modelos BLUP gendmico estandares ante nuevas
mutaciones aditivas en la poblacidn, incidiendo directamente sobre la variabilidad

del caracter (Casellas y Varona, 2011).

Ademas, resulta logico asumir que parte de las nuevas mutaciones pueden no
unicamente generar varianza genética aditiva por si mismas, sino también al
interaccionar con otros polimorfismos existentes en el genoma. Este fendémeno se
conoce como epistasia y ha sido muy poco estudiado debido tanto (1) a las
complejidades metodologicas que comporta (Crow y Kimura, 1970; Goodnight,
1987, 1988; Wade, 1992; Cheverud & Routman, 1995), como (2) a la poco
contribucion que se le asume sobre la covarianza genética entre individuos
emparentados (Cockerham, 1954; Hayman y Mather, 1955; Falconer y Mackay,
1996). Los resultados experimentales han arrojado evidencias en muchos casos
controvertidas e incluso antagonicas (Simons y Crow, 1977; Barker, 1979), aunque
en algunos casos se han evidenciado contribuciones importantes sobre la varianza
fenotipica total (Peripato et al., 2005; Leamy et al., 2008). Para epistasia generada a
partir de nuevas mutaciones, quiza el unico resultado disponible sea el reportado por
Casellas et al. (2014), llegando a explicar alrededor del 10% de la variabilidad total
para el peso a las nueve semanas de edad en dos estirpes distintas de ratones de

laboratorio.
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En cualquier caso, las estimas reportadas para la varianza mutacional asumen
un comportamiento homogéneo en todas las generaciones, e incluso a lo largo de la
vida de los reproductores. Eso puede no ser cierto tal como se ha mencionado con
anterioridad; no obstante, la probable evolucion de la varianza mutacional a medida
que envejecen los individuos es un fenémeno escasamente analizado desde el punto
de vista de la genética cuantitativa. Algunos estudios recientes en la especie humana
han sugerido vinculos importantes entre la edad paterna y la tasa de mutacion
(Goriely and Wilkie, 2012; Forster et al., 2015), exponiendo a los descendientes a
una mayor incidencia de enfermedades como autismo, esquizofrenia o ciertos tipos

de carcinomas (Bertram, 2000; Callaway, 2012; Kong et al., 2012).
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Una vez planteados los antecedentes a la presente investigacion se hace
necesario establecer los objetivos que se pretenden cumplir con el desarrollo de este

trabajo y que se sefialan a continuacion:

1. Desarrollar un modelo estadistico a partir de los modelos clasicos de
evaluacion genética que permita considerar el impacto de las nuevas
mutaciones con efecto aditivo sobre el fenotipo, a la vez que la evolucion de

la variabilidad mutacional en funcion de la edad de los progenitores.
2. Evaluar el efecto de la edad y el sexo de los progenitores sobre la varianza

aditiva mutacional del peso al destete en una linea isogénica de ratones

C57BL/6].

3. Evaluar el efecto de la edad y el sexo de los progenitores sobre la varianza
aditiva mutacional del peso al nacimiento en los rebafos del nucleo de

seleccion de la raza Bruna dels Pirineus.

4. Realizar un andlisis comparativo de los resultados obtenidos sobre la
variabilidad mutacional y el efecto de la edad y el sexo de los progenitores
para ambas especies de mamiferos, asi como sus consecuencias extrapolables

a otras poblaciones de mamiferos.
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1. MODELO ANALITICO DESARROLLADO

Los dos trabajos de investigacion que forman parte de la presente tesis
doctoral fueron desarrollados con el objetivo de ejemplificar el comportamiento de la
variabilidad mutacional aditiva en funcion de la edad y el sexo de los progenitores,
trabajando con dos especies de mamiferos diferentes; por una parte se utilizd una
linea isogénica de ratones de laboratorios y, por la otra, los registros productivos de
una raza de vacuno cérnico, de importancia economica para el sector ganadero a
nivel mundial. Cada fuente de datos se describira detalladamente en posteriores
secciones de esta tesis, asi como las peculiaridades del enfoque analitico para cada
una de ellas. No obstante, la parametrizacion general de modelo de analisis serd la

misma para ambas bases de datos y se describird en detalle en esta seccion.

1.1. Parametrizacion del modelo de analisis

En términos generales, el modelo mixto lineal completo se asumid con la

siguiente estructura jerarquica:

y=Xb+ Zp +Za+Zm,+ Zm, +e

donde y era el vector de fenotipos, influidos por los correspondientes efectos
sistemadticos (b), ambientales permanentes (p), genéticos aditivos (a), y mutacionales
de origen paterno (m,) y materno (my,). Finalmente, e era el vector de residuos, y X,
Z, y Z, eran las matrices de incidencias respectivas. Centrandonos en los aspectos
mutacionales de caracter aditivo, estos se diferenciaron de acuerdo al origen paterno
(mp) o materno (m) de los mismos, con el objetivo de comparar los efectos de
ambas fuentes de nueva varianza mutacional aditiva, su magnitud y su evolucién con
la edad de los reproductores. Los efectos sistematicos y ambientales permanentes

fueron especificos para cada base de datos y se detallardn mas adelante.
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Para modelar correctamente los efectos mutacionales, se tomaron como punto
de partida las ideas desarrolladas por Wray (1990) dentro del contexto de la herencia
aditiva de nuevas mutaciones, modificandolas apropiadamente para el caso que nos
ocupa.. En este contexto, la matriz global que incluye todas las relacidones

mutacionales aditivas (M) se puede generalizar como

M:Ml +M2 +. .. Mn,

siendo n el niamero total de individuos de la genealogia, y M; la matriz de
parentescos aditivos referentes a las nuevas mutaciones aparecidas en el i-ésimo
individuo de la genealogia. Esto implica que M; tendr4 tnicamente ceros en las filas
y columnas previas a i, y en las demads se calcularan los parentescos correspondientes
condicionados a la parte de genoma heredada del individuo i; nétese que Wray
(1990) aplicaba los mismos procedimientos, aunque para simplificar, asumia
generaciones no solapadas y calculaba M; para cada generacion (en nuestro caso, al
existir generaciones solapadas, resulta imprescindible expandir el procedimiento a
todos los individuos analizados). La expansion de la matriz M en n matrices de
parentesco (M;) implicaria también la subdivision de los efectos mutacionales
aditivos (m) en n vectores independientes de los efectos mutacionales aditivos

parciales,

m=m;+m;+... m,

capturando cada uno de ellos los efectos infinitesimales aditivos heredados a partir
de las nuevas mutaciones ocurridas en el genoma del i-ésimo individuo (m;) y
transmitidas a sus descendientes. También se puede observar que los efectos
mutacionales fueron divididos en origen materno y origen paterno y fueron
modelados a través de la distribucion a priori de m, y m,. Tomando los efectos
mutacionales especificos del padre surgidos en el genoma del individuo ith (m,,i), su
distribucion a priori fue establecida en una forma normal multivariante que sera

explicada en cada caso estudiado posteriormente.
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1.2. Desarrollo Bayesiano

El modelo descrito anteriormente se desarrolld desde un punto de vista
Bayesiano, asumiendo que la distribucion posterior conjunta de todos los parametros

desconocidos era proporcional a la expresion que se detalla a continuacion,

p(b,p,6,°,2,62%,Mp,Cmp’, Ao, Min, G, An, 6 Y) & p(y[b,p,a,m,,m,,6.%)
x p(b) p(ploy’) p(c,”)
x p(a|A,0.") p(c.’)
X p(My|Ginp’ A, M) P(Gimp”) P(p)
X P(Me|Goun’ ,Aen, M) P(Grum’) P(Aim)
x (p(o))

donde A era la matriz de parentescos aditivos (Wright, 1922), A, y A eran los
coeficientes de regresion para vincular la varianza mutacional paterna (Gmy’) y
materna (c.n’) con la edad del padre y de la madre en el momento de la concepcion,
y finalmente o,”, 6. y o.® correspondian a la varianzas ambiental permanente,
genética aditiva, y residual, respectivamente. Se asumid una distribucién normal

multivariante (NMV) para los datos fenotipicos (y),
p(y|b,p,a,m,,m,,c.°) = NMV(Xb + Zp + Zra + Z,m, + Zom,, , Ic.%),

donde I era una matriz de identidad con dimension igual al nimero de elementos en
y. Paralelamente, para los efectos ambientales permanentes y genéticos aditivos

también se asumieron distribuciones normales multivariantes,
p(plo)=NMV(0, 16,%) y p(alA,c.2) = NMV(0 , Ac.).

En el caso de los efectos mutacionales, tanto paternos como maternos, fueron
modelados a partir de la siguiente estructura normal multivariante (tomamos los

efectos mutacionales paternos a modo de ejemplo),
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p(mpvf’MiacmPZJ)\'P) = NMV(O 5 O'SMmepz[ 1+8pai}\’P])

donde, €,; correspondia a la edad del padre en el momento de la concepcion del i-
¢ssimo individuo. Para los efectos mutacionales maternos se asumié la misma
distribucion, aunque incluyendo apropiadamente los pardmetros My, Gum, Am Y Emy.
Se asumieron a prioris planos para los demas pardmetros del modelo (componentes
de varianza, efectos fijos, y coeficientes de regresion sobre la edad de los

progenitores).

1.3. Resolucion del modelo Bayesiano

Dada la estructura Bayesiana descrita anteriormente, cualquier inferencia
sobre los pardmetros incluidos se realizd6 a partir de la distribucion posterior
conjunta. Dada la forma multidimensional de esta distribucion posterior, la
integracion directa de la misma no resulta viable (Blasco, 2001). Esta problematica
se resuelve a partir de la aplicacion de las técnicas de cadenas de Markov de Monte
Carlo, que permiten obtener muestras aleatorias de los distintos parametros del
modelo a partir de sus distribuciones marginales posteriores. Para el caso que nos
ocupa, se aplicaron procedimientos de muestreo de Gibbs (Geman y Geman, 1984;
Gelfand y Smith, 1990; Gilks et al., 1996) para todos los pardmetros (Sorensen et al.,
1994; Casellas y Medrano, 2008), con la excepcion de A, y An que requirieron de
procedimientos de muestreo de Metropolis-Hastings (Metropolis et al., 1953;
Hastings, 1970). Para estos ultimos parametros, se partid6 de una distribucion
uniforme centrada en el Gltimo valor de muestreo de A, y Am, respectivamente, con
limites en A, £ 0,1 (0 Am £ 0,1). Esta funcién origin6 una tasa de aceptacion de los
muestreos superior al 15% en todos los andlisis, alcanzando el 20% en alguno de

ellos.

Cada modelo (ver seccion siguiente) se analizd mediante tres cadenas de

68



MAYELA DEL, CARMEN CASTILLO OJEDA

Markov de Monte Carlo independiente, con 500,000 iteraciones cada una, y después
de descartar las primeras 10,000 burn-in (Raftery y Lewis, 1992). Dada la elevada
autocorrelacion existente entre muestras sucesivas, Unicamente se tomoé una de cada
diez iteraciones para caracterizar la distribucion marginal posterior de los distintos
parametros del modelo de andlisis (50,000 iteraciones por cadena), asumiendo la
propiedad ergddica de las cadenas (Gilks et al., 1996). Los andlisis se realizaron
mediante programas ad hoc escritos en lenguaje informatico Fortran90, y se
ejecutaron en un servidor con dos procesadores Intel® Xeon® E5-2400 con Linux

CentOS 6.6.

1.4. Comparacion de modelos

El modelo descrito anteriormente asume la inclusion de ambas fuentes de
variabilidad mutacional (i.e., paterna y materna), aunque la relevancia estadistica de
estos efectos deberia testarse apropiadamente. Ademas, cada una de estos factores del
modelo se ve determinado por dos parametros parcialmente independientes, el
componente de varianza (Gmy’ y Omm’) que determina si existe o no variabilidad
mutacional aditiva, y el coeficiente de regresion (A, y An) que evalua si la varianza
evoluciona con la edad de los progenitores. Los distintos modelos competitivos
posibles fueron definidos mediante la eliminacion de algunos (o todos) los
parametros relacionados con la variabilidad mutacional, tal como se detalla en la
Tabla 1. Tanto las varianzas mutacionales como los coeficientes de regresion
relacionados con la edad de los progenitores pueden ser excluidos del andlisis
fijandolos a cero. A modo de ejemplo, si omy> = 0 se asume que el aporte mutacional
paterno es nulo, mientras que si A, = 0 se descarta la posibilidad de que la varianza
mutacional paterna se modifique con la edad del padre, independientemente de la
estimacion de 6., (siempre que 6.,> > 0). En total y con respecto a las contribuciones

mutacionales paternas y maternas, se plantearon nueve modelos diferentes (Tabla 1).
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Tabla 1. Definicion de los modelos de analisis con base en los pardmetros
mutacionales estimados y fijados a cero.

Parametros mutacionales

Fijados a cero Estimados
Modelo 0 Oump’s Omms> Ap Y Am Ninguno
Modelo A Gmm> Ap ¥ A Cmp’
Modelo B Cum” Y A Cmp” ¥ Ap
Modelo C Gmp’s Ap ¥ Am Gmnm’
Modelo D Cup” ¥ Mp Gum” Y An
Modelo E X Y Am Cmp” Y Gunm’
Modelo F Am Gmp’> Omm Y Ap
Modelo G Mo Gmp’> Omm’ Y Am
Modelo H Ninguno Gmp’s Omm’s Ap Y Am

Con la finalidad de dilucidar la relevancia bioldgica y estadistica de cada
modelo, se implementaron dos métodos estadisticos diferentes de comparacion de
modelos, el deviance information criterion (DIC; Spiegelhalter et al., 2002) y el
factor de Bayes (FB; Kass y Raftery, 1995). El primero basa sus calculos en el
logaritmo promedio de la verosimilitud Bayesiana del mismo a lo largo de las
distintas iteraciones, asi como el logaritmo de la verosimilitud Bayesiana calculada a
partir de la media posterior de los distintos parametros del modelo (Spiegelhalter et
al., 2002). Este estadistico evalua tanto el nivel de ajuste del modelo a los datos
reales, como la complejidad del mismo en términos del nimero de pardmetros a ser
explicados. Al comparar modelos, resultaran preferibles aquellos con DIC mas
pequefios, indicando asi un mejor ajuste y un menor grado de complejidad. En
términos generales se consideran suficientes las diferencias de entre 3 y 5 unidades
de DIC para considerar dos modelos como estadisticamente diferentes (Spiegelhalter

et al., 2002).

Por otro lado, se calculé también el FB para comparar todos los modelos
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por pares, partiendo del método desarrollado por Newton y Raftery (1994). Este
estadistico Bayesiano calcula el cociente entre las probabilidades posteriores de los
dos modelos a comparar (Kass y Raftery, 1995); asi, un FB > 1 sugiere que el
modelo de numerador resulta preferible ante el modelo del denominador, mientras
que un FB < 1 favorece al modelo del denominador. La relevancia estadistica
inherente a los distintos FB se caracterizd6 mediante la aplicacion de la escala de

evidencias de Jeffreys (1984).
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2. POBLACIONES Y DATOS ANALIZADOS

2.1. Ratones isogénicos
En el primer andlisis se trabajé con los registros de peso al destete (tres

semanas de edad) de una poblacion de ratones C57BL/6J. La genealogia estaba
compuesta por un total de 13.024 ratones, de los cuales 12.644 individuos disponian
de fenotipo registrado para el andlisis. Los animales se mantuvieron en las
instalaciones del animalario de la Universidad de California (Davis, California,
EUA) bajo estrictas condiciones ambientales y de manejo durante 46 generaciones
no solapadas, desde octubre del afio 1988 hasta mayo del afio 2005. Mas
concretamente, esta linea de ratones fue fundada a partir de dos machos y seis
hembras procedentes de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, EUA). Cada
afo se producian entre dos y cinco generaciones, y cada generacion implicaba de dos
a 49 machos reproductores y de seis a 99 hembras reproductoras, con un promedio de
21,6 camadas por generacion (Casellas y Medrano, 2008). El nimero de camadas por
generacion siempre fue muy variable, estando en funcion de la demanda de ratones
para fines experimentales en la universidad. Para obtener cada nueva generacion, se
seleccionaban hembras y machos al azar de algunas pocas camadas de la generacion

anterior, favoreciéndose los cruzamientos entre hermanos completos.

Todas las acciones realizadas sobre los animales, protocolos e instalaciones
seguian las directrices establecidas por la Asociacion Internacional para la
Evaluacion y Acreditacion del Cuidado de Animales de Laboratorio (AAALAC;
http://www.aaalac.org). Estos ratones C57BL/6J fueron sometidos a condiciones
ambientales controladas de temperatura (21 + 2°C), humedad relativa (40 — 70 %) e
iluminacioén (14 horas de luz y 10 horas de oscuridad), albergandolos en cajas de
policarbonato especificamente disefiadas para el mantenimiento de esta especie de
animales de laboratorio. Para la alimentacion de los ratones se utilizé una dieta a
base de alimento balanceado Purina 5008 (Ralston Purina, St. Louis, EUA; 23.5 %

proteina, 6.5% grasa, 3.3 Kcal/g) y se les suministr6 agua ad libitum. Se registrd de
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manera sistematica toda la informaciéon relevante tanto desde un punto de vista
reproductivo como de crecimiento de los ratones. Para cada camada se disponia de
informacion referente al padre, la madre, la fecha de apareamiento, la fecha de
nacimiento y el nimero de crias por parto (nacidos vivos y muertos). Ademas, las
crias fueron pesadas de forma individual y marcadas en la oreja en el momento del

destete (3 semanas después del nacimiento).

2.2. Vacuno carnico

En el segundo andlisis que se incluye en la presente tesis doctoral fueron
utilizadas como fuentes de datos las explotaciones en control de rendimientos de la
raza Bruna de los Pirineos. Se trata de una raza bovina de aptitud carnica que se
encuentra localizada mayoritariamente en las diferentes comarcas del Pirineo y el
Prepirineo catalan (nordeste de Espafia). Se trata de una poblacion que tiene como
principal caracteristica la rusticidad, la longevidad y la alta habilidad materna. Esta
raza es explotada habitualmente bajo sistemas extensivos de produccién con
trashumancia valle/montafia en épocas favorables; las explotaciones suelen ser de
caracter intensivos en cuanto al engorde y finalizado de los terneros para el mercado
(Sanchez-Belda, 2002). La raza Bruna de los Pirineos proviene de una antigua fusion
entre el ecotipo local de bovinos de la zona Pirenaica de Catalunya con animales
importados de la raza Brown Swiss procedente de Suiza (Fina, 2013). En sus inicios,
la raza Bruna de los Pirineos presentaba una aptitud triple (i.e., carne, leche y
trabajo), pero se ha ido especializando en la produccion cérnica (Mujal, 1998). La
Bruna de los Pirineos es una raza de tamafio mediano (toros de 950 a 1400 kg de
peso vivo y vacas de 550 a 950 kg de peso vivo) con un censo aproximado de unas
30.000 vacas nodrizas; de estas, cerca de 12.000 estan inscritas en el Libro
Genealogico de la raza y aproximadamente 5.500 participan activamente en el

Programa de Control de Rendimientos (Federacié Catalana de la Raga Bruna dels
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Pirineus (FEBRUPI), comunicacién oral). Esta raza se explota en condiciones
extensivas para la produccion de terneros que suelen alcanzar un peso promedio en

canal de 330 kg con 12.5 meses de edad (Serra et al., 2004).

El Programa de Mejora Genética de la raza se inici6 el ano 1990 y se ha
mantenido hasta la actualidad. Los objetivos principales de seleccion son, para las
madres, mejorar la fertilidad, fomentar sus buenas cualidades maternas, y mantener
las caracteristicas de rusticidad inherentes a esta raza; para los terneros, se pretenden
incrementar los pesos al destete, mejorando asi los indices de crecimiento, dado que
el producto que comercializan los ganaderos acostumbran a ser los terneros
destetados (Fina, 2013). Ademads se procura obtener un peso medio al nacimiento que
disminuya los indices de partos distdcicos (Jordana y Pietrafita, 1993). Todo esto
resulta posible gracias al Programa de Control de Rendimientos de la raza, un
instrumento elemental para la gestion de la produccion ganadera que permite aportar
informacion muy valiosa al Libro Genealdgico de la Bruna de los Pirineos, asi como
los registros productivos que representan el punto de partida para la evaluacion
genética y el mejoramiento sistematico de los animales. Los datos obtenidos
permiten realizar un control productivo de las distintas explotaciones (Fina, 2013).
Esto se debe a que los ganaderos inscritos en el programa de control de rendimientos
deben llevar un control preciso de todos los sucesos productivos y reproductivos de
su explotacion ganadera. Un control eficaz implica el registro diario de todos los
eventos o incidencias que suceden en cada ganaderia tales como partos, pesajes,
apareamientos e inseminaciones, entre otros. Toda esta informacién, debidamente
informatizada, esta centralizada por FEPRUBI, quién a su vez proporciona los
resultados de las evaluaciones genéticas a los ganaderos, asi como otras

informaciones técnicas de interés y asesoramientos varios.

Para este estudio se tomaron los registros de peso al nacimiento de los
terneros de raza pura nacidos entre los afios 1985 y 2015 en 12 rebafios comerciales

que participaban activamente en el Programa de Control de Rendimientos de la raza
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Bruna de los Pirineos. Los rebafios fueron escogidos en base a la integridad de su
genealogia ya que Unicamente se incluyeron los fenotipos de terneros con padre y
madre conocidos (Fina et al.,, 2012, 2013). Adicionalmente, cada rebafo debia
disponer de conexion genealdgica con los demds y aportar un minimo de 100
fenotipos (Tarrés et al., 2010). Siguiendo las directrices de la Beef Improvement
Federation (BIF, 1986), los terneros con pesos al nacimiento inferiores a 20 kg o

superiores a 70 kg fueron descartados.

La base de datos final disponia de 8.130 registros de peso al nacimiento. La
genealogia estaba compuesta por 10,266 animales, incluyendo 230 padres y 2.671

madres.

Para este estudio no se tramitd el permiso de la Comisiéon de Etica en la
Experimentacion Animal y Humana de la Universidad Autonoma de Barcelona
(Bellaterra, Espana), porque los analisis se realizaron sobre datos pre-existentes
(tanto los datos productivos como los reproductivos), y todos fueron tomados
directamente por los mismos ganaderos de FEPRUBI dentro del contexto de su
Programa de Control de Rendimientos. Esta toma de datos en ningin caso implicé la
realizacion de actividades con los animales distintas al manejo estdndar de una

ganaderia de vacuno carnico en extensivo.
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3. MODELOS OPERACIONALES

Aunque ambas bases de datos se analizaron bajo la misma estructura
jerarquica del modelo mixto animal descrito anteriormente, la estructura de los
efectos sistematicos difirié claramente de una especie a la otra. En el caso del peso al
destete de los ratones C57BL/6J, el elemento Xb incluy6 los efectos del sexo del
ratébn (macho o hembra), el tamafio de la camada (<5, 5a 7, 8, 9, 0 >9 ratones) y la
generacion de nacimiento como efectos categdricos, y la edad al destete como efecto
continuo. Por otro lado, el componente ambiental permanente (Z;p) capturaba el

efecto camada (Casellas et al., 2014).

Para el analisis del peso al nacimiento en la raza Bruna de los Pirineos, los
efectos sistematicos considerados fueron todos discretos, incluyendo el sexo del
ternero (macho o hembra), la edad de la madre al parto (2, 3, 4, 5, 6, 0 >6 afios), el
tipo de parto (simple o gemelar), y el efecto rebafio-afio-estacion (135 niveles
distintos). En este caso, el efecto ambiental permanente se ajusto al efecto materno
inherente a la madre del ternero, pudiendo capturar tanto influencias genéticas

maternas como ambientales maternas.
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1. DESARROLLO METODOLOGICO

Aunque la presente tesis doctoral aborda el andlisis de la varianza mutacional
en dos especies distintas de mamiferos domésticos, resulta importante destacar el
desarrollo metodologico que ha permitido precisamente la realizacion de estos
estudios. Sin animo de menospreciar los analisis en si mismos, la contribucién que
representa el modelo propuesto para abordar de manera novedosa la varianza
mutacional aditiva debe destacarse como uno de los hitos més importantes de los
detallados en el presente documento. Sobre la base de un modelo mixto linear
estandar para la evaluacion genética de reproductores (Henderson, 1973), se han
realizado dos contribuciones relevantes dentro del marco de trabajo de la varianza

aditiva mutacional (Wray, 1990):

1. Inclusién de términos especificos para cada progenitor, diferenciando entre
nuevas mutaciones con origen paterno (Z,m,) y materno (Z.m,). Esto
implicd un replanteamiento importante en la construccion de la matriz de
covarianzas aditivas mutacionales (M), pasando del disefio centrado en
generaciones que proponia originalmente Wray (1990), a una estructura mas
flexible y especifica de cada individuo. Esta modificacion, en ningin caso
altera las adaptaciones propuestas por Casellas y Medrano (2008) para el
analisis eficiente de los efectos mutacionales aditivos dentro de un contexto
Bayesiano, sino que permite su utilizacion de manera sistematica y sin

requerimientos adicionales.

2. Re-parametrizacion de la varianza aditiva mutacional paterna (c.,°) y materna
(6mm”) con un segundo nivel de jerarquizacion que considera la posibilidad de
cambios lineares con la edad del progenitor (i.€., owmy’[1+€,A]). Resulta
realmente importante destacar que esta estructura no asume forzosamente la
presencia de una varianza mutacional creciente con la edad del progenitor

(compatible con los resultados sugeridos en la especie humana (Goriely y
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Wilkie, 2012)), sino que permite cualquier escenario posible, incluyendo
tanto la ausencia de varianza mutacional (c.,> = 0), como la presencia de
varianza mutacional invariable con la edad de los progenitores (A, = 0), o la
reduccién en la varianza mutacional a medida que envejecen los progenitores

(Omp> >0y Ay <0).

Los requerimientos para la utilizacién de esta aproximacion se limitan a la
disponibilidad de registros fenotipicos y genealdgicos fiables. Esto permitiria su
implementacion en la mayoria de especies domésticas, e incluso en humanos, sin
necesidad de generar registros adicionales mediante tecnologias costosas como los

genotipados masivos o la secuenciacion (Wetterstrand, 2017).
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2. ANALISIS SOBRE ESPECIES DOMESTICAS
2.1. Ratones C57BL/6J

Se estudid la contribucion de las nuevas mutaciones aditivas sobre el peso al
destete de ratones isogénicos. El componente genético se compartimentd en dos
fuentes de variacion diferentes, la variabilidad genética aditiva presente en la
generacion de fundadores (Henderson, 1973), y la varianza aditiva de novo originada
por mutaciones en las subsiguientes generaciones (Wray, 1990; Casellas y Medrano,
2008; Casellas et al., 2010). Ademas, el componente mutacional se jerarquiz6 en dos
términos independientes en funcidn de si tenian origen paterno o materno, ademas de
permitir que su varianza evolucionara de manera linear con la edad de los
progenitores. Esto implicaba un total de nueve modelos posibles distintos (Tabla 1)
que se compararon mediante dos estadisticos distintos, el DIC (Spiegelhalter et al.,

2002) y el factor de Bayes (Kass y Raftery, 1995).

El DIC mas bajo se obtuvo con el modelo F (14.992.4), con una diferencia de
casi 10 unidades con el siguiente modelo con mejor ajuste (modelo E; 15.002,2). Tal
como se detalla en la Tabla 2, estos valores resultaron de promediar las tres cadenas
de Markov de Monte Carlo que se lanzaron para el analisis de cada modelo. Resulta
importante destacar que el DIC mostr6é una variabilidad minima para cada modelo,
con un error tipico que siempre se mantuvo por debajo de 1. En cualquier caso, el
modelo con mejor ajuste era el que incluia varianza mutacional tanto paterna como
materna y, ademas, la varianza mutacional paterna evolucionaba con la edad del
progenitor. De hecho, el modelo E (segundo en cuanto a mejor ajuste), era una
simplificacion del modelo F, descartando el coeficiente de regresion para el
componente mutacional paterno (A, = 0). La importancia de los paraimetros Gmp’, Gum-
y A, quedaba fuera de toda duda con estos resultados, resaltdndose aun mas su
relevancia si consideramos que el modelo 0 (excluia todos los parametros

mutaciones) fue uno de los que alcanz6 peores ajuste de todos, inicamente superado
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por el modelo C.

Tabla 2. Comparacion de la bondad de ajuste evaluada mediante el deviance
information criterion (Spiegelhalter et al., 2012) para los nueve modelos posibles

ante el analisis del peso al destete en ratones C57BL/6J.

Parametros mutacionales' Deviance information criterion’
Fijados a cero Estimados Media Error tipico
Modelo 0 Gump’, Gmm’> Ap ¥ A Ninguno 15.054,4 0,9
Modelo A G’ Ap Y Am Omp” 15.035,2 0,7
Modelo B G’ Y A Omp” ¥ Ap 15.014,7 0,9
Modelo C Gmp’s Ap ¥ Am G’ 15.063,0 0,8
Modelo D Cup” ¥ Mp Omm” Y Am 15.051,0 0,8
Modelo E X ¥ Am Gmp” Y Omm” 15.002,2 0,6
Modelo F Am Oump’> Omm” Y Ap 14.992.4 0,9
Modelo G Y Gung?s G’ Y o 15.010,7 0,6
Modelo H Ninguno Gmp’s Omm’s Ap Y Am 15.009,1 0,9

'Varianza mutacional paterna (cm,’) y materna (Gmm’), asi como los coeficientes de
regresion sobre la edad del padre (A,) y la madre (A,).
’Media de las estimas obtenidas a partir de tres cadenas de Markov de Monte Carlo

independientes.

Los resultados obtenidos con el factor de Bayes corroboraron la superioridad
del modelo F. Al comparar este modelo (como numerador) con cada uno de los
demas se alcanzaron factores de Bayes superiores a 1 en todos los casos y fluctuando
entre 10,99 (modelo E) y 1.111,1 (modelo C). Estos valores implican evidencias a
favor del modelo F entre fuertes (FB > 10) y decisivas (FB > 100) segtn la escala
descrita por Jeffreys (1961). Los resultados obtenidos con los modelos G y H
descartan la posibilidad de detectar cambios relevantes de la varianza mutacional
materna con la edad de la madre en esta base de datos, mientras que la evolucion de
la varianza mutacional paterna se corrobora por el modelo F. En cualquier caso, la

consistencia observada entre el DIC y el factor de Bayes permite corroborar los
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resultados y las conclusiones obtenidas a partir de los andlisis realizados.

Tabla 3. Factor de Bayes entre cada combinacién de modelos de andlisis; el cociente
considera como numerador el modelo especificado en cada columna, y como

denominador el modelo detallado en cada fila.

0 A B C D E F G H
0 - 2,26 4,72 0,23 1,33 23,33 256,41 846 10,51
A 0,44 - 2,09 0,10 0,59 10,34 113,64 3,75 4,66
B 0,21 0,48 - 0,05 0,28 4,95 5435 1,79 2,23
C 4,33 9,78 20,44 - 5,78 101,11 1.111,1 36,67 45,56
D 0,75 1,69 3,54 0,17 - 17,50 192,31 6,35 7,88
E 0,04 0,10 0,20 0,01 0,06 - 10,99 0,36 0,45
F 0,00 0,01 0,02 0,00 0,01 0,09 - 0,03 0,04
G 0,12 0,27 0,56 0,03 0,16 2,76 30,30 - 1,24
H 0,10 0,21 0,45 0,02 0,13 2,22 2439 0,80 -

A continuacion, se describen los componentes de varianza obtenidos a partir
del modelo con mejor ajuste (modelo F). Los resultados detallados en la Tabla 4
evidenciaron que la varianza genética aditiva era importante en la poblacion de
ratones C57BL/6J, y debe verse como un resultado sorprendente dado que se trata de
una linea isogénica de ratones. Mientras la varianza genética aditiva (o)
representaba aproximadamente un 10% de la variabilidad total, las varianzas
mutacionales aditivas rozaban un 4%, incrementandose con la edad del progenitor
paterno. La media posterior para la varianza mutacional paterna (om,°) resulto
netamente superior a la materna (Tabla 4), aunque los intervalos de credibilidad se
solapaban, y esto descartaba la posibilidad de sugerir diferencia estadisticas
relevantes entre ambas fuentes de variacion. No obstante, donde si se diferenciaban

estos componentes de varianza era en la evolucion de los mismos a medida que
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envejecian los progenitores. La varianza mutacional materna era estable con el
tiempo, mientras que la paterna se modificaba a partir de un coeficiente de regresion
que implicaba un incremento de 0,002 unidades al cuadrado por dia. Este coeficiente
podria parecer pequefio, pero su intervalo de credibilidad descarta claramente el
valor nulo, € implica un incremento en la varianza desde 0,128 g* (pubertad) a 0,185

g? (machos de 1 afio de edad) durante el primer afio de vida del progenitor (~45%).

Tabla 4. Componentes de varianza y parametros relacionados obtenidos en el

analisis del peso al destete en ratones C57BL/6J.

Parametro' Media Posterior Percentiles (2,5% a 97,5%)
o’ 0,413 0,191 a2 0,590

oy’ 1,498 0,867 a 2,152

o’ 1,987 1,725 a 2,266

Omp 0,117 0,064 a 0,170

Ao 0,002 5,3 x 107 a 0,049

[ 0,054 0,018 a 0,105

'Varianzas genética aditiva (c,%), ambiental permanente (o,’), residual (c.?),
mutacional paterna (ow,’), y mutacional materna (cmm’), mas el coeficiente de
regresion para la parametrizacion de la varianza mutacional paterna en funcion de la

edad del padre (A;).

2.2. Terneros de raza Bruna de los Pirineos

Los anélisis se replicaron sobre una raza doméstica, la Bruna de los Pirineos,
y sobre un caracter implicado en su programa de mejora genética (Fina, 2013),
relacionado con el desarrollo corporal de los individuos, al igual que en el ejemplo

anterior. No obstante, este estudio se centrd en el peso al nacimiento, avanzandose
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claramente el momento fisioldgico en el que se registraron los fenotipos. Al analizar
el ajuste estadistico de los nueve modelos competitivos posibles, nuevamente el
modelo F alcanzé el mejor ajuste con el DIC mas bajo (2.698.013), y con una
diferencia de casi 2.000 unidades con el siguiente (modelo E). En este caso, el peor
ajuste lo alcanzé el modelo 0, precisamente el que excluye todos los parametros
relacionados con el componente mutacional (DIC = 2.709.255). Dentro de este
contexto, la relevancia estadistica de las varianzas mutacional paterna y materna, asi
como el coeficiente de regresion para la edad del padre se pueden considerar
corroboradas. Nuevamente se descarto el coeficiente de regresion para la edad de la
madre (Tabla 5), sugiriéndose un comportamiento muy similar entre ambas especies

de mamiferos.

Tabla 5. Comparacion de la bondad de ajuste evaluada mediante el deviance
information criterion (Spiegelhalter et al., 2012) para los nueve modelos posibles

ante el andlisis del peso al nacimiento en terneros de raza Bruna de los Pirineos.

Parametros mutacionales’ Deviance information criterion®
Fijados a cero Estimados Media Error tipico
Modelo 0 Gump’, G’y Ap Y Aun Ninguno 2.709.255 789
Modelo A G’y Ap Y Am Oump” 2.705.547 691
Modelo B Omm’ Y Am Omp ¥ Ap 2.702.225 804
Modelo C Cmp’> Ap ¥ Ain G’ 2.708.761 659
Modelo D Cup’ ¥ Mp Omm’ Y Am 2.705.775 701
Modelo E Ao Y Am Omp” Y O’ 2.699.983 664
Modelo F Am Gmp’> Omm” Y Ap 2.698.013 554
Modelo G M Gmp’s Omm” Y Am 2.701.983 634
Modelo H Ninguno Gump’s> Omm’s Ap Y Am 2.700.143 701

'Varianza mutacional paterna (omy’) y materna (Gmm°), asi como los coeficientes de
regresion sobre la edad del padre (A,) y la madre (A,).

*Media de las estimas obtenidas a partir de tres cadenas de Markov de Monte Carlo
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independientes.

La comparacion de los modelos mediante factores de Bayes no arrojo

discrepancias en relacion con las conclusiones obtenidas con el DIC. En este caso, el

modelo F reveld una superioridad manifiesta ante los demas modelos, con un factor

de Bayes (modelo F como numerador) de entre 83,41 y 6.251,0 (evidencias entre

muy fuertes y decisivas segiin la escala de Jeffreys (1961)). También el modelo 0

resultd inferior a todos los demas, evidenciandose la necesidad de considerar los

componentes de varianza mutacional al analizar este cardcter productivo en la raza

Bruna de los Pirineos.

Tabla 6. Factor de Bayes entre cada combinacion de modelos de anélisis; el cociente

considera como numerador el modelo especificado en cada columna, y como

denominador el modelo detallado en cada fila.

0 A B C D E F G H
0 - 19,38 41,88 1,88 10,63 18,75 6.251,0 68,75 75,01
A 0,05 - 2,16 0,10 0,55 0,97 322,58 3,55 3,87
B 0,02 0,46 - 0,04 0,25 0,45 149,25 1,64 1,79
C 0,53 10,33 22,33 - 5,67 10,02 3.333,1 36,67 40,05
D 0,09 1,82 3,94 0,18 - 1,76 588,24 6,47 7,06
E 0,05 1,03 2,23 0,10 0,57 - 313,2 3,67 4,07
F 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 - 0,01 0,01
G 0,01 0,28 0,61 0,03 0,15 0,27 90,91 - 1,09
H 0,01 0,26 0,56 0,03 0,14 025 8341 092 -

Centrandonos en el modelo F, en la Tabla 7 se reportan las estimas y los

intervalos de credibilidad de los componentes de varianza y el coeficiente de

regresion para la varianza mutacional paterna. La varianza mayoritaria fue la residual
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(14,202 kg?), seguida por la genética aditiva (6,623 kg®) y la ambiental permanente
(1,672 kg?). A continuacion, cerraban la lista los componentes de varianza
mutacional tanto paterna (0,591 kg?) como materna (0,308 kg?), con valores medios
ligeramente superiores para el primero, aunque los intervalos de credibilidad se
solapaban claramente; dentro de este contexto, no se podria hablar de diferencias
estadisticas entre ambos sexos. Paralelamente, el coeficiente de regresion evidencio
un incremento pequeiio pero relevante en la varianza mutacional paterna, de 0,001
kg® por dia. Al igual que en el caso de los ratones C57BL/6J, debemos considerar
este coeficiente de regresion como estadisticamente relevante, ya que su intervalo de
credibilidad excluye el valor nulo (2,7 x 10* a 0,013). Notese que la distribucion a
priori para este pardmetro permitia ese valor, dado que se asumi6é una funcidon

uniforme entre -0 y oo, con minima informatividad (Blasco, 2001)

Tabla 7. Componentes de varianza y pardmetros relacionados obtenidos en el

analisis del peso al nacimiento en terneros de raza Bruna de los Pirineos.

Parametro' Media Posterior Percentiles (2,5% a 97,5%)
o’ 6,623 5,014a8,511

oy 1,672 0,904 a 2,338

oo’ 14,202 13,107 a 15,373

Cump” 0,591 0,165 a 0,944

Ao 0,001 2,7%x10%20,013

Ormm’ 0,308 0,140 a 0,477

'Varianzas genética aditiva (c,”), ambiental permanente (c,’), residual (c.?),
mutacional paterna (omp’), y mutacional materna (cmm’), mas el coeficiente de
regresion para la parametrizacion de la varianza mutacional paterna en funcion de la

edad del padre (A,).
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1. METODOLOGIA Y CONTEXTO DE ANALISIS

Aunque ha suscitado un interés creciente durante las tltimas décadas (Lynch,
1988; Lynch et al., 1995; Houle et al., 1996; Casellas y Medrano, 2008), todavia es
mucho lo que falta por investigar sobre la contribucion de las nuevas mutaciones en
el proceso evolutivo de las especies y sus contribuciones potenciales a los planes de
mejora genética del ganado y los cultivos. Es por ello que el desarrollo de
metodologias que permitan un abordaje fino de este fendmeno bioldgico, debe verse
como una contribucion muy relevante para multiples campos de la ciencia,
especialmente dentro de la genética. Dentro de este contexto, la presente tesis
doctoral se centra en un aspecto muy concreto de las mutaciones en mamiferos, no
tanto su contribucion puntual sobre la variabilidad genética de la poblacion, sino la
evolucion de la misma a medida que envejecen los individuos reproductores. La
nueva parametrizacion que se ha desarrollado en el marco metodologico de la
inferencia Bayesiana (Blasco, 2001), tiene como finalidad describir el patron lineal
de incremento o decrecimiento de la variabilidad genética originada a partir de
nuevas mutaciones aditivas en cada progenitor en particular, asi como también la
caracterizar su acumulacion a lo largo de toda la vida reproductiva. Sin duda
representa un punto de partida muy importante para futuras investigaciones centradas
en este ambito y su aplicacion potencial tanto en especies ganaderas como de

laboratorio.

Tal como se puede comprobar en la literatura cientifica disponible, la carga
mutacional se ha venido asumiendo como un aporte constante y homogéneo a lo
largo de la vida reproductiva (Lynch, 1988; Houle et al., 1996). De hecho, y
centrandonos en caracteristicas como el peso corporal y el tamafio de la camada en
poblaciones de especies de mamiferos, la invariabilidad de la tasa de contribucion de
nuevas mutaciones se asume por sistema (Keightley y Hill 1992; Casellas et al. 2014;
Nuzul et al. 2014), incluso cuando se pretende modelar junto con otros fendémenos

biologicos mas complejos, como la epistaxis. Es necesario resaltar que la
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parametrizacion desarrollada en este trabajo de investigacion resulta pionera en
cuanto a metodologia estadistica, y ofrece un marco de trabajo mas flexible para
evaluar la evolucion de la varianza mutacional aditiva en funcion de la edad de los

progenitores.

Como punto de partida se asumidé un fraccionamiento dicotémico de la
varianza genética aditiva, asumiendo dos componentes basicos y fundamentales. En
primer lugar la varianza genética aditiva presente en la generacion de individuos
fundadores, representando esta la variabilidad genética ancestral existente en la
poblacién junto con la contribucion, si cabe, de las mutaciones aditivas acaecidas en
las generaciones precedentes (Henderson, 1973). Paralelamente, se considerd
también un componente de varianza mutacional, siendo este el resultado de las
mutaciones aditivas ocurridas en los animales que conforman la genealogia
disponible (Lynch, 1988; Wray, 1990). Esta particion no diferia de la asumida en
estudios precedentes (Casellas y Medrano, 2008; Casellas et al., 2010), pero daba pie
al siguiente nivel de jerarquizacion, siendo este el que realmente permitia una
caracterizacion mas fina de la variabilidad mutacional aditiva. El componente de
varianza mutacional se dividia nuevamente en dos parametros independientes,
capturando cada uno de ellos la contribucion en términos de nuevas mutaciones de
cada uno de los progenitores; ademads, el modelo de andlisis desarrollado permitia
que estas varianzas mutacionales paterna y materna evolucionaran con la edad de
cada progenitor, de manera lineal, aunque abriendo la puerta también a otras
funciones estadisticas mas flexibles (e.g., cuadratica, exponencial, ...) en caso de ser

necesario.

El procedimiento desarrollado se fundamenta en los planteamientos
algebraicos y analiticos desarrollado por Wray (1990) y Casellas y Medrano (2008).
De hecho, las fechas de publicaciéon de ambos trabajos (i.e., casi tres y una década
atras, respectivamente) destacan el lento avance que se ha realizado en el &mbito de

la varianza mutacional durante la ultimas décadas. El trabajo de Wray (1990)
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describia el procedimiento para construir la matriz de parentescos mutacionales,
siendo esta una estructura basica para determinar la varianza mutacional en si. Los
planteamientos originales de Wray (1990) asumian un escenario claro donde las
nuevas mutaciones, con efectos pequefios y aditivos en el fenotipo, surgian de
manera independientemente en cualquier individuo tanto fundador como de las
demads generaciones de la genealogia. Estas nuevas mutaciones podian ser heredadas
naturalmente por sus descendientes siguiendo un modelo clasico aditivos e
infinitesimales y, como consecuencia, permitian el calculo de parentesco siguiendo
los procedimientos descritos por Wrigth (1922), con ligeras adaptaciones. De hecho,
Wray (1990) simplificaba el calculo asumiendo generaciones no solapadas de
individuos. Esto permitia calculando de manera independiente el parentesco
inherente a las mutaciones acaecidas en una generacion, para los individuos de esa
generacion y sus descendientes. No obstante, los planteamientos de Wray (1990) se
pueden expandir facilmente a poblaciones con generaciones solapadas, reduciendo el
tamafio de cada “generacion” a un unico individuo, y calculando, por lo tanto, tantas
matrices de parentesco como individuos. En conjunto, esta parametrizacion proveia
de una herramienta muy prometedora para dilucidar los aspectos relevantes e
inherentes a las nuevas mutaciones, sus patrones de emergencia, y sus contribuciones
esperadas tanto sobre las siguientes generaciones como para la varianza genética

total.

En segundo lugar, los procedimientos desarrollados en la presente tesis
doctoral se fundamentan sobre los planteamientos descritos por Casellas y Medrano
(2008). En este caso, y asumiendo la estructura de matrices de parentesco mutacional
previsto por Wray (1990), los autores simplificaron los procedimientos para inferir la
magnitud de la varianza mutacional dentro de un contexto puramente Bayesiano.
Esto implicaba escindir la varianza genética total en varianza genética aditiva de la
poblacion de fundadores, y varianza mutacional derivada de las nuevas mutaciones,
apareciendo esta tanto para fundadores como no fundadores. Aunque esta

estructuracion resulta quizé obvia actualmente, permitié en su momento simplificar
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los procedimientos de computacion. Al generar dos componentes de varianza
independientes y claramente identificables en el modelo, toda la inferencia se
realizaba a partir de muestreo de Gibbs (Gelfand y Smith, 1990) en lugar de
implementar abordajes genéricos y claramente menos eficientes como el de

Metropolis-Hastings (Metropolis et al., 1953; Hastings, 1970).

En conjunto, el método desarrollado generaliza Wray (1990) y Casellas y
Medrano (2008), dando un paso mas para una correcta caracterizacion del fenomeno
mutacional. Debe destacarse que esa metodologia es sumamente novedosa y permite
abordar de manera completamente flexible cualquier base de datos, requiriéndose
unicamente informacion fenotipica y genealdgica. De hecho, es precisamente esta
flexibilidad la que debe tenerse en cuenta en el momento de utilizar el modelo
desarrollado. Aunque la forma mas completa considera tanto varianza mutacional
paterna como materna, asi como que ambas evolucionan con la edad de los
progenitores pero de manera independiente, no implica necesariamente que este sea
el mejor modelo posible. Para dilucidarlo, no ha bastado con el desarrollo del
modelo, sino que ha sido necesario implementar procedimientos especificos para la
comparacion de modelos. Mas concretamente, los procedimientos de computacion se
han completado con el calculo del DIC (Spiegelhalter et al., 2002) y el factor de
Bayes (Kass y Raftery, 1995); ambos métodos evaluan la relevancia tanto biologica
como estadistica de cada modelo en términos de su grado de complejidad (i.e.,
numero de parametros del modelo) y/o ajuste sobre los datos. El estadistico DIC
(Spiegelhalter et al., 2002) se fundamenta en el calculo del logaritmo de la
verosimilitud, tanto puntualmente en el procedimiento de muestreo como sobre la
media posterior de los parametros del modelo, y favorece aquellos modelos con
valores mas bajos. En términos generales se consideran como “estadisticamente
relevantes” las diferencias a partir de entre 3 a 5 unidades DIC (Spiegelhalter et al.
2002). Paralelamente, el factor de Bayes permite comparar la probabilidad posterior
de dos modelos mediante un simple cociente, y en este caso se aplicaron

especificamente los algoritmos descritos por Newton y Raftery (1994) para el calculo
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de las probabilidades implicadas. Dado que el factor de Bayes se calcula como un
cociente de probabilidades entre dos modelos competitivos (Kass y Raftery, 1995), el
resultado se interpreta precisamente en relacion al valor de referencia que representa
el 1. Asi, un factor de Bayes mayor que 1 sugiere que el modelo situado como
numerador resulta preferible en relacion con modelo del denominador, mientras que
un factor de Bayes menor que 1 favorece el modelo del denominador. La magnitud
de la ventaja/desventaja de cada modelo dependera de la diferencia en relacion con
valor de referencia, 1. Esta relevancia estadistica se puede categorizar y estandarizar
mediante la aplicacion de la escala de evidencias descrita por Jeffreys (1961) hace ya

mas de medio siglo.

Las ventajas de la metodologia desarrollada deben verse no unicamente en la
capacidad de modelar y explicar de manera sumamente flexible un fendémeno
complejo como la mutacion y su evolucion a lo largo de la edad de los progenitores,
sino también en la posibilidad de adaptar métodos estadisticos estandar para
comparar modelos y determinar el que alcanzar un mejor ajuste. La utilizacion del
DIC (Spiegelhalter et al., 2002) y el factor de Bayes (Kass and Raftery 1995)
simplifica sobremanera la evaluacion de cada modelo, sin necesidad de establecer el
comportamiento estadistico de cada método de comparacion, dado que este se ha

evaluado repetidamente en la literatura cientifica y es bien conocido.

A modo de ejemplo, el modelo desarrollado se ha aplicado sobre dos especies
de mamiferos domésticos, una dentro del ambito de los animales de laboratorio y la
otra claramente encuadrada en los sistemas ganaderos de produccion. Tanto los
analisis realizados sobre ratones isogénicos C57BL/6J como sobre terneros de raza
Bruna de los Pirineos, deben verse como ejemplos relevantes de la flexibilidad del
modelo. Esta flexibilidad no se centra Unicamente en las caracteristicas y las
peculiaridades del componente mutacional y su evolucion a lo largo de la edad de los
progenitores, sino también en la capacidad de adaptarse a distintas especies animales.

Las diferencias fenotipicas/ambientales entre vacas y ratones quedan fuera de toda
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duda, pero esto se ve facilmente acomodado dentro de la estructura de modelos
mixtos (Henderson, 1973). Asi, no resulta atrevido aseverar que la metodologia
desarrollada puede aplicarse a casi cualquier especie doméstica, adaptando las
peculiaridades de la misma dentro de la estructura de efectos sistematicos y
permanentes del modelo mixto, y caracterizando sus componentes genéticos tal como
se ha descrito anteriormente en el apartado de “materiales y métodos” de la presente

tesis doctoral.
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2. VARIANZA MUTACIONAL EN RATONES ISOGENICOS C57BL/6J

Muchos investigadores consideran al raton de laboratorio como un animal
casi perfecto desde el punto de vista experimental. Justo a su talla pequefia, su
intervalo generacional corto, su facil mantenimiento, y su gran rendimiento
reproductivo a largo de todo el afio (Festing, 1998), sus caracteristicas genéticas,
cuando se las considera en conjunto, lo hacen un modelo tnico para la genética
experimental. La posibilidad de contar con lineas de roedores que estén
genéticamente definidas y homogéneas ha sido uno de los principales avances de la
ciencia de los animales de laboratorio. Las lineas consanguineas son el prototipo de
las lineas genéticamente estandarizadas o isogénicas, debido a que su constitucion
genética estd fijada en forma casi definitiva. Hace mas de 100 afios que se cuenta con
lineas consanguineas de ratones, ratas y cobayos, todas de gran valor porque
permiten hacer experimentos eliminando la variabilidad de origen genético (Festing,

1996). O al menos esto es lo que se pretendia...

En términos generales, se ha venido considerando que las principales
caracteristicas de las lineas consanguineas debian ser (1) la isogenicidad, (2) la
homocigosis, (3) la individualidad, (4) la uniformidad fenotipica, y (5) la estabilidad
genética a largo plazo (Festing, 1996, 1998). En ningin momento se deseaba o
consideraba la participacion de la mutacion, dado que este es un cambio natural,
universal, aleatorio e inevitable, que haria inviable alcanzar de forma completa
ninguna de las cinco caracteristicas enumeradas anteriormente. De hecho, la mayoria
de las lineas isogénicas de ratones de laboratorio se han generado mediante
cruzamientos consanguineos, intentando alcanzar la homogeneidad genética
mediante el incremente sistematico de la consanguinidad hasta su maximo tedrico del
100%. La mutacion debe verse como un mecanismo genético opuesto a la
consanguinidad, generador de diversidad genética y variabilidad mediante la
introduccién de nuevos alelos. En definitiva, como el elemento antagonico a los

objetivos inherentes a la creacion de lineas isogénicas de animales de laboratorio. Si
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impacto es suficiente o no para invalidar la utilidad de dichas lineas, se puede
determinar a partir de los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, aunque
algunos estudios previos ya apuntan en sentido afirmativo (Casellas & Medrano,

2008; Casellas et al., 2014).

El efecto de la mayoria de las mutaciones solo se puede evaluar mediante
métodos analiticos complejos y de forma indirecta, aprovechando la informacion
contenida en los fenotipos (excepto para mutaciones de efecto grande). Dentro de
este contexto, el objetivo principal de esta investigacion fue ahondar en el desarrollo
de una mejor comprension relacionada con los patrones mutacionales en los
mamiferos, con especial énfasis en la edad de los progenitores. En el caso de los
ratones C57BL/6J, el modelo que presentd un mejor ajuste era el que incluia las
varianzas mutacionales tanto paternas como maternas y ademas la varianza
mutacional paterna evolucionaba con la edad de los padres. Esto implicaba dos
fendomenos especialmente relevantes. En primer lugar el hecho que tanto los padres
como las madres contribuian de manera independiente con nuevas mutaciones para la
generacion descendiente, y la carga mutacional procedente de cada sexo podia no ser
la misma necesariamente, aunque este ultimo punto no se pudo confirmar con los
resultados obtenidos. En segundo lugar, la variabilidad mutacional se incrementd con
la edad del padre, sugiriéndose que a mayor edad mayor acumulaciéon de mutaciones,
independientemente del signo y la magnitud de las mismas. Dado que no existen
estudios previos de la misma indole en la literatura cientifica, resulta imposible
discutir los resultados obtenidos mas alla de la semejanza del conjunto de varianzas
mutacionales con los valores reportados por otros autores previamente (Casellas y
Medrano, 2008; Casellas et al., 2014; Nuzul et al., 2014), asi como las revisiones

llevadas a cabo por Lynch (1988) y Houle et al. (1996).

La varianza mutacional paterna se incrementd a medida que este envejecia,
llegando hasta un incremento de ~45% durante el primer afio de vida, mientras que

no se observaron diferencias relevantes en el componente materno. Este fendémeno
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no habia sido descrito previamente en ratones, aunque si se habia sugerido algun
resultado compatible dentro del contexto de la heréncia de algunas patologias con
base genética. Hace ya més de un siglo, Weinberg (1912) estudi6 diferentes casos de
acondroplasia y report6d que el ultimo hijo nacido era mas propenso a estar afectado.
Este estudio sugeria que la patologia podia venir determinada componentes
heredables, y que la edad de los progenitores tenia un papel principal en la aparicion
de la misma. Es la especie humana, donde existen estudios que pueden ser
comparados con los realizados en la cepa consanguinea de ratones CS57BL/6J,
Goriely y Wilkie (2012), Forster et al. (2015) y Kong et al. (2012) han demostrado
vinculos entre la edad paterna y la tasa de mutacion (pero no entre la edad materna y

la tasa de mutacion).

Desde el punto de vista practico la relevancia de las nuevas mutaciones asi
como el comportamiento de la varianza mutacional con relacion al sexo y a la edad
de los progenitores en la poblacion de ratones de la linea C57BL/6J queda de
manifiesto. Los resultados obtenidos en esta investigacion amplian de una manera
importante los obtenidos anteriormente (Casellas y Medrano, 2008; Casellas et al.,
2014) y mejoran la comprension de los mecanismos basicos que modulan la
arquitectura genética de la especie. Considerando que fue creada como una linea
isogénica, y que su utilizacion actual en la mayoria de estudios cientificos se basa
precisamente sobre esta premisa, los resultados obtenidos deben ser vistos como un
toque de atencidon importante para la mayoria de laboratorios. Los ratones C57BL/6J
no pueden considerarse homozigotos e isogénicos en absoluto, y su estabilidad
genética a largo plazo no seria mas que una quimera. Ademads, si se pretende
minimizar la diversidad genética y el cambio genético en estas poblaciones,

resultaria imprescindible minimizar la edad de los machos reproductores.

Resulta importante destacar que los resultados obtenidos en esta linea
concreta de ratones deberia ser directamente extrapolables a las demés especies de

mamiferos implicados en procedimientos de laboratorio (e.g., cobayas, ratas,
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hamsters, conejos, cerdos...). En la mayoria de casos, la homogeneidad, isogenicidad
y estabilidad genética son caracteristicas imprescindibles, que en ningin caso se

podrian garantizar.
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3. VARIANZA MUTACIONAL EN TERNOS DE RAZA BRUNA DE LOS
PIRINEOS

La Bruna de los Pirineos es una raza vacuna de carne utilizada en sistemas de
produccion extensivos en los Pirineos catalanes. Para dar una idea de la importancia
de esta poblacion como fuente de datos para la presente tesis doctoral, debe
considerarse que el censo aproximado es de unas 30.000 vacas de mas de dos afos,
de las cuales 12.000 estan inscritas en el Libro Genealogico y cerca de 5.500
participan del Programa de Control de Rendimientos (Fina, 2013). Desde el afio
1990 hasta la actualidad se lleva a cabo un estricto programa de mejora genética con
el proposito de mejorar los parametros de fertilidad, habilidad materna, rusticidad en
vacas, asi como elevar los pesos al destete en terneros y los indices generales de
crecimiento, ademas se procura obtener pesos promedios al nacimiento que no
afecten la dificultad al momento del parto (Jordana y Pietrafita, 1993), de tal manera
que la parametrizacion desarrollada en la presente investigacion, asi como los
resultados obtenidos pueden ser un aporte de elevada connotacién al sector ganadero

productivo involucrado.

Para la consecucion de los resultados, en este caso sobre el peso al nacimiento
de los terneros de la raza Bruna de los Pirineos, se siguieron los mismos
procedimientos analiticos que para la linea isogénica de ratones, obteniéndose unos
patrones de resultados muy parecidos. Se valido la existencia de varianza mutacional
tanto paterna como materna, asi como la evolucion lineal de la primera junto con la
edad del toro, tal como pasaba con los ratones. Esto coincidiria nuevamente con los
resultados reportados por Callaway (2012), Goriely y Wilkie (2012) y Kong et al.
(2012) en humanos. De hecho es precisamente en la especie humana que estd bien
documentado que la edad paterna afecta de una manera importante a la integridad del
ADN espermatico. El envejecimiento trae como consecuencia la aparicion de
alteraciones de orden mutacional en la descendencia, con la subsiguiente presencia

de alteraciones genéticas asociadas, y fracasos en el desarrollo embrionario
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(Callaway, 2012; Goriely y Wilkie, 2012; Kong et al., 2012). En bovinos es poco lo
que se ha investigado sobre el efecto de la edad paterna en relacion con la
acumulacion de nuevas mutaciones, asi como sobre los dafios causados a nivel del
ADN, y los defectos en el desarrollo embrionario. En un estudio desarrollado en
bovinos Bos indicus de la raza Nellore, Carreira et al. (2017) reportaron una mayor
susceptibilidad a los procesos oxidativos a nivel de ADN, asi como un mayor grado
de fragmentacion espermatica y mayor fragilidad del ntcleo, a medida que los
sementales de esta raza se envejecian. El nivel de condensacion de la cromatina
espermatica en los toros de avanzada edad se ve aumentada con respecto a los toros
mas jovenes, y esto parece ser contradictorio al presentar mayor susceptibilidad de
sufrir dafnos oxidativos del ADN (Carreira et al., 2017). Sin embargo, se debe
considerar la presencia de numerosos antioxidantes en los compartimientos post-
testiculares (i.e., liquido epididimario, liquido seminal) que cumplen funciones de
proteccion de las células espermaticas. Estd bien documentado que a medida que
avanza la edad en todos los mamiferos, los sistemas antioxidantes se vuelvan menos
eficientes, permitiendo cada vez mas frecuentemente la apariciéon de dafios en el

material genético.

Cabe resaltar ciertos aspectos de interés que dan una connotacion importante
a los resultados obtenidos. La implicacion practica que deriva de este estudio para la
especie bovina, se relaciona con la seleccion de sementales y el efecto que puede
tener el uso de animales de edad avanzada sobre el valor genético de las futuras
generaciones. Dado que la variabilidad mutacional paterna se incrementaria con la
edad del semental, la probabilidad de obtener animales extremos en términos de
valor genético se incrementaria con los sementales mas viejos. Esto contradiria la
practica habitual, donde la edad de los toros no suele representar un criterio relevante
a la hora de escoger los reproductores. En general, la vida util de un toro reproductor
casi siempre estd determinada por las condiciones fisicas del mismo, asi como por la
presencia de hijas en uso en los lotes de servicio. Paralelamente, la inclusion de los

efectos mutacionales en los modelos de evaluacion genética permiten una prediccion
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mas precisa del componente genético de los animales, tal como se ha descrito
anteriormente en ovinos (Casellas et al., 2010), pudiendo tener esto cosecuencias

importantes sobre el progreso genético de las razas ganaderas.
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4. IMPLICACIONES DE LA VARIANZA MUTACIONAL

La relevancia de las nuevas mutaciones en relacion con el origen genético de
los mamiferos ha sido sefialada repetidamente a lo largo de las ltimas décadas (Hill
1982a,b; Caballero et al. 1991; Keightley y Hill, 1992; Casellas y Medrano 2008).
Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion corroboran que la varianza
genética aditiva, en las poblaciones estudiadas, era relativamente alta, tanto en
términos de la varianza genética aditiva ya existente en la generacion fundadora,
como en el caso de la varianza originada de las nuevas mutaciones. Mientras que la
varianza genética aditiva ocupd un porcentaje importante de la varianza total, la
varianza mutacional tanto paterna como materna presentaba valores mucho mas
bajos, aunque sus intervalos de confianza descartaban el valor nulo y confirmaban su
relevancia a nivel biolégico. Por otra parte, la varianza mutacional paterna se sugirid
mas elevada que la materna, aunque sus intervalos de confianza se solaparon. Este
hecho previende de formular otras conclusiones sobre el predominio de cualquier

sexo desde el punto de vista de la contribuciéon mutacional a la descendencia.

Aun asi, las diferencias entre las lineas germinales de la madre y del padre
fueron evidenciadas cuando se compararon los efectos de la edad en la tasa de
nuevas mutaciones. La carga mutacional paterna se increment6 a medida que este
envejecia, fenomeno que no se observo en el sexo femenino. Aunque, el coeficiente
de regresion relacionado con la edad del semental puede parecer bajo, su intervalo de
confianza evidentemente descart6 el valor nulo e implicé incrementos importantes a
lo largo del tiempo en ambas especies de mamiferos. Esto se ha sugerido
previamente en otras especies como la humana, dentro del &mbito de la base genética
del autismo (Callaway, 2012), la esquizofrenia, el sindrome de Apert, y algunos
carcinomas (Arroyo et al., 1999; Bertram, 2000; Goriely y Wilkie, 2012; Kong et al.,
2012); paralelamente, para la contribuciéon mutacional de la madre, tampoco se

observaron cambios ligados con su edad.
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Otros estudios como los reportados por Mahera et al. (2016), sugierieron
también que cambios puntuales de novo en el ADN, no heredados de los
progenitores, suelen producirse en la linea germinal masculina y su frecuencia
aumenta con la edad. La explicacion de tal fendémeno radica en que los
espermatozoides se producen a partir de las espermatogonias. Este es un tipo celular
“madre”, que al dividirse genera una copia de si misma y una célula que se
diferenciard, dando lugar a los espermatozoides. Por una parte se producen nuevas
células “madre” que persisten en la base del ciclo y sufren mitosis sucesivas,
mientras que por otra parte se originan células destinadas a diferenciarse y, en
consecuencia, a sufrir una meiosis completa. Dado el volumen de producciéon de
células germinales en los machos, las espermatogonias se dividen a menudo. En cada
division se debe copiar todo el material hereditario, con la posibilidad de que se
produzca un error, una mutacion que puede ser inocua o con capacidad de modificar
de alguna manera algtn caracter fenotipico del individuo, llegando incluso a originar
enfermedades. Este argumento representaria la base bioldgica y fisioldgica que

sustentaria la evolucion con la edad de la tasa de mutacion en los sementales.

El aporte de nuevas mutaciones en funcion de la edad para el caso de las
hembras no mostrd ningln tipo de incremento ni disminucion: Para este caso, el
aporte mutacional se podia considerar invariable a medida que las hembras
envejecieron, tal como han sugerido antes otros autores (Murray et al., 2012). De
hecho, se senala que este comportamiento obedece al hecho de que el proceso de la
oogénesis inicia la meiosis durante el desarrollo fetal y todos los oocitos primarios
quedan parados en la profase I ya antes del nacimiento. No serd hasta que la hembra
alcance la pubertad que uno o varios oocitos retomaran los procesos de la meiosis
hasta finalizarla en cada ciclo reproductivo, sin requerir de divisiones adicionales en
estas células. De esta manera, la probabilidad de acumular mutaciones es claramente
inferior que en caso de los espermatozoides, al implicar un namero

significativamente menor de mitosis.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio se pueden extrapolar a la
especie humana, corroborando las conclusiones obtenidas previamente por Arroyo et
al. (1999), Callaway (2012), Goriely y Wilkie (2012), Kong et al. (2012) y Forster et
al. (2015). En caso de aplicarse la parametrizacion desarrollada en la presente tesis
doctoral a nuestra especie, se podria recurrir a los registros recolectados en
maternidades y centros de salud, que guarden la informacion de madres y padres, asi
como de la descendencia referentes ciertas caracteristica fisicas y presencia de

algunas posibles alteraciones de tipo genéticos atribuibles a procesos mutacionales.
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Una vez expuestos los resultados de las investigaciones que formaron parte integral
de la presente tesis doctoral y habiendo realizado las discusiones pertinentes, a
continuacion se presentan las principales conclusiones obtenidas, las cuales se
agrupan de acuerdo a los itemes de relevancia desarrollados a lo largo de este trabajo
investigador tomando en consideracion la metodologia analitica y las poblaciones

evaluadas.

PARAMETRIZACION DEL MODELO ANALITICO DESARROLLADO

1) El modelo desarrollado representa una contribucion importante en el campo de la
genética, permitiendo abordar de manera novedosa la varianza mutacional aditiva;
permite la inclusion de términos mutacionales especificos para cada progenitor e
incorpora un segundo nivel de jerarquizacion que considera la posibilidad de

cambios en la variabilidad mutacional en funcion de la edad del reproductor.

2) Los requerimientos del andlisis se centran unicamente en la disponibilidad de
registros fenotipicos y genealdgicos, siendo un modelo altamente flexible y versatil,
y pudiéndose implementar junto con procedimientos estandar de comparacion de

modelos.

CEPA CS57BL/6J

3) Tanto los padres como las madres contribuyeron nuevas mutaciones con efectos
relevantes sobre el peso al destete de la generacion de descendientes. Su magnitud
era pequeia pero estadisticamente relevante, y no se podia establecer una
preeminencia clara para alguno de los dos sexos, aunque se sugeria una mayor

variabilidad mutacional procedente de los machos.
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4) La variabilidad mutacional procedente del padre se incrementaba de manera lineal
con la edad del mismo, originandose incrementos cercanos al 50% durante el primer

afio de vida.

5) Deberian revisarse los protocolos de mantenimiento y gestion de las cepas de
isogénicas de animales de laboratorio con el objetivo de minimizar la variabilidad
genética y el cambio genético. A tal efecto se sugiere la necesidad de utilizar machos

jovenes.

RAZA BOVINA BRUNA DE LOS PIRINEOS

6) La variabilidad mutacional con efecto sobre el peso al nacimiento de los terneros
procedia tanto del semental como de la vaca, sin diferencias relevantes entre ambas

fuentes de variacion.

7) Nuevamente la variabilidad mutacional con origen paterno se incrementaba con la
edad del macho reproductor, mientras que la de origen materno no sugeria ningin

tipo de cambio a lo largo de la vida reproductiva de la vaca.

8) Con el objetivo de maximizar la probabilidad de generar animales extremos en
términos de mérito genético, deberia considerarse la posibilidad de promocionar el
uso de sementales de avanzada edad o, en caso de ser posible, almacenar dosis
seminales para su uso mediante inseminacion artificial, antes de descartar los

sementales por criterios de edad.
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