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Capitulo XIX

Los beneficios del diagnéstico molecular
en la Ganaderia Doble Propésito

Maria Gabriela Portillo

Las especics bovinas representan dentro de los animales domésticos, un recurso
genético de importancia vital no s6lo por su potencial de desarrollo, que conlleva a be-
neficios econémicos, sino por su relacién directa con diversos aspectos de la vida del
hombre. Por tal motivo, en el ano 2003 surge la iniciativa de la aplicacién de herra-
mientas moleculares para secuenciar y estructurar el genoma bovino completo, con el
fin de obtener informacion valiosa que de inmediato tendria una amplia utilidad.

DETECCION DE INDIVIDUOS PORTADORES DE DEFECTOS HE-
REDITARIOS

Desde la década de los noventa, la genérica molecular impacté con fuerza, la ga-
naderia bovina, permitiendo el anélisis de enfermedades hereditarias recesivas, que
por su patrén de herencia enmascaran la presencia de individuos portadores de un de-
fecto congénito, los cuales solo podian ser detectados mediante pruebas de progenie,
retrocruces de prueba, analisis clinicos o necropsias y mediciones enzimadticas.

Entre las enfermedades hereditarias bovinas con mayor repercusion en la pro-
duccién y que poseen un abordaje a través del diagndstico molecular se encuentran: la
deficiencia de adhesién de leucocitos bovinos a los antigenos (BLLAD), el complejo de
malformacién vertebral (CMV), la deficiencia de la enzima uridina monofosfato sin-
tetasa (DUMPS) y la Citrulinemia, exclusivas del ganado de la raza Holstein.

La granulocitopatia bovina conocida como BLAD es debido a una deficiencia
del complejo glicoproteina Mac-1 (CD11b/CD18) y es letal para el ganado de la raza
Holstein (Shuster et al., 1992). Se han descrito dos mutaciones que a través de la técni-
ca de lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la digestién con enzimas de res-
triccion (RFLP) han permitido la identificacion eficaz del genotipo, tanto de los indi-
viduos enfermos como de los portadores (Shuster et al.,, 1992; Tammen et al., 1996).
Igualmente, el complejo de malformacién vertebral (CMV) reconocido como malfor-
maciones de segmentos toracicos y cervicales de la columna vertebral en los bovinos
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es causada por una mutacion en el gen SLL.C35A3 (Thomsen ez al., 2006), y su detec-
cién se ha realizado a través de diferentes técnicas moleculares (Kanae es al., 2005).

Para la deficiencia de la enzima uridina monofosfato sintetasa (DUMPS) que
interfiere con la biosintesis de pirimidinas, se ha establecido una prueba que analiza
un fragmento de 108 pb mediante la digestion con la enzima de restriccién Aval (Har-
lizius et al., 1996), la cual detecta la mutaciéon puntual en el codén 405 del exén S.
Igualmente para el diagnéstico directo de la Citrulinemia, identificada como un de-
sorden en el metabolismo de la urea, se emplea la PCR-RFLP (Padeeri ez al., 1999).

La ganaderia doble propésito venezolana, no deberia escapar a esta realidad, de-
bido a que los cruces con la raza Holstein son empleados habitualmente en las practi-
cas agropecuarias nacionales (Aranguren et al., 2007). Por tal motivo, el diagndstico
molecular directo para la deteccién de estos defectos, ofreceria un valor agregado a
nuestra ganaderia, ya que a pesar de tener una baja frecuencia en rebanos tropicales,
adquieren importancia real, cuando se trata de la deteccién de individuos portadores
antes de que ingresen en programas de inseminacion artificial, lo cual ocasionara la
desimanacion a gran escala de un gen mutado.

Ha sido lo rapida y certera de las evaluaciones moleculares, lo que las han con-
vertido en una informacién necesaria en los catalogos de toros lechero a nivel mun-
dial, pues el paso inadvertido de estas enfermedades, ocasionaria un refuerzo en su
prevalencia, a expensas de la presion de seleccion ejercida en los rebafios bovinos para
la produccidn.

IDENTIFICACION DE INDIVIDUOS CON GENOTIPOS DESEA-
BLES PARA LA PRODUCCION

Al entrar en el dmbito productivo, las tecnologias del ADN son catalogadas
como las herramientas mds Utiles, sensibles y poderosas para la seleccion de los ani-
males mejoradores. Cuando, ademds de la seleccién por métodos convencionales, se
emplean los avances molecularcs, se generan resultados verdaderamente prometedo-
res en el ambito de la produccién animal, con impacto particular en caracteristicas de
preferencias en el mercado y en el progreso genético de los animales (Dekkers, 2004).

Hasta estos momentos, la incorporacién de tecnologias moleculares ha tenido
resultados excelentes, promoviendo el estudio y la aparicidn de diversos genes de in-
terés productivo que abordan principalmente la produccién de carne, leche y aspectos
de la reproduccidn, que han ayudado a dilucidar la fisiologia de caracteres complejos
y su efecto sobre la expresion de ciertos genotipos (Dekkers, 2007).

Funcionalmente, el genoma se divide en genes que codifican un producto tra-
ducible y secuencias no codificantes que pueden ser utilizadas como puntos de marca
(marcadores) que se encuentran ligadas 6 cercanas a las secuencias propias de un gen
(Lopez-Zavala et al., 2007). Esta caracteristica presenta una variabilidad polimérfica,
la cual ha generado que las investigaciones modernas en el campo de la genética ani-
mal se abocaran al andlisis de caracteres productivos mediante el uso de los marcado-
res genéticos, con el fin de identificar regiones que alberguen genes vinculados con
caracteristicas cuantitativas 6 QTL’s por sus siglas en inglés (Quantitative}#ait Loci).
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Cuando la informacién molecular es incorporada a planes de mejoramiento ge-
nético, aporta informacion veraz sobre el genotipo de uno o varios caracteres en la po-
blacién de estudio. De ahi nace la seleccion asistida por marcadores conocida como
MAS, por sus siglas en inglés (Marker Assisted Selection), la cual usa informacion acer-
ca de estas regiones para identificar individuos con las mejores combinaciones de dis-
tintos QTL, lo cual provee informacién sobre la probabilidad del mérito genético de
las crias (Dekkers, 2004).

En la actualidad, a pesar del desarrollo tecnéldgico y cientifico que ha construido la
era de la gendmica, la incorporacién de informacién molecular de genes de interés econo-
mico en las evaluaciones genéticas no es una constante en el pais. Es posible que atin per-
sistan miedos infundados, como el pensar que el genotipado de nuestros rebafios sera su-
mamente costoso 6 que no traera resultados tangibles, econémicamente hablando.

Para los criadores parece no tener significado alguno, el cdlculo de un valor de cria
mucho mas preciso sobre la base de marcadores moleculares. Sin embargo, el saber que
al utilizar en las hembras de su rebafio, reproductores con genotipo favorable para ca-
racteristicas de interés productivo, se incrementarin de forma efectiva las ganancias, lo
que deberia ser més atractivo y en tal sentido, deberia orientarse su promocién.

Al tratarse de caracteristicas econdémicas de indole cuantitativo, el resultado de
esta incorporacién podria no sélo arrojar un valor de cria més exacto, sino también la
probabilidad de aumentar un genotipo favorable en el rebafio y seleccionar animales
precozmente, sin metodologias invasivas y con una exactitud mayor, aumentando la
respuesta a la seleccion en un tiempo bastante inferior, que al usar las estrategias con-
vencionales de selecciéon.

La seleccién asistida por marcadores es principalmente beneficiosa para el estu-
dio de rasgos fenotipicos complejos (Meuwissen & Goddard, 1996) que cumplan con
las caracteristicas siguientes:

* Con poca informacion para la prediccion del valor genético.

« Indice de herencia bajo, recesivo o baja penetrancia genética.

* Con expresion limitada a un solo sexo.

* Disponibilidad fenotipica después de la madurez sexual.

* Evaluacidn posterior al sacrificio (Calidad de carne y caracteristicas de la canal).

* Cuando la naturaleza poligénica de un caracter ha limitado la eficiencia de la
evaluacién tradicional.

* Costo elevado de las mediciones fenotipicas.

En el caso del ganado lechero, las condiciones desfavorables como: intervalos
generacionales largos, caracteristicas de interés limitadas a las hembras, pruebas de
progenie costosas, que ademas requieren mucho tiempo y la seleccién de madres de
toros mediante la informacién del pedigri antes de su primera la lactancia, hacen que
sea un rasgo propicio para la aplicacién de la MAS (Boichard et al., 2006).
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BENEFICIOS DEL DIAGNOSTICO MOLECULAR EN LAS EVA-
LUACIONES GENETICAS

La industria lictea francesa mediante la incorporacién de QTL’s en sus evalua-
ciones genéticas logro reducir el niimero de toros para las pruebas de progenie en un
15% (Boichard et al., 2006), mientras que la inclusién de marcadores moleculares de
los genes de la hormona de crecimiento bovino (BGH), kappa caseina (KC) y prolacti-
na (PRL) en las evaluaciones genéticas de rebafios lecheros colombianos, arrojé valo-
res de hasta 90% de confiabilidad, siendo mads altos que los obtenidos a través de los
estimados tradicionales (Echeverri et al., 2011).

En el caso de la ganaderia de carne, se han desarrollado comercialmente paneles
con marcadores multiples relacionados con la calidad de la carne (Barendse, 2002;
Van Eenennaam et al., 2007). No obstante, su implementacién debido a los altos cos-
tos del genotipado no se convirtié en una herramienta de rutina. Pese a esto, la valora-
cién econdémica para la seleccion de toros de carne resultd ser mucho mis elevada al
incorporar informacién molecular a partir de pruebas de ADN, con un aumento en la
respuesta de seleccion entre 29-158% (Van Eenennaam et al., 2011).

Otro factor adicional que favoreceria a la ganaderia doble propodsito en la imple-
mentacién de analisis moleculares, es el hecho de que la mayoria de las unidades de
produccién no llevan la informacién fenotipica organizada y pedigri completos; a
menudo sélo estan disponibles en unidades de cria intensiva, reduciendo en conse-
cuencia, el nimero de individuos a ser considerado como mejoradores. Por tal moti-
vo, seria muy util el uso genotipificacién molecular, ddndole un valor agregado a
aquellos individuos con poca informacién genealdgica.

Por ser ésta una herramienta que permite el abordaje precoz de los individuos,
se convierte en un instrumento particularmente atil en programas en los que se em-
pleen técnicas de reproduccién, actuando de manera sinérgica y complementaria para
conducir a la seleccion temprana (Van der Werf & Marshall, 2003). Su aplicacion per-
mite aprovechar el incremento productivo via hembra, mediante la fecundacién in vi-
tro y el acortamiento del intervalo generacional.

Asimismo, la incorporacién molecular en programas de seleccion puede ser benefi-
ciosa para mejorar la integracién de cualidades superiores de diferentes razas, en rebafios
mestizos ampliamente difundidos en Venezuela. En paises tropicales y en vias de desa-
rrollo, la balanza deberia inclinarse al aumento de la respuesta general que incluya aspec-
tos como la resistencia a enfermedades, sin limitar el trabajo en los rasgos productivos.

Bajo el contexto productivo de la ganaderia nacional, la utilizacién de la MAS
ofrece mejores maneras de aprovechar los recursos genéticos bovinos, siendo la estra-
tegia mas pertinente el estudio de marcadores genéticos ubicados en genes candida-
tos, como se ha hecho con el Criollo Limonero y Brahman (Aranguren et al., 2010;
2011); los genes k-caseina (k-CN), B-lactoglobulina (BLG) y Acyl-CoA-diacylglyce-
rol-o-transferasa 1 (DGAT1), siguen siendo los adecuados para evaluar rendimiento y
composicién de la leche mientras que los genes calpastatina (CAST), calpainaCAPN,
leptina (LEP) y hormona de crecimiento (GH) son ttiles para evaluar produccién y
calidad de la carne, de tal forma que se conoceria su frecuencia, el efecto sobre el feno-
tipo y el medio ambiente en el que se podran desarrollar los genotipos mejoradores.



188 | Maria Gabriela Portillo

La posibilidad de decidir en forma anticipada, la conveniencia de conservar o
de sacrificar a un animal, traeria definitivamente beneficios productivos a cualquier
empresa ganadera, no obstante, la incorporacién de marcadores moleculares confiere
otras ventajas tangibles, como lo expone Caiién (2006), citando entre ellas:

* El incremento en la precisién del mérito genético estimado.

* Aumento en la proporcién del caricter a seleccionar.

® Precision sobre ¢l efecto del marcador sobre el caricter.

* Aumento en la velocidad del progreso genético en programas de seleccion.

¢ Exploracién de la variabilidad genética entre poblaciones en programas de cru-
zamiento o de introgresion.

Es importante recordar que los genes candidatos o marcadores relacionados con
caracteristicas cuantitativas sélo explican una fraccion de la variabilidad genética to-
tal del rasgo a seleccionar, por tal motivo, la informacién molecular no puede rempla-
zar los datos fenotipicos empleados en la seleccién convencional. Los mejores resulta-
dos serdn obtenidos combinando ambas estrategias, incorporando nuevas etapas de
seleccion temprana a los planes de mejoramiento con un seguimiento de la caracteris-
tica a través registros fenotipicos (Hayer, 2007).

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ENFERMEDADES

Lautilidad de esta metodologia no debe limitarse al estudio de genes de interés eco-
némico. La ganaderia doble propésito por las condiciones tropicales imperantes a la que
estd sometida sufre la proliferacién de agentes patégenos parasitarios, bacterianos y vira-
les que reducen la productividad de las fincas; brucelosis, mastitis, leptopirosis y la dia-
rrea viral bovina, son algunas de las enfermedades que aquejan con mucha frecuencia los
rebafios mestizos. Sin un diagnostico veraz y oportuno, el ganadero estd expuesto a dismi-
nuir y atn perder los beneficios econémicos que se derivan de la produccién animal.

La genética molecular ofrece pruebas que permiten el diagnéstico rdpido, son
sensibles y accesibles de las afecciones que se presentan en el rebafio y que producen
pérdidas grandes al productor de ganado bovino, con la posibilidad de su interven-
cién oportuna para tratamientos y control.

En el caso de la brucelosis y la leptospirosis, ambas de naturaleza zoondética y
que afectan el ganado bovino de carne y leche, el diagnéstico molecular permite la
identificacion de las diferentes especies de Brucella entre ellas: B. abortus, B. meliten-
sis, B. canis, y B. suis (Imaokaet al., 2007) y en el caso de la B. abortus que afecta al gana-
do bovino, permite la diferenciacién de las cepas vacunales S19, RB-51 y cepas de
campo (Sangari & Agiiero, 1994; Vemulapalli ez al., 1999). Para la identificacién de
leptospira se emplea el analisis del gen 16S rRNA (Gravekamp et al., 1993), igualmen-
te se cuenta el primer esquema de MLST, basado en el analisis de las secuencias de
alelos de los genes adk, secY, icdA, lipL.32,lipL41 y rrs2 (Ahmed et al., 2006).

Por su parte, la mastitis que en la mayoria los casos se relaciona con una infeccién
bacteriana, el diagndstico molecular ha respondido con el desarrollo de analisis que
permiten la deteccién simultdnea de 10 bacterias (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
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chromogenes, Staphvlococcus epidermidis, Staphvlococcus sciuri, Staphylococcus haemolyticus,
Staphvlococcus simulans, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis y Escherichia coli), relacionadas con su aparicién (Shome et al., 2011).

En la diarrea viral bovina, por tratarse de un agente patégeno viral el diagndsti-
co resulta un poco mads dificil; el cultivo implica la proliferaciéon de células hospeda-
doras en condiciones de laboratorio, y a través de pruebas seroldgicas se detectan anti-
cuerpos pero no se discrimina entre titulos vacunales y de desafio, por lo cual, deben
ser tomados en animales no vacunados o sin titulos maternales. Por el contrario, las
pruebas moleculares han permitido la identificacién y deteccion del virus en mues-
tras de campo, basados en la técnica de RT-PCR, a través de la cual se detectael virus y
se discrimina entre los diferentes genotipos virales (Weinstock et al., 2001).

Entre las ventajas que ofrece el uso del diagnéstico molecular de agentes infec-
ciosos frente a otros métodos, se observa la obtencién de resultados mucho m4s rapi-
dos, con una gran sensibilidad y especificidad, conjuntamente con la posibilidad de
ser analizados un nimero grande de individuos. Asimismo, una variedad amplia de
tipos de muestras pueden ser empleadas, desde sangre, leche, cualquier tipo de fluido
y, tejido, hasta orina. A diferencia de las pruebas serolégicas, su interpretacion no re-
quiere conocer los antecedentes del paciente o la clinica; al inicio de la infeccién o en
etapas avanzadas de la misma, la prueba arrojara resultados. De la misma forma, no
requieren que el agente patdgeno este vivo para su deteccién, sumado a la disminu-
cién de los riesgos para el operador al trabajar con agentes zoon6ticos.

CONCLUSION. REFLEXIONES FINALES

El diagnéstico molecular ofrece mejorar una amplia gama de aspectos de diag-
ndstico clinico de vital importancia en la ganaderia bovina; por consiguiente, la con-
tribucién de esta biotecnologia en el abordaje global de los rebafios doble propésito es
inminente y Gtil para el establecimiento de politicas que faciliten la promocién entre
los productores, al reconocimiento de las condiciones en las que desarrollan sus ex-
plotaciones, con el fin de mejorar los niveles productivos nacionales.

Asimismo, la implementacién de herramientas moleculares pondrian un hori-
zonte en el destino que se le va a dar a los animales que salen de nuestros rebafios, bien
sea para centros de recria o para matadero, independientemente del enfoque empleado
hasta ahora en los planes de mejoramiento genético, para que no sean considerados sdlo
como productos vendibles, sin tomar en cuenta su impacto en la salud ptiblica y animal.

Muy a pesar de los costos que puedan generarse al realizar un genotipado, hay
que colocar en contraparte los beneficios obtenidos; incluso el analisis molecular no
tendria que ser masivo, implementandose principalmente en toros que se piensan uti-
lizar masivamente para inseminacién artificial o aquellos que son vendidos en cen-
tros genéticos. [gualmente, seria posible establecer una Certificacion Molecular, que
refleje no solo el genotipo del individuo para caracteristicas econémicas, sino tam-
bién una bateria amplia de pruebas moleculares que indiquen que esta libre de enfer-
medades infecciosas o hereditarias conocidas para ese genotipo.
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