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RESUMEN

La teoria de la genética de poblaciones surgié hace mas de 80 afios y nos permite explicar los patrones de variacion genética dentro
y entre las poblaciones que forman a las especies en términos de las fuerzas evolutivas. Este programa de investigacion gener6 las
preguntas que se han abordado empiricamente mediante marcadores moleculares desde hace medio siglo. Una pregunta fundamental
ha sido hasta dénde un conjunto reducido de loci es o no representativo del efecto de las fuerzas evolutivas, sobre todo el genoma
de una especie. Esto ha llevado al desarrollo creciente de aproximaciones que permitan conocer de manera representativa los niveles
de variacién genética en las poblaciones naturales, dando origen a la genémica de poblaciones. En afios recientes, las técnicas de
secuenciacién masiva, llamadas Next generation sequencing, o next-gen, han permitido obtener datos de grandes secciones del
genoma de diferentes especies, sin que sea un requisito conocer marcadores previos. Asf, al comparar los genomas de muchos individuos
de diferentes poblaciones, tenemos acceso al archivo de su historia evolutiva, que nos habla del complejo y dindmico balance en
el tiempo entre la seleccion natural y las otras fuerzas evolutivas de caracter neutral, como la deriva y el flujo génico. La existencia
de enormes cantidades de informacién ha requerido el desarrollo de nuevas herramientas estadisticas y bioinformaticas para su analisis.
Diversas disciplinas se han visto beneficiadas de estos desarrollos. Para la biologia evolutiva se abre la posibilidad de estudiar de manera
mas precisa y clara los patrones adaptativos de la variacién. Tener genomas anotados y loci bien mapeados es relevante y arduo,
pero el desarrollo técnico hace que lo anterior sea cada vez mas plausible, y el reto sera ser capaces de plantear preguntas adecuadas
para hacer inferencias del mar de informacién disponible. El uso de una perspectiva evolutiva y de genética de poblaciones,
enriquecera a la genémica, de la misma manera que los datos genémicos nos ayudaran a avanzar en el desarrollo del programa iniciado
por Theodosius Dobzhansky a mediados del siglo pasado.

Palabras Clave: Adaptacion, genética de poblaciones, maiz, next generation sequencing, seleccion natural, teosinte.

ABSTRACT

The theory of population genetics originated over 80 years ago and allowed to explain, in terms of the evolutionary forces, the patterns
of genetic variation within and between the populations that conform species. This research program generated the questions that have
been empirically analyzed with the use of molecular markers for the last 50 years. A fundamental question within population genetics
is if a reduced number of genes are representative of the evolutionary forces that affect the total genome of a species. This question
has led to the development of molecular methods that allow the study of large sections of the genome in natural populations, giving
rise to the field of population genomics. In recent years, techniques that are able to sequence DNA massively, usually called "Next
generation sequencing" or "next-gen", are helping us to obtain genome wide data in many species, without needing previous molecular
information. Comparing the genomes of many individuals from different populations, now we have access to an archive of their
evolutionary history that narrates the complex and dynamic balance in time between natural selection and other evolutionary forces,
such as genetic drift and gene flow, which act mainly in neutral regions of the genomes. The amount of information that is being produced
has required the development of new statistical and bioinformatics tools for their analyses. Diverse disciplines have profited from these
new developments. In particular in evolutionary biology it is now possible to study in a more precise way the adaptive patterns of
variation. The annotation of genomes and the mapping of traits are important and complicated, but recent technical developments
are making these goals easier, and thus the future challenge will be in asking the right questions to make relevant inferences from the
sea of information these new methods generate. The evolutionary and population genetics perspective will enrich genomics, in the
same way that the genomic data will help us advance in the development of the program initiated by Theodosius Dobzhansky several
decades ago.

Key Words: Adaptation, population genetics, maize, natural selection, next generation sequencing, teosinte.
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"Me dijo: Mas recuerdos tengo yo de los que habran tenido todos los hombres desde que el mundo es mundo."
"... le molestaba que el perro de las tres y catorce (visto de perfil) tuviera el mismo nombre que el perro de las tres y cuarto (visto de frente)"”

GENETICA DE POBLACIONES, LA JOYA DE LA BIOLOGIA
EVOLUTIVA

heodosius Dobzhansky! sefial6 acertadamente que
nada tiene sentido en la biologia si no es a la luz de la
evolucién. Cuando Dobzhansky hizo su propuesta en
1973, apenas se comenzabaarealizar el estudio genético
de las poblaciones naturales, lo que podemos llamar la genética
de poblaciones empirica. Lagenética de poblaciones explora los
niveles de variacién genética dentro y entre las poblaciones que
forman a las especies y explica sus patrones en términos de las
fuerzas evolutivas.

Podemos pensar que las especies estdn conformadas por una
serie de poblaciones conectadas por flujo génico y el conjunto
detodas las poblacionesentre las que hay flujo génico constituye
aunaespecie. Silas poblacionestienenaltos nivelesde variacion
genética, implicaque son (y hansido) muy grandes y/o que existe
elevado flujo génico entre ellas; si al contrario las poblaciones
que forman una especie son muy diferentes entre si, es posible
que sean pequefas y/o que hay muy poco flujo génico entre
ellas. La genética de poblaciones busca entender a los procesos
evolutivos a una escala ecoldgica, misma que implica
relativamente pocas generaciones - en otras palabras, cambios
a corto plazo-, y cémo las diferentes fuerzas evolutivas afectan
a esta variacion.

Ya mencionamos una fuerza evolutiva, el flujo génico, e
implicitamente comentamos sobre el tamafio de las poblaciones,
que nos habla de qué tan importante es otra fuerza evolutiva, la
deriva génica. La deriva génica es el cambio al azar en las
proporciones de los alelos (i.e., las diferentes formas que puede
tener un gen) en una poblacién, debido a que por puro azar
algunos individuos dejan mas hijos y copias de sus genes que
otros; entre menos individuos dejen descendientes, mayores
van a ser estos cambios azarosos. Adicionalmente podemos
mencionaraotrafuerza, lamutacion que generatodalavariacion
genética. Pero la fuerza evolutiva que més nos interesa es la
seleccion natural. Asi, los individuos que tienen los alelos
ventajosos, dejan mas hijos y estos alelos incrementan su
proporcion en las pozas génicas, mientras que los alelos que no
funcionan bien son removidos rapidamente por la seleccién
natural.

Entérminos de lagenéticade poblaciones, siencontramosalelos
con diferentes proporciones en las poblaciones, pueden deberse
al balance entre laderivagénicay el flujo génico; amayor deriva
génica, van a ser mas diferentes las poblaciones, mientras que
entre mas alto sea el flujo génico, seran mas parecidas. Pero si

Jorge Luis Borges, Funes el Memorioso

encontramos diferencias entre las poblaciones en sélo ciertos
genes, es posible que estemos observando los efectos de la
seleccion natural, especialmente si sucede de maneraparalela: si
en ciertas condiciones siempre encontramos unos alelos (por
ejemplo, en las poblaciones mas secas), y otros alelos en las
condiciones contrastantes (por ejemplo, s6lo se encuentra ese
alelo en las poblaciones mas himedas).

La genética de poblaciones, el estudio de los genes en las
poblaciones, aunque tuvo un origen modesto en diferentes
articulosy librosteoricos de varios investigadores en Inglaterra
y Estados Unidos en los afios 30 del siglo pasado (basicamente
por R.A. Fisher, S. Wright y J.B.S. Haldane?®), ha demostrado
ser laherramienta mas poderosa parael estudio de laevolucién.
La evolucién a su vez es el estudio de los patrones y procesos
que han producido el cambio de los organismos en el tiempo, y
es el resultado de las fuerzas evolutivas operando sobre la
variacion genética por mucho tiempo. Este proceso evolutivo
ha generado tanto la adaptacion (el ajuste de los organismos a
su medio ambiente), como la gran diversidad de especies que
hay y han existido en el pasado en la tierra (jmillones de
especies!).

Ahora, la genética de poblaciones inicialmente consideraba
explorar, en un solo gen, el comportamiento de dos alelos que
segregan de acuerdo a las leyes de Mendel. Este caso se analiza
de manera sencilla, y el famoso Equilibrio de Hardy-Weinberg
describe como se comporta lavariacion en ausenciade cualquier
fuerza evolutiva y es una especie modelo nulo de que sucede si
no opera hingun proceso evolutivo. De esta manera se explora
elefectode cadafuerzaevolutiva... pero, ;qué pasaal considerar
a modelos mas realistas (y por lo tanto mas complicados) de la
genética?

Actualmente, sabemos mucho mas sobre el material genético del
que se sabia cuando Dobzhansky inici6 sus estudios empiricos
de la genética de las poblaciones naturales en los afios 30 del
siglo pasado. Sabemos que el material genético es el ADN, y
cémo operan las mutaciones que lo cambian. Es obvio que no
s6lo tenemos un gen (locus) con dos alelos, sino que tenemos
miles de genes en los genomas (unos 23 mil en el caso del
humano, por ejemplo), cada uno con muchisimas posibles
versiones (i.e., alelos) y puede haber mutaciones a lo largo de
toda la secuencia del gen, por lo que, teéricamente, es posible
que exista un ndmero casi infinito de formas de cada uno de los
genes, que asu vez estan rodeados e incluyen grandes cantidades
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de material genético no codificante, a veces con funciones de
regulacion de la expresion de los genes, pero otras veces sin una
funcion clara.

PRIMEROS MARCADORES GENETICOS

Laexploracion del material genéticoen las poblacionestiene una
larga y prestigiosa historia. Aunque muchos biélogos,
incluyendo a Charles Darwin, habian hecho cruzas para tratar de
entender el comportamiento genético, el honor recayé en Gregor
Mendel, que descubrié como segregaba la variacion genéticaen
una cruzaen casos de herencia de un solo caracter, determinado
por un solo gen con dos formas alélicas, y en otros casos de
herencia sencilla, con formas claramente determinadas por los
genes. Asi, durante mucho tiempo el trabajo genético dependi6
de encontrar a esta variacion y a estos mutantes. En tiempos de
Dobzhansky, ademas de trabajar con los mutantes clasicos de la
mosca de la fruta (Drosophila), se comenzé a trabajar con otros
marcadores genéticos (ver Tablal). Por un lado, se descubrieron
los cromosomas gigantes de las glandulas salivales de las
Drosophila, que permiten el andlisis de diferentes inversiones
y rearreglos en los cromosomas. Asi, Dobzhansky comenzé el
estudio de la variacién genética en una especie de Drosophila,
D. pseudoobscura, en las montafias del sur de California, Arizona
y norte de México, encontrando claros patrones estacionales
que sugerian adaptaciéon temporal. También se iniciaron
complicados experimentos de cruzas en los que se obtenian
moscas completamente homdcigas para cromosomas enteros
que se comparaban con la viabilidad de moscas silvestres, que
son heterécigas para esos cromosomas, experimentos que
sugerian laexistencia de altos niveles de variacién genética (ver
un resumen de estos experimentos, en Hedrick® pags. 51-57).

En 1966, unexalumnode Dobzhansky, Richard Lewontin’, junto
con un biélogo molecular, John L. Hubby, decidieron aplicar
unasencillatécnicamolecular para el estudio de la variacién en
las poblaciones naturales, llamada electroforesis de isoenzimas
o alozimas (ver Tabla I), que basicamente consiste en separar
proteinas segun su carga y su tamafio usando un campo
eléctrico; estas proteinas son codificadas por genes de herencia
mendelianay se pueden analizar usando la teoria mas basica de
la genética de poblaciones. En su estudio Lewontin y Hubby 7
analizaron 18loci (genes), 9 de los cuales resultaron polimorficos
en D. pseudoobscura. El estudio reveld altos niveles de
variacion genética, abriendo de manerademocraticael campode
la genética de poblaciones empirica: por primera vez se podria
analizar la variacion genética y asi empezar el estudio de la
genética de poblaciones en varias especies y a conocer el papel
relativo de las poblaciones naturales de cualquier especie, aun
costo relativamente moderado.

Los biélogos rapidamente tomamos ventaja de esta herramienta
y se comenzd a analizar esto en todo tipo de especies de plantas,
bacterias, hongosy animalesentodo el mundo con electroforesis
de proteinas. En México tomé untiempo, mas de 20 afios, y hasta

donde sabemos el primer estudio evolutivo publicado con
isoenzimashechoenel paisfue el de Pifieroy Eguiarte®, estudiando
poblaciones en un frijol que supuestamente es un hibrido entre
el frijol comdn (Phaseolus vulgaris) y el ayocote (Phaseolus
coccineus), usando ocho loci.

Pero estos analisis de electroforesis de proteinas tenian varias
desventajas. Una es que las isoenzimas/ alozimas son proteinas
en las que se pueden detectar algunos cambios en el ADN, que
se reflejan como diferencias en la movilidad en los geles al
cambiar los aminoacidos que forman a la proteina que codifica
ese gen, pero no todos los cambios en el ADN se reflejan como
diferencias en la movilidad de las bandas en los geles, ya que
puede cambiar uno o varios aminoacidos sin que se modifique
la movilidad de la proteina. Ademas, puede haber muchos
cambios en el ADN que no necesariamente se reflejan como
substituciones en los aminoacidos, dado que el codigo genético
es degenerado, especialmente un cambio en la tercera posicion
de un coddn en la mayoria de los casos no resulta en una
substitucién de aminoécido. Esta estimacion sesgada de la
variacion genética preocupaba mucho a Richard Lewontin (ver
por ejemplo su libro clasico del 1974°), y no descanso hasta que
pudo analizarse la variacion a nivel molecular, a nivel del ADN.
Pero tal vez el problema méas importante es que con el método de
lasisoenzimas/ alozimas s6lo se podian analizar unas decenas de
genes, raravez mas de 20 (Tablal). ; Qué tan representativos del
total del genoma son estas decenas de genes? Los genomas de
los procariontes tienen alrededor de cinco mil genes, mientras
que los eucariontes tienen entre 20 y 40 mil genes diferentes, y
ademas el resto del genoma tiene amplias secciones que pueden
0 no ser neutras (se entiende por una region neutra del genoma
aquélla en la que las diferentes formas o alelos funcionan igual
y no son afectadas por la seleccion natural), que pueden tener
diferentes funciones reguladoras, ser genes egoistas, genes
moviles (transposones), duplicaciones mas o menos
degeneradas de genes y de secciones completas del ADN, etc.

Esta pregunta que se hizo Richard Lewontin en 1974° nos ha
torturado a los bidlogos evolutivos por mucho tiempo, ;qué tan
variable esrealmente el ADN enunapoblaciény enunaespecie?,
considerando TODO el genoma, no sélo muestreando unos
cuantos genes. Asi, actualmente se busca analizar la variacion
genética a nivel del genoma; es decir, los bidlogos evolutivos
queremos hacer genémica de poblaciones.

LA LUCHA POR MEDIR LA VARIACION GENETICA

Lahistoria de los estudios empiricos de genética de poblaciones
nos muestra como ha sido una lucha constante la bisqueda de
medir cada vez una mayor cantidad de genes. Podemos ilustrar
este esfuerzo con los estudios hechos en nuestro Instituto.
Después del andlisis con los frijoles (Phaseolus spp.) que
mencionamos arriba, otro trabajo que podemos mencionar es el
de la tesis de doctorado del primer autor de este articulo®, de
1990, donde analizamos 22 loci en total en la palma tropical
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[ Marcador Caracteristicas Ventajas Desventajas )
Variacion Variantes observables y - Se pueden observar en las - No representan la variacién
fenotipica cuantificables poblaciones genética en todo el genoma
- En muchas ocasiones son - Pueden reflejar plasticidad
adaptativos - Muchas veces son poligénicos
- Comparable con fosiles
Aloenzimas Variacion en la migracion de las - Muchos loci son polimoérficos - Poca variacion
enzimas durante la electroforesis, | - Codominantes (identifica - No detecta mutaciones
por cambios de aminoacidos homocigos y heterécigos) silenciosas
- Pocos marcadores a lo largo del
genoma
- Dificiles de montar
RFLPs Variacioén en los fragmentos - Informacién limitada
generados por enzimas de - Complicados de montar
restriccion, debido a cambios - Dominantes
mutacionales en los sitios de
reconocimiento
RAPDs Variacion en la amplificacion de - Muchos sitios polimoérficos a lo | - Dominantes
fragmentos an6nimos, que largo del genoma - Cada sitio poco informativo
depende de la presencia - Alta variacion - Poco reproducibles
diferencial de sitios de union - Oligonucledétidos universales - Se desconocen los sitios
(mutacién y cambios amplificados
estructurales) - Muchos artefactos
- Dificiles de leer
ISSRs Similar a los RAPDs, pero los - Muchos sitios polimérficos - Dominantes
oligonucledtidos son secuencias | - Alta variacion - Cada sitio poco informativo
mas complejas y largas en tindem | - Més reproducibles que los - Se desconocen los sitios
(microsatélites) RAPDs amplificados
- Oligonuclettidos universales - Dificiles de montar
- Dificiles de leer
AFLPs Variacion en la amplificacién de - Genera muchisimos fragmentos - Muy complicados de montar
fragmentos cortados con enzimas | - Alta variacion - Dominantes
de restriccion y ligados con - Muy reproducibles - Cada sitio poco informativo
adaptadores - Oligonucledtidos universales - Dificiles de leer
- Alta representacion genémica
Microsatélites | Variacion en el nimero de - Muy polimérficos - Dificiles de montar
repeticiones de secuencias en - Codominantes - Modelos de mutacién
tandem de ADN por insercion o - Se conoce la region en la que se | complicados
pérdida de motivos encuentran - Error en la estimacion de tasas y
- En muchos casos se conoce la modelos de mutacion genera
tasa de mutacion resultados errdneos
- Alta homoplasia
- Alelos nulos
SNPs Mutaciones puntuales en - Existen miles en el genoma - Caros
secuencias de ADN - Permite entender la evolucion a - Cada SNP es poco informativo
Se pueden obtener por medio de nivel genémico por si solo
RAD-tags o GBS (ver texto) o - Nuevas herramientas de - Dificil de analizar
micro-arreglos secuenciacion permiten la
obtencion de miles de SNPs
- En sitios neutrales y codificantes
Tabla I. Descripciéon de los principales marcadores moleculares utilizados en genética de poblaciones.
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Astrocaryum mexicanum, y nos concentramos en los cinco loci
polimérficos con una lectura mas sencilla. Luego logramos
concluir estudios con mas marcadores, por ejemplo, usando
marcadores relacionados con el ADN. En el 2003, Navarro-
Quezadaetal.*analizamos 41 loci polimérficos de RAPDs (ver
Tabla I) en el complejo de Agave deserti, encontrando claras
sefiales de diferenciacién genética entre poblaciones y altos
niveles de variacion dentro de las poblaciones. También se
demostré que las tres especies del complejo estdn muy
relacionadas, mas de lo que se habiasupuesto dado labiogeografia
del grupo, que se encuentraen el desierto Sonorense, incluyendo
la peninsula de Baja California. Hace pocos afios, en un estudio
detallado de ladiferenciacién genéticadentro de dos poblaciones
del maizsilvestre, el teosinte Zeamays ssp. parviglumis, logramos
con técnicas moleculares mas sofisticadas analizar 468 SNPs,
single nucleotide polymorphisms (Tablal), que indican cambios
enunasolabase del ADN'2. Més recientemente, en un manuscrito
aun no publicado de laboratorio del Dr. Daniel Pifiero, Maria
Artega et al. analizan en una coleccién de maices de diferentes
razas de México 47 mil marcadores SNPs, homogéneamente
distribuidos a lo largo de los 10 cromosomas del maiz usando el
chip MaizeSNP50 BeadChipde lllumina®,

GENOMICA DE POBLACIONES 3NECESARIA, PURA
OBSESION O UNA FANTASIA?

Actualmente en nuestro laboratorio estamos realizando analisis
de genomas completos de organismos tomados de poblaciones
naturales, tanto de plantas como de bacterias, pero ;,para qué nos
sirve tener estos estudios? La idea béasica es que Richard
Lewontin tenia razon de preocuparse de sélo tener unos cuantos
marcadores moleculares, ya desde los primeros analisis
genémicos en humanos y en la bacteria Escherichia coli®*
revelaron que hay regiones en ungenomamas o menos variables,
debidoal efectodiferencial de las fuerzas evolutivas mencionadas
arriba. Lasregiones promedio del genoma, con variacion genética
intermedia (regiones "neutras"), nos hablan de la historia
evolutivageneral de las poblaciones: como han sido sus tamafios
de poblacién promedio histéricos, los cuellos de botella
(momentos en los que se han reducido mucho los tamafios de las
poblaciones), las expansiones poblacionales que han sufrido,
etc. Las partesdel genomaconmenor variacion genéticasugieren
eventos de seleccién natural purificadora o direccional: si hay
genes que resultan desfavorables en ciertas condiciones, al ser
eliminados por la seleccion natural purificadora, se reduce la
variacion genética; o al revés, si de repente surge un mutante
ventajoso, la seleccidn natural direccional hace que ese gen se
vuelva el mas abundante en la poblacién, y también se reduce la
variacién genética. Pero puede haber regiones con mayor
variacion genética que otras partes del genoma. Esto podria
deberse a puro azar, pero generalmente implica un tipo de
seleccion natural interesante, llamada seleccion balanceadora,
en donde los individuos heterocigos son los que funcionan
mejor, viven mas y/o dejan mas hijos. En esos casos hay exceso
de heterécigos en esos genes y en los genes que estan cercanos

aellosenel cromosoma, seleccion que se reflejaen altos niveles
de variacion genética.

Asi, el genoma completo de los organismos es un importante y
fascinante archivo de toda su historia evolutiva, que nos habla
del complejo y dindmico balance en el tiempo entre la seleccion
natural y las otras fuerzas evolutivas. El desarrollo técnico ha
hecho posibleenlos Gltimosafios laampliacion de las capacidades
de secuenciacion genéticade maneravertiginosa. Este desarrollo
hasido en parte el resultado de la promesa de que contar con mas
y mas genomas completos permitiria la respuesta a toda clase de
preguntas, no sélo evolutivas, sino médicas, agronémicas,
veterinarias, etc., y que segin nuestro amigo Lewontin*®se le ha
tratado de hacer creer al publico (cuando menos en Estados
Unidos y Europa) que es una especie de "santo grial”, que una
vez encontrado resolvera todos los problemas de salud,
alimentacion y biolégicos. Como el propio Lewontin sefialaba
hace casi 13 afios, buena parte de las respuestas que podamos
elaborarapartir de conocer las secuencias de genomas completos
dependeran mas de la comprensién de los niveles de variacion
entre poblaciones e individuos a diferentes escalas, de su
relacién con el medio ambiente y de la manera en que esas
diferencias genéticas se expresan o no en la fisiologia, forma,
conducta y ecologia a lo largo de la historia de vida de los
organismaos.

El desarrollo de esta capacidad molecular para producir datos
gendmicos, informacioén que consiste en millones de pares de
bases de ADN de decenas, cientos y atn miles de individuos,
rapidamente abruma nuestros sentidos y capacidad de analisis.
Metaféricamente hablando, las secuencias genéticas son
interesantes por las historias que nos cuentan, pero no como un
conjunto inconexo de anécdotas que nos cuenta cada uno de los
genes de forma individual, sino por los patrones generales que
podemaos extraer de ellas, por las comparaciones que podemos
hacer desde una perspectiva histdrica y de la relacién trenzada
genes-organismo-ambiente. Es alli donde debemos ser capaces
de plantear las preguntas adecuadas y contar con el marco
tedricoy técnico de referencia que nos da la teoria de la genética
depoblacionesy labiologiaevolutivade Fisher, Wright, Haldane,
Dobzhansky y Lewontin, entre otros (ver por ejemplo Hedrick®,
Eguiarte et al.** y Futuyma®’ para reslimenes accesibles y
actualizados), nos permitira aprovechar de mejor manera la
enorme cantidad de datos que la secuenciacién de siguiente
generacion nos lanza encima. De lo contrario corremos el riesgo
de, como el personaje Funes el Memorioso de Borges de nuestro
epigrafe, nombrar cada detalle, cada recuerdo, cada par de bases
de unmarvenidero de genomas, sin ser capaces de articular ideas
0 consideraciones y dar respuestas a problemas generales y
Gtiles.

Pero no hay que angustiarnos antes de tiempo. La posibilidad de
comparar genomas o fragmentos muy grandes de éstos nos abre
la posibilidad de analizar de manera extensiva el efecto relativo
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de diferentes procesos evolutivos sobre diferentes partes del
genoma de una misma especie, identificar regiones asociadas a
patrones de cambio fenotipico y de esta manera extraer la
informacién realmente Util para aplicaciones médicas y de
mejoramiento de plantas, bacterias y animales®2°, Estas nuevas
perspectivas han sido comparadas con la revolucion que, como
mencionamosarriba, ocurrid en 1966 cuando Lewontiny Hubby’,
introdujeron la técnica de la electroforesis al estudio de la
variacion genética de las poblaciones naturales?, aunque
nosotros creemos que las repercusiones de estanuevarevolucion
van a ser mas importantes, saliendo del ambito de la biologia
evolutiva. Pero hasta donde este proceso podra tener una
relevanciasimilar o mayoral de laelectroforesis estara determinado
entre otras cosas por la articulacion de un programa de
investigacion coherente que puedarealizar unasintesis adecuada
entre las nuevas tecnologias moleculares, con las herramientas
bioinformaticas capaces de manejar estos mares de informacion,
junto con la teoria evolutiva, ecolégica y de genética de
poblaciones ya disponible. Esto con el fin de generar poder
heuristico (en otras palabras, procedimientos practicos para
resolver problemas de forma mas rapida que con los métodos
tradicionales) y asi resolver de manera adecuada las preguntas
y problemas relevantes.

LOS NUEVOS METODOS MOLECULARES

Recientemente se han desarrollado diferentes herramientas
moleculares que permiten la secuenciacién masiva a un
precio accesible, técnicas llamadas en inglés secuenciacién
next generation, o que llamaremos next -gen en el resto del
articulo?>?, Estos nuevos métodos se resumen en la Tabla Il,
y nos permiten secuenciar rapidamente y a precios razonables
genomas enteros o gran cantidad de loci y asi realizar analisis
muy detallados de genética de poblaciones utilizando miles de
marcadores distribuidos a lo largo de todo el genoma?-%, Los
detalles de cémo funcionan las distintas plataformas de
secuenciacion son técnicos y haria esta revision muy larga, por
lo que sugerimos a los interesados revisarlos en articulos
citados arriba. Aqui nos enfocaremos principalmente en las
consideraciones que se tienen que tomar en cuenta cuando se
quieran utilizar.

Lo que diferencialos métodos de préxima generacién respecto
a los métodos tradicionales es que permiten secuenciar
maultiples partes del genoma sin que sea un requisito conocer
marcadores previos. Dado que no se necesitan marcadores
particulares, es posible estudiar genomas de organismos no-
modelo, esto es, organismos para los cuales no se han hecho
previamente estudios detallados de su genética, y asi nos
permite comenzar estudios sofisticados con organismos
silvestres o pobremente estudiados?*, como lainmensa mayoria
de nuestra flora y fauna.

Brevemente, los pasos a seguir en estos métodos next-gen son:

1) Larupturadel genomatotal en fragmentos pequefios de ADN
de entre unos 200 a 1000 pares de bases (pb de aqui en
adelante),

2) El montaje de las librerias con sitios de unién de oligos
(primers) que permitan iniciar lareplicacion del ADN.

3) Laamplificacion (obtener muchas copias) de los fragmentos
anteriores y, finalmente,

4) La secuenciacion mediante distintos métodos de los
fragmentos amplificados (Tablall).

La obtencién de fragmentos de ADN se realiza con diferentes
técnicas clasicas de la biologia molecular, como son el corte con
enzimasde restriccion (que cortanel ADN en regiones especificas)
0 métodos fisicos (sonificacion, nebulizacién) o la
retrotranscripcién de mARN (envez de aislarel ADN, se aislael
ARN mensajero, es decir, se analizan los genes que se estan
expresando, en vez del genoma completo).

Una gran ventaja de los métodos next-gen, es que durante la
preparacion de las librerias es posible afiadir cédigos genéticos
individuales ("tags") a los fragmentos de ADN o ARN, lo que
permite secuenciar multiples individuos en una sola corrida
(multiplex). Para ecélogos moleculares y genetistas de
poblaciones esto es muy relevante, ya que estos métodos van
a permitir hacer estudios poblacionales a precios por individuo
relativamente bajos, aunque se reduce la cobertura (nimero de
veces que se secuencia el genoma en promedio, ver mas abajo)
por individuo®?,

Las plataformas next-gen que existen en la actualidad (Tabla I,
pero esto cambia rapidamente) se pueden dividir en dos grandes
grupos. Por un lado estan aquéllas que generan lecturas largas
pero en menor cantidad (por ejemplo, 454 genera fragmentos de
400 a 700 pb) y por el otro las plataformas que generan lecturas
cortasenmayor cantidad (porejemplo, SOLiD genera fragmentos
cercanos a 50 ph)?. Asi, la seleccion de plataformas depende de
la pregunta u objetivo que se quiere responder, de los costos y
de la disponibilidad del equipo. Por un lado, las lecturas largas
son éptimas para cualquier proyecto que involucre caracterizar
un genoma que no se conoce, ya que se ensamblaran de manera
mas eficiente®. Por su lado, las lecturas cortas y abundantes
suelen ser mas econoémicas y pueden servir muy bien para
trabajar genomas conocidosy generar multiples marcadores??7.

Un aspecto importante que hay que considerar es que las
distintas plataformas presentan distintas tasas de errores de
secuenciacion. Si la plataforma genera muchos errores, pero se
quiere ensamblar y se tiene un genoma de referencia, no es tan
importante, ya que no se estan buscando polimorfismos. Por otro
lado, sison de interés los polimorfismos particulares (i.e., SNPs)
es mejor utilizar plataformas que generen pocos errores de
secuenciacion o que generen mucha cobertura. La cobertura se
refiere al nimero de veces que se secuenciaun mismo fragmento,
por loque los polimorfismos reales se detectaran masde unavez.
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[ Plataforma Tiempo | Millones de | Bases por Ventajas Desventajas Aplicaciones )
corrida | lecturas por | lectura
corrida
454 ~ 10hrs | 0.10-1 400-700 | Lecturas largas Alto costo por Mb | Conveniente para secuenciar
Errores en y resecuenciar genomas
homopolimeros Caracterizacion de
transcriptomas
Metagendmica
Illumina ~ 8 dias | 3.4-329 ~100-150 | Muy barato Lecturas cortas Resecuenciacién de genomas
Alta cobertura Caracterizacion y conteo de
transcriptomas
Obtencion de SNPs: Radtags,
GBS
Metagendmica
SOLID ~ 8 dias | 700-1400 ~50 Pocos errores de Lecturas cortas Resecuenciacién de genomas
secuenciacion Tardado Caracterizacion y conteo de
Barato Complicado analizar | transcriptomas
Mucha informacion | las secuencias Obtencion de SNPs: Radtags,
(cddigo) GBS
lon 2 hrs 1-8 ~100-400 | Muy barato Preparacion Secuenciacion y
Torrent Mejoramiento compleja resecuenciacion de genomas
continuo Caro Obtencion de SNPs
Fragmentos grandes Caracterizacion de
transcriptomas
PacBio 2 hrs 0.01 860-1100 | Secuenciacion en Altos errores de Secuenciacion y
tiempo real (una secuenciacion resecuenciacion de genomas
molécula) Pocas lecturas Metagendémica
Fragmentos largos | Alto costo por Mb
Tabla II. Algunos de los principales métodos de secuenciacién recientemente desarrollados, conocidos como

métodos de next-generation, o next-gen. Para mas datos y las diferentes variantes, consultar las revisiones citadas

en el texto, en particular Glenn?.

También es importante considerar si existen recursos genéticos
previos, por ejemplo, genomas ya secuenciados y anotados para
los organismos que queremos estudiar o para especies cercanas,
es decir saber si se estudia a un organismo modelo, o hay alguna
especie cercana que sea modelo, ya que eso facilita mucho el
ensamble y anotacion de los fragmentos. En caso de no tener
esasreferencias, utilizar dostipos de plataformas simultaneamente
puede facilitar mucho el trabajo de ensamble de genomas. Al
utilizar fragmentos grandes se puede generar un genoma de
referencia de novo y con los fragmentos pequefios se puede
aumentar la cobertura de las secuencias?.

Un punto critico es que los métodos next-gen permiten la
obtencién de cantidades antes insospechadas de datos, lo que
hace que los analisis informaticos sean muy complicados,
superando los niveles que usualmente usamos los bidlogos,
agronomos o médicos. Se necesitan computadoras potentes,
contar con colaboradoresy estrategias bioinformaticas eficientes

que puedan analizar todos estos datos de manera adecuada, con
una perspectiva evolutiva.

La secuenciacion de next-gen se puede utilizar para obtener
analisis detallados de la estructura genética de las poblaciones,
oseaver como cambian las frecuencias de los alelosen el espacio
(ver por ejemplo van Heerwaarden'?), analizar la historia
demografica de las poblaciones (si las poblaciones han crecido
o0 decrecido) y proponer genes candidatos para adaptaciones a
condiciones ambientales especificas?, reduciendo a su vez los
falsos positivos, como explicamos mas abajo. Muchos estudios
deecologiamolecular buscananalizar centenas de loci particulares
en cientos de individuos. Utilizando los métodos multiplex
(donde se estudia a varios individuos en un solo analisis, usando
los tags mencionados arriba) y amplificando especificamente
esos marcadores con PCR, es posible secuenciar una gran
cantidad de fragmentos en pocas corridas, lo que reduce mucho
el costo®.
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Como mencionamos antes, la cobertura genética (que tantas
veces en promedio se secuencia un genoma) es importante, ya
que permite distinguir entre errores de secuenciacion y los
polimorfismos verdaderos en la secuencia del ADN, aunque
estén en muy bajas frecuencias®. El aumento en la cobertura se
logra, o secuenciando mas veces los genomas, que es muy caro,
omediante la"reduccion” del genomaaanalizar con enzimas de
restriccion y preparacion de las librerias, método utilizado por
ejemplo en las estrategias llamadas radtags® (Tabla I) o
genotyping by sequencing® (Tabla I). Asi, no se secuencia
todo el genoma, sino s6lo el comienzo o ciertas partes de
algunas secuencias, de preferenciade los genes que se expresan,
y de los que se expresan mas intensamente. Estos métodos
tienen la ventaja adicional de que con ellos se obtienen menos
tipos de secuencias, facilitando el analisis informatico.

IDEAS BASICAS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LA
GENOMICA DE LAS POBLACIONES

Con los enfoques next-gen podemos no s6lo conocer con
precision la historia evolutiva de la especies (con los genes
neutros), sino que en principio podemos detectar los genes
relacionados con las adaptaciones o con las enfermedades, en
caso de la medicina que revisamos mas adelante. En muchos
casos se podran detectar estos genes adaptados a condiciones
locales debido a que van a presentar frecuencias alélicas
contrastantes entre poblaciones. La idea es sencilla, y proviene,
otras vez, de nuestro amigo Richard Lewontin y un colaborador,
J. Krakauer®: los loci que tengan alelos que estén bajo seleccion
diferencial en las distintas poblaciones deben tener niveles de
diferenciacion genética mas elevada que los genes neutrales, o
sea que los alelos se deben de encontrar en proporciones
diferentes entre poblaciones sujetas a distintas presiones
selectivas. Por el contrario, genes que estén bajo seleccion
balanceadora, deberian de tener niveles de diferenciacién mas
bajos que los neutrales.

Estas diferencias en las frecuencias alélicas se pueden analizar
usando el estadistico F , de Wright*’. La F_ es una medida de
la diferenciacion genética entre poblaciones, va de 0 si tienen
exactamente los mismos alelos en las mismas frecuencias, hasta
1 si no comparten ningln alelo (ver ejemplos de su uso en este
tipo de analisis en Namroud et al.®? y Eckert et al.*®). La
estimacion de la F_ es mas facil de visualizar siguiendo la
definicion de Nei*: F_= (H-H_)/H,, donde H, es el promedio
de la heterocigosis esperada en la poblacion total, para todos
los lociy H_es el promedio de la heterocigosis esperada dentro
de subpoblaciones para todos los loci. F, mide la reduccion en
la heterocigosis debida a la diferenciacion genética entre
poblaciones. También se puede definir la F_ en términos de las
varianzas en las frecuencias alélicas entre las poblaciones, lo
cual puede ser mas intuitivo: F_ = Varianza (p)/ (p(1- p)), entre
mayor hayasido la deriva génica, mayor sera lavarianza de (las
diferencias entre) las frecuencias alélicas entre poblaciones.

Aunqgue estos métodos son conceptualmente muy atractivos,
son susceptibles de generar falsos positivos, debido a que otras
fuerzas evolutivas ademas de la seleccion pueden también
cambiar las frecuencias alélicas. Por otro lado, problemas de
muestreo y otros artefactos estadisticos pueden sugerir
asociaciones falsas entre los alelos y la adaptacién, como
veremos mas adelante®**>%’, Dada la variacion genética, la
capacidad para detectar genes bajo seleccién dependera de la
intensidad e historia de la seleccién, de las tasas de mutacion y
recombinaciény de la historiademografica de la poblacién. Sin
embargo, se ha encontrado con simulaciones de computadora,
que el principal problema relacionado con la obtencion de falsos
positivos es estimar incorrectamente la historia demografica de
las poblaciones (i.e., si las poblaciones han crecido, decrecido
0 se han mantenido estables en el pasado). Por lo tanto, para
realizar este tipo de métodos, es necesario analizar muchosssitios
para poder hacer las comparaciones y ajustar el modelo
demografico que ha sufrido la poblacion en muestras grandes®.
En cualquier estudio de seleccion es fundamental conocer bien
la historia demogréafica de las poblaciones, definir los modelos
demograficos que se ajusten a los datos observados, y hacer las
pruebas de seleccién asumiendo esos modelos. Conel desarrollo
de los métodos estadisticos e informaticos, ha sido posible
desarrollar métodos coalescentes mas robustos que pueden
incluir muchos factores demogréaficos como recombinacion,
crecimiento poblacional e introgresion (que entren genes de otra
poblacion o especie).

PARA COMENZAR, EL EJEMPLO DE LA MEDICINA

Para la medicina, estas ideas sobre los niveles de variacion a lo
largo del genomason efectivamente muy importantesy atractivas
ya que, en teoria, de sus analisis se pueden conocer las bases
genéticas de susceptibilidades a enfermedades e infecciones o
resistencia a éstas. Estos estudios en humanos se llamaron
inicialmente GWAS - genome wide association studies - y en
estos trabajos usualmente se analizan en poblaciones sanas y
enfermas muchos marcadores genéticos y se intenta descubrir
los marcadores diferentes que se encuentran en los individuos
enfermos, en comparacién con los individuos sanos. Estos
estudios, aunque atractivos en principio, requieren de muestras
grandes y buenos controles estadisticos y metodolégicos. Es
comln que se encuentren muchos falsos positivos, 0 sea
marcadores genéticos que parecen asociados a una enfermedad,
pero lo son de forma espuria, falsa, debido a que si se tienen
muchos marcadores, algunos parecen estar asociados
simplemente por un error estadistico, por azar. También es
posible que las bases genéticas para una enfermedad sean
diferentesentre distintas poblaciones: que laenfermedad parezca
serigual o parecida, pero en realidad sea generada por diferentes
procesos moleculares. Otra alternativa es que se encuentre una
asociacion estadisticaentre laenfermedad y algunos marcadores
genéticos, pero que estos marcadores no son los causantes de
la enfermedad, sino que solamente estan ligados (cerca) en el
cromosoma, y que el gen verdadero que causa la enfermedad se
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encuentre amuchos miles (o millones) de pares de bases del gen
sugerido por el marcador genético. Por otro lado, es muy com(n
que las enfermedades tengan bases genéticas complejas, y que
enbuena parte estén determinadas por el ambiente, y que ademas
estén determinadas por no uno, sino muchos genes, que pueden
ser decenas o cientos de ellos, todos con pequefios efectos, por
lo que es muy dificil detectarlos con estos métodos.

LAS CIENCIAS FORESTALES

Frente al cambio climatico global, se espera que los arboles
tengan problemas graves para adaptarse comparados con otras
plantas, debido a sus largos ciclos de vida, 0 comparados con
animales, dado que éstos pueden moverse. Por este motivo, se
estan usando métodos de gendmica de poblaciones para poder
identificar alelos que permitan a las especies sobrevivir en
diferentes escenarios de cambio global, no sélo al aumento de
temperatura, ya que se esperan fuertes cambios en términos de
humedad y sequias, y en los extremos en temperatura, que
pueden llegar a ser muy bajos en algunas condiciones.
Afortunadamente, los estudios previos con otros marcadores
genéticos indican que la mayoria de los arboles, tanto
angiospermas como coniferas, tienen niveles muy altos de
variacion genéticadentro de las poblaciones. En México se estan
iniciando en nuestro Instituto estudios en diferentes especies de
oyamel (Abies) y pinos, junto con detallados analisis de sus
distribuciones actuales, y de las distribuciones potenciales en
diferentes escenarios de cambio global, y tratando de describir
ladistribucionactual de diferentesalelosen el genoma. Igual que
se ha intentado en los estudios GWAS en salud humana, se
busca identificar con estos métodos alelos en las poblaciones
que viven, por ejemplo, en los lugares mas calientes y secos, que
puedan servir para hacer plantaciones de arboles que resistan las
futuras condiciones ambientales extremas, y asi mantener el
potencial forestal de nuestro pais.

MEJORAMIENTO DE ESPECIES DE INTERES AGRONOMICO
Y VETERINARIO

Obviamente, una posible aplicacion muy importante de los
métodos gendmicos es para el mejoramiento de especies. La
idea es que, mas que usar la ingenieria genética para introducir
en los genomas genes provenientes de otras especies -como
usualmente se hace-, se trata de una estrategia en la que se
exploran poblaciones silvestres y criollas de la especie de
interés. Estas poblaciones tienen amplios reservorios de
variacién genética y adaptaciones a diferentes condiciones
climaticas, de tipo de suelo, de resistencia a herbivoros y
patégenos, y de variacion en caracteristicas importantes para
la agronomia, como pueden ser diferentes tipos y colores de
frutos, forma de crecimiento de la planta, diferentes fenologias
y estrategias de desarrollo, etc., que pueden ser usados
exitosamente paramejorar las variedades cultivadas modernas.
Esta idea es atractiva, ya que implica que se usen genes ya
probados y adaptados en la especie que se quiere mejorar. Por
esta razon se estan explorando diferentes plantas de interés

comercial en México, junto con sus parientes silvestres,
especialmente el maiz, pero se estd avanzando en proyectos
genomicos con las calabazas (género Cucurbita) en nuestro
laboratorio, yenel LANGEBIO del CINVESTAYV, Irapuato, se
estan explorando, entre otras especies, los genomas del frijol,
del chile y del aguacate, con diferentes colaboraciones.

BIOLOGIA DE LA CONSERVACION

Una de las aplicaciones mas interesantes de la genémica de
poblaciones es en relacion a la biologia de la conservacion.
Actualmente, por las actividades humanas, gran cantidad de
especies se encuentranen fuerte peligro de extincién por diversas
razones. Tal vez lamas importante es la destruccion del habitat,
que a su vez reduce el tamafio de las poblaciones y su
conectividad, reduciendo el flujo génico, el tamafio efectivoy la
variacién genética; si a estos problemas sumamos el cambio
climatico global, como comentamos arriba para los arboles, es
claro que las especies necesitan de su variacién genética para
adaptarse. Asi, usando enfoques genémicos de poblaciones,
pueden evaluarse los niveles de variacion de las poblaciones, se
pueden describir las diferencias en composicién genética entre
las mismas y tratar de proponer métodos para generar patrones
de flujo génico que mantengan la variacion en estas poblaciones
yqueminimicen laderivagénicay los problemas de sobrevivencia
de éstas. Con esto en mente, es posible desarrollar programas de
manejo que minimicen lapérdidade variacién genéticay encontrar
y mantener a los genes que permitan a las especies adaptarse a
las nuevas condiciones.

Unode los principales efectos de lareduccion de las poblaciones
y de su manejo, especialmente en zooldgicos y jardines
botanicos, es el aumento de los apareamientos entre parientes,
cruzamientos llamados endogdmicos o consanguineos. La
endogamia, ademas de conducir a la pérdida de la variacion
genética en cada uno de los grupos familiares endogamicos,
tiene efectos dafiinos en el funcionamiento (adecuacion) de la
progenie, efecto que se denominaactualmente como "depresion
porendogamia™, y que se conoce desde hace mucho tiempo. Por
ejemplo, Charles Darwin dedic6 uno de sus libros completo® al
estudio del efecto de la endogamia en plantas. Las bases
genéticas de la depresion por endogamia han sido discutidas
desde hace mucho tiempo®°, y algunos investigadores, entre los
cuales se encontraba Theodosius Dobzhansky sospechaban
quesedebiaalaheterosis, el fenémeno por el cual los organismos
heterécigos funcionan mejor, que describimos arriba cuando
hablamos de la seleccion balanceadora. Otros investigadores
crefan que se debia simplemente a la expresién de genes
recesivos deletéreos: por mutacién, como explicamos arriba,
surgen nuevas variantes, pero la mayor parte de las variantes
van a ser dafiinas (jsiempre es mas facil descomponer algo que
arreglarlo!). Lamayor parte de estas mutaciones no se expresan,
son recesivas, pero si se cruzan dos individuos heterocigos
para este gen en particular, se producen individuos homdcigos
paraestos genes deletéreos, se expresael geny la progenie tiene
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una baja adecuacién, funciona muy mal. Un buen ejemploes la
hemofilia, la enfermedad de las casas reales europeas. Lareina
Victoriade Inglaterraeraheterdcigaparaese gen, y se lo heredd
asus descendientes, que cuando se casaban endogamicamente,
producian hijos hemofilicos, que se morian desangrados muy
jovenes. Asi, varios de sus descendientes, famosamente los
herederos al trono de Rusia tuvieron estos problemas genéticos,
que en parte desencadenaron la revolucion Rusa.

Recientemente, con métodos gendmicos, se ha encontrado en
especies como la papa (Solanum tuberosum) y en el maiz (Zea
mays®), que buena parte de la depresion por endogamia se debe
a que es comun que los genomas pierdan secciones completas,
con muchos genes e informacion. Un heterocigoto funciona
bien, yaque enalgunade las dos copias de los genomas que tiene
conserva la variacién genética que necesita, pero si se obtienen
individuos homdcigos, no tiene esos genes, y se mueren en
diferentes etapas del desarrollo, o su funcionamiento es menos
eficiente, ya que cuando hay cualquier estrés no tienen la
informacion genética para enfrentarlo. Asi, con métodos
genémicos, se pueden ver cudles son los individuos que no
tienen esas deleciones en sus genomas y usarlos como el pie de
criaparacomenzar linajes que, aungque no tengan muchavariacion
genética, no tengan esos problemas.

Desafortunadamente, aunque los precios para estos estudios
estan y siguen bajando drasticamente, involucra mucho trabajo
y tiempo para el muestreo de los organismos, asi como en los
analisis moleculares implicados en su estudio y el analisis
informatico (que va a ser el principal cuello de botella en estos
estudios), por lo que sélo se pueden analizar algunas especies
emblematicas, interesantes ya sea por su abundancia, por ser
especies clave, especies carismaticas, por su importancia
simbdlica, o por ser parientes de especies econdmicamente
relevantes, y asi funcionan, como mencionamos arriba, como
reservorios de variacién genética Util para continuar con el
mejoramiento de las especies econémicamente de interés.

También con métodos gendmicos se podra decidir cuales son las
especies 0 poblaciones que son genéticamente mas diferentes,
mas interesantes por diferentes razones ecol6gicas, evolutivas
0 de usos, 0 mas variables genéticamente para que sean el foco
de los esfuerzos de conservacién, como enunciamos en nuestro
trabajo para el Agave victoriae-reginae y para varias especies
de pinos*4,

3Y LA ADAPTACION? EL CASO DEL MAIZ Y Sus
PARIENTES SILVESTRES, LOS TEOSINTES

Obviamente, los métodos next-gen nos sirven para entender
finamente las bases de la seleccién natural y la adaptacién, que
era lo que buscaban inicialmente Fisher, Haldane, Wright y
Dobzhansky desde sus estudios en los afios 30 del siglo pasado.
Veamos algunos resultados relevantes obtenidos en diferentes
organismaos:

Una serie de ejemplos del andlisis de genética de poblaciones
y recientemente de gendmica de poblaciones usando numerosos
marcadores lo ofrece el estudio del maiz y su ancestro silvestre,
el teosinte y consideramos que es interesante, porque redondea
lo que hemos comentado sobre la "lucha por medir la variacién
genética" e ilustracémo hamejorado nuestro entendimiento del
comportamiento evolutivo de los genomas. El género Zea,
ademas del maiz cultivado, incluye otros taxa divididos en dos
secciones*?; Luxuriantes y Zea. Laseccion Luxuriantes incluye
aZ.luxurians, unaespecie diploide anual que crece en Guatemala
y Nicaragua (aunque mas recientemente las poblaciones en
Nicaragua fueron reclasificadas como Z. nicaraguensis),
a Z. diploperennis, una especie diploide perenne que se
encuentraprincipalmente en el estado de Jalisco, yaZ. perennis,
que es una especie tetraploide perenne, también de Jalisco. En
la seccion Zea todos los taxa son diploides, e incluye al maiz
cultivado, Z. mays ssp. maysy atres taxa de teosinte, Z. mays ssp.
mexicana del centro de México, Z. mays ssp. parviglumis de las
tierras bajas del centro-oeste de México y a Z. mays ssp.
huehuetenangensis del oeste de Guatemala. A partir de datos
moleculares, se hacalculado que ladivergenciaentre Z. luxurians
y Z.m. parviglumis sucedié hace unos 140,000 afios, mientras
que la separacién entre Z. m. mexicana y Z. m. parviglumis es
mas reciente, de unos 60,000 afios*®, y que la domesticacion del
maiz apartir de Z.m. parviglumis ocurrié hace unos 11 mil afios*.
En Z. mays mexicana y Z. mays parviglumis, el analisis de
secuencias de genes nucleares de copia Unica muestran altos
niveles de variacion genética y expansiones demograficas
recientes®.

Veamos como ha avanzado el nimero de marcadores usados en
estasespecies: Buckler etal.**re-analizaron 21 loci isoenzimaticos
de estudios previos, en 9 a 50 plantas por poblacién de un total
de 61 poblaciones. Z.m. parviglumis resulta basal aunque
parafilético, mientras que Z.m. mexicana es monofilético y
derivado de Z.m. parviglumis. Z. m. huhuetenangensis es el taxa
basal, hermano de los anteriores. Buckler et al.* concluyen que
un modelo filogeografico no-adaptativo de dispersion se ajusta
alos datos, aunque hay aislamiento por distanciay cierto efecto
de la altitud sobre el nivel del mar. Para la filogeografia del
cloroplasto, encontraron 5 haplotipos, 4 en parviglumis, 3 en
mexicana y 2 de éstos compartidos por ambos linajes.

Fukunaga et al.*®, analizaron 93 loci de microsatélites nucleares
de 237 plantas, de un total de 172 accesiones (sitios de colecta).
Ademas de las tres subspecies silvestres de Z. mays (ssp.
mexicana, parviglumis y huhuetenangesis), incluyeron varias
accesiones de Z. diploperennis, Z. luxurians y Z. perennis. La
heterocigosis esperada (lamedidaestandar de variacion genética)
fue un poco masaltaen Z.m. parviglumis que en Z. m. mexicana.
Sus andlisis filogenéticos indican que mexicana + parviglumis
son efectivamente un grupo monofilético. Curiosamente, ni en
éste ni en el estudio anterior se incluyeron muestras de maiz
cultivado (Z. m. mays).
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Moeller et al.*” obtuvieron la secuencia de ADN de cinco genes
nucleares y dos regiones del cloroplasto en 84 plantas de siete
poblacionesde Z.m. parviglumis, incluyendo cuatro poblaciones
de Jalisco y tres del "Balsas" (de Guerrero y del Estado de
Meéxico). Usando un analogo de laF . (AMOVA), no detectaron
diferenciacién genéticaentre las dos regiones geogréaficas (Jalisco
vs. Balsas), pero si entre las poblaciones de cada regién. Las
poblaciones del Balsas en general tienen mayor variacion que las
deJalisco, tal vez como resultado de hibridacién. Lamayor parte
de las poblaciones sélo tienen un haplotipo de cloroplasto (el
mismo en cadaregion geogréafica), lo que sugiere ciertaestructura
genética, pero otros datos indican algo de flujo génico por
semilla entre las zonas (ya que el cloroplasto se hereda
exclusivamente por via materna). El estudio muestra procesos
filogeograficos complejos entre y dentro de cada area en el
teosinte, pero el nimero de genes, individuos y poblaciones
utilizados para el analisis es bastante bajo.

Ross-1barra, et al.* obtuvieron la secuencias de ADN de 26 loci
nucleares para 13 individuos por taxa, incluyendo el maiz
cultivado, Z.m. parviglumis, Z.m. mexicana y Z. luxurians.
Encontraron que lavariacion genéticaanivel secuenciade ADN
fue mas alta en parviglumis, luego en mexicana y en luxurians
y el maiz cultivado es el que tiene menor variacion a nivel
nucleotidico. También detectaron claras sefiales de expansion
demograficaen parviglumisy un poco mas débiles en mexicana.
F,; pareadas entre taxa indican que mexicana se parece un poco
mas al maiz cultivado que parviglumis, y diferentes andlisis
confirman que la separacion entre mexicana y parviglumis fue
hace unos 60 mil afios y entre luxurians y los diferentes taxa de
Zeamays fue de hace unos 140 mil afios. Gore etal.*® secuenciaron
el 20% del genoma del maiz cultivado que es de baja copiaen 27
lineas endégamas fundadoras del MAM (maize nested
association mapping), que representan diversas accesiones del
maiz. Obtuvieron 93 millones de pares de bases de copia baja que
se encontraron en mas de 13 lineas del estudio. De todas las
regiones que secuenciaron, algunas no se alinearon al genoma
dereferencia, 0 sea, jnose encuentranen el genomade referencia!
Estas regiones podrian corresponder a regiones Unicas de esas
lineas y que podrian estar asociadas a adaptaciones Unicas de
estos organismos a los ambientes en los que crecen. El estudio
muestra el poder de los métodos de nueva generacion para
encontrar nuevos genes relacionados con las adaptaciones,
sobre todo en organismos con genomas que evolucionan
rapidamente, comoesel caso del maiz. Encontraron 148 regiones
de menor diversidad que el gen th1, supuesto gen principal de
ladomesticacion de los maices, que indicaimportante seleccion
enladomesticacién enotros genesy regiones. Como comentamos
arriba, estos métodos de secuenciacién pueden utilizarse para
identificar a otros genes asociados con la domesticacion de
diferentes plantas. Finalmente, encontraron que el 43% de los
sitios presentaron diferenciacion genética elevada entre todas
las accesiones (P<0.05) y 183 regiones presentaron una F . muy
elevada y altamente significativa. Estos autores concluyeron

que los genes con alta diferenciacién genética podrian ser genes
involucradosen laadaptacionaambientestemplados y tropicales.
El conjunto de los datos obtenidos muestran que los métodos
de secuenciacion de proxima generacion han sido muy
importantes en entender la domesticacion de los maices, y
posiblemente las bases genéticas de las adaptaciones en maiz.

Van Heerwaarden et al.'2, como ya comentamos arriba, analizd
laestructuragenéticafinaen dos poblaciones de Z.m. parviglumis
en la cuenca del Balsas. Utilizaron 468 SNPs en 389 individuos
de un sitio y en 575 de otro sitio, separados por 6.3 km. La
diversidad genética con estos marcadores en ambos sitios fue
la misma, y la diferenciacion medida como F; fue baja. Sin
embargo, el gran nimero de marcadores permitié detectar
estructura genética (diferenciacion) significativa dentro de cada
sitio, a pesar de que las plantas estaban a menos de 350 metros
de distancia. Esta diferenciacion tal vez esté correlacionada con
la heterogeneidad en las condiciones ambientales de cada sitio.

En un segundo estudio, van Heerwaarden et al.** trabajaron con
1,127 accesiones de razas nativas de maiz, mas 100 de Z.m.
parviglumisy 96 de Z.m. mexicana. Entotal analizaron 964 SNPs
provenientes de 547 genes, incluyendo los del estudio anterior
y concluyen que el maiz cultivado desciende del teosinte Z.m
parviglumis, y que la similitud que tiene Z.m. mexicana con el
maiz de las tierras altas de México se debe a flujo génico entre
ambos taxa. Sin embargo, debido a que los muestreos son de
accesiones (donde usualmente se analiza una solasemilla o muy
pocas para cada poblacion) y no poblacionales, las inferencias
evolutivas finas que se pueden hacer son limitadas.

Laconclusion de los estudios anteriores es que el maiz cultivado
(Z. m. mays) fue domesticado a partir del teosinte de las tierras
bajas (Z.m. parviglumis) primero por un proceso muy intenso de
seleccion artificial, seguido de un proceso de mejoramiento
continuo a lo largo de mucho tiempo, para responder a las
diferentes condiciones ambientales de donde se cultiva ahora el
maiz y los diferentes usos que se le da. Con el objetivo de
entender como ha operado la seleccidn en estas dos etapas,
Hufford et al.?® secuenciaron y compararon con mas de 21
millones de SNPs en total, los genomas de 35 lineas mejoradas
de maiz, 23 razas de maiz tradicionales y 17 de teosinte Z. m.
parviglumis. Encontraron evidencias gendmicas asociadas a la
domesticacion y al mejoramiento que incluyen reducciones de
diversidad y aumento en bloques de ligamiento (regiones del
cromosoma con baja o nula recombinacion, que se heredan
entonces como un paquete), resultado de cuellos de botella
(reducciones drasticas en el tamafio de la poblacién, tal vez
asociadas a la domesticacion y/o seleccion artificial y natural
intensa, o sélo fuertes reducciones en el nimero de individuos
que se us6 en la domesticacién). Por otro lado, encontraron
evidencias de introgresion (flujo génico proveniente de otra
variedad o especie) del maiz con la subespecie Z.m. mexicana,
el teosinte de tierras altas, que respaldan el papel importante que
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ha tenido esta planta durante la domesticacion. Detectaron que
la domesticacion se ha caracterizado por un proceso selectivo
mas intenso que en el posterior mejoramiento. Asi definieron los
"rasgos" (bloques de ligamiento que incluyen varios genes) que
presentaron mayor evidencia de seleccion, con lo que definieron
484 rasgos de domesticaciony 695 rasgos de mejoramiento. Los
rasgos de domesticacion tuvieron en promedio 3.4 genes y
cubrieron en promedio 322 miles de pares de bases y 7.6% del
genoma de maiz. En promedio encontraron que estos rasgos
presentaron unaintensidad de laseleccion elevada (s=0.015), un
orden de magnitud mayor que el resto de los genes. Por su lado,
los rasgos de mejoramiento fueron menores en promedio,
involucraron menos genes y presentaron una intensidad de
seleccionmenor que paralosrasgos de ladomesticacion (s=0.003).
Finalmente, encontraron que el 23% de los rasgos de
domesticacion han sufrido seleccion adicional posterior durante
el mejoramiento, mostrando que muchos rasgos contribuyen a
caracteristicas fenotipicas de importancia agronémica.

Pyhajarvietal.*"analizaron cercade 36,000 SNP en 250 individuos
provenientes de 21 poblaciones de teosintes, tanto de las tierras
bajas (parviglumis) como del altiplano (mexicana). Encontraron
distintas bases genéticas para las adaptaciones. Al estudiar los
patrones de desequilibrio de ligamiento (baja recombinacién),
identificaron 4 regiones de alto desequilibrio de ligamiento (de
mas de 10 millones de pares de bases), que identificaron como
inversiones. Aunque no se ha determinado la funcion de estas
inversiones, los autores encontraron que son ricas en SNPs
asociados con caracteristicas ambientales de temperatura y
altitud, lo que indica que son candidatos a estar bajo seleccidn.
Encontraron que lainversién Invln presentaunaclinaaltitudinal,
con frecuencias medias en altitudes bajas (parviglumis) y
frecuencias bajas en altitudes altas (mexicana). Por su parte, otra
inversion (Inv4n) se encontrd en altas frecuencias en parviglumis
y estuvo restringida a las poblaciones distribuidas a mayores
altitudes de parviglumis, indicando que su presencia es
importante aelevadasaltitudes. Finalmente, otrainversion (Invod)
s6loseencontrd en las poblaciones de mayor altitud de mexicana.
Por otro lado, encontraron mas de mil SNPs asociados con
condiciones ambientales y, particularmente, con altitud y
temperatura, y algunos asociados con el tiempo a la floracion y
adaptacion a suelos. La mayoria de los SNPs candidatos a estar
bajo seleccion, se encontraron en regiones no génicas y no
fueron mutaciones no-sinénimas (o sea, fueron mutaciones que
no cambian aminoacidos, ya sean sinénimas o en regiones no
codificantes). Concluyen que probablemente lacomplejidad del
genoma del maiz, que tiene 85% de elementos mdviles, esta
permitiendo la evolucidn de elementos funcionales no
codificantes. Estos resultados son congruentes con otros
estudios, donde se ha encontrado que muchos QTL se
encuentran en regiones génicas cerca de los genes y muestran
que las bases genéticas de las adaptaciones pueden ser complejas.
Sinembargo, si se encontraron algunos SNPs génicos candidatos
a estar bajo seleccién, como en el gen bl , que se asoci6 con

altitud y temperatura y cuya funcién esta involucrada en la
sintesis de antocianina. Estos pigmentos se han asociado a la
adaptacion de plantas a ambientes mas frios y cambios en la
iluminacion.

Por otro lado, con las herramientas de nueva generacion, ha sido
posible estudiar en maiz cémo evolucionan los elementos
mévilesy surelacion con las adaptaciones y sudomesticacion®,
Loselementos méviles ocupan el 85 % del genomadel maizy son
responsables de cambios importantes en el tamafio de estos
genomas. Existen diversas familias de elementos maéviles y, en
general, se han asociado con seleccién deletérea. Sin embargo,
los elementos mdviles a veces discriminan donde se insertan y
hay unafamiliaque tiene preferenciapor regiones génicas, lo que
podria tener algunos efectos selectivos sobre los maices. Un
ejemplo son los Class 2 miniature inverted repeat elements
(MITES). Tenaillonetal.* compararon, utilizando métodos next-
gen, el tamafio de los genomas de Z. mays y Z. luxurians.
Encontraron una reduccién en el tamafio de los genomas
asociados al origen de los teosintes y otra reduccién que sucedid
alrededor de la domesticacion de los maices, concluyendo que
podria haber un efecto selectivo a la reduccion del genoma, lo
que podria conferir cambios fisiolégicos, fenoldgicos y de
historia de vida®.

Actualmente se estan estudiando en el pais con métodos next-
gen tanto el genoma de las variedades criollas del maiz, como es
el caso del detallado estudio de Maria Arteaga et al. (no
publicado) que mencionamos arriba, como diferentes estudios
en proceso en nuestro laboratorio con las poblaciones silvestres
del teosinte.

OTROS EJEMPLOS DE GENOMICA DE POBLACIONES Y
ADAPTACION

La literatura de gendmica de poblaciones esta creciendo muy
rapidamente. Vamos a ver sélo cuatro ejemplos mas o menos
arbitrarios que nos parecen interesantes.

a) El pez espinoso

El pez espinoso Gasterosteus aculeatus, tiene una largatradicion
comossistemade estudio cientifico. Niko Tinbergen®, el fundador
del estudio cientifico moderno de la conducta animal, desarroll6
en parte sus ideas analizando los complejos patrones de
apareamientoy de cuidado parental en estos organismos. Existen
poblaciones de las especies que viven en los mares del norte, en
Europa, Asia y Norte América, y han sido especialmente
estudiados, ya que aunque en general son marinos, en diferentes
sistemas de rios se han adaptado a vivir en agua dulce. La mayor
parte de los peces y organismos acuaticos no pueden moverse
libremente entre agua dulce y marina, debido aque lasdiferencias
ensalinidad generan diferentes problemas osméticos que pueden
matar a los organismos. Asi, de manera independiente, en
diferentes rios las poblaciones de este pez se han adaptado
recientementeavivirenaguadulce. Hohenlohe etal.?” estudiaron
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gran cantidad de marcadores genéticos tipo rad-tags en la
plataforma lllumina (ver Tablall),y detectaron 45,000 SNPsen
20 individuos en cada una de cinco poblaciones del pez en
Alaska: dos poblaciones marinas y tres de rios. Con analisis de
F,; pareadas entre poblaciones encontraron, que aunque cada
poblacién es diferente en las frecuencias de ciertos alelos,
existenzonas del genomacon claras diferenciasen las frecuencias
alélicas entre las poblaciones dulce-acuaticas y marinas. Estas
diferencias son el resultado de seleccion natural divergente
entre los ambientes y representan adaptaciones fisiologicas
convergentes al agua dulce. Los genes adaptativos estan
involucrados a sistemas de regulacién asociados con la
osmoregulacion, asi como con el desarrollo de los huesos y la
morfologia del esqueleto. Detectaron 31 genes candidatos,
ocho relacionados a la respuesta al estrés osmotico y desarrollo
de drganos de osmoregulacion y 23 loci relacionados con
patrones y homeostasis del esqueleto. Estas regiones del
genoma corresponden a sitios adaptativos, algunos de los
cuales ya se habian detectado con disefios experimentales de
genética cuantitativa y analisis fisioldgicos, ya que como
explicamos arriba, es un organismo muy estudiado. También
encontraron regiones genémicas con baja diferenciacion, que
corresponderian a genes bajo seleccion balanceadora, que se
asociaron a genes implicados en la defensa contra patégenos,
incluyendo genes relacionados con laviade lainflamaciény la
respuesta inmune.

b) Arabidopsis lyrata

Turner et al.®> compararon 100 plantas de cuatro poblaciones de
Arabidopsis lyrata, un pariente silvestre exdgamo cercano a la
famosa Arabidopsisthaliana, el organismo modelo porexcelencia
en plantas. Estudiaron dos poblaciones nativas de suelos
"normales” y dos de suelos "serpentinos”, que tiene elevados
nivelesde metales pesadosy unbajo cociente de calcio: magnesio.
Usando la plataforma Illumina (Tabla I1), encontraron mas de 8
millones de polimorfismos, 96 de los cuales tuvieron claras
diferencias en las frecuencias alélicas entre los dos tipos de
suelo. Estos genes incluyeron loci que confieren ventajas
adaptativas entre los dos tipos de ambientes, como son
transportadores de calcio y de magnesio y loci involucrados en
ladetoxificacion de metales pesados. Asimismo, se encontraron
claras evidencias de evolucion paralela entre las diferentes
poblaciones de la especie que viven en ambientes similares.

¢) Pinus taeda

Eckert et al.*® buscaron genes relacionados con las adaptaciones
alestréshidrico del pino P. taeda, utilizando cercade 7000 SNPs.
Estos autores utilizaron métodos de deteccion de loci "outliers,"
0 sea genes que tienen una diferenciacion mucho mas alta que
la esperada dados los niveles de variacién genética y modelos
demograficos adecuados. Con los genes identificados se van a
poder hacer estudios que eventualmente permitan usar los
genes para generar poblaciones resistentes a la sequia que se
puede esperar que ocurra con el cambio global.

d) Estudios en bacterias

Como un estudio pionero en genémica de poblaciones podemos
mencionar el trabajo de Castillo -Cobian et al.** en 2005, donde
estudiamos cuidadosamente la isla de patogenicidad LEE, que
incluye 52 genes ligados en seis cepas de Escherichia coli. Esta
isla de patogenicidad es responsable en convertir bacterias
comensales, que no son dafiinas, en bacterias patdgenas que
producen enfermedades, en particular diarreas. Estas E. coli son
llamadas enteropatégenas o EPEC. Castillo-Cobian et al.**
encontraron que laseleccion natural es capaz de ajustar finamente
los diferentes genes dentro de la isla de patogenicidad (ya que
la recombinacion ha "liberado” del ligamiento a las diferentes
secciones de laisla; cada gen puede ser seleccionado de manera
mas 0 menos independiente). Esto es particularmente importante
en los genes conocidos como eae y tir, que son los responsables
de la unién entre la bacteria y la célula del intestino a la que
parasitan. En estos genes se observa una clara sefial de seleccion
direccional positiva que es una respuesta a la "persecucion” del
sistema inmune del hospedero (los humanos y otros mamiferos
donde es patégena). Este estudio cambi6 la vision que tenian los
médicos de la enfermedad como resultado simplemente de “un
cassette" (la isla LEE) que entra o sale de las bacterias.

En E. coli y otras bacterias se ha avanzado mucho en estudios
gendmicos, en parte debido al pequefio tamafio de sus genomas,
por lo que existen ya muchos genomas completos. Por ejemplo,
en nuestro laboratorio, Luna Sanchez-Reyes* en su tesis de
licenciaturaanalizé el genomade 12 cepasde E. coli, bacteriaque
puede ser patégena o comensal y aun de vida libre. En este
estudio se comparo6 la dinamica evolutiva del genoma central,
quetienentodas las cepas, contraladel Ilamado genomaflexible,
que sélo se encuentra en algunas y corresponde a diferentes
adaptaciones incluyendo los genes que las vuelven patégenas.
Se encontrd que las cepas patégenas de ave y extraintestinales
e intestinales de humano presentan mayor diversidad genética
que las cepas no-patogenas de vida libre y comensales de
humano, no s6lo a nivel del genoma flexible, sino también al del
genoma central. Al igual que lo que reportamos en el estudio de
Castillo-Cobian et al.**, las cepas patdgenas mostraron sefiales
de seleccidn positiva en genes con funciones variadas (como en
genes de transporte/ patogenicidad, metabolismo energético y
de transcripcion), a diferencia de las cepas no- patégenas, en las
cuales predomind la seleccién purificadora. Podemos concluir
que la adaptacion de E. coli a diferentes nichos no ocurre
solamente por la adquisicion horizontal de genes, sino que la
evolucién del genoma central, asi como la regulacion de la
expresion génica de esta parte del genoma, juegan un papel
importante en este proceso. En una muestra mas grande, en
Gonzélez-Gonzalez et al.>, analizamos 128 cepas para ocho
genesdeE. coli,y corroboramos que larecombinaciéonhoméloga
juega un papel muy importante en la diversificacion de esta
bacteria. Sinembargo, estarecombinacién nohahomogeneizado
tanto a los genomas como se hubiera esperado. Esto se debe a
gue se encuentra una gran estructura poblacional asociada tanto
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alafilogeniade E. colicomoalade loshospederos. Mas estudios
son necesarios para entender mejor el papel de la seleccion
natural en dicha subestructura.

También hemos trabajado con el genoma de diferentes Bacillus
endémicos a la regién de Cuatro Ciénegas en Coahuila®®% y un
analisis reciente por Moreno-Letelier et al.*” revel6 que algunas
cepas divergieron de sus ancestros hace mucho tiempo, tal vez
en el Jurasico, cuando el mar penetré a lo que ahora es el valle.
Una de esta cepas de Bacillus (Ilamada m3-13) es un mosaico
genético aln mas ancestral, ya que divergié de su especie
hermana al final del Precambrico (hace unos 800 millones de
afios). Lo anterior apoya nuestra idea de que el oasis de Cuatro
Ciénegas es un "mundo perdido", una especie de maquina del
tiempo donde los descendientes directos de microorganismos
muy antiguos han persistido.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el futuro, tener genomas de referencia bien anotados y con
numerosos marcadores morfolégicos bien mapeados va a ser
importante para avanzar mejor en estos estudios, pero, aunque
hay que hacerlo con cuidado, los pasos son actualmente claros,
y los costos cada vez son menores. En la Tabla I mostramos los
estimados relativos de los costos de las principales técnicas
next-gen. Pero adicionalmente debemos de tener en mente que
aunque los métodos de proxima generacion han mostrado
indudable utilidad, no siempre son la mejor herramienta, ya que
depende de la pregunta; otros métodos moleculares, como los
indicadosen la Tablal, tal vez sean més eficientes, mas sencillos
(tanto experimentalmente como en el andlisis informatico) y
especialmente mas econémicos.

Por otro lado, todas las plataformas de secuenciacion tienen
diferentes ventajas y desventajas, por lo que es muy importante
conocer muy bien como funcionan y saber cuales son las mas
apropiadas paralos objetivos particulares; el problemaes que las
plataformas cambian todo el tiempo y se estan mejorando cada
dia, por lo que es dificil conocer todas las posibilidades, ademas,
usar una tecnologia muy nueva puede conducirnos a
desagradables y caras sorpresas al descubrir sesgos y los
problemas que tienen.

En particular a nosotros nos interesa mucho cumplir un suefio
Darwiniano, que compartimos con Fisher, Wright, Haldane,
Dobzhansky y Lewontin: explorar la diversidad genética
relacionada a las adaptaciones. Creemos que el futuro en este
campo es muy brillante, pero el problema es indudablemente
complicado por diferentes razones técnicas y evolutivas, como
nos recuerda Tonsor?; "...a truly general understanding of the
patterns in and causes of spatial genetic structure across the
genome remains elusive. To what extent is spatial structure
driven by driftand phylogeography vs. geographical differences
in environmental sources of selection? What proportion of the
genome participates?".

Retomando la narracion de Borges de nuestro epigrafe, es
importante no so6lo tener "anécdotas"” de miles de genes, sino
ipoder encontrar las historias relevantes naufragas en el mar de
datos genémicos! Asi, parafraseando a Theodosius Dobzhansky,
consideramos que nada de la genémica va a tener sentido si no
se hace bajo el marco de referenciade larica teoria de lagenética
de poblaciones que se ha desarrollado por cerca de 80 afios, y
que todos los estudios ecoldgicos y evolutivos del futuro
deberan de considerar a la genémica de poblaciones como una
herramientafundamental.
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