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La aparicion de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion ha ampliado
sustancialmente tanto el rango de especies que pueden ser caracterizadas a un nivel
genomico como el de problemas a los que aplicar estos nuevos recursos. Después de
que se culminase el gran hito de la secuenciacion de genoma humano, que requirié
colosales esfuerzos y una gran inversion econdémica con las tecnologias existentes en
esa epoca, la secuenciacion de genomas completos fue extendiéndose lentamente a
organismos modelo para la investigacion (e.g. raton, mosca del vinagre) y algunos
organismos con algun interés econdémico (cultivos, ganado, ...). Pero con las
tecnologias actuales, la secuenciacion de un genoma nuevo partiendo de cero puede
costar poco mas de cien mil euros y la re-secuenciacion de genomas ya caracterizados
ronda los pocos miles de euros. Por ello, ahora empiezan a hacerse factibles empresas
que antes resultaban imposibles, como la secuenciacion de genomas individuales para
medicina personalizada, o la secuenciacion de diez mil genomas de vertebrados para
conocer el origen de las fascinantes adaptaciones que han evolucionado en estos
organismos (Haussler et al. 2009). Aun asi, no deja de ser llamativo que la primera
especie de vertebrado en ver su genoma secuenciado en Espafia no es un modelo de
investigacion biomeédica y carece aparentemente de interés econdmico: el lince ibérico,
Lynx pardinus.

La verdad es que ninguna de las dos afirmaciones anteriores es totalmente cierta: el
lince tiene un enorme valor ecoldgico y simbdlico, y constituye un buen modelo de
investigacion en el ambito de la biologia de la conservacion. El lince ibérico es una
especie clave del ecosistema en que habita, el monte mediterraneo, y su presencia afiade
valor ecoldgico al entorno y contribuye de manera fundamental a su conservacion.
Pensando en aspectos muy directamente relacionados con actividades humanas como la
caza, el lince mantiene a raya a otros depredadores mas dafiinos para el hombre como el
zorro o el meloncillo, por lo que ha de verse mas como un aliado que como un
competidor en este &mbito. Es uno de los multiples endemismos de la peninsula ibérica,
que se ha diferenciado de sus hermanos los linces boreales (Lynx lynx) en su adaptacion
al clima mediterraneo y su especializacion en el consumo de conejos. Es muy
complicado -y algo arriesgado- establecer un valor econémico concreto a la existencia
de una especie, pero el lince ibérico es sin duda un patrimonio de nuestra diversidad
natural, para la que se ha convertido en simbolo y estandarte. Y este patrimonio esta en
grave riesgo de perderse.

El lince ibérico es el felino mas amenazado del planeta y uno de las cinco especies de
mamiferos europeos catalogados como en peligro critico por la Unidn Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN). La especie ha sufrido un intenso declive
durante la altima mitad del siglo XX, debido a la destruccion de su héabitat natural, el
monte mediterraneo, y la intensa persecucion directa a la que fueron sometidos los
predadores, incluso con incentivos econdmicos de programas estatales para el control de
“alimafias”. A estas causas, que han afectado también a muchas otras especies, se ha
sumado en el caso del lince la reduccion de su presa principal, el conejo, por sucesivas
epidemias virales. La accion combinada de estos factores relegé la especie a s6lo dos
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poblaciones aisladas (Dofiana y Andudjar) con menos de 100 individuos en total en 2002.
Los esfuerzos de conservacion iniciados en esa época, financiados por la Unién Europea
a través de sucesivos proyectos LIFE, han conseguido evitar la extincién por el
momento, estabilizando en primera instancia las dos poblaciones remanentes e
incrementando posteriormente el censo global hasta superar los 300 ejemplares en
libertad en 2011 (Simon et al. 2012). Al mismo tiempo, se ha conseguido establecer una
poblacion cautiva que supone una salvaguarda de la especie y que esta aportando
ejemplares para el refuerzo de las poblaciones silvestres y para actuaciones de
reintroduccion en areas de presencia historica (Vargas et al. 2009). Estas ya han
comenzado en Andalucia (Gualmellato, Cordoba, y Guarrizas, Jaen) y estan
programadas en los proximos afios en Extremadura, Castilla-La Mancha, Murcia y
Portugal bajo el nuevo proyecto LIFE “Iberlince” (http://www.lifelince.org).

El éxito de los esfuerzos que se estan realizando para la conservacion del lince ibérico
pueden, sin embargo, quedar comprometidos por la amenaza oculta de la erosion
genética. Las poblaciones que se hacen pequefias y se aislan de otras poblaciones
pierden diversidad genética, acumulan genes defectuosos, y se hacen endogamicas. El
resultado es que estas poblaciones ven reducida su viabilidad, al quedar afectadas
negativamente la supervivencia y la reproduccion, y su capacidad para adaptarse a
cambios ambientales. Estos cambios genéticos sobrevenidos pueden precipitar la
extincion de la especie, incluso cuando las causas ultimas del declive hayan
desaparecido, debido a la retroalimentacion positiva que se establece entre el deterioro
demogréfico y deterioro genético, una dindmica que se ha descrito como “el vortice de
la extincién” (Allendorf et al. 2012; Frankham et al. 2010). Y esto es lo que puede estar
sucediendo con el lince ibérico. Las dos poblaciones de lince que han sobrevivido hasta
la fecha muestran signos de erosion genética y varios indicios apuntan a que puede estar
comprometida la reproduccién y la supervivencia, sobre todo en Dofiana (Casas-Marce
et al. 2013; Palomares et al. 2012; Ruiz-Lopez et al. 2012). No es facil cuantificar el
lastre que la genética supone para la recuperacion de la especie, pero este puede ser
evaluado mediante estudios genéticos y minimizado con una adecuada gestion genética.
Para esto, los marcadores moleculares como los microsatélites han sido hasta ahora las
herramientas béasicas (Godoy 2009), pero los nuevos enfoques de la gendmica prometen
un salto cualitativo en la manera de estudiar la genética de las especies amenazadas. El
salto de unos pocos a marcadores neutrales a miles de variantes con posicion y efectos
funcionales conocidos no sélo aumentard de manera espectacular la precision y
resolucion de los analisis, sino que dara acceso a la hasta ahora inexplorada fraccion
funcional del genoma (Allendorf et al. 2010).

De estos antecedentes surgio la propuesta del proyecto “Desvelando el genoma del lince
ibérico”, financiada por la Fundacion General CSIC, con una contribucion especial del
Banco de Santander, en su convocatoria de Proyectos Cero sobre “Especies
Amenazadas” del afio 2010 (Gabaldon 2012; Godoy 2010)
(http://www.lynxgenomics.es). La solicitud inicial fue impulsada por cuatro institutos
de tres instituciones distintas: la Estacion Biologica Dofiana y el Centro de
Investigaciones Biologicas, ambos del CSIC, el Centro Nacional de Analisis Genomico,
el Centro de Regulacién Gendmica. El objetivo general del proyecto es el de generar
recursos genomicos para la investigacion y la conservacion de la especie y el
aprovechamiento de estos recursos para estudiar la evolucion y la historia demogréafica
de la especie, asi como para evaluar el impacto del declive sobre su variacion gendémica.



A continuacion se resumen los objetivos particulares del proyecto y los resultados hasta
la fecha:

Secuenciacion y ensamblaje de un genoma de referencia. Un primer objetivo del
proyecto es el de generar el genoma de referencia de la especie. El objetivo es
reconstruir la secuencia del conjunto del genoma, de todos y cada uno de los
cromosomas, de la manera mas completa y contigua posible. El uso de tecnologias de
secuenciacion de segunda generacion supone una ventaja evidente debido a su alta
productividad y su bajo coste por base secuenciada, pero las secuencias se obtienen en
pares de bloques de 100 bases contiguas provenientes de cualquier lugar al azar del
genoma y que se encuentran separadas por una distancia conocida. Ensamblar estas
secuencias en fragmentos mayores aprovechando los solapamientos entre estas lecturas
cortas es todo un reto que exige eficientes algoritmos matematicos y potentes
ordenadores. Para asistir en esta tarea, el proyecto ha optado por la generacion de pares
de secuencias separadas entre si por distintas distancias (500, 4.000, 8.000, 40.000
bases), una estrategia habitual en la secuenciacion de novo de genomas. Ademas, hemos
usado una estrategia complementaria consistente en reducir la complejidad del
problema, secuenciando y ensamblando una pequefia fraccion del genoma cada vez.
Para ello se han generado colecciones de fragmentos de 40,000 bases insertados en
vectores de clonacidn (f se han secuenciado y ensamblado 96 conjuntos aleatorios
independientes con 1.200 de estos fragmentos cada uno. Por ultimo, se ha aprovechado
la informacion obtenida de la secuenciacion de RNASs y la secuencia genomica del gato
domestico para generar un borrador con una longitud total de ca. 2,5 gigabases (la
longitud estimada del genoma del lince es de aproximadamente 2,8 gigabases), en el
que mas de la mitad del genoma esté representado en fragmentos contiguos de mas de
1,5 megabases. Estos resultados se consideran bastante buenos, especialmente cuando
se considera la moderada inversion realizada en la generacion de datos, lo que sugiere
que la estrategia de secuenciacion de conjuntos aleatorios de fésmidos puede
convertirse en una estrategia ventajosa para la secuenciacion de genomas complejos.

Anotacidn del genoma. El ensamblaje proporciona un mapa mudo del genoma al que,
para que sea realmente (til, hay que afiadir leyendas que identifiquen la localizacion de
genes y otros elementos funcionales y estructurales. Los genes se reconocen utilizando
tres estrategias distintas: i) identificando patrones de secuencia caracteristicos de los
genes (prediccion ab initio), ii) por sus similitudes con genes identificados en otras
especies Y iii) por coincidir con las secuencias obtenidas de RNAs, las moléculas
intermediarias en la expresion de los genes. La aplicacién de estas estrategias ha
permitido identificar algo mas de veinte mil genes putativos. El trabajo en curso
pretende identificar la funcion de cada uno de estos genes y asignarles atributos
funcionales como los procesos celulares en los que participa, la localizacion intracelular
de su producto o su funcion molecular (i.e. ontologia génica).

Gendmica comparada. La comparacion del genoma del lince con el del gato domestico,
el perro y otros mamiferos mas lejanamente emparentados, permitira identificar las
caracteristicas compartidas por distintas especies y aquellas que son exclusivas de una
especie en particular. Este andlisis puede revelar por tanto los cambios evolutivos que
subyacen a las peculiaridades y adaptaciones caracteristicas que han ido diferenciando
unas especies de otras y, en particular, las que definen al lince ibérico como especie. En
este proceso se identifican los genes que han estado sometidos a una seleccién natural



intensa en la especie, asi como las familias génicas que han sufrido expansion o
contraccion en el linaje de los linces.

Genomica poblacional. El proyecto ha secuenciado con una menor cobertura diez
individuos de lince ibérico adicionales y un lince boreal, la especie mas cercana al lince
ibérico. A partir de estos datos se han identificado mas de un millon de variantes de
secuencia que estan segregando en las poblaciones de lince, incluyendo polimorfismos
de un solo nucleotido (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPSs), inserciones y
deleciones y otras variantes complejas. El andlisis de estos datos aportard una imagen de
muy alta resolucién de los patrones genémicos contemporaneos y estimas precisas de
diversidad genética, consanguinidad y diferenciacion entre poblaciones. Los resultados
confirman los obtenidos con unos cuantos marcadores moleculares, al indicar una
importante erosion genética en las poblaciones de lince. Pero lo que es mas importante,
también revelaran qué regiones gendmicas y funciones genicas han quedado mas
afectadas y ayudarén a identificar la base genética responsable de caracteres deletéreos
que pueden ser responsables de la pérdida de viabilidad que comienza a documentarse
en la especie. Ademas, a partir de los datos obtenidos de genomas individuales se
podran reconstruir los cambios demogréaficos sufridos por la especie a lo largo de su
historia y estimar cuando y coémo se separ6 del lince boreal. En un aspecto mas
aplicado, cada una de las variantes encontradas aporta un marcador genético para el
seguimiento de individuos y poblaciones y para la gestion genética de la especie. El
proyecto seleccionara 1500 de estos marcadores para caracterizar el conjunto de la
poblacion cautiva y muestras representativas de las poblaciones silvestres.

El del lince ibérico se convierte asi en el primer genoma animal complejo en ser
secuenciado integramente en Espafia y uno de los primeros genomas de especies
amenazadas en ser secuenciado en el mundo. Los recursos generados seran
fundamentales para la investigacion de la especie y los analisis realizados arrojaran luz
sobre su origen, su evolucidon y su historia demografica. Lo que es mas importante, nos
permitiran caracterizar, con un nivel de detalle antes inimaginable, los cambios
genéticos que la especie ha sufrido como consecuencia del declive poblacional. Es de
esperar que esta informacidn contribuya de manera significativa a la conservacion de
una especie que es emblema de la biodiversidad en Espafia y en Europa. Ademas, lo que
aprendamos seré relevante para la conservacion de las numerosas especies que se
encuentran en una situacion similar y la experiencia acumulada sera sin duda util para la
caracterizacion de nuevos genomas. El objetivo de salvar la biodiversidad requiere
esfuerzos enormes y la contribucion de multiples areas de conocimiento, pero en esta
empresa contamos ahora con la genémica como un nuevo y poderoso aliado.
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