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Prologo

El Plan Especial de I + D de Acuicultura, en su primera
convocatoria, se ha planteado como actividad prioritaria
la formacion de personal cientifico y técnico, imprescindible
para un adecuado avance de los sectores empresariales
Y cientificos.

En octubre de 1984, 1a Comision Asesora de Investigacion
Cientifica y Técnica (CAICYT), puso en marcha el Plan de
Formacion de Técnicos Superiores en Acuicultura, con
objeto de formar en este campo a 36 titulados superiores.

El Plan, ya formalmente terminado en diciembre de 1986, se
estructuro en tres etapas: una primera, teorica, desarrollada
en regimen de internado en el Pazo de Marinan; una
segunda, en laboratorios o empresas espanolas, y la tercera,
en laboratorios y empresas extranjeras.

La etapa tedrica del Pazo de Marifian, desarrollada a lo
largo de dos meses y medio, ha suministrado un abundante
material escrito sobre distintos aspectos cientifico-técnicos
de la acuicultura. La CAICYT, consciente del valor didactico
de este material, y ante la obvia deficiencia de publicaciones
monograficas en castellano sobre los distintos aspectos de
la Acuicultura, decidio, previa seleccion y reelaboracion,
editar una serie de monografias como elemento
complementario del Plan de Formacion de Técnicos
Superiores de Acuicultura, pretendiendo, asi, divulgar un
material cientifico que esperamos sea de interés, en
especial, en el mundo iberocamericano.

Nuestro agradecimiento a los autores, y al trabajo
intensivo y cuidadoso del Coordinador Cientifico de este
volumen, Gonzalo Alvarez Jurado. También nuestro
agradecimiento a la Excma. Diputacion de La Coruna y a la
Fundacion Empresa-Universidad Gallega por su
colaboracion imprescindible en el desarrollo del plan de
Formacion de Técnicos Superiores en Acuicultura.
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Geneética y
Acuicultura

G. ALVAREZ JURADO

Departamento de Genética.
Facultad de Biologia.
Universidad de Santiago de Compostela.

El hombre a lo largo de toda su historia ha conseguido
domesticar numerosas especies de plantas y animales
terrestres. Con el transcurso del tiempo las mejoras en la
produccion, en la resistencia a enfermedades y en otras
caracteristicas de interés econémico de estas especies han
llegado a ser espectaculares. Muchos de estos logros se han
conseguido mediante la utilizaciéon de métodos empiricos
pero, no obstante, la introduccién de los métodos cientificos
en el ultimo siglo ha permitido acelerar considerablemente
las tasas de progreso. El alto grado de desarrollo alcanzado
actualmente por la agricultura y la ganaderia se ha,
conseguido gracias a la aplicacion de toda una diversa gama
de métodos y conocimientos cientificos y entre ellos las
técnicas genéticas ocupan un lugar especialmente
destacado.

La acuicultura, es decir, el cultivo de organismos
acuaticos posee como disciplina cientifica y tecnolégica un
desarrollo relativamente reciente. Hasta el momento
presente las investigaciones en este campo han estado
dirigidas principalmente hacia el conocimiento y el control
del medio ambiente en el que viven los organismos
acuaticos y hacia aspectos fundamentales de su biologia
como son la alimentacion y la reproduccion. No obstante,
cabe esperar que, a medida que se alcance el control del
medio acuatico, la acuicultura se encamine hacia el control
de otros aspectos del cultivo. Como ha senalado
recientemente G. NEWKIRK (1980) «la domesticacion de las
especies que se utilizan en acuicultura no se habra
completado hasta que se controlen todos los aspectos de su
biologia incluyendo la genética». Es previsible, por 1o tanto,
que en un futuro proximo las manipulaciones genéticas de
los organismos acuaticos se iran haciendo cada vez mas
habituales, especialmente si la acuicultura quiere llegar a
competir con otras fuentes de produccion de alimentos. El
interés por abordar los aspectos genéticos de la acuicultura
ha ido aumentando en los ultimos anos y diversos autores
han recomendado la aplicacion de las técnicas genéticas a la
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produccion y al cultivo de las especies acuaticas (CALAPRICE,
1976; LONGWELL, 1976; NEWKIRK, 1980; WILKINS, 1981; KOEHN,
1984). En esta misma tendencia, la prestigiosa revista
«Aquaculture» ha dedicado recientemente dos numeros
monograficos a la genética, y en ellos se recogen nNumMerosas
investigaciones de genética aplicada a la acuicultura
(«Aquaculture» vol. 33, 1983 y vol. 57, 1986).

La genética es un area de la Biologla que ha
experimentado en las ultimas décadas un desarrollio
espectacular. Como resultado de este desarrollo la genética
actual esta diferenciada en varias ramas entre las que cabe
citar a la genética molecular, la citogenética, la genética del
desarrollo, la genética cuantitativa, la genética de
poblaciones, etc., cada una de ellas con un cuerpo doctrinal y
metodolégico propio. Evidentemente, todas las ramas de la
genética tienen alguna incidencia, mas o menos directa, en
el cultivo de los organismos acuaticos pero, a corto plazo,
algunas areas poseen una mayor relevancia para la
acuicultura. Asi, la genética de poblaciones y la genética
cuantitativa son partes de la genética que poseen una
importancia especial porque constituyen la base sobre la
que se fundamentan los métodos de la mejora genetica, 1os
cuales tienen una aplicacion directa e inmediata en el
cultivo de los organismos acuaticos. También ofrecen
grandes perspectivas de aplicacion a la acuicultura las
técnicas modernas de la biologia molecular como son las
técnicas de la ingenieria genética o tecnologia del DNA
recombinante. Las técnicas de ingenieria genética junto con
los métodos de manipulacion cromosomica son, hoy en dia,
poderosas herramientas para la manipulacion de los
sistemas genéticos.

1. Genética de poblaciones

El cultivo de los organismos acuaticos como el cultivo de
cualquier tipo de organismos implica necesariamente el
manejo de conjuntos de individuos, es decir, de poblaciones.
Desde el punto de vista de la genética el atributo mas
importante de una poblacion es su variabilidad geneética. La
importancia de la variabilidad geneética radica en que
constituye el material de partida sobre el que actuan los
agentes que producen los cambios de la estructura genética
de las poblaciones. Los cambios genéticos que tienen lugar
en los procesos evolutivos se producen por la accion de una
serie de fuerzas que son, basicamente, la mutacion, la
migracion, la deriva genética y, especialmente, la seleccion
natural. La seleccion natural actia sobre la variabilidad
genética de las poblaciones promoviendo su adaptacion al
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ambiente. La seleccion natural es fruto de la eficacia
reproductiva diferencial de los distintos genotipos como
consecuencia de su diferente grado de adaptacion al
ambiente. En otro orden de cosas, el hombre mediante la
seleccion artificial actua también sobre la variabilidad
genética de las poblaciones pero seleccionando, en este caso,
a aquellos genotipos que determinan alguna caracteristica
deseable desde un punto de vista econémico o comercial. De
esta manera, la evolucion y la mejora genética son dos
procesos de cambio genético que se producen en las
poblaciones a expensas de su variabilidad genética. En este
sentido, el conocimiento de la cantidad y de la distribucion
de la variabilidad genética dentro de la especie es de gran
importancia para llevar a cabo un aprovechamiento
racional de los recursos biolégicos.

El estudio de la variabilidad genética de las poblaciones se
puede realizar de distintas formas atendiendo a los distintos
caracteres a analizar y de acuerdo a diferentes
metodologias. La variabilidad cuantitativa y los
polimorfismos enzimaticos suelen ser los caracteres mas
estudiados. Los caracteres cuantitativos poseen un gran
interés tanto desde el punto de vista evolutivo como desde
una perspectiva aplicada. Una parte muy importante de los
cambios evolutivos se producen por la accién de la seleccion
natural sobre las pequenas variaciones cuantitativas de los
organismos en caracteres como la forma, el tamano, la
fisiologia o el comportamiento. Por otro lado, la mayor parte
de los caracteres de interés comercial son precisamente
caracteres cuantitativos. El analisis de la variacién
continua requiere una metodologia especial, la metodologia
biométrica, pues los caracteres cuantitativos suelen venir
determinados por sistemas poligénicos constituidos,
normalmente, por numerosos loci de pequeno efecto. Las
técnicas biométricas de la genética cuantitativa describen a
los sistemas poligénicos de los caracteres cuantitativos en
términos de efectos fenotipicos y de forma, globalizada, es
decir, sin precisar los efectos de cada gen. Esta metodologia
posee muchas ventajas desde el punto de vista de la genética
cuantitativa y de la mejora genética, pero para los estudios
de genética de poblaciones presenta serios inconvenientes.

Los polimorfismos enziméaticos poseen grandes ventajas
para los estudios de genética de poblaciones. Se trata de
caracteres determinados generalmente por un solo locus y
cuyo fenotipo (es decir, sus propiedades cataliticas) posee
un evidente significado fisiologico y, ademas, se puede
cuantificar de forma objetiva. La sencilla base genética de
los polimorfismos enzimaticos permite establecer con
facilidad los genotipos para estos loci y a partir de estos se
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pueden estimar los parametros genéticos poblacionales
(frecuencias genotipicas, frecuencias génicas, etc). Esen
este plano donde los loci alozimicos adquieren, como
marcadores genéticos de individuos y poblaciones, una gran
importancia. Los marcadores alozimicos son hoy en dia
herramientas fundamentales para el estudio de la
estructura genética de las poblaciones a todos sus niveles
(RYMAN, 1983). Por otro lado, el estudio de los fenotipos
enzimaticos de las variantes alozimicas puede suministrar
una valiosa informacion sobre aspectos bioquimicos y
fisiologicos que ayuden a entender la adaptacion de los
organismos al medio.

El estudio de los mecanismos genéticos de la adaptacion
ocupa un lugar destacado dentro de la geneética de
poblaciones. Para entender la distribucion espacial y
temporal de los seres vivos es necesario conocer el proceso
por el que la seleccion natural promueve la adaptacion de
las poblaciones al ambiente. En general existe un gran
desconocimiento de los procesos genéticos de adaptacion al
medio acuatico, aunque en los Ultimos tiempos se han
producido avances significativos. Asi, los estudios del gen
Ldh-B que determina al enzima lactato deshidrogenasa en el
teledsteo marino Fundulus heteroclitus (POWERS y PLACE,
1978; PLACE y POWERS, 1979) y las investigaciones sobre el
gen que codifica a la aminopeptidasa-I del mejillon Mytilus
edulis (KOEHN, 1978, 1983, KOEHN et al.,, 1983 ) han puesto de
manifiesto que estos loci estan probablemente implicados
en los procesos de adaptacion de estas especies a
importantes factores ambientales del medio marino como
son la salinidad y la temperatura. La aminopeptidasa-I es
un enzima lisoséomico que hidroliza una cierta variedad de
aminoacidos situados en posiciéon N-terminal de di-, tri-y
tetrapéptidos, por lo que su funcion metabolica se situa en
los ultimos pasos en la degradacion de las proteinas (YOUNG
et al., 1979). En base a estas,y a otras propiedades
bioquimicas se cree que la funcion de la aminopeptidasa-I,
suministrando aminoacidos libres, es de gran importancia
en la regulacion del volumen celular de los moluscos, es
decir, en la osmoregulacion. La aminopeptidasa-1 de M.
edulis es un enzima que esta codificado por un locus que se
denomina Lap. Los diferentes alelos de este locus
determinan variantes enzimaéaticas que poseen propiedades
cataliticas diferentes. Asi, los genotipos que poseen el alelo
Lap®%, sea en homocigosis o en heterocigosis, presentan una
actividad especifica superior a la que presentan los
genotipos que no poseen este alelo (KOEHN e IMMERMANN,
1981; KOEHN y SIEBENALLER, 1981). Esto hace que los
genotipos con el alelo Lap®? posean una tasa mas alta de
acumulacion de aminoacidos libres durante los procesos de
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aclimatacion hiperosmotica (HILBISH et al., 1982). Por otro
lado, las poblaciones naturales de M. edulis due viven en la
costa este de los Estados Unidos presentan una gran
variacion geografica para los alelos del locus Lap (KOEHN et
al., 1976). En particular el alelo Lap®* presenta una gran
variacion espacial en forma de clinas tanto a nivel macro
como microgeografico y esta variacion se halla
correlacionada con la salinidad. Las poblaciones de
mejillones que ocupan areas de mayor salinidad presentan
una mayor frecuencia del alelo Lap®*. Resultan
particularmente espectaculares los fuertes cambios que
experimenta la frecuencia del alelo Lap®* con el paso de los
ambientes oceanicos a los ambientes estuaricos. La
frecuencia del alelo Lap®? se reduce drasticamente en
escasos Km. al pasar del ambiente oceanico de elevada
salinidad al interior de muchos estuarios en donde la
salinidad se reduce considerablemente. Este
comportamiento del locus Lap en las poblaciones naturales
se puede entender como un mecanismo genético de
adaptacion de los mejillones al ambiente litoral si se tienen
en cuenta las propiedades bioquimicas y fisioldgicas de la
aminopeptidasa-I. Desde esta perspectiva, el estudio de los
polimorfismos enzimaticos esta ayudando a entender 1os
fenomenos de adaptacion de los organismos al ambiente en
términos de procesos bioquimicos y fisiol6gicos. De esta.
forma, los polimorfismos enzimaticos estan contribuyendo
a desarrollar y a fortalecer el nexo de unién entre la
geneética y la ecologia.

Ademas de la seleccion natural toda una serie de agentes
de tipo no selectivo actuan sobre la variabilidad genética. La,
consanguinidad, la deriva genética y la migracién son
agentes no selectivos muy importantes a la hora de
determinar la estructura genética de las poblaciones. La,
consanguinidad es una desviacion de la panmixia, es decir
del apareamiento aleatorio, que se presenta cuando los
apareamientos se producen entre individuos emparentados.
La consanguinidad produce un incremento de la frecuencia
de homocigotos que se consigue a expensas de una,
reduccion de la frecuencia de los heterocigotos. El efecto
mas caracteristico de la consanguinidad se produce sobre
los genes recesivos y en especial sobre los caracteres
cuantitativos. Se denomina depresién por consanguinidad al
efecto perjudicial de la consanguinidad sobre los caracteres
cuantitativos que consiste en una reduccidén de la media
poblacional (FALCONER, 1981). Se trata de un fenémeno
bastante comun en muchas especies de animales y plantasy
que posee una gran transcendencia desde el punto de vista
comercial. La deriva genética es un agente poblacional de
tipo estocastico que se presenta en las poblaciones de



tamano finito y especialmente en aquellas poblaciones de
tamano pequeno. Como consecuencia de la deriva genetica
las poblaciones pequenas experimentan cambios aleatorios
en sus frecuencias génicas y, ademas, presentan fendmenos
de reduccion de su variabilidad genetica y de
consanguinidad. Todo esto es de importancia para la
acuicultura pues el cultivo de cualquier organismo trae
siempre consigo €l manejo de grupos reducidos de
individuos, es decir de poblaciones pequenas. El1 uso de un
numero limitado de reproductores, la seleccion de un
pequeno numero de individuos considerados superiores por
algun criterio, la fundacién de un «stock» a partir de un
numero pequeno de individuos de la poblacion natural
(efecto fundador), la reduccion ocasional del nimero de
progenitores (efecto de «cuello de botella» ) son algunas de
las causas que conducen al cultivador a manejar una
poblacidén pequena. En el caso concreto de la acuicultura
hay que tener presente que muchos organismos acuaticos
como son los peces y 1os moluscos poseen una gran
fecundidad lo que hace que se pueda obtener un gran
numero de individuos a partir de un numero muy reducido
de progenitores. Esto conduce a que en el cultivo de peces y
moluscos se utilice con frecuencia muy pocos
reproductores, por 1o que el acuicultor se ve obligado a
enfrentarse con 1os problemas genéticos que se presentan
en una poblacidén pequena.

Existen dos niveles fundamentales de variabilidad o
diversidad genética, 1a variabilidad intrapoblacional y la
variabilidad interpoblacional. La variabilidad
interpoblacional puede tomar distintas formas, desde la
diferenciacion genética gradual y continua entre distintas
poblaciones a modo de una variacion clinal, hasta
diferencias mas discontinuas que pueden dar lugar a
variedades, razas geograficas o incluso especies diferentes.
Las diferencias genéticas entre las poblaciones naturales
pueden ser de interés de cara a la explotacion comercial de
un determinado organismo y pueden ser el punto de partida
para el establecimiento de diferentes variedades y «stocks».
E1 desarrollo de «stocks» y variedades y su explotacion
comercial tiene una larga historia en la agricultura, pero no
asi en la acuicultura donde deberia ser uno de 1os campos de
mayor potenciacion.

El cultivo del mejillon goza de una larga tradicion en
Europa y se ha iniciado mas recientemente en Ameérica del
Norte (KORRINGA, 1976; TERRY, 1977). El cultivo de este
bivalvo consiste basicamente en la recoleccion de individuos
juveniles (semilla) en determinadas areas del medio natural
para su crecimiento en lugares de cria (bateas, etc.). Resulta
evidente que la procedencia de la sernilla puede afectar a la
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explotacion comercial de este molusco si existen diferencias
geneticas entre las poblaciones en caracteres de produccion
como la tasa de crecimiento o la mortalidad. Los analisis
electroforéticos de las poblaciones de mejillon de la costa,
atlantica de Ameérica del Norte revelan una considerable
diferenciacion genética entre poblaciones para varios loci
alozimicos (KOEHN et al., 1976; GARTNER-KEPKAY et al., 1980,
1983) y que esta diferenciacion genética es sobre todo a
nivel de microhabitat mas que a nivel macrogeografico. En
relacion a caracteres productivos, las experiencias de
transplante de varias poblaciones de mejillones situadas en
diferentes localidades de la costa atlantica del Canada ha
puesto de manifiesto la existencia de diferencias genéticas
entre las poblaciones («stocks») en relacion a la tasa de
crecimiento, la mortalidad y la biomasa (FREEMAN y DICKIE,
1979; NEWKIRK et al., 1980; DICKIE et al., 1984). La tasa de
crecimiento estuvo afectada principalmente por el factor
localidad mientras que el factor «stock» determino
principalmente a la mortalidad. Los efectos sobre l1a
biomasa estuvieron determinados igualmente por la
localidad y el «stock». La tasa de crecimiento de la mejor
poblacion («stock») fue 1 1/2 veces la tasa de crecimiento del
«stock» de menor crecimiento. Las diferencias de mortalidad
son mas acusadas y la mortalidad del peor «stock» fue el
orden de 6 veces la que presento el mejor «stock». Las
diferencias de biomasa entre los «stocks» en sus ambientes
naturales no fueron demasiado acusadas variando en un
orden de 3. Sin embargo, los «stocks» transplantados a,
diferentes localidades manifestaron diferencias muy
importantes. El «stock» transplantado de mayor produccion
tuvo una biomasa 17 veces superior al «stock»
transplantado de menor biomasa. Estos resultados ponen de
manifiesto como la procedencia de la semilla puede ser un
factor que afecte de forma auténticamente importante al
cultivo de este molusco marino.

En las costas atlanticas de América del Norte habita un
unico tipo de mejillon, Mytilus edulis, sin embargo en las
costas de Europa la situacion es mucho mas compleja pues
existen dos formas diferentes de mejillones: Mytilus edulis y
Mytilus galloprovincialis. Se trata de dos tipos de
mejillones que son muy parecidos en su morfologia externa
aunqgue se pueden distinguir mediante otros rasgos
morfologicos como son, fundamentalmente, 1a longitud de la
impresion del musculo aductor anterior y la forma y el
tamano de la charnela (LEWIS y SEED, 1969). M. edulisy M.
galloprovincialis también presentan diferencias en varios
genes enzimaticos que se comportan como loci diagnéstico
de gran utilidad en la diferenciacion de ambas formas de
mejillones (AHMAD y BEARDMORE, 1976; SKIBINSKI et al.,
1978, 1980, 1983; GRANT y CHERRY, 1985). Pese a que estas
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dos formas de mejillones son muy parecidas
morfologicamente existen entre ellas importantes
diferencias en caracteres fisiolégicos de gran importancia
para el cultivo. Asi, en areas en donde las dos formas
coexisten, se ha encontrado que los periodos de freza apenas
solapan (mayo-junio para M. edulis y julio-agosto para M.
galloprovincialis) y la tasa de infestacion por Pinnotheres
pisum es de un 30 % en M. edulisy deun 1 % en M.
galloprovincialis, mientras que en experimentos de
laboratorio la tasa de crecimiento de M. edulis es del orden
de 4 veces mayor que la de M. galloprovincialis (SEED, 1971).
Por otro lado, la relacion sistematica entre estos dos tipos
de mejillones todavia no se ha podido establecer claramente
y en la actualidad existe una cierta controversia al respecto.
La coexistencia de las dos forrmas de mejillones en las
mismas areas en las costas del Suroeste de Inglaterra
(LEWIS y SEED, 1969), Irlanda (SEED, 1974 ) y la costa
atlantica de Francia (SEED, 1972) ha hecho pensar que se
trata de dos especies biologicas diferentes completamente
aisladas desde el punto de vista genético (SEED, 1971; AHMAD
y BEARDMORE, 1976). Sin embargo, la demostracion de la
existencia de hibridos en las areas en donde las dos formas
coexisten simpatricamente (SKIBINSKI et al., 1978; SKIBINSKI
y BEARDMORE, 1979) y también la obtencion de hibridos
viables entre los dos tipos de mejillones mediante
fecundacién artificial (SEED, 1971; LUBET et al,, 1984 ) han
puesto en tela de juicio el punto de vista de que se trata de
dos especies diferentes y han abierto la posibilidad de que se
trate realmente de dos subespecies o incluso de dos razas
geograficas (véase SEED, 1978; y GOSLING, 1984 ).

Las distribuciones geograficas de M. edulis y M.
galloprovincialis en las costas europeas no estan del todo
definidas siendo la Peninsula Ibérica el area mas conflictiva.
M. edulis habita la costa atlantica europea (SEED, 1978)
aunque el limite sur de su distribucion no esta
perfectamente delimitado. Algunos autores sostienen que se
trata de una especie que ocupa todo el litoral atlantico hasta
alcanzar las costas del Norte de Africa (SEED, 1978;
SUCHANEK, 1985) pero la zona mas meridional donde se ha
demostrado de forma rigurosa su presencia es al sur de la
costa atlantica de Francia en Capbreton a pocos kilometros
de la frontera hispano-francesa (SEED, 1972). M.
galloprovincialis habita las costas del Mediterraneo como es
conocido de antiguo, pero también vive en amplias areas del
litoral atlantico, como son las costas del Suroeste de
Inglaterra, Irlanda y el litoral atlantico de Francia, en donde
coexiste simpatricamente con M. edulis (LEWIS y SEED, 1969;
SEED, 1972, 1974, 1978; AHMAD y BEARDMORE, 1976; SKIBINSKI
et al, 1983). Se comprende que las costas atlanticas de la
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Peninsula Ibérica y en especial las costas de Galicia, en el
Noroeste de Espana, son un punto critico en la distribucion
de estos dos tipos de mejillones pues podria ser una zona
habitada por una u otra forma, o bien un area donde
coexistiesen las dos formas de mejillones. Los intentos de
identificacion del mejillén que habita el atlantico de la
Peningula Ibérica no han sido fructiferos pues los estudios
morfologicos publicados hasta la fecha se han realizado
bara caracteres de bajo poder diagnostico (FIGUERAS y
FIGUERAS, 1983) y cuando se han estudiado los rasgos
morfologicos diagnoéstico se ha hecho en un numero muy
escaso de individuos y de poblaciones (VERDUIN, 1979) y
nunca se ha realizado un estudio genético con los loci
alozimicos diagnostico. Esta situacion ha conducido a que el
mejillon de las costas de Galicia haya sido considerado como
M. edulis por muchos autores, como M. galloprovincialis por
otros y como un hibrido entre ambas formas por otros
(vease SANJUAN et al., 1987). Esta situacion es especialmente
llamativa pues, como es bien conocido, el cultivo del
mejillon es muy importante en las costas de Galicia y en
especial en las Rias gallegas (MARINO et al., 1982; LABARTA,
1985). La produccion de mejillon cultivado alcanza en
Galicia la cifra de 200.000 Tm por ano, 1o que constituye el
95 % de toda la produccion de Espana y el 40 % de toda la
produccion mundial de mejillén cultivado (MAS y TIANA,
1986; FROM, 1987). La identificacion de la forma o formas de
mejillon de las costas de Galicia se ha iniciado
recientemente mediante el estudio de 1os caracteres
morfologicos y los loci enzimaticos diagnostico (SANJUAN et
al., 1987, QUESADA et al., 1986). Los resultados obtenidos
hasta el momento ponen de manifiesto que el mejillon
gallego pertenece a la forma M. galloprovincialis (tabla 1) y
no se ha encontrado ninguna evidencia de una presencia,
destacable de M. edulis en esta area. Este analisis pone de
manifiesto que la mayor parte de la produccion mundial de
mejillon cultivado corresponde al tipo M. galloprovincialis y
sirve para sentar las bases sobre las que se inicien futuras
intervenciones geneéticas sobre este importante recurso
marino en las costas gallegas.

2. Genética cuantitativa

La mayor parte de los caracteres de interés comercial de 10s
seres vivos como son el peso, el tamano, la tasa de
crecimiento, la resistencia a enfermedades, etc., suelen ser
caracteres cuantitativos. Estos caracteres estan
determinados por sistemas genéticos constituidos,
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normalmente, por un elevado numero de genes de pequeno
efecto (poligenes). Ademas, se trata de caracteres sobre 1los
que el ambiente suele ejercer un importante efecto. A
diferencia de la variaciéon continua los caracteres
discontinuos o cualitativos suelen estar controlados por
genes «mayores» que poseen un gran efecto sobre el
caracter. Este tipo de genes se estudia mediante las técnicas
clasicas de la genética Mendeliana. Los loci poligénicos no
se pueden estudiar individualmente dado el pequeno efecto
de cada uno de ellos sobre el caracter. Esto hace que los
caracteres cuantitativos deban ser estudiados mediante
métodos biométricos que son la herramienta fundamental
de la genética cuantitativa o genética biométrica

(MATHER y JINKS, 1977; FALCONER, 1981). Mediante los
metodos biométricos los caracteres cuantitativos se
analizan a nivel poblacional y el caracter estudiado se
describe en términos de medias y varianzas. De esta forma,
la variabilidad presentada por un determinado caracter se
expresa como una varianza fenotipica (V) que se puede
descomponer en un componente genético que es la varianza
genotipica de la poblacion (Vg), un componente ambiental
(Vg) y un componente de interaccién genotipo-ambiente
(Vgg). La proporcion de la variabilidad fenotipica debida a
efectos genéticos expresada como razén Vg/Vye es la
determinacion genética del caracter y se denomina
heredabilidad (h*®) en sentido amplio. La varianza
genotipica (Vg) se puede descomponer a su vez en dos
componentes principales: la varianza aditiva (V,) y la
varianza geneética no aditiva. La varianza aditiva se debe a
los efectos genéticos de tipo aditivo, mientras que la
varianza no aditiva incluye a los efectos genéticos
producidos por las interacciones alélicas (dominancia) y las
interacciones entre genes diferentes (epistasis). Al cociente
VA/Vp se le denomina heredabilidad (h*) en sentido
restringido y es uno de los parametros genéticos mas
importantes a la hora de establecer un programa de mejora
geneética. Esto se debe a que la seleccion artificial actua
sobre la variabilidad genética de tipo aditivo para producir
el cambio genético de la poblacion. Por consiguiente, 1a
magnitud relativa de la varianza aditiva en relaciéon a la
varianza fenotipica determina en gran medida el éxito de un
programa de seleccion. Conviene tener presente, sin
embargo, que la estimacion de h® se refiere siempre a una
poblacion concreta en un medio ambiente determinado, por
1o que la estima de h® obtenida en una poblacion no se puede
aplicar, a otras poblaciones, aunque estas sean de la misma
especie. Lo mismo ocurre con las estimas de h® obtenidas
en un ambiente concreto las cuales no se pueden

aplicar a poblaciones situadas en otros

ambientes.
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Los estudios de genética cuantitativa con organismos
acuaticos no han sido demasiado frecuentes, aunque en los
ultimos anos se observa un mayor interés por el tema. Las
investigaciones con organismos acuaticos de interés para la
acuicultura se han centrado principalmente en 1los peces y
los moluscos. NEWKIRK ( 1980) ha efectuado una revision de
los estimas de heredabilidad en bivalvos y GJEDREM (1976)
ha realizado una revision similar en salmoénidos. Este
ultimo autor ha efectuado, recientemente, una amplia
revision de los estudios de genética cuantitativa que abarca
a un gran numero de especies de interés para la acuicultura
(GJEDREM, 1983). La estimacion de la heredabilidad se
realiza habitualmente por los métodos de regresion padre-
hijo o por el analisis de familias de medios hermanos
(FALCONER, 1981). No obstante, los diserios experimentales
empleados en muchas ocasiones para la estimacioén de la
heredabilidad de organismos acuaticos no son los optimos
al numero y al tamano de 1as familias por 10 que se obtienen
frecuentemente estimas de h® con grandes errores estandar
¥y, por consiguiente, con un bajo nivel de precision. Las
estimas obtenidas varian mucho segun la especie y el
caracter considerado pero, con todo, se puede concluir que,
en general, las poblaciones de organismos acuaticos poseen
una variabilidad genética considerable por 1o que se refiere
a los caracteres cuantitativos (NEWKIRK, 1980; GJEDREM,
1983). En la tabla 2 se muestran, a titulo de ejemplo,
algunas estimas de heredabilidad para caracteres
relacionados con la tasa de crecimiento en diferentes
especies de moluscos marinos como son la ostra japonesa
(Crassostrea gigas ), 1a ostra plana europea (Ostrea edulls)
y el mejillén Mytilus edulis. Los valores de las estimas de h®
van de moderados a altos y hacen de la tasa de crecimiento
un caracter especialmente atractivo de cara a programas de
mejora genética con los moluscos marinos.

La consanguinidad es uno de los agentes poblacionales
que mas afectan a los caracteres cuantitativos. Las
poblaciones consanguineas suelen experimentar un
decrecimiento en la media de los caracteres cuantitativos,
fenomeno denominado depresion por consanguinidad
(FALCONER, 1981). Se trata de un fen6émeno que es bastante
comun en muchas especies de anirmales y plantas y que
posee unas consecuencias desfavorables evidentes desde un
punto de vista comercial. Los organismos acuaticos en los
que mas se ha estudiado la consanguinidad son
probablemente 1os peces. Asi, se han descrito fenémenos de
depresion por consanguinidad para diversos caracteres en
la trucha arco iris (BRIDGES, 1973; KINCAID, 1976a,b) y en la
carpa (MoAV y WOHLFARTH, 1963), entre otras especies de
peces. Los caracteres que presentan depresion
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consanguinea con mayor frecuencia son la tasa de
crecimiento y la viabilidad. Recientemente, KINCAID (1983)
ha revisado la problematica de la consanguinidad en los
peces y ha senalado algunas medidas de indole practica para
controlar la tasa de consanguinidad de las poblaciones
cultivadas.

El fendmeno contrario a la depresion consanguinea es la
heterosis. Este fendmeno ocurre cuando los hibridos entre
lineas consanguineas presentan para un determinado
caracter un valor superior al de las lineas parentales
(FALCONER, 1981). El cruzamiento de lineas consanguineas
para producir hibridos es una estrategia de mejora genética
especialmente adecuada cuando la varianza genética del
caracter es de tipo no aditivo y juega un gran papel en la
mejora geneética de algunas especies vegetales entre las que
cabe destacar el maiz. Normalmente los hibridos suelen
proceder del cruzamiento entre individuos de la misma,
especie (hibridos intraespecificos) aunque, en ciertas
ocasiones, también es posible obtener hibridos entre
especies diferentes (hibridos interespecificos). La
hibridacion interespecifica es especialmente factible con los
peces y los invertebrados marinos pues, en estos
organismos, los hibridos suelen ser viables e incluso
fértiles. La mayor parte de los hibridos interespecificos que
se han obtenido pertenecen a especies de peces. No obstante,
también se han obtenido hibridos entre especies de otro tipo
como por ejemplo en ostras, en las que se han conseguido
hibridos entre la ostra americana, Crassostrea virginica,y
la ostra japonesa, Crassostres gigas (MENZEL, 1971; STILES,
1978). En general, los resultados obtenidos hasta ahora han
sido bastante variables y no se ha encontrado una clara
superioridad de los individuos hibridos. De todas formas, en
algunos casos se han conseguido hibridos con un vigor
superior al de las especies parentales. Asi, en peces planos
se han obtenido hibridos que presentan una mayor facilidad
de cultivo que las especies parentales (PURDOM, 1972, 1976).
En los salmonidos algunos hibridos poseen un peso
corporal muy superior al de las especies parentales
(REFSTIE y GJEDREM, 1975; GJEDREM, 1976 ), aunque estos
hibridos presentan problemas en relacién a su desarrollo y
a su tasa de supervivencia (REFSTIE, 1983). CHEVASSUS
(1983) ha revisado los estudios de hibridacién entre
especies de peces y ha evaluado €l interés potencial de los
hibridos interespecificos para la acuicultura.

14



3. La manipulacion de los
sistemas geneéticos

Los sistemas genéticos tienen como funciones principales la
transmision de la informacion genética de padres a hijos y
de celula a célula, y la ejecucion o expresién de esa
informacion para dar lugar al conjunto de células y tejidos
que conforman al ser vivo. La manipulacion de los sistemas
geneéticos se puede realizar, hoy en dia, de formas muy
diferentes como consecuencia del alto grado de desarrollo
que ha alcanzado la genética. La actuacién sobre los
sistemas geneéticos se puede efectuar a través de diferentes
metodologias que se pueden agrupar en tres grandes
categorias: la mejora genética tradicional, la manipulacion
cromosomica y la ingenieria genética. La mejora genética se
asienta conceptualmente sobre los principios de la genética
cuantitativa y la genética de poblaciones. Los métodos
fundamentales de la mejora genética son la seleccion
artificial, con sus distintas variantes (seleccion individual o
masal, seleccion familiar, seleccion intrafamiliar, etc.) y las
tecnicas de mejora por cruzamiento. Las técnicas de la
mejora genetica consisten basicamente en la manipulacion
de los sistemas poligénicos utilizando la informacioén de los
valores fenotipicos de los individuos. La accion de 1a,
seleccion artificial sobre los sistemas poligénicos se realiza,
a nivel poblacional y es la poblacioén sometida a seleccion la
que experimenta un cambio genético para el caracter
seleccionado. Las técnicas de la ingenieria genética actian
sobre los sistemas genéticos de una forma completamente
diferente pues operan directamente sobre el gen, es decir,
sobre el DNA. Normalmente, se trata de técnicas
moleculares que necesitan un sistema genético muy bien
definido a diferencia de las técnicas de mejora genética que
actuan sobre sistemas poligénicos en los que el numero, la
localizacion y los efectos de 1os genes no son conocidos.
Mediante los enzimas de restriccion, las técnicas de
clonacion y, en general, mediante la tecnologia del DNA
recombinante se puede manipular el genoma. de una forma
que hace tan solo unos anos era totalmente impensable.
Entre las técnicas de la mejora genética tradicional y las
técnicas de ingenieria genética estan los métodos de
manipulacion cromosomica. Mediante la manipulacién
cromosoémica se interviene sobre la distribucion de los
cromosomas en la meiosis y la fecundacion lo que permite
obtener, por ejemplo, individuos poliploides que pueden
tener interés comercial. En este caso, no se actia sobre el
caracter ni directamente sobre el DNA, sino que ahora el
cromosoma o0 la dotacién cromosodmica es la unidad de
manipulacién.
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3.1. La mejora genética de las poblaciones

La seleccion artificial y la mejora por cruzamiento son los
dos métodos fundamentales para realizar la mejora genetica
de una poblacion. La seleccion artificial consiste en la
eleccion de los individuos que se van g utilizar como
progenitores de la siguiente generacion y la mejora por
cruzamiento consiste en establecer la forma en que los
individuos progenitores se van a aparear. La ganancia
genética obtenida por seleccion artificial se denomina
respuesta a la seleccion (R) y es la diferencia entre la media
de la descendencia y la media de la poblacion original. El
valor de la ganancia genética depende de la heredabilidad
del caracter (h®) y del diferencial de seleccion (S) o
diferencia entre la media de los individuos seleccionados y
la media de la poblacion original, siguiendo la expresion

R = h* 8. Por consiguiente, la seleccion artificial aprovecha
la varianza genética de tipo aditivo para producir los
cambios geneéticos del caracter seleccionado en la poblacion.
La mejora por cruzamiento consiste en obtener individuos
hibridos entre variedades o lineas parentales, normalmente
consanguineas, a fin de explotar el fenomeno del vigor
hibrido o heterosis. La mejora por cruzamiento esta
destinada a utilizar los componentes no aditivos de la
varianza genética. Desde esta perspectiva la seleccion y el
cruzamiento son dos estrategias de mejora genética que, a
nivel tedrico, estan perfectamente diferenciadas.

Un aspecto importante sobre el que conviene llamar la
atencion es que las técnicas de mejora solo pueden aplicarse
con éxito cuando existe un gran control sobre el organismo
a mejorar. Debe controlarse tanto el ciclo biologico del
organismo como las condiciones de cultivo, y estas tanto en
lo que se refiere al control del ambiente fisico (temperatura,
salinidad, etc.) como al control de otro tipo de factores como
es, por ejemplo, la alimentacion. El éxito de las técnicas de
la mejora genética en la agricultura y en la ganaderia se
debe en una parte muy importante a que las condiciones de
cultivo de los organismos terrestres estan muy controladas
lo que hace que el ambiente sea relativamente estable y
homogéneo. Como se ha dicho anteriormente la respuesta a
la seleccion artificial esta en funcion directa de la
heredabilidad del caracter y ésta depende en ultima
instancia no sélo de la variabilidad aditiva de la poblacion si
no también del ambiente en donde esta situada (recuerdese
que el denominador de h® es la varianza fenotipica que lleva
incluida la varianza ambiental). Esto quiere decir que, a
igualdad de otros factores, las poblaciones situadas en
ambientes muy variables tenderan a poseer valores de
heredabilidad mas bajos lo que dara lugar a unas respuestas
selectivas inferiores. Por el contrario, aquellas poblaciones
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donde el control ambiental sea muy riguroso poseeran una
varianza ambiental pequena que dara lugar a una mayor
heredabilidad y a una mayor respuesta selectiva. Por otro
lado, en las poblaciones situadas en ambientes muy
heterogéneos la varianza de interaccioén genotipo-ambiente
podra ser muy grande y sera otro factor que complicara la
situacion. Todos estos aspectos deben de tenerse muy en
cuenta pues el control de los organismos acuaticos no se
puede equiparar aun con el alcanzado en el cultivo de los
organismos terrestres. En este sentido, es muy probable que
muchos de los problemas que se presenten en los
programas de mejora genética de los organismos acuaticos
estén directamente relacionados con el control del
ambiente.

Los programas de seleccion que se han llevado a cabo con
organismos acuaticos de interés comercial no han sido
demasiado numerosos. GJEDREM (1983) ha revisado
recientemente un total de 16 experimentos de seleccion
artificial realizados con peces (salmonidos, carpa comun y
barbo) y ostras (ostra plana europea y ostra americana).
Los caracteres seleccionados fueron la velocidad de
desarrollo en 12 casos y la resistencia a enfermedades en 4
ocasiones.

La ostricultura es una actividad de gran relevancia dentro
de la acuicultura marina. La importancia econémica de la
ostricultura ha dado lugar a que se lleven a cabo varios
programas de mejora genética de ostras. Entre estos
programas cabe destacar las experiencias de seleccion para
incrementar la tasa de crecimiento de la ostra plana (Ostrea
edulis ), la resistencia a parasitos de la ostra americana
(Crassastrea virginica )y la resisencia a enfermedades de la
ostra japonesa (C. gigas ). En la costa este del Canads el
cultivo de la ostra plana europea posee un gran interés en
aquellas zonas en que por su latitud la ostra americana no
puede vivir (HALEY y NEWKIRK, 1982). En las poblaciones de
ostras europeas cultivadas en el Canada €l caracter de
mayor interés para ser mejorado genéticamente es la tasa
de crecimiento. NEWKIRK y HALEY (1982, 1983) han llevado a
cabo un programa de seleccion artificial para la tasa de
crecimiento en una poblacién ostra plana localizada en la
costa este del Canada. La seleccion para el caracter peso a
los dos afios produjo en la primera generacion de selecciéon
una importante respuesta (NEWKIRK y HALEY, 198R). En 10s
7 grupos seleccionados la ganancia en peso fue del 8 al 38 %
en relacion a los grupos control, y en términos medios la
ganancia en peso fue del 23 %. Los resultados que se
obtuvieron en la segunda generacién de seleccion fueron sin
embargo decepcionantes (NEWKIRK y HALEY, 1983). Las
descendencias de los 4 grupos seleccionados presentaron
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siempre un peso superior a los grupos control no
seleccionados pero las diferencias en peso fueron
cuantitativamente muy pequenas y de un orden de magnitud
muy inferior a las encontradas en la primera generacion.
NEWKIRK y HALEY (1983) han especulado con la posibilidad
de que un fenémeno de depresion por consanguinidad haya
sido el causante de la baja respuesta selectiva observada.
Hay que tener en cuenta que la fecundacion en la ostra
plana se produce en el interior de la cavidad paleal y esto
dificulta el control de los apareamientos. Debido a esta
particular caracteristica de la ostra plana los
apareamientos de los grupos de individuos seleccionados se
realizaron de forma masal lo que facilita la aparicion de
fenomenos de consanguinidad. Todo esto pone de manifiesto
como un insuficiente control del ciclo biologico de un
organismo puede limitar y entorpecer el desarrollo de un
programa de mejora y resalta la necesidad de un mayor
conocimiento de los aspectos reproductivos de la ostra
plana.

Otros experimentos de seleccion artificial realizados con
moluscos marinos se han dirigido a la obtencion de
variedades resistentes a enfermedades y a parasitos. El
cultivo de la ostra americana en la bahia de Delaware en 1os
Estados Unidos ha estado sometido durante las ultimas
décadas a importantes mortalidades debidas a la presencia
del parasito Haplosporidium nelsoni, tambien denominado
MSX y conocido anteriormente como Minchinia nelsoni
(FORD y HASKIN, 1982). HASKIN y FORD (1979, 1986) han
llevado a cabo un programa de seleccion de «stocks»
resistentes exponiendo individuos al MSX durante un
periodo de 33 meses (tabla 3). En estos experimentos se

TABLA 3

Mortalidades acumulativas y tasas de supervivencia de diferentes
«stocks» de ostra americana (Crassostrea virginica) sometidos aun
periodo de exposicion de 33 meses al MSX (Haplosporidium nelsoni).
Segun Haskin y Ford (1979 y 1986).

Numero . Tasa de
«Stock» de grupos Mortalidad (%) supervivencia'
Susceptibles 39 92 1
Nativas 9 81 2.4
Resistentes:
1.* generacion 13 65 44
2.2 generacion 15 58 53
3.2 generacion 9 41 74
4 * generacion 12 49 6.4
5.2 generacion 6 30 8.8

'La tasa de supervivencia de un «stock» es su viabilidad relativa al «stock»
de ostras susceptibles.
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utilizaron como controles o variedades no geleccionadas a
una serie de grupos de ostras traidas de areas en donde no
hay MSX (ostras susceptibles) y a ostras nativas de la
Bahia de Delaware no sometidas a seleccion artificial. La
mortalidad de las ostras susceptibles fue del 92 % y la de las
ostras nativas fue el 81 % lo que probablemente quiere decir
que las ostras de la Bahia de Delaware ya han desarrollado
de forma natural un cierto grado de resistencia al parasitoy
asi su tasa de supervivencia es de 2,4 veces el de 1os grupos
susceptibles (tabla 3). Los «stocks» seleccionados
produjeron descendencias con mortalidades muy inferiores
y en clara relacion con el numero de generaciones de
seleccion. Asi, las mortalidades de los «stocks»
seleccionados durante 1, 2, 3,4 v 5 generaciones fueron 65,
58, 41, 49, y 30 %, respectivamente, 10 que supone tasas de
supervivencia de 4,4 a 8,8 veces la supervivencia del «stock»
de ostras susceptibles. La resistencia al parasito parece
pues haberse incrementado en los «stocks» mediante
seleccion artificial.

E1 cultivo de la ostra japonesa u ostra del Pacifico en la
costa oeste de los Estados Unidos esta sometida a una
enfermedad denominada «enfermedad del verano»
(«summer mortality») que produce grandes mortalidades en
las poblaciones de ostras. No se ha podido determinar las
causas concretas de esta enfermedad pero las mortalidades
se han encontrado asociadas a areas de alta productividad,
altos niveles de nutrientes, temperaturas de las aguas por
encima de log 20 °C y coincidiendo con el periodo de maxima
maduracion gonadal (BEATTIE et al., 1980; HERSHBERGER et
al, 1984). La seleccién de familias que presentan una baja
mortalidad ha producido una mejora de 1a resistencia a la
«enfermedad del verano» (HERSBHBERGER et al., 1984). El
78 % de las familias seleccionadas en la segunda generacion
presentaron una menor mortalidad que los controles. En la
tercera generacion todas las familias presentaron una
MAayor supervivencia que 1os controles y en ellas el
porcentaje de mortalidad oscild entre el 13 y €l 23 %, cuando
la mortalidad en los controles fue del 62,4 %.

3.2. La manipulacioén cromosomica

La manipulacion cromosdémica, o ingenieria cromosoémica
como también se la conoce, congiste basicamente en la
alteracién del nimero normal o diploide de dotaciones
cromosomicas de los individuos. Las manipulaciones
cromosodmicas se ejecutan durante la reproduccion del
organismo, actuando mediante distintos procedimientos
sobre la gametogénesis y la fecundacion. Los dos tipos mas
importantes de manipulacién cromosémica con la
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ginogénesis y la poliploidia. La poliploidia es un método
ampliamente empleado en la mejora vegetal pero que se ha
aplicado raramente a animales salvo con organismos
acuaticos. Determinados aspectos de la biclogla
reproductiva de los organismos acuaticos, como es la
fecundacioén externa, por ejemplo, facilitan grandemente la
manipulacion cromosémica de estos seres. Por este motivo
las técnicas de manipulacion cromosémica gozan de un
gran futuro en la acuicultura en donde ya se estan aplicando
intensamente sobre todo en peces y moluscos (para una
revision del tema véase PURDOM, 1983).

La ginogénesis consiste en la obtencion de individuos
diploides cuyo material genético procede sblo del progenitor
femenino. Los individuos gincgenéticos se consiguen
fecundando un huevo con espermatozoides genéticamente
inactivados por radiacion. A continuacion mediante un
tratamiento de tipo fisico o de tipo quimico se puede alterar
la metafase de la division celular provocando la retencion
del corpusculo polar para restaurar asila diploidia. Una de
las ventajas de la ginogénesis es que es un método con el
que se pueden obtener individuos altamente consanguineos
de forma inmediata.

La poliploidia se produce alterando la meiosis en huevos
fecundados con espermatozoides normales. Si la alteracion
congsiste en interferir la metafase de la division celular
impidiendo la formacién del corpusculo polar se obtiene un
individuo triploide. Los tratarnientos fisicos y quimicos para
inducir poliploides son muy similares a los utilizados en la
induccién de individuos ginogenéticos y suelen ser choques
térmicos y de presion, y tratamiento quimico con
citocalasina B. La triploidia presenta grandes ventajas en el
cultivo de los peces pues las hembras triploides son
estériles y desarrollan ovarios de tamano muy reducido lo
que les confiere una mayor tasa de crecimiento asi como
otra serie de ventajas (LINCOLN, 1981; THORGAARD, 1983,
1986).

3.5. La ingenieria genética

El importante desarrollo alcanzado por las técnicas
moleculares en las ultimas décadas ha producido avances
espectaculares en la geneética y en general en la biologia
molecular. La clave de este gran avance esta en las
modernas técnicas que permiten manejar e intervenir
directamente sobre el DNA. Entre estas técnicas cabe
destacar los métodos de unidén de fragmentos de DNA
mediante enzimas de restriccion (MURRAY, 1978; WATSON et
al.,, 1986). Las enzimas de restriccion son capaces de
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reconocer secuencias especificas en el DNA y producir
cortes en la doble hélice. Con estas enzimas es posible unir
fragmentos de DNA de muy distinto origen dando lugar a
moléculas recombinantes de DNA. También son de especial
relevancia las técnicas de clonacién que permiten
introducir fragmentos de DNA en vectores de clonacién
como son los plasmidos bacterianos y los fagos. Otro avance
técnico importante es la utilizacion de sondas (mRNA y
cDNA habitualmente) que permiten localizar un fragmento
determinado de DNA situado en un clon bacteriano
particular, y también las técnicas mas modernas de los
«borrones» («Southern blotting») que permiten localizar
fragmentos especificos de DNA sin necesidad de clonarlos
previamente (SOUTHERN, 1975). También son de importancia
las técnicas de secuenciacién de DNA que permiten conocer
la secuencia de nucledtidos de un fragmento de DNA
(SANGER y COULSON, 1975; MAXAM y GILBERT, 1977; SANGER et
al., 1977). Todo este conjunto de técnicas conforman lo que
hoy en dia se denomina la tecnologia del DNA recombinante
0 ingenieria genética (CHAKRABARTY, 1978; CHERFAS, 1984,
WATSON et al., 1986). Estas técnicas estan abriendo
posibilidades insospechadas de cara a la manipulacién de
los sistemas genéticos y estan produciendo una auténtica
revolucion dentro de la biologia.

La ingenieria genética es una de las tecnologias que mas
ha contribuido al desarrollo de 1o que hoy en dia se conoce
como la biotecnologia. Las posibilidades de aplicacién de las
técnicas de ingenieria genética son practicamente
ilimitadas y abarcan campos que van desde la medicina a la
agricultura. Baste sefialar aqui la introduccioén, por técnicas
de DNA recombinante, de genes humanos y de otros
mamiferos en cepas bacterianas que a partir de entonces
sintetizan las proteinas no bacterianas. De esta forma, se
han podido obtener cepas bacterianas que producen
insulina, hormona de crecimiento, somatostatina y otras
proteinas de gran interés (ITAKURA et al., 1977; VILLA-
KOMAROFF et al., 1978; GOEDDEL et al., 1979ab).

La aplicacion de las técnicas de ingenieria genética y en
general la aplicacion de la biotecnologia a la acuicultura
tiene grandes posibilidades. En la actualidad ya se empieza a
hablar de la biotecnologia marina o de forma mas general de
la bitecnologia de los organismos acuaticos (KLAUSNER,
1988). Los primeros pasos se dirigen hacia la identificacion
y el aislamiento de genes que puedan tener una cierta
relevancia para el cultivo de los organismos acuaticos como
son los genes que codifican 1a hormona de crecimiento de
peces, los genes de la metalotioneina que confieren
resistencia a iones metalicos, los genes «anticongelantes»
que determinan un largo polipéptido que tiene propiedades
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contra la congelacion, etc. Una de las aplicaciones mas
prometedoras de la biotecnologia a la acuicultura es la
transferencia de genes. Mediante las técnicas de
transferencia se pueden introducir, por microinyeccion en
cigotos y en embriones jovenes, genes propios o extranos, es
decir, genes de la misma o de diferente especie. Si después de
la transferencia se consigue que se produzca la integracion
cromosomica de los genes sera posible que estos se
introduzcan en la linea germinal del organismo y se lleguen
a expresar en tejidos somaticos de forma normal. Los peces
y los moluscos, por su interés comercial, son los
organismos acuaticos en donde se estan iniciando las
experiencias de transferencia de genes (KLAUSNER, 1985).
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La medida e interpretacion de la variabilidad genética en
razon de su origen, mantenimiento y significado evolutivo
es esencial para explicar y predecir los cambios en la
composicion genética de las poblaciones. Sin embargo, aun
hoy en dia es dificil dar una respuesta satisfactoria a la
mayoria de estos aspectos. Incluso el mas inmediato de
ellos, medir la variabilidad genética, esta cargado de
dificultades con las que la Genética se ha debatido durante
décadas.

La variabilidad genética o heredable surge como
consecuencia del proceso de la mutacion. Esto es, cualquier
cambio en la secuencia o numero de nucledtidos del DNA
provocados por una gran diversidad de factores (agentes
mutagénicos fisicos y quimicos, errores en la replicacion del
DNA, elementos madviles, etc.). La mutacion en union del
mecanismo amplificador de la recombinacién genética,
proporcionan el sustrato sobre el que acttan los diversos
agentes evolutivos (seleccidn natural, migracion, etc.)
promoviendo los cambios genéticos en las poblaciones.
Ambos, cambio genético y variabilidad, adquieren su
verdadero significado a un nivel poblacional. El individuo
tiene unas posibilidades limitadas de cambio genético y su
contribucion al conjunto de genes de la poblacion o acervo
génico es minima. La poblacion es el nivel jerarquico de
organizacion que configura la unidad evolutiva basica. En
este contexto el término de poblacion hace referencia al
concepto de poblacion mendeliana. Una poblacion
mendeliana se define como una comunidad de individuos
coespecificos vinculados por lazos de apareamiento y
parentesco (DOBZHANSKY, 1970). Dichos vinculos confieren a
la misma una dimension espacio-temporal. En el espacio,
porgue la reproduccion tiene lugar mediante el
apareamiento entre sus miembros y en el tiempo, debido a
los nexos reproductivos existentes entre las generaciones.
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El conjunto de una o varias poblaciones constituye una
unidad reproductora mas amplia que es la especie. Segun
MAYR (1970), la especie se define como un grupo de
poblaciones entre las cuales existe real o potencialmente
intercambio genético y que estan reproductivamente
aisladas de otros grupos semejantes. En esta definicion se
desarrolla el concepto fundamental de «biospecie», que a
diferencia del de «morfoespecie», considera un criterio
objetivo y pleno de significado biologico para la
diferenciacion interespecifica tal cual es el aislamiento
reproductivo. Concepto que obviamente no es extensible a
organismos con reproduccion asexual o partenogenética y a
organismos con sistemas de reproduccion por
autofecundacion. Si anteriormente se asignaba a la
poblacion el caracter de unidad evolutiva basica, la especie
en cierto modo es la unidad evolutiva independiente.

1. La medida de la variabilidad
geneética,

Es indudable que las poblaciones naturales exhiben una
gran cantidad de variabilidad para practicamente
cualquiera de los rasgos o caracteres del fenotipo de los
individuos. Variabilidad a la que en mayor o menor medida
contribuyen factores genéticos, ambientales o una
combinacién de ambos. Sin embargo, medir la variabilidad
genetica subyacente a la variabilidad fenotipica no es nada
facil, fundamentalmente cuando la base genética de los
caracteres es compleja. En principio, analizar la
variabilidad de todos y cada uno de los genes e individuos de
las poblaciones naturales no es factible. En consecuencia se
impone la eleccion de una muestra de individuos y genes a
partir de la cual inferir la variabilidad genética de la
poblacion. Idealmente, esta muestra debe cumplir dos
requisitos: a) representativa, los individuos y genes elegidos
deben ser como media tan variables como los existentes en
la poblacidon y todo el genoma, respectivamente; y b)
precisa, la metodologia que se use debe ser 1o
suficientemente sensible como para detectar los distintos
estados o alelos presentes en un locus determinado
(LEWONTIN, 1974; AYALA, 1983).

La metodologia mendeliana es una de las vias y la mas
antigua con la que cuenta la Genética para evaluar la
variabilidad genética en loci individuales. L.os caracteres
tipicamente mendelianos, cualitativos o discontinuos, estan
geneticamente influenciados por uno o varios genes y estan
poco afectados por el ambiente. Las distintas variantes
alélicas cuando se expresan, manifiestan un efecto severo
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en el fenotipo y los individuos pueden adscribirse con
facilidad a clases fenotipicas discretas. Tipicamente son
genes recesivos y en consecuencia se manifiestan en
condicion homocigotica, 10 que requiere que las variantes en
heterocigosis se detecten por medio de los métodos clasicos
de la, genética mendeliana, esto es, mediante cruzamientos y
analisis de las proporciones fenotipicas de la descendencia o
estudios familiares. Del método se infiere que sélo se pueden
detectar aquellos genes que son variables, dado que un
caracter pone de manifiesto su base genética siempre que
exista variabilidad segregando en el locus o loci implicados.
En definitiva, los genes invariables quedan fuera del campo
de sensibilidad del método por 1o que ya se vulnera la
primera de las condiciones exigidas a la muestra.

Por otra parte, la mayoria de los caracteres del fenotipo de
los individuos tienen una base genética méas compleja y por
lo tanto, es mag dificil caracterizar la variabilidad genetica
subyacente a los mismos. Son caracteres que estan
controlados genéticamente por un numero elevado de genes
de pequeno efecto o poligenes y usualmente estan sujetos a
una importante influencia ambiental. La distribucion
fenotipica de los caracteres con una base genética,
poligénica o multifactorial se caracteriza bien por ser
continua y por tanto no es posible diferenciar clases
fenotipicas discretas (caracteres cuantitativos), o bien por
presentar clase fenotipicas discretas (caracteres
meristicos) o por ultimo que el caracter esté presente o
ausente en los individuos (caracteres umbral). Entre los
caracteres con una base genética poligénica se incluyen
aquellos de mayor interés biolégico y econdémico como
velocidad de crecimiento, viabilidad, fertilidad, tamano, peso,
etc. Estos caracteres también muestran gran variabilidad en
las poblaciones naturales como se pone de manifiesto con la
consanguinidad o por el éxito obtenido durante décadas en
la respuesta a la seleccidn artificial en la mejora genética de
animales y plantas. Sin embargo, estas observaciones no
resuelven el problema de cuantificacion de la variabilidad
genética para estos caracteres. La variabilidad genética de
los caracteres cuantitativos se evalua por medio de la
metodologia de la Genética Cuantitativa, descomponiendo la
variacion fenotipica para un caracter dado en sus
componentes causales: la varianza del caracter atribuible al
genotipo, al ambiente y la varianza de interaccion genotipo-
ambiente. Del primer componente se estima que proporcién
de la variacion es aditiva, dominante o epistatica (Falconer,
1981). Este analisis se realiza no en base a la contribucion
que los loci individuales hacen al caracter sino en base a la
contribucidn relativa que componentes genéticos y no
geneéticos hacen a la distribucidén fenotipica de un caracter
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en una poblacidon dada. Por lo tanto, no se puede estimar
cuantos loci conforman la base genética del caracter y de ellos
cuantos son variables asi como tampoco conocer el numero de
alelos y la frecuencia que éstos alcanzan en cada locus.

El desarrollo de 1a Genética Molecular durante las décadas
de los anos cincuenta y sesenta junto con la irrupcion de las
técnicas moleculares procedentes de la Bioquimica y
Biologia Molecular serian los elementos desencadenantes de
una auténtica revolucion en la Biologia Evolutiva. Asi, la
aplicacion de las técnicas de electroforesis a un nivel
poblacional en la mitad de la década de los sesenta (HARRIS,
1966, HUBBY y LEWONTIN, 1966) iba a marcar uno de los
grandes hitos en la lucha por la deteccidén y analisis de la
variabilidad genética intra e interespecifica. Esta técnica
molecular permite detectar la variabilidad genética en loci
proteicos individuales infiriéndola a partir del analisis de
los productos proteicos codificados por los mismos. La,
informacion genética codificada en la secuencia de
nucledtidos de los genes estructurales se transcribe directa
o indirectamente a una molécula de RNA mensajero que
posteriormente se traduce en los ribosomas a los
polipéptidos que componen las células de 10s organismos.
Cualquier alteracion que se produzca en la secuencia de
bases del DNA y que comporten cambios de aminoacidos se
reflejaran en variaciones en la estructura primaria del
polipéptido codificado por el gen. El analisis de las distintas
variantes proteicas sera consecuentemente una medida
indirecta de las variantes genéticas o alelos existentes en
dicho locus. De la variabilidad proteica se infiere la
variabilidad genética.

Una via para detectar las posibles variantes proteicas
para un locus dado, consiste en aislar y secuenciar los
aminoacidos de las proteinas. Sin embargo, dicho método no
es eficaz para los estudios de variabilidad genética
realizados siempre a un nivel poblacional (muchos loci,
muchos individuos por locus). Otra via mas resolutiva
resulta de la aplicaciéon de las técnicas de electroforesis
conjuntamente con las técnicas histoquimicas para la
tincion de las proteinas. La técnica de electroforesis permite
separar proteinas extraidas de la sangre, tejidos u
organismos completos. El proceso basicamente consiste en
la, migracién diferencial que las distintas proteinas
experimentan a través de un soporte semisolido (gel de
almidon o poliacrilamida comunmente) cuando se les
expone a la accion de un campo eléctrico. La velocidad de
migracion de las proteinas sera proporcional a la magnitud
de su carga eléctrica neta (a un ph determinado) y
dependera del tamano y forma de la molécula. Una vez
transcurrida la electroforesis, 1a visualizacion de las
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posiciones de las proteinas en el gel se obtiene mediante
diversos procedimientos de tincién. La tincién puede
efectuarse usando sales inespecificas, con 1o que se
visualizaran todas las proteinas que en una proporcion
significativa estén representadas en la muestra, o bien con
tinciones mas especificas (para lipoproteinas por ejemplo).
Las posiciones de las proteinas se revelaran en el gel a
modo de bandas. Sin embargo, la tincién general o
inespecifica puede llevar asociada dificultades en la
interpretacion de las bandas (superposicion de bandas, una
banda puede representar a mas de una proteina, etc.). La
tincién de enzimas presenta menos problemas de
interpretacién. En ella se hace uso de la relacidon especifica
entre el enzima y el sustrato. Se le adiciona al gel el sustrato
especifico sobre €l que actua el enzima y se provoca la
oxidacioén de una forma quimica soluble a una forma,
coloreada insoluble. Como resultado, se forma un
precipitado coloreado en el lugar donde esta localizado el
enzima que se destaca sobre la matriz del gel. Las técnicas
de electroforesis y de tincion pueden desarrollarse con
multiples variaciones que se describen en distintos
manuales que tratan el tema (BIER, 1967; BREWER, 1970;
HARRIS y HOPKINSON, 1976; SIMPSON y WHITTAKER, 1983).

La disposicion o patrén de bandas que aparece en el gel
después de la tincidn enzimatica recibe el nombre de
zimograma. La interpretacioén genética del zimograma en
términos de genotipos y alelos requiere que previamente se
determine la base genética de dicha variacion, excluyendo
otras causas de variacién no genéticas o extrinsecas al
locus analizado como artefactos de 1a técnica y
modificaciones postraduccionales (FINNERTY y JOHNSON,
1979; AQUADRO y AVISE, 198R). Si todos los individuos de la
muestra analizada muestran en el zimograma, una sola
banda con la misma movilidad, ello indicaria la existencia
de un solo gen o locus invariable. En el caso de que exista
variacioén genética en el locus bajo estudio, la determinacion
de los distintos genotipos es sencilla teniendo presente que
generalmente las proteinas estan codificadas por loci
individuales y sus productos alélicos son codominantes con
lo que 1os heterocigotos pueden detectarse sin necesidad de
realizar cruzamientos. Los homocigotos presentaran una
sola banda y los heterocigotos dos o mas dependiendo de si
el enzima, activo esta compuesto de uno o mas subunidades
polipeptidicas, denominandose segun el caso como
monomeros, dimeros, trimeros, etc. (figuras 1 y 2). El
numero total de los distintos genotipos posibles variara con
el namero de alelos. Para un locus con k alelos habra
k(k + 1)/R genotipos posibles, de los cuales k y k(k — 1)/
seran genotipos hormocigotos y heterocigotos, respectivamente.
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Fig. 1. Zimograma, electroforético correspondiente al enzima fosfoglucosa
isomerasa (PGI) de la ostra plana (Ostrea edulis). Todas las
posiciones corresponden a individuos homocigotos para el alelo Pgi®
excepto las posiciones 8 y 10 que corresponden a heterocigotos Pgil/
Pgi®. La presencia de tres bandas en los heterocigotos pone de
manifiesto la naturaleza dimeétrica del enzima.

Fig. 2. Zimograma electroforético correspondiente al enzima
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fosfoglucomutasa (PGM) de la ostra (Ostrea edulis). Las posiciones 5,
7y 15, y las posiciones 12 y 17 corresponden a individuos
homocigotos para los alelos Pgm* y Pgm®, respectivamente. La
posicién 19 y las posiciones 6 y 14 pertenecen a los heterocigotos
Pgm'/Pgm?®y Pgm'/Pgm®, respectivamente, mientras que las restantes
posiciones corresponden a heterocigotos Pgm*/Pgm®. La presencia de
dos bandas en los heterocigotos revela que €l enzima es un MoONOMETo.



El analisis de la variabilidad genética en loci proteicos
mediante la técnica de electroforesis supuso un avance
significativo en la, medicién de la variabilidad, dado que se
podian analizar tanto los genes invariables (un solo
producto génico), como los genes variables (mas de un
producto génico) y detectar ligeros cambios a nivel del
genoma. A ello se anadia la ventaja adicional de que se
podian obtener estimas de variabilidad de genes individuales
de manera rapida y sin necesidad de realizar cruzamientos
y esperar a analizar la descendencia. Incluso, en especies
donde no fuera posible controlar la reproduccion de los
individuos. Finalmente, la teoria de la, Genética de
Poblaciones que estaba formulada en términos de loci
individuales podia ahora contrastarse experimentalmente.

Sin embargo, la técnica de electroforesis tampoco esta
exenta de limitaciones y no es totalmente precisa. Desde la
introduccion de la electroforesis ya se reconocia que ésta no
era capaz de medir toda la variabilidad genética existente en
las poblaciones. Esto resulta obvio examinando los
fundamentos basicos de la técnica. Asi, todas las variaciones
genéticas que no redunden en una. sustitucion de los
aminoacidos de las proteinas quedan fuera de su poder
resolutivo. Ello supone que s6lo el 28 % de los cambios
nucleoétidos en la tercera base del codon daran lugar a
cambios de aminoacidos, dada la naturaleza degenerada del
codigo genético. Finalmente, la técnica no detectara como es
evidente las variaciones genéticas en las zonas no
codificadoras de los genes como intrones y extremos 8’y 3’
de la zona codificadora. Un aspecto de mayor controversia
se suscitd en torno a la sensibilidad de la técnica para
detectar las distintas sustituciones de aminoéacidos. El
problema de fondo era sustancial ya que esta relacionado
con la evaluacion del significado evolutivo de la variabilidad
proteica. Una de las aproximaciones fundamentales al tema
consiste en contrastar la distribucion teérica de frecuencias
alelicas predicha por la teoria neutralista (KIMURA, 1968)
con la distribucion observada de las frecuencias alélicas
intra e interpoblacional obtenida a partir de los datos de
electroforesis. En este contexto, es vital pues averiguar qué
es lo que miden las técnicas estandar de electroforesis.
Sobre tal punto surgieron dos concepciones ¢ modelos
extremos. El modelo denominado de «infinitos alelos»
desarrollado por KIMURA y CROW (1964 ) y aplicado a 1os
datos de electroforesis, considera que ésta resuelve
practicamente todas las sustituciones o alteraciones en la
estructura primaria de la proteina. La otra posicion
contemplada en el modelo de «unidad de carga», defiende que
la electroforesis preferentemente detecta las sustituciones
de aminoacidos que cambian la carga neta de las proteinas
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(OHTA y KIMURA, 1973). Por ejemplo, la sustitucion de un
aminoacido neutro por otro acido o basico produciria un
cambio de una unidad en la carga neta. Evidentemente,
varios cambios simultaneos pueden contrarrestar sus
efectos y tampoco serian detectados. En funcidn del codigo
genético y si las sustituciones nucleotidicas fueran
aleatorias de los 399 cambios posibles s6lo 128 o el 32 % de
las sustituciones de aminoacidos comportarian cambios en
la carga neta (LEWONTIN, 1974 ). Este es un valor sin duda
aproximativo que variara en funcioén de la secuencia de cada
proteina. En cualquier caso, el dato cualitativo es que la
mayor parte de las sustituciones de aminoacidos pasarian
desapercibidas a la técnica. Por lo tanto, en el zimograma no
existiria una relacion univoca entre banda y genotipo sino
que cada banda se corresponderia con un conjunto de
genotipos de igual movilidad. Dada la ambiguedad de asignar
un genotipo concreto a cada banda, a éstas se les ha
denominado «electromorfos» (KING y OHTA, 1975).
Frecuentemente, también se utiliza el término «alozimas»
para designar a los distintos electromorfos codificados por
alelos alternativos del mismo locus. El termino de
«isozimas» tiene un significado mas amplio y da nombre a
aquellas formas moleculares de un enzima que catalizan la
misma, reaccion.

Esta controversia condujo a dos aproximaciones
experimentales de estrategias distintas. Una de ellas,
consistioé en el desarrollo y aplicacion de métodos de
electroforesis y bioquimicos méas sensibles en orden a
evaluar la variabilidad «criptica» existente en los distintos
electromorfos. Por variabilidad criptica se entiende aquella
variabilidad que no se detecta por medio de las técnicas
estandar de electroforesis. Entre estas técnicas se puede
citar la electroforesis secuencial, desnaturalizacién por el
calor, desnaturalizacion por urea, isoelectroenfoque y
mapeo de péptidos (para una revision véase AYALA, 1982;
1983; COYNE, 198R%). Un resultado consistente de estos
estudios es que la electroforesis en una sola condicidén no
detecta muchas de las sustituciones de aminoacidos que
ocurren en las proteinas. Esta afirmacion se ilustra en la
tabla 1. En ella, se indica el incremento de variabilidad que
se obtiene al aplicar técnicas suplementarias a la
electroforesis estandar en gran numero de loci y diversidad
de organismos. La mayor parte de estos estudios se han
realizado en especies del género Drosophila pero también se
muestran los resultados para otras especies de animales,
vegetales y la bacteria Escherichia coli. El incremento
medio en el numero de alelos es de aproximadamente 4 y la
heterocigosis incrementa como media 0,112 con respecto a
la electroforesis convencional. En el 83 % y 72 % de los loci

40



TABLA 1

Tipo y porcentaje de sustituciones de aminoacidos detectados por la
electroforesis estindar (EE) y la electroforesis secuencial (ES) en
distintas variantes de 1a hemoglobina A humana.

Tipo de sustitucion Numero EE ES
Una muestra aleatoria, 20 40 % 85 %
Quimicamente idénticas y en distinta
posicion de la molécula 39 77 % 90 %

Quimicamente distintas con carga
equivalente y en la misma posicion
de la molécula, 5 80 % 80 %

incluidos en la tabla hubo incremento en el numero de
alelos y la heterocigosis, respectivamente. No obstante, los
estudios presentan algun sesgo en cuanto a la eleccion de
los loci por 1o que el incremento medio esperado en una
muestra aleatoria seria algo menor. Ademas, existe una
gran heterogeneidad en 10 que respecta a la variabilidad
criptica existente para los distintos loci asi como en el
poder resolutivo de las técnicas. En algun caso, el aumento
en el numero de alelos fue espectacular. Singh et al. (1976)
en un primer estudio del locus xantin deshidrogenasa
(Xdh) en lineas isogénicas de Drosophila pseudoobscura
llegaron a detectar hasta 37 alelos, aplicando la técnica de
electroforesis secuencial, mientras que en una unica
condicion se detectaban so6lo 6 alelos. La electroforesis
secuencial consiste en someter a las distintas variantes
proteicas a varias condiciones de electroforesis en lugar de
una sola, como se hace en la electroforesis estandar.
Usualmente las condiciones a variar son la concentracion
del gel y el ph de los tampones. Como norma la variabilidad
criptica que se detecta es proporcional al nivel del
polimorfismo de los loci. Los loci monomorficos no suelen
manifestar variabilidad criptica con lo que las diferencias
entre un tipo y otro de loci se acentuan. Estas observaciones
tienen importantes derivaciones. Una de ellas es que el
modelo de infinitos alelos no es valido cuando se aplica a
datos obtenidos por las técnicas de electroforesis estandar.
Otra, es que el numero y distribucion de las frecuencias
alélicas pueden experimentar cambios importantes y ello
tiene consecuencias en el marco de los estudios tedricos que
tratan de interpretar el significado de esta variabilidad y
hacen predicciones en funcion del numero y distribucion de
las frecuencias alélicas (EWENS, 1972). Finalmente, estos
estudios pueden resaltar diferencias genéticas no detectadas
previamente por técnicas convencionales y en su caso
alterar las interpretaciones sobre la estructura genética y
relaciones evolutivas de las poblaciones (SINGH et al. 1976;
SELANDER y WHITTAM, 1983).
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Esta primera aproximacion experimental permite
afirmar pues, que no toda la variabilidad proteica se detecta
por la electroforesis en una sola condicion. Sin embargo, no
contesta a la pregunta de cual es el tipo de cambios de
aminoacidos y porcentaje de los mismos que detecta la
electroforesis estandar y métodos mas sensibles como la
electroforesis secuencial. La otra aproximacion
experimental a la que se aludia trata de darle respuesta.
Esta, consiste en aplicar técnicas de electroforesis mas
sensibles y la técnica estandar a distintas variantes
proteicas, pero en esta ocasion de secuencia primaria
conocida con el fin de calibrar las técnicas estandar
(RAMSHAW et al., 1979; MCLELLAN, 1984 ). RAMSHAW et al,
(1979) aplicaron la técnica de electroforesis estandar y
secuencial en geles de poliacrilamida a distintas variantes
de la hemoglobina A humana de secuencia de aminoacidos y
estructura tridimensional conocida. Algunos de los
resultados del estudio se muestran en la tabla &. De una

TABLA 2

Incremento medio en el naimero de alelos (/\na) y en la
heterocigosidad ( AH) en diversas especies al aplicar métodos
adicionales a la electroforesis estandar
(Modificado de Coyne, 1982).

Especie . loci /Ana N. loci ANH
D. pseudoobscura 14 6,4 13 0,101
D. persimilis 8 3.6 8 0,183
D. melanogaster 4 2,5 4 0,078
D. subobscura 8 43 8 0,078
H. sapiens 6 2,6 3 0,183
M. demissus 1 3,0 1 0,100
M. senile 1 0,0 1 0,000
H. vulgare 2 0,5 — —
Z. mays P 1,0 — —
E. coli 2 1.0 2 0,185
Total 48 40
Media + error 3909 0,112 £ 0,0R3

muestra aleatoria de 20 variantes, la electroforesis estandar
llegaba a detectar un 40 % de las sustituciones mientras que
la electroforesis secuencial detectaba tanto como un 85 % de
ellas. Cuando se clasifican estas 20 variantes en funcion de
su carga neta se pueden establecer solo tres clases
diferenciadas. Esto indica que bajo el modelo de unidad de
carga solo se esperaria detectar por la electroforesis
estandar un 15 % de las sustituciones. Obviamente, bajo el
modelo de infinitos alelos se esperaria detectar el 100 % de
ellas. De aqui, que las diferencias entre los valores predichos
por los modelos y los resultados para el caso de la
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hemoglobina A son sensibles. MCLELLAN (1984) llega a
resultados similares estudiando 14 mioglobinas de
secuencia conocida por medio de la electroforesis estandar y
secuencial en geles de poliacrilamida en diversas especies de
cetaceos. Un 40 % y 93 % de las variantes son resueltas por
la electroforesis estandar y secuencial, respectivamente.
Otra conclusion del estudio de Ramshaw et al. (1979) es que
la electroforesis estandar es capaz de resolver sustituciones
de aminoacidos quimicamente idénticas, con carga
equivalente y que se den en distinta parte de la molécula
(por ejemplo, Hist — Arg en posicion BR versus His — Arg
en posicion f143). También, si la sustitucion es equivalente
en carga y se da en la misma posicion de la molécula pero es
quimicamente diferente (por ejemplo, Asp — Val versus

Asp — Asn en la posicion 373). En definitiva estos
resultados en la medida que se puedan extrapolar al resto,
invalidan el modelo de unidad de carga, dado que incluso
una sola condicién de electroforesis detecta mas variantes
proteicas que aquellas que soOlo difieren en la carga neta. Un
resultado realmente espectacular es que 1a electroforesis
secuencial detecta practicamente la totalidad de la variabilidad
proteica. A raiz de estas dos aproximaciones experimentales
se puede concluir que la electroforesis estandar no se ajusta
del todo a ninguno de los dos modelos. Aun asi, muchas de las
formulaciones teéricas se siguen elaborando a modo de
aproximacion asumiendo alguno de ellos.

Los avances recientes en el campo de la tecnologia del
DNA recombinante y en las técnicas de secuenciacion del
DNA permiten medir en la actualidad la variabilidad
genética con total exactitud. La posibilidad de poder analizar
la variabilidad genética directamente a nivel de los
nucledtidos, permite detectar todas las sustituciones de
nucledtidos que supongan un reemplazamiento de los
aminoacidos de la proteina. Ademas, se pueden evaluar las
mutaciones «silenciosas» que dan lugar a codones
sinonimos, asi como la variabilidad en zonas no
codificadoras. Finalmente, se abre la posibilidad de estudiar
cualquier fragmento de DNA independientemente de cual
sea su funcién. La secuenciacion del DNA es un proceso
laborioso y caro y se han desarrollado métodos alternativos
mas expeditivos para el estudio del polimnorfismo del DNA.
Un modo indirecto de estudiar los polimorfismos a nivel del
DNA es a través de 1a técnica de las enzimas de restriccion.
Estas enzimas reconocen y cortan secuencias especificas de
pares de nucledtidos (usualmente 4 6 6 pares).
Generalmente, reconocen secuencias palindromicas y
producen dos cortes uno en cada cadena del duplex de DNA.
Actualmente, se dispone de centenares de estas enzimas que
se han purificado a partir de centenares de
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microorganismos. Las de mayor interes son las
denominadas endonucleasas del Tipo 11, dado que solo
originan los cortes dentro de la zona de reconocimiento.
Para un mismo fragmento de DNA cada enzima de
restriccidn reconocers distintas secuencias de pares de
bases en funcion de su especificidad y originara distintas
familias de fragmentos. Segun la terminologia de NEI y
TAJIMA (1981), la familia de fragmentos que se obtiene al
tratar un segmento de DNA o nucleon recibe el nombre de
nucleomorfo. Nucleén y nucleomorfo, serian los términos
equivalentes a gen y alelo en la genética clasica. El conjunto
de fragmentos obtenido por una Unica enzima se detecta por
electroforesis en gel. Cada fragmento migrara a una
velocidad inversamente proporcional al logaritmo de su
peso molecular. El peso molecular se calibra con fragmentos
de peso molecular conocido, que corren simultaneamente en
el gel. En definitiva, secuencias de DNA polimorficas daran
lugar a distintas familias de bandas o distinto patron
electroforético cuando se someten a los mismos enzimas de
restriccion. Esta aproximacién es mas sencilla que la
secuenciacion del DNA, aunque como contrapartida es mas
imprecisa.

2. La cuantificacion de la variabilidad
geneética,

En la literatura existe una diversidad de estadisticos para
cuantificar la variabilidad genética y resumir la
informacion a términos mas manejables. Cada estadistico
aprecia diferentes aspectos de la variabilidad geneética y su
utilidad estara en funcion del propdésito del estudio. Una, de
las formas mas simples de cuantificar la variabilidad
genética es mediante el computo de la proporcion de loci
polimorficos. Un locus se considera polimoérfico en base a
dos criterios. Uno, cuando la frecuencia del alelo mas comun
es igual o menor que 0,95 (c¢riterio del 95 % ). Otro, cuando es
igual o menor que 0,99 (criterio del 99 % ). Si no se
satisfacen las condiciones de polimorfismo, el locus se
cataloga como monomorfico. El objetivo de limitar la
definicion de locus polimérfico al 98 % o al 99 % es
caracterizar a aquellos loci que tiene una variabilidad que
no se puede explicar meramente por mutacion recurrente
(FORD, 1940). La relacion existente entre el numero de loci
polimoérficos y el total de loci examinados dara la
proporcion de loci polimorficos en la poblacion. Esta medida
tiene varios inconvenientes. La utilizacidén de cualquiera de
los dos criterios es meramente subjetiva y ello repercutira
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en la medida, con 1o que los estudios realizados por los
distintos autores no seran totalmente comparables. Mas
importante aun, es que este estadistico no tiene en cuenta la
frecuencia de los alelos y tendra la misma, valoracion un gen
muy polimorfico que uno débilmente polimorfico.

Un modo mas util de cuantificar la variabilidad genética
es a traves del calculo de la heterocigosis media por locus
(H) (NEI y ROYCHOUDHURY, 1974; NEI, 1978). La estima,
insesgada de la heterocigosis para un locus viene dada por
la, expresion:

h=2n(l—-2Xx%)/2n-1

donde x; es la estima de la frecuencia del alelo i a partir de
una muestra de &n genes (n individuos diploides).

La estima insesgada de la heterocigosis media por locus
(H) y su varianza de muestreo (V(H)) cuando r loci son
analizados se obtienen por las siguientes formulas:

I:I = i hk/n
donde Hy es la heteroagosis en el locus K; y
V (H) =V,/r
donde Vi, = X (hy — H)*/r — 1. La varianza de muestreo

incluye tanto a la varianza intralocus como la varianza
interloci.

Es importante destacar que en la derivacion de la
expresion de la heterocigosis se supone que las frecuencias
genotipicas estan en equilibrio Hardy-Weinberg. S6lo en el
caso de que esta premisa se verifique, la estima, de 1a,
heterocigosis esperada bajo Hardy-Weinberg coincidira con
el numero de heterocigotos observado en una poblacién.
Esto no supone ningun inconveniente, al contrario, es una,
de las propiedades utiles del estadistico. Consideremos, por
ejemplo, una poblacion con sistema de reproduccién por
autofecundacion en la que para un locus dado existan sé6lo
dos genotipos homocigoticos a igual frecuencia. Si
estimaramos la variabilidad de esta poblacién por la
frecuencia observada de heterocigotos, concluiriamos que
ésta no tiene variabilidad genética, lo que evidentemente
seria falso. La estima de la heterocigosis esperada es un
buen estimador de la variabilidad dado que se aplica a
cualquier especie independientemente de su sistema
reproductivo o estructura genética e incluso a organismos
haploides. Ello permite comparar los niveles de variabilidad
genetica en todo el rango de los seres vivos. Acertadamente,
NEI (1973) denominé a este estadistico indice de diversidad.

Por otra parte, €l contraste entre la heterocigosis
observada (H,) y la heterocigosidad esperada (H,) permite
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indagar en la estructura genética de las poblaciones. Una
medida de la desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg la
proporciona el estadistico F (WRIGHT, 1951 ). Se define como:

F=(H.-H,/H,

Un valor de F positivo o negativo indica un defecto o un
exceso, respectivamente, de heterocigotos en la poblacion
con respecto a las proporciones Hardy-Weinberg. Las
propiedades estadisticas de F han sido tratadas por Liy
HoRrwITZ (1953) y BROWN (1970). F tiene la propiedad que
esta relacionado con el estadistico ji-cuadrado por la
relacion ¥* = F2 N (k-1) (N, es el tamano de muestra; X, es el
numero de alelos). En genética de moluscos se acostumbra a
medir dicha desviacién mediante el estadistico D, que no es
mas que el valor de F con diferente signo. Recientemente,
ROBERTSON y HILL (1984) han desarrollado el estadistico f
para medir las desviaciones de HARDY-WEINBERG que
permite formular test de hipotesis para f = O y del que se
conocen las propiedades de muestreo. Para un locus con k
alelos f se define como

f= (R/k-1) £ (Tu/N,)

T,; es una medida insesgada del exceso de homocigotos para
el alelo iy N, es el numero de alelos i en la muestra. Valores
positivos o negativos de f indican un exceso o un defecto,
respectivamente, de heterocigotos. Este estadistico tiene la
ventaja de proporcionar una estima de las desviaciones de
Hardy-Weinberg para cada uno de los homocigotos, lo que da
una mayor consistencia al analisis. La observacion de los
valores de f para distintos loci de una poblacion permite
conocer aspectos relevantes de la estructura geneética de las
poblaciones. Asi por ejemplo, si los valores de f muestran un
exceso de homocigotos semejante para todos los loci
analizados, ello indicaria la presencia de consanguinidad en
dicha poblacioén. La varianza de la estima de f para grandes
muestras es, Var f = 1/N (k-1).

La heterocigosis observada puede calcularse en funcion de
la proporcion de individuos heterocigotos por locus o bien
en funcion de la proporcion de loci heterocigotos por
individuo. Aungue ambas medidas tienen el mismo valor
medio, si cada individuo ha sido analizado para los mismos
loci, su varianza y error son diferentes (figura 3). En el
primer caso, la varianza da la heterogeneidad existente
entre los loci y en el segundo, la heterogeneidad entre los
individuos para el conjunto de los loci estudiados. En las
poblaciones naturales, como se constata en la figura 3,
existe una gran heterogeneidad en cuanto al polimorfismo
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Fig. 3. Heterocigosis observada en poblaciones naturales de Ostrea edulis. a)
frecuencia de individuos heterocigotos por locus; b) frecuencia de loci
heterocigotos por individuo (Saavedra et al., 1987).

de los loci proteicos. Esto evidencia una respuesta
diferencial de los distintos loci a los diversos agentes
evolutivos. Por €l contrario, 1a heterocigosis es menos
heterogénea entre los individuos. Una conclusion practica
de esta observacion es que en orden a estimar sélo la
variabilidad genética, es preferible analizar el mayor
numero de loci en una muestra de no muchos individuos.
Ello permitira reducir en alguna medida el error de
muestreo de la heterocigosis media (NEI, 1978). Algunos
autores han sugerido que el namero apropiado de loci para
caracterizar la heterocigosis de una especie deberia oscilar
entre 50 y 100 (LEWONTIN, 1974; SELANDER, 1976). Este
numero dificilmente se alcanza en la mayoria de los
estudios. Sin embargo, el numero de loci dependera en cada
caso de la hip6tesis que se vaya a contrastar (ARCHIE, 1985).

El numero medio de alelos es otra medida de gran utilidad
para medir reducciones de variabilidad que se producen en
las poblaciones como consecuencia de efectos fundadores o
«cuellos de botella» (NEI et al. 1975). La eficacia del
estadistico se comprende, si tenemos en cuenta que estas
reducciones de variabilidad afectan fundamentalmente a los
alelos que estan en baja frecuencia en la poblacion. Dichos
cambios, pese a su importancia, tienen poca influencia en la
medida de la heterocigosis, de ahi que este no es un buen
indice para detectarlos. En un caso extremo en el que una
poblacion fundadora este constituida por una sola pareja o
una hembra fecundada, el descenso esperado de la
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heterocigosis en la primera generacion con respecto a la
poblacion de origen seria de s6lo un {5 % ( LANDE, 1980).
Una medida que pondera ambos, el numero de alelos y su
frecuencia, se obtiene mediante el computo del numero
eficaz de alelos (n,). Se define como el reciproco de la suma
de los cuadrados de las frecuencias alélicas (CROW y KIMURA,
1970). Es util para estimar por ejemplo, la existencia de
variabilidad criptica en los loci (AYALA, 1982).

El grado de diferenciacion o divergencia genética entre
poblaciones intra e interespecificas puede estimarse
mediante la aplicacién de una diversidad de indices de
distancia genética (indice de Nei, indice de Rogers, indice de
Cavalli-Sforza y otros). Por diversas razones, el indice de
distancia genética (D) de Nei (1972) es el de uso mas
generalizado. El indice mide el numero medio de
sustituciones génicas por locus desde el momento de la
divergencia de las poblaciones. Un inconveniente del indice
se debe a que no es métrico y no satisface la desigualdad del
triangulo, lo que tiene incidencia en la construccion de
filogenias. La identidad genética (1) entre dos poblaciones X
e Y para un locus se define como:

I=jyiy/ Vikjy =2 %3/ VEX*Iy®

donde x e y son las frecuencias del alelo i en las poblaciones
X e Y, respectivamente.

La identidad genética para r loci es:
I=dyy / Vdy Jy

donde J,,, J, ¥y J, son respectivamente las medias
aritmeéticas de jxy, jx ¥ jy para los r loci analizados.

Posteriormente Nei (1978) obtuvo la estima insegada de la
identidad genéetica:

f=G./ VG, G,

donde G, y G, son las medias de (8ny j,—1)/2n, -1y
(Rny —1)/&ny,—1 para los r loci analizados y Gy, = Jyy.

La estima insesgada de la distancia geneética se define
COIMO:

D=-Lnl

La cuantificacion de la variabilidad geneética a nivel de
nucleodtidos requiere de sus propios estadisticos. NEI y L1
(1979) propusieron como medida de 1a variabilidad
intrapoblacional el denomineado indice de diversidad
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nucleotidica (I1). Este indice, mide el numero medio de
diferencias nucleotidicas por lugar nucleotidico entre dos
secuencias tomadas al azar. El valor del indice viene dado
por la expresion:

ﬂ = 2 nij/nc
1y}

donde Il es la proporcion de nucleotidos diferentes por
lugar nucleotidico entre las secuencias de DNAiyj,y n;es
el namero total de comparaciones posibles. También se ha
desarrollado el procedimiento de estimacion de la diversidad
nucleotidica a partir de datos obtenidos por métodos
indirectos (enzimas de restriccion) (UPHOLT, 1977; NEI y LI,
1979; NEI y TAJIMA, 1981). La estima de diferenciacion
nucleotidica interpoblacional (8) (NEIy L1, 1979; NEL y
TAJIMA, 1981) viene dada por la férmula:

§ = My, — (T, + I1,)/2

donde [, es la estima de las diferencias nucleotidicas
medias entre las dos poblaciones y Il y Ily, son los indices
de diversidad para las poblaciones X e Y, respectivamente.

3. La variabilidad genética en
poblaciones naturales

La aplicacion de la técnica de electroforesis durante dos
décadas ha suministrado una vasta informacion sobre la
variabilidad genética en loci proteicos en un gran nuIMero
de poblaciones y diversidad de organismos (AYALA, 1984,
BROWN, 1979; NEVQ, 1978). La proporcion media de loci
polimérficos en la mayoria de los organismos esta
comprendida en el rango del 20 % al 50 %. La,
heterocigosidad es superior en animales invertebrados
(13,4 %) que en animales vertebrados (6 %) y toma valores
del 3 % y 8 % en plantas con reproduccion por
autofecundacion y polinizacion cruzada, respectivamente
(tabla 3). Estas estimaciones podrian ser superiores con la
aplicaciéon de métodos de electroforesis que detectan la
variabilidad criptica (AYALA, 1983; 1984). A nivel del DNA 1a
variabilidad es atin mayor. El indice de diversidad
nucleotidica toma valores en torno al 1 %-2 % para genes
nucleares (tabla 3). Esto significa que si se considera que un
gen estructural medio tiene aproximadamente 1.000 pares
de nucleoétidos, seria improbable que dos secuencias de una
poblacidn extraidas al azar fueran iguales en su secuencia
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TABLA 3
Variabilidad genética en poblaciones naturales (Segun Ayala, 1984).

Variabilidad proteica

Organismo (electroforesis)
N.¢ de especies P H
Animales
Vertebrados 57 489 % 0,134
Invertebrados 68 24,7 % 0,060
Plantas
Autofecundacion 33 179 % 0,088
Polinizacion cruzada 36 51,1 % 0,185
Variabilidad en el ADN nuclear
(secuenciacion de ADN)
DNA Tamano de muestra 11
D. melanogaster Adh P 0,009
Rata Inmunoglobulina Cx 2 0,018
Hombre Globina ., 2 0,008

de nucleotidos. A nivel de nucleotidos cada individuo
practicamente seria heterocigotico para cada locus.

La existencia de esta gran cantidad de variabilidad
molecular en las poblaciones naturales plantea el
interrogante de cual es su significado evolutivo. Desde la
introduccién de la técnica de electroforesis para medir
variabilidad, se abri6é sobre tal aspecto una de las mas
fructiferas polémicas de la Genética que aun continua en la
actualidad. Las dos corrientes de opinion mas contrapuestas
estan representadas en las denominadas escuelas
neutralista y seleccionista. Bajo la concepcion neutralista o
neoclasica, la mayoria de la variabilidad a nivel molecular
se mantiene en las poblaciones por un equilibrio entre la
mutacion y la deriva geneética. La seleccion actuaria
fundamentalmente eliminando las mutaciones deletereas.
Los seguidores de la escuela seleccionista postulan que la
mayor parte de esta variabilidad se mantiene por seleccion
de tipo equilibrador como sobredominancia o seleccion
dependiente de las frecuencias. Esta es, desde luego, una
descripcion muy esquematica de ambas posiciones. La
polémica encierra una enorme riqueza conceptual y es
compleja. Por otra parte, los planteamientos y énfasis de la
misma han ido variando sustancialmente a lo largo de los
anos (para una revision véase LEWONTIN, 1974; KIMURA,
1983).

Una pregunta que se formula habitualmente y de dificil
respuesta es en qué medida la variabilidad detectada por
electroforesis es representativa de la variabilidad del resto
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del genoma (por ejemplo genes reguladores) e incluso de
todo el conjunto de la variabilidad proteica. De hecho, la
mayor parte del DNA no codifica proteinas
(aproximadamente el 90 % del DNA nuclear). Ademas, los
genes que se analizan por electroforesis estandar son genes
que codifican solo para proteinas y enzimas solubles. Una
aproximacion a un mas amplio espectro de proteinas
(proteinas asociadas a membrana, proteinas ribosomicas,
etc.) se ha llevado a cabo aplicando la técnica de
electroforesis en dos dimensiones (O’FARREL, 1975; LEIGH-
BROWN y LANGLEY, 1979). De estos estudios se deduce que los
niveles de heterocigosis disminuyen. No obstante, se
desconoce en que medida estos resultados son fidedignos o
dependen del poder resolutivo de la técnica (MCLELLAN et al.,
1983; LEWONTIN, 1985).

En todo caso, el intentar dar una estima representativa de
la variabilidad geneética aunque sea s6lo para loci proteicos
Ppuede incluso tener poco interés. Los estudios existentes
muestran que los loci son muy heterogéneos en cuanto a su
nivel de polimorfismo y en cuanto al namero y la
distribucion de las frecuencias alélicas, 1o que evidencia, una
respuesta diferencial de estos a los agentes evolutivos. Dar
una estima global de la heterocigosis es valioso como una
primera aproximacion, pero diluye el hecho de la
heterogeneidad entre los loci, aspecto que puede ser clave
bara interpretar su significado evolutivo (LEWONTIN, 1985).
Los estudios de los polimorfismos de nucledtidos enfatizan
aun mas las diferencias de variabilidad entre los distintos
segmentos del DNA. El analisis de la variabilidad genética de
las distintas partes que caracterizan un gen eucariota es un
buen indicativo de ello. El nivel de variabilidad en zonas que
no se traducen como intrones y regiones que anteceden y
suceden a la region codificadora, asi como también, el
existente en los lugares silenciosos de los exones, es
sensiblemente superior al que existe en los lugares de
reemplazamiento de los exones. En un estudio de
secuenciacion del DNA del locus alcohol deshidrogenasa
(Adh) en 11 genomas de la especie D. melanogaster
(KREITMAN, 1983) no se detectaron mas sustituciones de
aminoacidos que aquéllas que dan lugar a las formas ya
conocidas «rapida» (Adh¥) y «lenta» (Adnh®). Sin embargo, se
encuentra un alto nivel de diversidad nucleotidica (6 %) en
los intrones del gen y lugares silenciosos de los exones,
siendo ésta menor (1 %) en las zonas anterior y posterior a
la region codificadora. Esto parece indicar que las zonas con
menor constriccion funcional tienen una mayor tasa de
sustitucion.

Al margen de cual pueda ser el significado evolutivo de la
variabilidad alozimica, estos loci son de gran utilidad como
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marcadores del genoma para el estudio de imnumerables
aspectos de la estructura genética y evolucion de las
poblaciones. Los estudios de la variabilidad mas precisos a
ntvel del DNA nuclear y mitocondrial estan empezando a
hacer contribuciones en este sentido y las perspectivas son
optimistas (LEWONTIN, 1985). Sin duda, la variabilidad
genética es el parametro de las poblaciones que actualmente
estamos en disposicion de medir con mayor precision.
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La estructura
geneética de las
poblaciones

M. SANTOS

Departamento de Genética. Facultad de Biologia.
Universidad de Santiago de Compostela.

El estudio a nivel poblacional de las consecuencias, tanto
experimentales como tedricas, de la herencia mendeliana
constituye el principal interés de la Genética de poblaciones.
A un nivel estatico, esta disciplina analiza las frecuencias de
los genes, genotipos y fenotipos en las poblaciones; a un
nivel dinamico, estudia las fuerzas evolutivas que pueden
alterar la composicion genética de las poblaciones.
Implicitamente estamos rechazando la idea tipologica de
especie al suponer que los individuos que constituyen una
determinada poblacion, considerada ésta en el espacio y en
el tiempo, no son nunca exactamente idénticos, por 1o que
cada miembro del grupo adquiere un caracter inico. Como
afirma MAYR (1942, 1963), el reemplazo del pensamiento
tipolégico por el poblacional es quiza la mayor revolucion
conceptual que se ha producido en la Biologia. Muchos de
los conceptos basicos de la teoria evolutiva no tienen
sentido desde un punto de vista tipolégico.

La poblacién mendeliana es la unidad de estudio de la
Genética de poblaciones. El concepto de poblacion
mendeliana se comprende perfectamente a partir del
concepto biolégico de especie. DOBZHANSKY ( 1950) define la
especie como la comunidad reproductora mas amplia de
organismos que se reproducen sexualmente y comparten un
conjunto de genes o acervo genético comun. No obstante, los
individuos de una especie no estan distribuidos
homogéneamente en el espacio, sino que existen en grupos
mas o0 menos reducidos de poblaciones locales o demos que
pueden estar aislados entre si en mayor o menor medida.
Asi, una poblacioén mendeliana es un conjunto de individuos
pertenecientes a una determinada especie con un acervo
genético comun que constituye el contenido génico del
grupo. Es importante sefialar que el concepto de poblacion
mendeliana es genético y no taxonémico.
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1. La ley de Hardy-Weinberg

La Genética de poblaciones se fundamenta en un principio
basico demostrado independientemente por HARDY, en
Inglaterra, y WEINBERG, en Alemania, a principios del
presente siglo. Este principio hace referencia al tipo de
equilibrio que alcanza una poblacién mendeliana que
cumple las siguientes condiciones «ideales»:

1. Los individuos de la poblacidén son diploides y se
reproducen sexualmente.

2. Las generaciones son discretas.

3. El apareamiento es al azar (panmixia).

4. El tamano de la poblacidén es 1o bastante grande como
para que no ocurran cambios en las frecuencias géenicas por
efectos de muestreo.

5. No existe migracion.

6. No se producen mutaciones.

7. No opera la seleccion natural.

Consideradas en conjunto, estas condiciones son
suficientes para que la poblaciéon esté en equilibrio Hardy-
Weinberg. En el caso de un locus autosémico con dos alelos
que denominaremos A; ¥ Ag, cuyas frecuencias son py g
respectivamente (p + g = 1), la ley de Hardy-Weinberg
establece que las frecuencias génicas permaneceran estables
a lo largo de las generaciones y, después de una generacion
de apareamiento al azar, los tres genotipos posibles estaran
presentes en frecuencias

(PA, + AR =p* AjA) + 8pg A A; + G° AA,.

La extension para un numero n de alelos es inmediata. Un
aspecto importante a tener en cuenta es que la existencia de
proporciones Hardy-Weinberg no implica necesariamente
que se cumplan todas y cada una de las condiciones
enumeradas anteriormente. De hecho, alguna o varias de
estas condiciones pueden ser violadas y las frecuencias
genotipicas seguir presentando las proporciones Hardy-
Weinberg.

Como en todos los modelos cientificos, la situacion ideal
anterior no nos da una representacion exacta de 1a realidad,
tan s6lo nos permite derivar ciertas propiedades basicas de
la estructura genética de las poblaciones que vienen
impuestas por la herencia mendeliana. En adelante
consideraremos las consecuencias genéticas de la violacion
de las diferentes condiciones que hemos supuesto cumple la
poblacién ideal.
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2. Consanguinidad

El que la poblacién mendeliana sea panmictica implica que
la probabilidad de apareamiento entre dos individuos no
esta sesgada por su parecido fenotipico, su grado de
parentesco, o la distancia fisica que los separa. En las
poblaciones naturales el grado de movilidad de los
individuos determina la probabilidad de encuentro entre
ellos, y resulta obvio que los apareamientos se realizan
preferentemente entre los individuos presentes en una zona
mas o menos restringida dentro del area de distribucion de
la poblacion. Como consecuencia, se aumenta la posibilidad
de cruzamientos consanguineos. El término consanguinidad
se utiliza, generalmente, para indicar que los apareamientos
entre individuos relacionados por descendencia que se
producen en la poblacién ocurren en una proporcion
superior de la que cabria esperar si 1os apareamientos se
realizasen al azar. Esto tiene importantes consecuencias
sobre la estructura genética de la poblacion ya que la
consanguinidad tiende a incrementar la proporeion de
homocigotos, con un consiguiente descenso de la frecuencia
de heterocigotos.

La consanguinidad se mide por un valor que se denomina
coeficiente de consanguinidad y se suele representar por el
simbolo F. Este coeficiente expresa la probabilidad de que
los dos genes que posee un individuo en un locus elegido al
azar sean idénticos por descendencia, siendo esta
probabilidad relativa a la que posee un individuo de la
poblacion considerada base. La poblacion base puede no ser
muy remota en el tiempo y se supone no consanguinea
(F = 0). Esta definicion es facilmente extensible a la
poblacion total y podemos hablar del coeficiente de
consanguinidad de 1la poblacion.

Al poseer las poblaciones naturales un tamano finito, el
numero de ancestros independientes es siempre limitado y a
medida que transcurren las generaciones el coeficiente de
consanguinidad ira aumentando, pudiendo alcanzar, en el
limite, el valor de F = 1. En este mnomento todos los
individuos poseeran un unico alelo originario de un
ancestro comun. Por 1o tanto, otra forma de interpretar el
coeficiente de consanguinidad es como la fraccion de
heterocigosis que se ha perdido desde el establecimiento de
la, poblacion base.

En las especies que en condiciones naturales se
reproducen por fecundacién cruzada, la consecuencia mas
importante de la consanguinidad es su efecto perjudicial
sobre 1os caracteres que, de una u otra forma, estan
relacionados con la eficacia biologica. Este efecto se
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TABLA 1

Efectos de la consanguinidad sobre diferentes caracteres en
poblaciones de trucha arco iris. (Modificado de Kincarp, 1983.)

Coeficiente de consanguinidad

Caracter F=02885 F=050
% depresion'’’ % depresion‘!’
% de eclosion de huevos 172 -0,2
% de supervivencia hasta los 84 dias 58 0,4
Peso (g) a los 147 dias 0,0 16,0
Indice de conversion 147 dias - 67 - 50
Peso (g) a los 364 dias 25,0 41,7
Indice de biomasa‘®’ 26,7 245

(1) El porcentaje de depresion se calcula como la media de la poblacion control menos
la media de la poblacion consanguinea dividido por la media de la poblacion control.
(2) Elindice de biomasa refleja la reducciéon en supervivencia y tasa de crecimiento.

denomina depresion por consanguinidad y puede
comprenderse como la consecuencia del incremento en la
proporcion de homocigotos para genes deletéreos que son
recesivos o parcialmente recesivos en heterocigosis.
LONGWELL y STILES (1973) han observado una elevada
reduccién, tanto en la viabilidad larvaria como en la tasa de
crecimiento, en larvas de Crassostrea virginica procedentes
de apareamientos entre hermanos. Sin embargo, otros
estudios realizados con esta especie (MALLET y HALEY, 1983)
y con Crassostrea gigas (LANNAN, 1980) no detectan efectos
perjudiciales provocados por la consanguinidad.

KINCAID (1983) ha estudiado el valor medio de diversos
caracteres de interés en Acuicultura en poblaciones de
trucha arco iris con diferentes niveles de consanguinidad
(F=0,25; F=0,80). En la tabla 1 se presenta un resumen
de los datos obtenidos por este autor. Se observa claramente
una reduccion del valor medio, para casi todos los
caracteres estudiados, entre 1los dos grupos consanguineos y
la, poblacién de referencia. A la vista de los resultados
KINCAID advierte al acuicultor de los peligros de la
consanguinidad y propone tres métodos para evitar sus
efectos: 1) el uso de poblaciones numerosas con
apareamientos al azar; ) el uso de cruzamientos
sistematicos para eliminar los apareamientos entre
individuos emparentados y 3) cruzamientos entre lineas
para producir poblaciones hibridas.

3. Deriva genética

Ya hemos indicado que las poblaciones naturales tienen un
tamano finito y, por lo tanto, el naumero de ancestros
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independientes es siempre limitado. La consecuencia es un
aumento de la consanguinidad en la poblacidon, incluso
aunque los individuos se apareen al azar. Esto se debe a la
dispersion de las frecuencias génicas de la poblacién
causada por el proceso de muestreo de 1los gametos al
originar los genotipos diploides. Para comprender la deriva
genética de una manera sencilla, pensemos en un
organismo marino de fecundacién externa. Durante el
desove, el numero de gametos que produce cada individuo
puede alcanzar una cifra enorme, aunque s6lo un numero
limitado de cigotos provenientes de la fecundacion de estos
gametos alcanzara el estado adulto. Por lo tanto, los adultos
constituyen una muestra de los gametos de la generacion
anterior y sus frecuencias génicas pueden no ser idénticas a
las de sus progenitores. La magnitud de la dispersion de las
frecuencias génicas puede predecirse en términos de un
parametro simple: su varianza. Para apreciar este efecto
dispersivo de una manera cuantitativa, supongamos una
poblacion panmictica de tamano N segregando para un gran
numero de loci cada uno con dos alelos, cuyas frecuencias
originales son py g; o bien, de forma analoga, supongamos
un gran numero de subpoblaciones aisladas, de igual
tamano (N individuos), en las cuales el apareamiento es al
azar y en un momento inicial presentan frecuencias py g
para los dos alelos A; ¥ A; de un locus determinado. En
ausencia de cualquier otra fuerza evolutiva, la probabilidad
de que la frecuencia del alelo A, en la primera generacion
sea x = i/RN es

P(x) = (*Y) p' ¢

Esta es la probabilidad binomial en donde 2N es el numero
de gennomas e i es el numero de alelos A, presentes en estos
genomas. Evidentemente 1 puede tomar cualquier valor
entre O y 2N, por lo que x puede variar entre Oy 1. A medida
que transcurre el proceso dispersivo, se puede demostrar
que la media de la frecuencia génica en el total de
subpoblaciones se mantiene constante (X =p) y la varianza
entre subpoblaciones aumenta. Al cabo de t generaciones la
varianza es

Vi(t) =pq[l—(1-1/RN)"]

En el limite (t = «) la varianza es igual a p q, y esto se
corresponde a la fijacion del alelo A, en una proporcion p de
subpoblaciones y del alelo A; enn una proporcion q.
Refiriéndonos a muchos loci polimérficos en una poblacion,
el limite se corresponde a la fijacion de una proporcioén p de
loci para una forma alélica y q para la otra.
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La deriva genética hace que aurmente la variacion
interpoblacional de las frecuencias génicas. Ademas, la
variabilidad geneética dentro de una subpoblacion declina a
medida que transcurren las generaciones. Se puede
demostrar facilmente que la heterocigosis media decrece en
una fraccion 1/2N cada generacion o, 1o que es 1o mismo, el
incremento del coeficiente de consanguinidad ( AF) en cada
generacion es

AF = 1/2N.

3.1. Tamano efectivo de la poblacion

En la derivacion de las féormulas anteriores se supone que el
tamano de la poblacidén se mantiene constante a 1o largo del
proceso dispersivo. En la realidad esto no suele ser asiy las
desviaciones qQue se producen en el tamano de la poblacion
introducen complicaciones en la formulacion matematica.
Estas complicaciones pueden evitarse si utilizamos el
tamano efectivo de la poblacién en lugar del tamano real. En
el presente contexto, podemos definir el tamano efectivo de
la, poblacion como aquel que produciria la misma varianza
de frecuencias génicas que se observaria si el tamano de la
poblacion se mantuviese constante. Si la poblacion esta
formada por N, machos y N}, hembras, se puede demostrar
que el tamano efectivo (N,) es

4N, Ny,
Ny + Ny
Esta expresion refleja claramente que, salvo en el caso de

N, = N}, el tammano efectivo es menor al tamano real,
pudiendo llegar a ser mucho menor.

N, =

Volviendo a las recomendaciones propuestas por KINCAID
(1983) para evitar los peligros que entrana la
consanguinidad en la Acuicultura, resulta evidente en este
momento que el uso de poblaciones numerosas no significa,
necesariamente, que se eviten los riesgos. No se debe
confundir el tamano real de la poblacién con el tamano
efectivo. Es este ultimo el que determina el incremento del
coeficiente de consanguinidad. Supongamos, como ejemplo,
gue una poblacion se mantiene con un numero muy grande
de hembras pero con un solo macho. Resulta obvio a partir
de la expresion anterior, que el tamano efectivo de la
poblacion seria alrededor de cuatro. Existen diversos
procedimientos para reducir en lo posible la
consanguinidad y, aparte del trabajo de KINCAID (1983), el
lector puede consultar el libro de FALCONER (1981) en donde
se realiza una brillante exposicién del tema.
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Cross y KING (1983) han analizado los efectos genéticos
del cultivo de salmén (Salmo salar) en piscifactoria. A
partir del estudio de la variabilidd presente en seis loci
alozimicos polimérficos en muestras de crias y alevines
procedentes de cultivo, estos autores observaron que la
heterocigosis media era inferior a la existente en
poblaciones naturales. En la tabla 2 se presentan los

TABLA 2

Heterocigosis media observada (H, = error) y esperada (H, = error),
asi como nimero medio de alelos por locus (N,), en muestras de
salmon de una poblacién natural y en salmones procedentes de
cultivo. (Cross y King, 1983.)

HO He N&
Poblacion natural 0,240 + 0,086 0,218 + 0,076 2,000
Salmén cultivado
Cria de 1979 0,185 + 0,087 0,195 + 0,069 1,833
Cria de 1981 0,214 + 0,098 0,173 + 0,074 1,667

resultados obtenidos por CROSS y KING. También RYMAN y
STAHIL (1980) observaron un descenso de la variabilidad
genética en poblaciones artificiales de Salmo trutta. Estos
estudios demuestran cémo el cultivo de especies de evidente
interés en Acuicultura puede conducir a una pérdida de
variabilidad genética en un numero no muy elevado de
generaciones, con el consiguiente riesgo que esto supone.

3.2. Efecto de «cuello de botella» y efecto fundador

En las poblaciones de cualquier especie siempre se producen
fluctuaciones en el numero de individuos, 1o que origina
variaciones en el tamano de la poblacién a través de las
generaciones. En estos casos el tamano efectivo de la
poblacion es la media armoénica de los tamanos de las
diferentes generaciones. Asi, para t generaciones

1/N, = 1/t (1/N; + 1/Ng + ... + 1/Ny).

La media armonica esta muy afectada por los valores mas
pequenos y, por lo tanto, aquellas generaciones con un
tarmano de poblacion reducido tienen un gran efecto sobre el
tamano efectivo. Si por cualquier circunstancia la poblaciéon
ha sufrido una reduccién importante en el numero de
individuos que la componen, su posterior expansién no
afecta al coeficiente de consanguinidad previo. En este
sentido, es indispensable evitar fluctuaciones drasticas en el
tamano de las poblaciones.
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Los efectos de «cuello de botella» pueden ser muy severos
y tener repercusiones evolutivas importantes. Si se
establece una poblacion a partir de un pequeno numero de
individuos no sélo se origina una importante pérdida de
variabilidad genética, sino que se puede producir una
«revolucion genética» debido a las caracteristicas peculiares
de los pocos individuos fundadores. MAYR (1942) utiliza el
término efecto fundador para designar esta situacién y
estudia en detalle las consecuencias evolutivas de este efecto
en su libro «Animal species and evolution» (MAYR, 1963).
CARSON (1971, 1975) ha propuesto que muchas especies
pueden haber surgido a partir de individuos fundadores de
una nueva poblacion mediante procesos de expansion y
posterior constriceion del tarnano de la poblacion.

Recientemente MALECHA (1983) ha analizado los efectos
de la domesticacion de especies acuicolas (crustaceos) y
postula que una alta viabilidad larvaria en los cultivos de
Macrobrachium rosenbergii, comparada con la viabilidad
larvaria de las poblaciones naturales, puede provocar una
revoluciéon del genoma analoga a la descrita por CARSON
(1968, 1975). No obstante, hay que tener en cuenta que el
paralelismo que establece MALECHA comn la hipoétesis de
CARSON puede ser arriesgado ya que estas hipotesis no
pasan de ser, hoy por hoy, brillantes conjeturas.

3.3. Efecto Wahlund

Debido al proceso dispersivo provocado por la deriva
geneética las frecuencias génicas entre subpoblaciones van
diferenciandose progresivamente. Otra de las consecuencias
genéticas de esta dispersion es la deficiencia de
heterocigotos, con respecto a las proporciones HARDY-
WEINBERG, que se observa al considerar conjuntamente
todaslas subpoblaciones. Este efecto puede cuantificarse en
términos de la varianza de las frecuencias génicas entre las
diferentes subpoblaciones. En aquellas especies que poseen
una elevada capacidad de dispersion durante al menos uno
de los periodos de su ciclo vital, algunas zonas de su rango
de distribucion pueden ser areas de mezcla entre diferentes
subpoblaciones que difieren en las frecuencias génicas para
un numero de loci. En estas areas se detecta un defecto de
heterocigotos y un correspondiente exceso de homocigotos
originado por el efecto Wahlund.

4. Migracion

Las poblaciones locales o demos de una especie pueden ser
grupos geograficamente aislados, aunque no por ello son
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sistemas totalmente cerrados. Es posible cierto intercambio
de genes entre los demos que contrarreste, en alguna
medida, la diferenciacion genética entre éstos. Para ver el
efecto de la migracion supongamos que una fraccioén m de
una poblacion con frecuencia génica q para un alelo
determinado consiste de inmnigrantes cuya frecuencia para
ese mismo alelo es . Esto origina que la nueva frecuencia
génicy en la poblacidon sea

¢ =q(l-m)+@m.

La cantidad de cambio en la frecuencia génica en una
generacion es

Ag=q1—q=-m(qg— Q)

De esta expresion se deduce que el intercambio continuado
de genes entre las poblaciones locales conducira,
eventualmente, a la homogenizacion de las frecuencias
génicas. Por lo tanto, si una poblacion esta formada por un
numero de subpoblaciones que no estan totalmente aisladas,
la, migracion tendera a igualar las frecuencias génicas a
menos que algun otro mecanismo (por ejemplo, seleccion
local) pueda contrarrestar el efecto del flujo genético.

Es de esperar que las especies con un grado de dispersién
limitado presenten una mayor diferenciacion genética entre
poblaciones. Ya que los habitats locales tienen unas
condiciones ecoldgicas particulares, es posible que una tasa
reducida de flujo genético sea una buena estrategia
adaptativa en aquellas especies con una amplia distribucion
geografica (VERMEIJ, 1972 ). A partir de datos procedentes de
diversos autores, GOOCH (1975) analiza el grado de
diferenciacion genética de varios organismos marinos en
funcién de su capacidad dispersiva. En la tabla 3 se presenta
el analisis efectuado por GOOCH y puede observarse que,
efectivamente, existe una dependencia entre el nivel de
diferenciacion geografica y la cantidad de flujo genético. Las
estirmnas que se dan en esta Tabla sobre las diferencias
geneéticas entre poblaciones constituyen aproximaciones
semicuantitativas. Hay que senalar que tanto en el caso de
Uca pugnax como en el de Mytilus edulis, ciertos resultados
son discordantes ya que algunos loci presentan una,
reducida diferenciacidén geografica mientras que otros
varian incluso a un nivel microgeografico. Particularmente
interesantes son los resultados obtenidos con Mytilus edulis
para diversos loci alozimicos que muestran variaciones en
sus frecuencias génicas a 1o largo de un recorrido superior a
los 1.000 Km en la costa este de Norteameérica. En esta
especie parece que el nivel de salinidad afecta a la
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composicién geneética de los individuos, especialmente al
locus leucil aminopeptidasa (Lap) (KOEHN et al., 1976;
KOEHN, 1978).

5. Mutacion

Mutacién es todo cambio heredable en el material genéticoy
es la fuerza evolutiva fuente de variabilidd geneética. El
proceso mutacional genera las variantes alélicas que hacen
posible la evolucion. No obstante, 1la dindmica poblacional de
un gen mutante esta determinada, en gran parte, por su
efecto sobre la eficacia bioldgica del individuo que 1o posee.
Desde principios del presente siglo, cuando DE VRIES
formuld su teoria de 1a mutacion, hasta hoy en dia, la
contribucidén relativa de la mutacion al proceso evolutivo ha
sido y es objeto de amplias y fuertes polémicas. Muchos
bidlogos actuales, fundamentalmente tedricos, defienden que
gran parte de la variabilidad genética existente en las
poblaciones se mantiene por un equilibrio entre la
mutacion, que genera nueva variabilidad, y la deriva
genética, proceso que tiende a dispersar las frecuencias
génicas. Por otra parte, un sector no menos amplio de
bidlogos evolucionistas considera que la mutacidn, por si
sola, no contribuye sustancialmente al proceso evolutivo, y
que es la seleccidn natural al actuar sobre las nuevas
formas alélicas la que determina el cambio de frecuencias
génicas. Una magnifica exposicion de muchas de las
discusiones que han surgido en la teoria evolutiva puede
encontrarse en LEWONTIN (1974).

6. Seleccion natural

En los apartados precedentes hemos supuesto que todos los
apareamientos en la poblacién producen el mismo numero
de descendientes y que éstos tienen igual probabilidad de
convertirse en los reproductores de la siguiente generacion.
Sin embargo, es frecuente observar diferencias en cuanto a
la fertilidad y a la viabilidad entre los individuos, 1o que
tiene importantes consecuencias sobre la estructura
genética de la poblacion. La seleccidén natural, que se puede
definir como la reproduccidén diferencial de variantes
genéticas alternativas (AYALA y VALENTINE, 1979), es la
principal fuerza evolutiva. La seleccion natural es una
manifestacion de las diferencias de aptitud entre los
individuos, aptitud basada en la capacidad relativa para
transmitir genes a las generaciones siguientes. Esta aptitud
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se denomina valor adaptativo, valor selectivo, o eficacia
biolégica. Un aspecto a destacar es que la seleccion natural
no esta asociada necesariamente con un fenémeno
observable de mortalidad, de lucha feroz por la existencia;
puede operar exclusivamente a traves de la fertilidad.

El valor adaptativo, parametro utilizado para medir la
seleccion natural, cuantifica la capacidad reproductiva de
un genotipo en relacidon a los otros genotipos presentes en
la, poblacion. A menudo se simboliza con la letra W. Una
medida relacionada es el coeficiente de selececidn, que
normalmente se representa por la letra s y se define como
s=1— W (porlo tanto W = 1 — s). Este coeficiente nos
mide la reduccion en la eficacia biologica con respecto al
genotipo de mayor valor adaptativo.

Para aproximarnos al proceso selectivo hemos de adoptar
un enfoque cuantitativo y analizar, con cierto detalle, un
modelo sencillo que basicamente es analogo al descrito en la
ley de Hardy-Weinberg, con la salvedad obvia de que ahora
suponemos la accion de la seleccion natural. Seguimos
considerando un locus autosémico con dos alelos A; y Ao,
con frecuencias génicas iniciales py ¥y o respectivamente
(Po + Qo = 1). Denominamos W,,, W, y Wx5 a 10s valores
adaptativos, por este orden, de los genotipos A A, AjAxy
AA,. Los valores adaptativos, salvo en el caso de un
genotipo letal o estéril, se suponen constantes positivas en
todas las generaciones. El resultado de un ciclo de seleccion
puede resumirse tal y como se indica en la tabla 4. E1 cambio
de frecuencia génica es Agq = ¢, — go 0, sustituyendo el valor
de q, por la expresion dada en 1a tabla 4

Aq = Podo[go (Wag — Wig) + Do (Wip — Wiy)]
w

TABLA 4
Seleccion genotipica en una poblacién con apareamiento al azar.

Genotipo Total
A4, AA; ApAz
Frecuencia antes de la selecciéon P& 2Poqo a8 1
Valor adaptativo Wi Wia Wz
Frecuencia después de la seleccién  pE3W,;, 2po@oWi2 gq&Was w
Nueva frecuencia génica Dy Q) 1
Frecuencia antes de la seleccion :
o 2p1qy qf 1

en la siguiente generacion

W = p5W1, + RpoqWiz + G5Was.

DEW 1 + DoQoWhz2 DoQoWiz + G5Waz
w w

1=
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El efecto de la seleccion sobre la frecuencia génica depende
no solo de la intensidad de seleccion, sino también de la
frecuencia génica inicial. Cuando la poblacion alcanza el
equilibrio la frecuencia génica permanece (Aq =0). Existen
tres situaciones posibles de equilibrio:

1) El alelo A; alcanza la fijacién: p = 1; § = O (" indica
equilibrio). Esto ocurre cuando W;; > W;5 > Wy, (uno de los
signos > se puede reemplazar por =).

2) El alelo A alcanza la fijacion: p = 0; § = 1. Esto ocurre
cuando W,; <W,5; < Wy, (uno de los signos < se puede
reemplazar por <).

3) Ambos alelos coexisten en la poblacién, y las
frecuencias génicas vienen determinadas por

(WZZ — Wl2)

:d=1-p.
(Wi — Wig) + (Wae — Wig) 2 b

p=

Esto ocurre cuando (&) Wy, < W5 > Waas; 0 (b)
Wi, > W5 < Wy El equilibrio es estable si y solo si el
heterocigoto tiene un valor adaptativo superior a ambos
homocigotos; es decir, cuando existe heterosis (situacion
(a)). En la situacion (b) el equilibrio es inestable y se
producira la fijacion del alelo con mayor frecuencia.

Fl proceso basico que hemos descrito se aplica de igual
forma a la seleccion artificial impuesta por el
experimentador o el mejorador. La diferencia radica
simplemente en el hecho de que la seleccion natural
maximiza el valor adaptativo medio de la poblacion (W),
mientras que el mejorador, a través de la seleccion artificial,
pretende maximizar el valor fenotipico del caracter que le
interesa.

El modelo de seleccidon genotipica que hemos considerado
es el mas simple posible ¥y en muchas ocasiones es necesario
contemplar diversos modelos cuya complejidad se escapa de
los limites que se pretenden en este apartado. El lector
puede encontrar muy util el articulo de LI (1967) para
introducirse con cierto detalle en este apasionante tema de
la seleccion natural.

Un ejemplo interesante de accién de la seleccion natural
es el descrito por BUROKER (1979) en la ostra japonesa,
Crassostrea gigas, para una proteina del musculo codificada
por el locus Mp-1. Este locus es polimérfico para dos alelos
(Mp-119%, Mp-1199). El estudio de la eficacia biologica a tres
niveles diferentes de la zona intermareal reveld que el
heterocigoto posee un valor adaptativo superior a ambos
homocigotos en el nivel inferior ( + 1,8 m), mientras que a
medida que nos aproximamos al nivel superior ( + 2,4 m) el
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TABLA 8

Valores adaptativos (W,,, W,, y W) de los tres genotipos de
Crassostrea gidas para el locus Mp — 1 en tres diferentes niveles de
la zona intermareal. (Modificado de BUROKER, 1979.)

Genotipo
Nivel Mp_1105/105 Mp_llOS/IOO Mp_lloo/loo
+12m W, = 0,799 Wi = 1,000 Woo = 0,871
+ 1,8 m Wll - 1,000 W12 = 0,804 W22 = 0,608
+ 2,4 m Wll = l,OOO W12 = 0,717 sz = 0,395

genotipo Mp-119%/19% pagg a tener una ventaja selectiva. La,
tabla 5 presenta un resumen de los datos obtenidos por
BUROKER. El autor postula que las diferentes condiciones
térmicas pueden ser un factor importante en el
mantenimiento de este polimorfismo y que el alelo Mp-
esta favorecido en aguas calidas mientras que el alelo
Mp-119° 10 esta en aguas mas frias. Las implicaciones que
pueden tener estos resultados a nivel del cultivo de
Crassostrea gigas son notables. BUROKER senala que se
podria evitar la mortalidad originada por la seleccion
natural siempre y cuando se utilicen las condiciones
optimas de cultivo para cada genotipo.

A lo largo de este trabajo hemos analizado, muy
someramente, el efecto que tienen las diferentes fuerzas
evolutivas sobre la poblacion mendeliana ideal descrita al
hablar de la ley de Hardy-Weinberg. Es obvio que en las
poblaciones naturales estas fuerzas evolutivas pueden
actuar conjuntamente, por 1o que muchas veces es dificil
discernir entre varias situaciones tedricas que conducen a
los mismos resultados empiricos. En lineas generales, los
estudios empiricos desarrollados en Genética de poblaciones
dependen de la deteccidn de violaciones en las proporciones
Hardy-Weinberg. A partir del analisis de la frecuencia de
heterocigotos podemos estimar la magnitud y direccion de
las desviaciones con respecto a las proporciones esperadas.
En algunas ocasiones los resultados nos permiten inferir la
importancia relativa de cada una de las fuerzas evolutivas.
Como ejemplo de la informacioén que se puede obtener sobre
la, estructura poblacional de una especie a partir de los
resultados sobre la variabilidad genética dentro y entre
poblaciones, se pueden consultar los trabajos realizados con
Mytilus edulis por KOEHN (KOEHN y MITTON, 1972; KOEHN et
al, 1976; MILKMAN y KOEHN, 1977; KOEHN et al, 1984).
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Taxonomia y
especiacion

A. FONTDEVILA

Departamento de Genética y Microbiologia.
Universidad Auténoma de Barcelona

1. La taxonomia y la evolucién estan
estrechamente relacionadas

La labor de un evolucionista consiste en reconstruir la
historia de los seres vivos y en explicar 1os mecanismos
biolégicos que los han producido. La reconstruceion
historica se realiza agrupando las especies de un modo
ordenado de acuerdo con sus semejanzas. Esta ordenacion
sistematica conduce a la clasificacion de las especies en
distintas categorias o taxones. Para que la labor taxondémica
tenga sentido bioldgico debe conducir a un arbol
filogenético, es decir a una representacion fiel de la
evolucion basada en las relaciones genéticas entre las
especies. Aunque teéricamente un taxénomo podria
prescindir de los mecanismos evolutivos para su labor
sistermatica, en la practica debe considerarlos si desea
interpretar y fundamentar su reconstruccion evolutiva. Es
mas, el conocimiento de dichos mecanismos le permite
muchas veces establecer criterios biolégicos para justificar
la eleccion de un determinado arbol filogenético frente a
otros. De ahi que los estudios taxonémicos y los puramente
evolutivos estén intimamente relacionados y su distincion
se base en los intereses personales del investigador mas que
an el objeto que persiguen.

Hasta el advenimiento de las técnicas moleculares, los
criterios taxondémicos se basaron fundamentalmente en las
semejanzas fenotipicas entre especies. Sin animo de
desmerecer este método de reconocido valor, es justo
senalar que la sistematica morfolégica tropieza con algunas
dificultades. En primer lugar, las diferencias fenotipicas no
siempre reflejan la verdadera divergencia evolutiva, ya que
el fenotipo morfologico es el resultado final de un complejo
proceso que va desde la expresion génica primaria hasta las
interacciones genotipo-ambiente. Esto conduce a
semejanzas (homoplasias) debidas mas a la accién de
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factores ambientales que a una relacion filogenética
verdadera. En segundo lugar, la tasa de evolucion depende
del caracter morfol6gico y, por tanto, el arbol filogenético
depende del caracter elegido. En suma, el reconocido valor
adaptativo de los caracteres morfolégicos los hace muy
modificables por la seleccidn natural y, a veces, poco
indicativos de las verdaderas diferencias geneéticas
interespecificas.

El desarrollo de la Biologia Molecular ha permitido
comparar moléculas entre especies y elaborar filogenias
moleculares muy precisas. En este caso la relacion entre
genotipo y molécula es muy directa, especialmente en el
caso de las proteinas, y es completa cuando se comparan
secuencias de ADN. Otra ventaja fundamental de estos
caracteres moleculares es que sus tasas de evolucion son
mas constantes que las de los caracteres morfolégicos, 1o
cual las convierte en un verdadero reloj para datar tiempos
de divergencia. Recientemente, la posibilidad de procesar
cantidades minimas de material permite estudiar las trazas
presentes en los fosiles, con 1o que se ponen en contacto la
Paleontologia y la Biologia Molecular, abriéndose la
posibilidad de una datacioén directa en las filogenias
moleculares.

En las dos ultimas décadas se han introducido nuevos
criterios sistematicos para elaborar arboles filogenéticos
que estan revitalizando el campo de la Taxonomia. En este
capitulo discutiremos algunos de estos métodos y como las
teorias evolutivas inciden en su interpretacion.

2. ¢Cuanta divergencia genetica se
necesita para la especiacion?

La unidad ecologica de cambio evolutivo mas importante es
la, poblacién mendeliana. En organismos sexuales se define
ésta como el conjunto de individuos que se reproducen
libremente entre siy que se encuentra aislada
reproductivamente de otras unidades anéalogas. Las especies
estan generalmente estructuradas en poblaciones
mendelianas, cada una de las cuales puede cambiar
genéticamente (evolucionar) de un modo independiente.

2.1. Los mecanismos de especiacion

La diferenciacion genética de las poblaciones de una especie
conduce en muchos casos a la formacién de razas
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geograficas y en algunas ocasiones puede promover la
formacion de nuevas especies. Este modelo de especiacion
geografica en su version mas completa puede
esquematizarse en tres fases. La fase inicial comprende el
aislamiento geografico total de una o varias poblaciones del
resto de las poblaciones de la especie. Este aislamiento
alopatrida prolongado favorece la diferenciaciéon genética
gradual del nuevo aislado poblacional y conduce como
subproducto a la aparicidén del aislamiento reproductivo
postzigotico, debido a que la diferenciaciéon afecta a la
arquitectura geneética de la reproduccion y del desarrollo. En
la segunda fase, debido a la desaparicion de las barreras
geograficas, se produce un contacto entre las poblaciones
diferenciadas. Esta fase de contacto secundario constituye
una prueba decisiva para el aislamiento postzigotico.
Generalmente se producen hibridos, pero éstos son total o
parcialmente estériles o bien se encuentran peor adaptados
que los individuos parentales, dejando por consiguiente
menos descendencia que éstos. Esta falta de adaptacion en
los hibridos es una consecuencia de la divergencia genética
entre los dos genomas parentales, los cuales al unirse en el
hibrido expresan de un modo inadecuado su informacién
genética. Este aislamiento reproductivo postzigotico
permite que no prosperen los individuos hibridos ni sus
descendientes y que se mantenga la integridad de las
poblaciones aisladas divergentes. Si por el contrario, la
poblacién hibrida no muestra depresion, la divergencia
genética desaparece al cabo de sucesivas generaciones de
hibridacién e introgresion y se forma una nueva poblacién
uniforme, con 1o cual se pierde la oportunidad de formar
nuevas especies.

En esta segunda, fase se refuerza también el aislamiento
reproductivo. Tedricamente, €l aislamiento postzigotico es
suficiente para mantener la integridad de las especies
incipientes, pero a menudo necesita reforzarse con tipos de
aislamiento prezigoético. El mas importante de éstos es el
aislamiento sexual que consiste en la ausencia de
respuestas etolégicas adecuadas en el cortejo que impiden el
apareamiento. La seleccion en contra de 1os hibridos
favorece genéticamente a los individuos que no hibridan y
por consiguiente refuerza los incipientes mecanismos
etologicos de aislamiento sexual que éstos presentan. La,
seleccion continuada en este sentido llega a fijar
genéticamente dichos mecanismos de aislamiento
prezigotico y la integridad de las nuevas especies queda
asegurada.

Aungque estos procesos de aislamiento (pre-y
postzigoticos) son una consecuencia de la divergencia
geneética alopatrida inicial, promueven a su vez una mayor
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divergencia posterior. Esta tercera fase de divergencia puede
prolongarse durante el tiempo que va desde el
establecimiento de los mecanismos de aislamiento hasta el
momento actual.

Este modelo de especiacion geografica encuentra sus
raices en los evolucionistas del siglo pasado (BUCH, 1825;
DARWIN, 1837; WAGNER, 1841 ) y ha sido redefinido e incluso
modificado por otros durante el presente siglo. MAYR (1942,
1954, 1982) ha puntualizado y justificado muchos de los
componentes del modelo, especialmente el efecto que el
pequeno tamano de poblacion de los aislados poblacionales
puede tener en la aceleracion de las tasas de especiacion
(especiacion peripatrida ). Sin embargo, las abundantes
observaciones ecologicas, fisiologicas, biogeograficas y
geneéticas sobre las diferencias interespecificas de las
ultimas décadas han ido introduciendo otros modelos en los
que la divergencia geneética inicial promotora de aislamiento
puede conseguirse en simpatia debido a cambios genéticos
puntuales, tales como la aparicién de una nueva,
configuracion cromosoémica. WHITE (1978) postula que estos
cambios pueden darse no sdlo en poblaciones adyacentes
(especiacion parapatrida), sino también en determinadas
colonias o demes dentro de una misma poblacién
(especiacion estasipatrida). En general, el impacto de los
nuevos estudios evolutivos se refleja en la diversidad de
modelos de especiacion que hoy en dia se postulan, los
cuales estan resenados exhaustivamente por REIG (1980).
La tabla 1 resume las caracteristicas de algunos de estos
modelos.

R.2. Gradualismo, saltacionismo
y especiacion cuantica

La caracteristica mas relevante atribuida al modelo
geografico de especiaciéon es su naturaleza gradualista.
Segun esto las adaptaciones poblacionales son las que
gradualmente conducen a la diferenciacion poblacional, a 1a
formacion de razas y, finalmente, al origen de las especies.
Esta vision gradualista ha tropezado historicamente con
serias objeciones por parte de 10s que consideran que las
adaptaciones intraespecificas producto del cambio gradual
son de una naturaleza distinta a las adaptaciones propias
caracteristicas de cada especie y, por consiguiente, éstas
deben obedecer a un origen distinto (GOLDSCHMIDT, 1940).
Esta tajante separacion entre ambos tipos de adaptaciones
tiene por lo menos dos consecuencias de importancia. En
primer lugar, supone la existencia de dos tipos de cambios
genéticos (mutaciones). Por una parte, existen los cambios
que permiten el ajuste de cada poblacion de la especie a los
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requerimientos ecolégicos de su ambiente. Estas mutaciones
constituyen a menudo polimorfismos genéticos
intraespecificos y son el material basico de estudio de la
Genética de Poblaciones. Por otra parte, existen otros
cambios que determinan tales reestructuraciones
organismicas en el patron basico de la especie que ésta
puede adaptarse a una nueva forma de vida conducente a
una nueva especie. Estos mutantes raramente pueden
establecerse en forma de polimorfismos y la seleccion
conduce, en caso de éxito, a la fijacion del nuevo caracter.

La propia naturaleza de este segundo tipo de cambio nos
lleva a la segunda consecuencia apuntada antes. Dado que
estos cambios alteran el patron de la especie, la mayor parte
de ellos deben ser inviables, pero aquella fraccion que no lo
sea, debe tener un valor adaptativo grande y, por consiguiente,
sera incorporada rapidamente al acervo geneético de la
nueva especie. Esta rapidez en el cambio transespecifico
conducira a una imagen no gradualista de la especiacion
(saltacionismo ), compatible con el espectro que segun
algunos paleontologos (GOULD y ELDREDGE, 1977) presenta
el registro fosil en algunos grupos zoologicos. Estos autores
consideran, a diferencia del gradualismo neodarvinista, que
las discontinuidades del registro fosil no son un artefacto
debido a nuestras limitaciones en la observacion, sino que
constituyen el reflejo de un fendmeno real de cambio brusco
que interrumpe (puntua ) los largos periodos de equilibrio
(estasis) que caracterizan la historia evolutiva de las
especies. Esta Teoria del Equilibrio Puntuado distingue, por
consiguiente, los cambios genéticos promotores de
especiacion, que actuan en breves periodos puntuales con
gran intensidad, de los cambios genéticos graduales de
ajuste adaptativo poblacional sin valor transespecifico.

Los evolucionistas neodarvinistas consideran que no
existen diferencias cualitativas entre las distintas
mutaciones y que los mismos cambios de valor adaptativo
son los que al acumularse gradualmente conducen al
cambio transespecifico. Sin embargo, muchos
neodarvinistas reconocen que la tasa de cambio evolutivo
varia mucho de unos momentos a otros. SIMPSON (1953)
ilustro la, aceleracion evolutiva en varias filogenias de
vertebrados con un buen registro fosil y llamo a este
fenomeno Especiacion Cuantica. Posteriormente, numerosos
estudios evolutivos en poblaciones marginales y
colonizadoras han conducido a la idea de que los pasos
iniciales y decisivos de la especiacion se consiguen mediante
verdaderas revoluciones genéticas (MAYR, 1954 ). Estas
teorias analizan los cambios evolutivos que se producen en
la. fundacién de nuevas poblaciones por un numero reducido
de colonizadores y aunque difieren en las caracteristicas
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geneticas de la poblacion fundadora (marginal o no), en la
secuencia de los cambios genéticos y en los factores de
seleccion (tabla 1), todas ellas postulan la necesidad de una
desorganizacion de la cohesion del genoma de la especie
seguida de una nueva reorganizacion genética del mismo
(CARSON, 198R2). Este proceso es rapido y puede
ejemplarizarse en el modelo del Efecto Fundador en islas.
Segun CARSON (1971, 1973), los pocos individuos
colonizadores de una isla oceanica provocan una rapida
invasion del habitat debido a las favorables condiciones
ecologicas iniciales: abundancia de recursos y ausencia de
competidores. La poblacion fundadora sometida a deriva
genética inicia una andadura de desorganizacion genética,
que se amplifica debido a la expansion poblacional. Esta
explosion demografica provoca cambios genéticos rapidos
en los bloques génicos coadaptados y genera nuevas
asociaciones gameticas mediante recombinacion, las cuales
no estan sometidas a los tipos de seleccion normalizadora
que mantienen la integridad adaptativa de la especie en las
condiciones ecologicas originales. Estas explosiones estan
constrenidas por la limitacién de recursos que conduce a
una disminucién drastica del tamano de poblacion,
seleccionandose entonces nuevas configuraciones genéticas
que pueden diferir muchos de las fundadoras. Este ciclo de
expansion-contraccion puede repetirse sucesivamente y
conducir a la formacion de nuevas especies.

Tanto la hipotesis saltacional como la cuantica tropiezan
con serias dificultades. La primera esta basada en una
interpretacion del registro fosil con limitada base
experimental. La segunda carece de una solida informacion
sobre la arquitectura genética que mantiene la cohesion de
la especie y de una base tedrica fuerte que permita entender
la expansion y fijacion de las novedades genéticas (BARTON
y CHARLESWORTH, 1984 ), aunque WRIGHT (1969) ha
desarrollado un modelo teérico plausible combinando la
seleccion natural y la deriva genética. Esta teoria del
equilibrio por desplazamiento considera que las poblaciones
ocupan posiciones estables en picos adaptativos definidos
por su fitness. El desplazamiento de un pico a otro mas alto
solo es posible mediante cambios genéticos aleatorios
(deriva genética) que permiten actuar a la seleccioén natural
sobre nuevas configuraciones génicas.

2.3. Genética de la especiacion vs genética

de la diferenciacion especifica.

El desarrollo de la teoria de la especiacion ha conducido al
convencimiento de que el establecimniento de una especie
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puede alcanzarse de diversos modos, dependiendo éstos no
solo de la estructura poblacional sino también de la
estructura genética del taxon estudiado. Esta diversidad de
modos de especiacion esta relacionada estrechamente con la
posible existencia de multiples mecanismos de aislamiento
reproductivo, cuya base geneética esta todavia en muchos de
ellos muy lejos de nuestra comprension.

Los evolucionistas estan de acuerdo en que el criterio mas
objetivo para dar una base genética a la especiacion es el
aislamiento reproductivo. Esto es debido a que el
aislamiento genético es una condicidn sine qua non para
preservar la integridad de las especies y, en los organismos
sexuales diploides, se consigue mediante la evolucion de
barreras reproductivas. Sin embargo, 10s evolucionistas
discrepan en cual es el modo mas plausible de generar
aislamiento reproductivo. De hecho, esta divergencia de
opinién en un punto tan crucial es el principal responsable
de la falta de una teoria unificadora en especiacion.

Poco sabemos todavia de la arquitectura genética del
aislamiento reproductivo. TEMPLETON ( 1981) resume los
estudios llevados a cabo en tres arquitecturas posibles:

1) muchas unidades genéticas, cada una de pequeno

efecto; ) una o unas pocas unidades mayores segregantes
generalmente con muchos modificadores epistaticos; y 3)
loci complementarios o duplicados. De éstas, el tipo 1
resulta el mas abundante. Estos estudios estan basados en el
analisis de la fertilidad de retrocruzamientos de hibridos
interespecificos para determinadas zonas genomicas
marcadas. Desgraciadamente, 1la diseccion fina de los
factores de fertilidad requiere un gran numero de
marcadores y estos estudios estan basados en muy pocos
marcadores por cromosoma, 1o cual hace imposible
distinguir entre uno (0 unos pocos) y muchos factores por
cromosoma, ( DOBZHANSKY, 1936; COYNE, 1984 ). Recientemente,
NAVEIRA y FONTDEVILA (1986) utilizando la asinapsis
interespecifica como marcador genético han conseguido
estudiar la fertilidad en hibridos de Drosophila para
pequenos segmentos cromosomicos que cubren
practicamente todos los cromosomas. Estos estudios han
demostrado que existen muchos factores de esterilidad
interespecifica dispersos por todo el genoma y que en
autosomas la esterilidad sélo se produce cuando un minimo
(umbral) de éstos esta presente. Estos resultados, de
generalizarse, representan un avance en la comprension de
la base genética del aislamiento reproductivo.

El estudio del aislamiento reproductivo postzigotico
evidencia la dificultad de relacionar la genética de la
especiaciéon con la diferenciacion genética. En el primer
caso estamos interesados en cuantos y cuales son los

84



cambios genéticos que se producen en 10s pasos cruciales
conducentes a la formacion de especies. Por el contrario, el
estudio de las diferencias genéticas entre especies nos
ilustra sobre todos los cambios que se han producido desde
la divergencia de las especies hasta el momento actual. Es
evidente que muchos de estos cambios pueden haberse
acumulado posteriormente a la especiacién y poco o nada
tienen que ver con la genética de la especiacion. A menudo
se ha intentado abordar este problema mediante el estudio
de la genética de las diferencias entre taxones
estrechamente emparentados, tratando de relacionar éstas
con el grado de aislamiento reproductivo. Los estudios mas
finos y exhaustivos se han llevado a cabo con genes
estructurales que codifican proteinas (mayoritariamente
enzimas). Las diferencias entre especies préoximas varian
segun el grupo zoologico o botanico considerado (tabla 2).

TABLA R

Valores de los indices de Identidad (I) y de Distancia (D) de Nei
como estimadores de la divergencia genética en taxones que
muestran distinto grado de diferenciacion especifica en varias
clases de organismos

Insecta (1) Osteichthyes () Mammalia (3)

Drosophila

Taxon (grupo repleta) Lepomis Proechimys
I D I D I D

CLUSTER 0,17 1,79
(martensis vs
buzzatil)
ESPECIE
A) alomorfica 0,38 0,97 0,54 0,62 0,88 0,13
B) sinmorfica 0,56 0,59 0,96 0,04
SEMIESPECIE 0,97 0,03
SUBESPECIE 0,80 0,RR 0,84 0,17
POBLACION
A) endémica 0,98 0,02 0,98 0,02 0,99 0,01
B) colonizadora 0,99 0,01

(1) SancHEZ, 1986; (R) AvisEy SMITH, 1977; (3) BENADO et al, 1979

Cuando se analizan todos los datos se observa que entre
géneros existen diferencias muy marcadas en las distancias
geneticas interespecificas (AVISE y AQUADRO, 1982) e
incluso, aunque en menor grado, entre grupos
conespecificos (MACINTYRE y COLLIER, 1986). Aisladamente,
estos estudios no nos dicen mucho sobre la cantidad de
cambios genéticos necesarios para producir una nueva
especie debido a que la mayoria de las diferencias genéticas
podrian haberse acumulado después de la especiacion. Sin
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embargo, podemos obtener alguna informacion sobre la
genética de la especiacion cuando se estudian
simultaneamente la diferenciacién genetica y el aislamiento
reproductivo. Este tipo de datos parece indicar que la
transicion de un taxon sin aislamiento reproductivo
significativo (subespecies o razas geograficas) a otro en que
dicho aislamiento es importante (semiespecies o especies
incipientes) se consigue sin una mayor divergencia en loci
proteicos. Este razonamiento favoreceria la idea de una
evolucion rapida del aislamiento reproductivo con muy
pocos cambios genéticos proteicos.

Algunos estudios en Drosophila indican una falta de
correlacion entre esterilidad hibrida y divergencia proteica
(ZOUROS, 1973; MARIN, 1986). Esto unido a la naturaleza
dispersa de la esterilidad (WAVEIRA y FONTDEVILA, 1986)
sugiere que la evolucion proteica podria ser independiente
del aislamiento reproductivo, al menos para esterilidad.
Nuestra vision actual mas plausible de la variabilidad
proteica estructural es que su evolucion esta regida
mayoritariamente por las tasas de mutacion y la deriva
genética (KIMURA, 1983). Segun esto la divergencia proteica
es proporcional al tiempo evolutivo y constituye, por tanto,
un aceptable reloj biologico. Admitiendo esto, no es de
extranar que se encuentren valores distintos de divergencia
entre especies proximas en categorias taxonomicas
diversas. Estas diferencias reflejan simplemente tiempo de
divergencia. Mas adelante abordaremos el problema del
calibrado de este reloj, pero en este momento vamos a
analizar la medida de la divergencia genética y su valor
como herramienta en taxonomia.

3. La medida de la divergencia
geneética

La Biologia Molecular ha revolucionado la medida de la
divergencia genética. Antes de poder utilizar las técnicas
moleculares, la divergencia genética se basaba en estudios
comparativos de caracteres anatomicos, embriolégicos,
citologicos y etolégicos. Estos caracteres fenotipicos
presentan una correlacion baja con el genotipo porque se
hallan alejados de su expresion primaria y por consiguiente
son, en general, unos indicadores poco potentes de las
semejanzas y diferencias genéticas. La posibilidad de
comparar productos directos de la accion genica
(proteinas) o el propio material genético (acidos nucleicos)
permite acercarse al genotipo y medir directamente la
divergencia genética. Aparte de esta ventaja, el estudio de
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proteinas y acidos nucleicos permite cuantificar la
divergencia en términos de sustitucién de aminoacidos o
nucleodtidos, respectivamente, y también establecer
comparaciones fiables entre organismos muy alejados, 1o
cual era muy dificil o practicamente imposible en los
estudios no moleculares.

3.1. Divergencia proteica

Los métodos mas comunes para medir la divergencia
proteica son: la electroforesis, la reaccidn inmunolégica y la
secuenciacion.

La electroforesis consiste en separar las distintas formas
proteicas (electromorfos ) mediante su distinta movilidad en
un campo eléctrico. La resolucion del método depende de la
técnica, pero el sistemna mas empleado por su facilidad y
economia, es 1a electroforesis unidimensional en almiddén o
acrilamida. Este método convencional sdlo permite detectar
parte de las sustituciones nucleotidicas porque muchas de
ellas no alteran la secuencia de aminoéacidos en las
proteinas o de alterarla no cambian la carga eléctrica neta
de las proteinas que codifican. Por esta razoén, la
electroforesis convencional subestima la variabilidad
proteica y, aunque es dificil determinar en cuanto, se puede
decir aproximadamente que solo detecta el R0-30 % de dicha
variabilidad genética. Otras técnicas como la electroforesis
en dos dimensiones, la secuencial, el electroenfoque o la de
campo pulsante han incrementado la deteccidon del
polimorfismo genético en algunos loci enzimaticos
(LEWONTIN, 1985). Sin embargo, cuando se analiza un
numero grande de loci 1os valores medios de divergencia no
varian mucho (AYALA, 1984).

Otra limitacién del método se debe a su aplicabilidad
exclusiva al estudio de la divergencia entre taxones muy
proximos. Los taxones subgenéricos y subespecificos
(poblacién, subespecie, especie incipiente, especie
sinmoérfica, especie alomorfica, cluster, superespecie, etc.)
constituyen el campo ideal para el estudio de la divergencia
electroforética porque 1los organismos comparten muchas
formas electroforéticas (electromorfos). Sin embargo, a
partir de un cierto numero de sustituciones los organismos
difieren en todos sus electromorfos para cualquier locus y la
divergencia es maxima. Esto se alcanza facilmente al
comparar muchos géneros y, desde luego, en taxones
superiores.

Para cuantificar la divergencia genética es conveniente
utilizar estadisticos que midan el grado de cambios génicos
que se han producido en los taxones analizados. Estos
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estadisticos deben cumplir varias condiciones entre las que
destacan: 1) utilizar una muestra aleatoria de genes; ) ser
independiente de las causas que han producido la
divergencia; 3) ser independiente del numero de alelos por
locus y del numero de taxones analizados; 4 ) reflejar 1o mas
fielmente posible el numero de cambios genéticos
producidos (sustituciones nucleotidicas); y 5) poder
caracterizar su distribucién estadistica, (PREVOSTI, 1974). Se
han propuesto muchas medidas de distancia genética, pero
ninguna con todas estas condiciones. NEI (1972) ha
desarrollado un indice de identidad (I) que estima la
proporcion de genes idénticos en dos poblaciones distintas y
cumple bastante bien las condiciones anteriores. El valor 1
se define por:

I=T./(Iy X I)Y"

donde 1., I, e I, son respectivamente las medias para un
conjunto de loci de los parametros Ta b;, £a,° y b?, siendo
a; y by las frecuencias del alelo i de un locus en las
poblaciones Ay B que se comparan. I varia de O (sin
alelomorfos comunes) a 1 (todos los alelomorfos idénticos).

La distancia genética (D) estima el numero medio de
sustituciones alélicas por gen y viene expresada por:

D=-1o0g.1

D oscila entre O (identidad genética) e infinito. D puede
valer mas de uno, debido a que en largos periodos de tiempo
evolutivo un alelo puede ser sustituido mas de una vez.
THORPE (198R) encuentra que en un total de 100 loci al
comparar especies de taxones rmuy diversos la identidad es
0,08, 1o cual sugiere un valor maximo de D = 3. Para
corregir este cambio de escala propone €l calculo de
D=—-108,(I+0,05(1~1)).

El indice de NEI es posiblemente el mas utilizado en
estudios de evolucién con datos electroforéticos porque
éstos cumplen bastante bien con la premisa del indice de
que las sustituciones alélicas estan producidas por el efecto
combinado de la mutacién y la deriva, es decir mide la
divergencia molecular segun el modelc de evolucion
neutralista (KIMURA, 1983). Ademas, se han desarrollado
estadisticos muestrales tales como el error tipico de I (SDy):

SD; = (1 — I)/I x n (NEI Y ROYCHOUDHURY 1974)

donde n es el numero de loci analizados.

Sin embargo, cuando los cambios genéticos no son
neutros el indice de NEI pierde sus propiedades. Tal es el
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caso de los cambios cromosoémicos que se consideran como
sucesos puntuales no recurrentes y, ademas, sujetos a una
fuerte seleccidon natural. En este caso es mejor utilizar otros
estadisticos que como el indice de PREVOSTI (1974 ) no
presuponen un proceso recurrente y neutro.

Otro método para medir la divergencia proteica utiliza la
respuesta inmunologica. El procedimiento consiste en
inyectar un mamifero (generalmente un conejo) con la
proteina del organismo a estudiar para que desarrolle
anticuerpos especificos. Estos anticuerpos reaccionan con
alta especificidad con la proteina probada (antigeno
homologo) y también, aunque en menor grado, con las
mismas proteinas de otras especies (antigeno heterdlogo).
Las diferencias relativas de intensidad de reaccion miden
distancias inmunoldgicas. Para cuantificar 1a intensidad de
respuesta inmunolégica se suele utilizar el método de la
fijacion de complemento. El complemento es un conjunto de
sustancias quimicas del suero que se fijan al complejo
antigeno-anticuerpo en determinadas condiciones
experimentales y la cantidad de complemento fijado es
proporcional a la intensidad de formacion de complejo. Para
detectar el grado de fijacion del complemento se aftaden
hematies sensibilizados que son lisados por el complemento
no fijado y, por consiguiente, la cantidad de lisis (medida
por espectrofotometro) es inversamente proporcional a la
intensidad de reaccién inmunologica. Una gran ventaja de
este método se debe a que utiliza cantidades minimas de
proteina.

Para cuantificar la distancia proteica se utiliza el indice
de disparidad que se define como el factor por el que hay que
elevar la concentracion de antigeno heterélogo para
producir una intensidad de reaccién igual a la del antigeno
homaologo. La distancia inmunolégica (ID) entre dos
taxones viene dada por: 100 X log (indice de disparidad). La
sensibilidad de la distancia innunologica es tal que
probablemente es posible distinguir sustituciones de un solo
aminoacido entre dos taxones diferentes. Se ha comprobado
que para muchas proteinas monoméricas (lisozimas,
azurinas, ribonucleasas, citocromo ¢ y plastocianinas)
existe una alta correlacion lineal entre distancia
inmunolégica (ID) y numero de sustituciones (N) de
aminoacidos (fig. 1). La relacién es de la forma: ID =5 Ny
el 1imite de reaccion se alcanza con un 40 % de diferencias
en la secuencia de aminoacidos. Por consiguiente, este
meétodo sblo tiene validez cuando la divergencia es menor
que 35-40 % o unas 200 unidades de ID.

Otro procedimiento muy novedoso y prometedor es el
radioinmunoensayo. Debido a su gran sensibilidad permite
detectar diferencias entre grupos de organismos muy
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Fig. 1. Regresion lineal (ID = 5N) entre numero de sustituciones (N) de
aminoacidos y distancia inmunolégica (ID) para distintas proteinas:
lisozima (0O ), azurina (0), triptdéfano sintetasa (A ). Los simbolos en
negro representan las medias de pruebas reciprocas. Tomado de
CHAMPION et al 1975.

alejados evolutivamente y también utilizar las trazas de
proteinas presentes en los fésiles (hasta 10™'% g), con lo
cual es posible cuantificar distancias proteicas con
organismos extintos y construir filogenias con taxones
desaparecidos. Esta técnica ha sido disehada inicialmente
para el colageno, pero también puede utilizarse para la
albimina y otras proteinas. El colageno es una proteina
muy conveniente para estos estudios porque esta presente
en grandes cantidades en todos los animales, €s una
molécula grande (aprox. 3000 aminoacidos), lo cual la libra
de los errores aleatorios en tasas de sustitucion de las
moléculas pequenas, y su estructura es altamente
conservativa.

Los procedimientos anteriores intentan obtener un fiel
reflejo del numero de sustituciones de aminoacidos que se
han producido en la evolucién divergente proteica. De ahi
que la secuenciacion de las proteinas parece la solucién
definitiva a la cuantificacion de la distancia proteica.
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Actualmente se conocen las secuencias completas o
parciales de unas 1000 proteinas, pero el procedimiento es
dificil, lleva tiempo, requiere mucho material bioclégico y es,
en definitiva, muy caro. Por consiguiente, a menos que la
automatizacion progrese a gran ritmo, es dificil que este
meétodo se generalice para estudios taxonodmicos. La
comparacion entre secuencias proteicas sélo es un fiel
reflejo del nimero real de sustituciones por debajo de un
10 % de lugares sustituidos. Por encima, de este valor el
numero de diferencias observadas subestima el verdadero
numero de sustituciones porque la probabilidad de
sustituciones multiples por lugar o de retromutaciones es
significativamente alta. Sin embargo, es posible estimar la
verdadera relacion entre sustituciones detectadas y
observadas e incluso obtener estimadores de 1os errores tipo
para las tasas de sustitucién calculadas (KIMURA 1980).
Finalmente, aunque la tasa de sustitucién parece constante
para cada clase de proteinas, existen diferencias muy
importantes entre proteinas (fig. ) y, por consiguiente, la
eleccion de cada proteina como medida de divergencia
evolutiva depende de la proximidad entre los taxones
estudiados. Cuanto mas estrechamente relacionados estén
los taxones, tanto mejor sera elegir una proteina de
evolucion rapida, y viceversa. En todo caso, el estudio
simultaneo de varias proteinas con distintas tasas de
sustitucion sirve para evitar problemas en 1los errores
asociados a la medida de la divergencia geneética.

3.2. Divergencia de acidos nucleicos.

Cuando se calienta el ADN la doble hélice se disocia
formando dos cadenas sencillas (desnaturalizacion), las
cuales pueden volver a enlazarse al disminuir la
temperatura. Esta propiedad se utiliza para producir dobles
heélices hibridas con dos cadenas sencillas de ADN de
organismos diferentes. La temperatura de desnaturalizacion
de este ADN hibrido depende del numero de enlaces entre
ambas cadenas y éste es funcidon a su vez del grado de
homologia entre ellas. Dado que los nucleotidos sustituidos
presumiblemente no forman enlaces, la disminucion de
estabilidad térmica del ADN hibrido refleja la divergencia
entre los organismos utilizados. La estabilidad térmica (T,,)
se define como la temperatura en °C a la que se produce el
850 % de la disociacion.

Este método es caro y moderadamente complejo. Su uso
no se ha generalizado demasiado en estudios sistematicos
por varias razones. En primer lugar, su fiabilidad es buena
solo hasta una divergencia de aproximadamente 20 % de
sustituciones nucleotidicas. Tampoco puede usarse cuando
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Fig. 2. Tasa de evolucion molecular para diferentes proteinas medida por la
correlacién entre el numero de sustituciones diferenciales de
aminoécidos (N) y el tiempo geologico de divergencia (T) entre
especies. La tasa de evolucién es proporcional a la pendiente de la
recta y viene expresada por el periodo evolutivo unitario (PEU: entre
paréntesis debajo de cada proteina), que indica el nimero medio de
anos necesarios para sustituir un 1 % de aminoéacidos. Por ejemplo, el
punto de divergencia entre la carpa y la lamprea se produjo a
principios del Ordovicico, hace unos 520 millones de afios y ambas
especies difieren aproximadamente en un 90 % de aminoéacidos para
la hemoglobina, de ahi que su PEU es de 5,8 millones de afios. Tomado
de FONTDEVILA 1979, seglin DICKERSON 1972.

se comparan especies estrechamente relacionadas porque
no se produce una reduccién apreciable de la estabilidad
térmica o bien los errores asociados son grandes. En
general, dentro de los limites de fiabilidad, una diferencia de
1 °C en T,, representa un 1 % de sustituciones nucleotidicas.
En segundo lugar, los recientes avances en la arquitectura
del genoma, eucariota revelan que existen distintas clases de
ADN, las cuales experimentan tasas de sutitucién muy
distintas. Es posible que algunas de las incongruencias en
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las filogenias obtenidas por ciertos autores obedezcan a
haber mezclado en sus estudios de disociacion secuencias de
distinto valor evolutivo.

Otro método para estudiar la divergencia en acidos
nucleicos utiliza enzimas bacterianas que reconocen y
cortan determinadas secuencias caracteristicas de ADN
extrano (no bacteriano). Estas endonucleasas, denominadas
de restriccion, permiten visualizar para un ADN
determinado mediante electroforesis un conjunto de
fragmentos de tamano caracteristico, que teoricamente
definen a dicho ADN. Por ejemplo, el analisis del fago A con
la enzima Eco R1 revela cinco fragmentos de ADN
caracteristicos. La deteccidn de variabilidad de restriccion
permite comparar patrones distintos entre taxones y
analizar su divergencia. Este método ha sido muy utilizado
para caracterizar el ADN mitocondrial de especies
proximas, como veremos mas adelante. NE1 y L1 (1979) han
desarrollado medidas de distancia y variabilidad de
restriccion.

Afortunadamente hoy en dia podemos secuenciar el ADN
y analizar con detalle las sustituciones nucleotidicas de cada
regibn gendmica. La rapidez con la que se estan obteniendo
las secuencias completas o de grandes zonas del genoma de
organismos sencillos como virus y bacterias y también de
genes y sus areas adyacentes en muchos eucariotas hace
prever un avance importante en los estudios evolutivos. La
estructura fragmentada de 1os genes eucariotas en intrones
y exones permite estudiar comparativamente el proceso de
la divergencia incluso en zonas intragénicas de distinto
valor evolutivo. En principio, la divergencia en los lugares
nucleotidicos cuyo reemplazamiento produce una
sustitucion de aminoacido deberia ser idéntica a la
divergencia proteica. Sin embargo, la medida de las
diferencias de nucledtidos subestima, todos los
reemplazamientos acaecidos a 1o largo de la evolucion
debido a que en un codon pueden haberse producido muchas
sustituciones, 1o cual requiere una correcciéon. Sin tener en
cuenta este factor correctivo, una divergencia nucleotidica
de 0,45 % en los lugares de reemplazamiento equivale a una
divergencia aminoacidica de un 1 %.

No todas las sustituciones nucleotidicas producen
cambios en los aminoacidos. En los lugares silenciosos la
sustitucion de un nucleétido conduce Ginicamente al cambio
de un coddén por otro sinénimo y por tanto no se produce
divergencia proteica. La comparacion de las tasas de
divergencia entre lugares de reemplazamiento y silenciosos
resulta ilustrativa. A modo de ejemplo, en el gen Adh
(alcohol deshidrogenasa) de especies del grupo
melanogaster de Drosophila existen tres exones que
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contienen como media un total de 181 lugares silenciosos y
587 lugares de reemplazamiento. El analisis de las
diferencias entre D. melanogastery D. simnulans, dos
especies sinmorficas, revela una tasa media de sustitucion
en lugares silenciosos de 45,4 X 10 ° sustituciones
silenciosas, mientras que en lugares de reemplazamiento es
s6lo de 3,3 X 107°. Esta diferencia de un orden de magnitud
es caracteristica de otras comparaciones analogas
utilizando secuencias de genes diferentes y evidencia la
existencia de restricciones mayores en los lugares de
reemplazamiento en comparacion con los lugares
silenciosos. Puesto que los intrones representan segmentos
de ADN que no se traducen, cualquier cambio nucleotidico
en ellos deberia comportarse como silencioso. E1 mismo
razonamiento puede aplicarse a las zonas genomicas que no
se traducen. Todavia desconocemos mucho sobre el papel de
los intrones y de las zonas no traducidas para poder
entender las restricciones que poseen, por €so es necesario
un estudio exhaustivo de las distintas zonas de un gen para
poder elegir aquellas con meros restricciones, es decir mas
apropiadas para nuestros estudios sistematicos por su
relacion directa con el tiempo evolutivo.

Uno de los aspectos mas fascinantes que ha revelado la
moderna tecnologia del ADN recombinante es que los genes
eucariotas forman generalmente familias cuyos miembros
descienden por duplicacion de un gen ancestral. Los
miembros pueden ser idénticos al gen ancestral o estar
modificados, pueden ser funcionales 0 no, en cCuyo caso se
denominan pseudogenes y pueden estar agrupados o
dispersos. Los grupos de genes van desde dos genes generados
por una duplicacion hasta cientos de genes idénticos
dispuestos en tandem. Los genes dispersos se producen
cuando un fenémeno de translocacion lleva una copia de un
gen a otro lugar distinto del original. Las familias de genes
altamente repetidos en tandem pueden servir para
proporcionar grandes cantidades de un producto necesario
para el organismo; tal es el caso de los genes de ARN
ribosémico y de las histonas. En general, una repeticion
moderada se utiliza para producir variantes proteicas
necesarias en determinadas circunstancias fisiologicas. Este
es el caso de las globinas en que existen distintas formas (6 en
el hombre) cuya presencia depende del estado del desarrollo
del organismo (embrion, feto 0 adulto, en el hombre).

Un posible valor evolutivo de las duplicaciones genicas
esta en que las sustituciones nucleotidicas producidas en las
copias se liberan de las restricciones mientras se conserve
funcional el gen original. Sin embargo, el destino evolutivo
de los miembros de una familia es diverso, desde mantener
todos ellos la misma funcionalidad (evolucion concertada ),
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hasta dar origen a nuevas funciones o a pseudogenes. Se
comprende que la divergencia observada en familias de
genes al comparar distintas especies puede resultar dificil
de interpretar debido a la variedad de mecanismos
evolutivos implicados, pero al mismo tiempo resulta muy
ilustrativo para entender la evolucién no soélo a nivel de
especie, si no también a nivel génico. Estas consideraciones
nos permiten establecer dos clases de genes homologos, los
que proceden directamente de un gen ancestral por
sustituciones sucesivas (ortologos) y los que derivan de
copias por duplicacion de un ancestral (paralogos). Los
genes paralogos nos ilustran sobre la evolucion génica,
dentro de una misma especie.

Las globinas de los vertebrados son en muchos casos
oligomeros constituidos por unidades monémeras. Asi, las
hemoglobinas son tetrameros cuyas unidades polipeptidicas
estan codificadas por genes que constituyen una familia
cuya evolucion resulta un ejemplo de divergencia a nivel de
ADN. Los miembros de esta familia estan agrupados en dos
bloques (a y (). La fig. 3 representa las posiciones relativas
de los genes en algunos bloques de diversos vertebrados.
Todos los genes funcionales de esta familia presentan una
estructura comun de tres exones separados por dos
intrones, 1o cual hace suponer que el gen ancestral tendria
esta misma estructura. El gen de la mioglobina, un
monomero relacionado con las globinas, presenta la misma
estructura y el gen de la leghemoglobina, otra proteina
monomeérica presente en las leguminosas, tiene una
estructura muy parecida, difiriendo en un intrén mas
intercalado en un exon homologo de las globinas. Este
conjunto de globinas, mioglobina y leghemoglobina
constituyen la superfamilia de las globinas, cuya filogenia
puede reconstruirse y se esquemastiza en la fig. 4. Esta
filogenia evidencia la complejidad de los mecanismos
responsables de la evolucién génica en eucariotas. En
primer lugar, las duplicaciones y las translocaciones por si
solas no permiten explicar la estructura y la divergencia de
los miembros de la familia. Es preciso postular mecanismos
de reordenacion dentro de cada bloque para explicar su
distinto tamano y ordenacion génica. Esto parece
conseguirse con el entrecruzamiento desigual o ilegitimo.
Pero, ademas, el estudio de la divergencia nucleotidica ha
revelado que no siempre se produce ésta después de una
duplicacion. Existen genes duplicados, como los dos genes a
del hombre, que codifican para polipéptidos idénticos. Este
tipo de evolucidn concertada o coincidente supone el
principio de que genes no alélicos no se heredan
independientemente y que todos los genes deben
regenerarse continuamente a partir de una sola copia de la
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generacion anterior. Se han postulado varios mecanismos
para explicar este proceso de homogenizacion (e.g. la
conversion génica y la fijacion por entrecruzamiento), pero
el fenémeno es todavia oscuro, aunque real. En este sentido
la divergencia silenciosa encontrada entre dos genes de una
misma familia podria representar inicamente la que se ha
acumulado después del ultimo evento de homogeneizacion y
no ser indicativa de la divergencia total desde la duplicacion.

Especialmente interesante para estudios filogeneticos
resulta el estudio de la divergencia en pseudogenes. Si el
pseudogen se inactiva inmediatamente despues de la
duplicacion que lo produce, toda la divergencia sera del tipo
silencioso e indicara tiempo evolutivo. Comparando
divergencia silenciosa con divergencia de reemplazamiento
para un mismo pseudogen se puede estimar si éste ha
estado inactivo desde su origen. En general, se encuentran
todos los casos posibles, 1o cual indica que muchos
pseudogenes se inactivan mucho despues de su origen.
Entre los pseudogenes que han permanecido siempre
inactivos se encuentran aquellos que han perdido todos sus
intrones. Esto plantea el problema del mecanismo que
resulta en una pérdida de intrones tan precisa. En este caso
se ha postulado que una copia de ADN del ARNm procesado
podria haberse insertado en el genoma dando origen a un
pseudogen procesado. El mecanismo de insercion podria
asimilarse al de retrotranscripcion e incluso se ha sugerido
que un retrovirus podria actuar de agente de insercion. La,
transposicion de fragmentos de ADN mediante mecanismos
de retrotranscripcion no es una utopia. Actualmente se sabe
que una fraccion alta del genoma eucariota esta formada
por ADN medianamente repetitivo (18 % en D.
melanogaster) cuya capacidad de retroposicion esta bien
fundamentada. Estos elementos moviles pueden excindirse
de un modo imperfecto dejando restos o llevandose
fragmentos que son insertados en los nuevos lugares de
transposicion.

3.3. Divergencia del ADN mitocondrial (ADNmt)

El1 ADNmt de los animales superiores es una molécula
circular cerrada de unas 16 kb que codifica en un 94 % para
ARN funcional (13 ARN mensajeros, 22 ARN de
transferencia y & ARN ribosdmicos). Las 13 zonas
potenciales de informacion proteica codifican para
proteinas completas (citocromo b), para subunidades
proteicas (citocromo oxidasa, ATPasa) y para diversas
proteinas todavia sin identificar. Su constancia en tamano,
contenido y reordenaciones génicas contrasta con su rapida
divergencia nucleotidica. El analisis de la divergencia del
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ADNmt constituye una herramienta de gran valor en los
estudios filogenéticos porque se admite que se transmite
intacto via materna de una generacion a otra. Ademas, los
organismos son generalmente homoplasmicos (es decir,
con un solo tipo de secuencia ADNmt) y se considera que la
recombinacién entre moléculas distintas de ADNimt es
despreciable. Aunque existen algunas evidencias recientes
que desmienten algunas de estas premisas (SOLIGNAC et al,,
1983), el consenso general es que el ADNmt de los animales
superiores debido a su transmision matrilineal intacta
proporciona una informacion evolutiva y poblacional muy
superior a la, del ADN nuclear.

Los primeros estudios reveladores de la alta tasa de
sustitucion del ARNmt utilizaron la técnica de reasociacion
comparando la estabilidad témica entre pares de especies de
primates para ADN nuclear y ADNmt (BROWN et al., 1979),
revelando que la divergencia del ADNmt era de cinco a diez
veces superior a la del ADN nuclear de copia unica.
Posteriormente, se han determinado secuencias completas y
parciales del ADNmt en varios organismos, confirmando la
alta tasa de divergencia de dicho ADN. Sin embargo, estas
tasas son, al igual que en el ADN nuclear, distintas segun el
lugar. Asi, en 1los genes proteicos y del ARNY 1a tasa de
divergencia silenciosa es de cuatro a seis veces superior a la
tasa de reemplazamiento.

4. Kl «arte» de la taxonomaia,

A menudo la lectura de los textos de Zoologia y Botanica
conduce al convencimiento de que la clasificacion biologica
(Sistematica) es un producto perfecto y acabado, fruto de la
labor sacrificada de oscuros sistematicos de museos
decimonodnicos. En algunos casos, incluso muchos lectores
se preguntan el valor biolégico de esta clasificacion. El
proposito de este apartado es no s6lo demostrar que la
Sistematica es fundamental para la comprensién del
fendémeno bioloégico, si no también que es un campo de gran
actividad y controversia cientifica en la actualidad.

Cualquier trabajo bioldgico esta basado en la
generalizacion del fenémeno estudiado, por 1o menos hasta
los organismos mas proximos. La experimentacion se
realiza en organismos concretos, de caracteristicas
favorables para la investigacion, pero el valor de los
resultados experimentales reside en la comparacion y
extension a otros organismos. Esto justifica por si solo la
necesidad de conocer las relaciones entre estos organismos
¥y, por consiguiente, su clasificacion. Sin embargo, donde la
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labor de clasificacion adquiere plena justificacion es en el
estudio de la Evolucion y sus mecanismos. La Sistematica
trata de ordenar la diversidad biolégica en un sistema
natural y hoy en dia sabemos que las relaciones evolutivas
(filogenéticas) entre los organismos son el criterio mas
«natural» para su clasificacion.

La Sistematica moderna arranca de un concepto
jerarquico de la naturaleza desarrollada por Linneo. De
hecho, la clasificacion sistematica estaba ya firmemente
establecida antes de la formulacion de la teoria darviniana
de la Evoluciodn, aunque ésta le proporciond una
Justificacion biologica fundarnental. Sin embargo, el estudio
tedrico de las bases y la metodologia de la clasificacion
sistematica, conocido como Taxonomia, ha estado plagado
de arbitrariedades y los sistematicos se han enfrentado
durante mas de cien anos con problemas en los criterios
clasificatorios, tales como la utilizacién o no del principio de
recapitulacion, de las relaciones filogenéticas o de qué
caracteres, incluyendo los del registro fosil, debian
considerar. Esto condujo a elaborar diferentes
clasificaciones para el mismo grupo sin una base teorica-
conceptual. Esta situacioén cambio radicalmente durante los
anos 50 en que empezaron a surgir varias escuelas
taxonomicas que intentaron formalizar las bases de la
clasificacion.

4.1. Feneticos, Cladistas y Evolucionistas

En la taxonomia clasica los organismos se agrupan segun
Sus semejanzas para determinados caracteres fenotipicos
(clasificacion fenética). La dificultad estriba en elegir qué
caracteres reflgjan mejor las relaciones filogenéticas. Para
obviar este problema algunos taxénomos (SNEATH y SOKAL,
1963) han propuesto dar a todos 1os caracteres el mismo
peso y establecer algoritmos para cuantificar la semejanza
entre especies. Esta escuela se conoce actualmente como
Taxonomia fenética. Sus afiliados consideran que utilizando
muchos caracteres, la estabilidad y la fiabilidad de la
clasificacion esta asegurada. Esta metodologia se designa
también como taxonomia numérica o, mejor, fenética
numerica, porque generalmente cada estado de un caracter
se cuantifica y con estos valores se calcula un indice de
semejanza que permite construir un diagrama de relaciones
o fenograma que tiene valor sistematico.

Contra este punto de vista se alza el criterio cladista,
propuesto por HENNING (19580), que considera la genealogia
como la unica base de la clasificacién. La vision filogenética
de la Taxonomaia cladistica consiste en una sucesion de
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ramificaciones dicotémicas que representan eventos de
especiacion (cladogénesis) en 1os que la especie ancestral se
transforma en dos especies hijas emparentadas. Este
proceso genera un arbol filogenético denominado
cladograma. El método cladistico clasifica las especies en
grupos hermanos monofiléticos que comparten caracteres
derivados recientemente (apomoérficos) del ancestro comun.
Esta caracteristica distingue el cladismo de la taxonomaia,
fenética. En esta ultima, 1os grupos («clusters») pueden ser
ademas polifiléticos y parafiléticos. Los primeros estan
formados por especies derivadas de distintos ancestros y su
semejanza esta basada en caracteres convergentes
(homoplasias) que han evolucionado hacia un mismo
estado a partir de lineas divergentes. Los grupos
parafiléticos comprenden especies parecidas derivadas
también de ancestros distintos, pero los caracteres no han
divergido y su semejanza es debida a que conservan el
estado ancestral (caracteres plesiomorficos).

Estos dos métodos representan intentos de sistematizar la
Taxonomia y rescatarla de los criterios subjetivos que se
venian aplicando desde tiempos de Darwin. Sin embargo,
muchos evolucionistas critican la ausencia de un verdadero
contenido historico-evolutivo en la formacion de taxones
por parte de fenéticos y cladistas. Esta escuela de
Taxonomia Evolutiva, capitaneada por MAYR (1969, 1984),
propugna la inclusién de todos los criterios basados en
cualquier tipo de informacioén evolutiva sobre los
organismos, tal como las correlaciones entre caracteres, su
adaptacion ecologica y su distribucioén presente y pasada.
Los sistematicos evolutivos coinciden con los cladistas en
que la genealogia es la base de la clasificacion, pero esto no
es suficiente. Segan ellos, el hecho de que un grupo de
especies compartan caracteres apomorficos (sinapomorfia )
no es suficiente para elevarlos a la misma categoria
taxonomica. La razén es que después del evento
cladogenético la divergencia prosigue (anagénesis)y
algunas especies pueden diferenciarse mucho mas
adquiriendo nuevos caracteres (autapomorficos) que las
elevan a una nueva categoria sistematica.

42. Métodos numeéricos en taxonomia

Uno de los avances mas significativos en taxonomia ha sido
el desdrrollo de métodos numeéricos que siguiendo los
criterios de las modernas escuelas taxonémicas producen
arboles filogeneéticos. Esta metodologia se ha visto
Dotenciada por la rapida produccién de datos de divergencia
genética molecular (analizados en el apartado 3) y por el
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desarrollo de las técnicas informaticas de tratamiento de
datos.

La clasificacion fenética utiliza Unidades Operacionales
Taxonomicas (OTU ) consistentes en aguellos objetos
(poblaciones, especies, etc.) a clasificar y construye con
ellos una matriz de semejanzas (o distancias) la cual
somete a determinados algoritmos (UPGMA, WPGMA,
UPGMC, SL, CL, etc.) (SNEATH y SOKAL, 1963). Cuando se
aplica el algoritmo UPGMA la primera operacion consiste
en buscar el valor mas grande (o pequeno) de la matrizy
formar un primer grupo («cluster») con los dos OTUs
correspondientes. A continuacion se elabora una nueva
matriz de datos considerando dichos OTUs como un nuevo
OTU unico y calculando las distancias medias de cada OTU
restante respecto a estos dos agrupados. En la nueva matriz
obtenida se busca €l valor minimo y se forma otro «cluster».
El procedimiento se repite hasta que quedan sélo dos OTUs.
La fig. B ejemplariza el procedimiento. La limitacion
principal de este meéetodo es suponer que todas las ramas del
arbol presentan tasas homogéneas de cambio, aunque LI
(1980) establece algunas correcciones para superar esta
dificultad. En general, ya hemos indicado que el método
fenético requiere muchos caracteres para ser fiable y poder
representar un verdadero arbol filogenético. En el siguiente
apartado discutiremos los criterios de optimizacion de cada
método. Sin embargo, es conveniente resaltar aqui que este
método produce fenogramas muy diferentes usando
distintos caracteres debido a que esta muy influenciado por
las homoplasias y asigna el mismo peso a todos los
caracteres (apomorficos, plesiomorficos o autapomoérficos).
Quizas el método fenético puede resultar excelente para
caracteres neutros moleculares, tales como la sustitucion
nucleodtidica en lugares silenciosos o en pseudogenes,
aunque hay que tener en cuenta todos los procesos de
reorganizacion y homogeneizacion génica indicados antes.

El método cladista requiere la utilizacion de una distancia
métrica, es decir que no viole la desigualdad del triangulo.
La distancia de NEI no es métrica. Una distancia muy
utilizada para datos electroforéticos es la distancia de
ROGERS (1972). El procedimiento consiste en ir anadiendo
OTUs a las ramas del arbol de modo que se minimice la
distancia de las ramas (criterio de parsimonia) o que
permita la mayor compatibilidad entre los estados de los
caracteres. El método de la parsimonia de Wagner ( FARRIS,
1970, 1972) es uno de los mas usados. La eleccion del nuevo
OTU para incorporar al arbol puede realizarse segun
distintos criterios (SWOFFORD, 1981), los cuales pueden dar
longitudes distintas de arboles. Existen procedimientos para
aplicar simultaneamente los criterios y seleccionar
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Fig. 5. Ejemplo ilustrativo del método fenético UPGMA para obtener el
fenograma de cuatro OTUs (8, a 84). En este caso el valor menor de la
matriz de distancias original es D5 = 5, 1o cual permite obtener el
primer «cluster» entre los OTUs S,y Sz). En la segunda matriz
obtenida considerando el «cluster» (S;, Sp) se indica en cada casilla el
calculo de los nuevos valores de distancia. En este caso la distancia
minima es Dz, que permite agrupar los OTUs Sz y S, en un nuevo
«cluster». Finalmente, 1a distancia entre «clusters» D(13y34) € calcula
segun se indica en la figura. La escala del fenograma mide el tiempo
evolutivo de izquierda a derecha en unidades 1/2D ya que la distancia
entre OTUs representa la divergencia total acumulada en cada una de
las dos ramas filogenéticas a partir del momento de separacion
cladogenética. Dichas ramas se consideran iguales.
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mediante estadisticos de bondad de ajuste el mejor arbol en
cada etapa. Estos estadisticos comparan la matriz original
de distancias y la disposicion de los OTUs en el cladograma.
El método es complicado porque pueden generarse una
multitud de arboles. Por ejemplo, comparando 10 OTUs el
namero de arboles posibles es 34 X 10° (FELSENSTEIN, 1978).
Afortunadamente, existen programas de ordenador para
facilitar el trabajo (SWOFFORD y SELANDER, 1981,
FELSENSTEIN, 1986). La construccion de cladogramas no
precisa la uniformidad en las tasas evolutivas, pero tropieza
con dos dificultades. En primer lugar se requiere un analisis
de los caracteres para distinguir los verdaderamente
apomorficos de los plesiomérficos y de los apomoérficos por
convergencia. Esto es dificil pero posible. En segundo lugar,
es preciso dar un origen y un sentido (polaridad). El origen
0 raiz del arbol se obtiene mediante la comparacion de los
caracteres con especies proximas fuera del grupo (método
«outgroup» ). Aquellos caracteres comunes se consideran
primitivos. Si existe registro fosil 1os caracteres mas
comunes presentes en especies ancestrales son los que se
consideran primitivos. Cuando no pueden aplicarse estos
criterios, hay que asumir homogeneidad en las tasas
evolutivas y suponer que los OTUs mas divergentes han
pasado por el punto medio entre ambos (método del
enraizamiento del punto medio), el cual se toma como
origen.

4 3. Criterios de optimizacion

La dificultad en construir una verdadera filogenia se debe
basicamente a carecer de una informacién completa sobre
las homoplasias y el estado primitivo de los caracteres. Este
argumento es utilizado por los fenéticos para defender su
meétodo como revelador de las semejanzas reales entre
organismos, no sujetas a estos problemas. Sin embargo,
aunque el método fenético puede representar a veces una
filogenia, a menudo no revela la genealogia. Para los
sistematicos evolutivos el arbol genealdgico debe revelar
ademas de la genealogia las relaciones genéticas entre
taxones para lo-cual es preciso incorporar toda la
informacion evolutiva que se posea.

Dado un conjunto de datos sobre distintos caracteres en
varios taxones resulta muy conveniente decidir qué método
taxonomico es el mas adecuado. Para ello se utilizan los
criterios de optimizacion: estabilidad y ajuste. La estabilidad
taxonomica de una clasificacion significa que ésta no se
altera al incluir nuevos caracteres, nuevos OTUs o al utilizar
distintos algoritmos de semejanza taxonoémica. El ajuste
mide la semejanza entre la verdadera filogenia y la
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clasificacion obtenida mediante métodos taxonémicos. En
algunos casos se han disefiado conjuntos de organismos
artificiales de filogenia conocida, como por ejemplo los
Caminalculos (SOKAL, 1983), para poder compararla con la,
resultante de métodos cladistas y fenéticos. En general, el
ajuste es mejor para los métodos cladistas cuando existen
homoplasias y autapomorfias, como era de esperar. Sin
embargo, en ausencia de éstas y cuando las ramas finales
son cortas respecto a las ramas basales los métodos
fenéticos producen arboles ajustados a la verdadera
filogenia. La estabilidad depende de la relacién entre el
numero de caracteres (n) y el numero de OTUs (t) segun la
expresion: n/({t —3) (SOKAL et al., 1984). Para valores
mayores que 1 los cladogramas presentan mas estabilidad
que los fenogramas, y 1o contrario es cierto cuando la
expresiéon es menor que la unidad.

Estas consideraciones ponen de relieve la complejidad de
la Taxonomia y el grado de controversia entre las distintas
escuelas. Afortunadamente contamos ya con criterios para
decidir el mejor método a seguir en cada caso, pero todavia
queda mucho por explorar. En lineas generales, la
informacion evolutiva procedente de fuentes muy diversas
(biogeografia, embriologia, citogenética, etc.) es muy valiosa
para establecer la polaridad del arbol y la utilizacién de
muchos caracteres cuyas tasas de evoluciéon sean 1o mas
constantes posibles, facilitan enormemente la estabilidad y
la fiabilidad de las filogenias. Ya hemos indicado antes que
las técnicas moleculares actuales permiten disponer de
muchos caracteres facilmente cuantificables que parecen
cumplir con dichas condiciones. Las filogenias moleculares
permiten, ademas, medir el tiempo evolutivo y, en este
sentido, se han convertido en un verdadero reloj molecular.

9. La filogenia molecular

La utilidad de la taxonomia molecular invade campos muy
diversos de la Biologia Evolutiva. El conocimiento
comparativo de las divergencias moleculares entre
organismos permite establecer criterios para la deteccion de
especies morfologicamente indistinguibles en la practica,
proporciona métodos para medir tiempo de divergéncia
evolutiva a todos los niveles taxonémicos y, en definitiva,
permite reconstruir la historia de los seres vivos cada vez
con menos ambigliedad. En muchos casos, las filogenias
moleculares no han modificado las clasicas filogenias
morfologicas, pero esto no es cierto siempre. En este
apartado veremos algunas contribuciones sustanciales de la
filogenia molecular que estan modificando algunas
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clasificaciones aceptadas. Incluso en los casos de
coincidencia, resulta sumamente reconfortante apreciar
como a veces una sola molécula bien estudiada contiene una
informacién comparable a la, de muchos caracteres
morfolégicos estudiados conjuntamente.

Sin embargo, como hemos indicado en apartados
anteriores, los estudios taxonémicos moleculares estan
plagados de inconsistencias, fruto, probablemente, de
nuestra ignorancia sobre los mecanismos evolutivos. Es
muy importante estudiar con detalle estas ambigledades
porque ellas nos pueden revelar algunos de estos
mecanismos. La aplicacion ciega e indiscriminada de los
resultados moleculares no conduce mas que a nuevas
interpretaciones ambiguas y, por consiguiente, es
fundamental establecer criterios claros de aplicabilidad.

5.1. Los relojes moleculares

Uno de los aspectos mas controvertidos de la filogenia
molecular gira en torno al concepto de que la divergencia
molecular progresa de un modo constante, convirtiéndola
en un reloj evolutivo. La teoria neutralista de la evolucion
molecular (KIMURA, 1968) constituye la base tedrica mas
formalizada del reloj molecular y se fundamenta en
considerar que la inmensa mayoria de las sustituciones
nucleotidicas son equivalentes en cada lugar. Por tanto, en
una poblacion de tamano N, su fijacion depende
exclusivamente de la tasa de mutacion (u) y de la
probabilidad de fijacion al azar (1/2N). En concreto, en el
equilibrio la tasa de sustitucion (k) es el producto del
numero total de mutaciones que se producen por generacion
(2Nu) por su probabilidad de fijacion (1/2N):

k = 2Nu (1/2N) = u

Esto libera a la tasa de sustitucion (nucleotidica o
aminoacidica) de los avatares de la seleccion natural y la
convierte en una cantidad constante e igual a la tasa de
mutacion.

Actualmente poseemos datos directos o indirectos que
permiten conocer la proporcion de lugares sustituidos entre
dos proteinas homoélogas (P,.) 0 entre dos secuencias
homologas de ADN (p,) para muchos pares de organismos.
Si, ademas, somos capaces de determinar el tiempo de
divergencia (2T) mediante el registro fosil u otro meétodo, la
tasa de sustitucion para lugares aminoacidicos (K,,) ¥
nucleotidicos (k) con sus errores tipicos (sx) viene
determinada por las expresiones:
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kaa = —'1n(1 - paa.)/ZT;
Sk = (paa./(l - paa)naua.)l/3
kn=—3/4 1n(1 - 4/3 p,)/2T;
8k = (Pn(1l = Pn)/Mpn(1 — 4/3 p,)*)?

Dado que la tasa de mutacioén se considera constante por
generacion y no por ano, los organismos de generacién
larga deberian mostrar tasas de sustitucion mas lentas. Sin
embargo, estudios realizados con diversas moléculas
proteicas en lineas filogenéticas diversas parecen mostrar
una constancia de sustitucién por afnio dentro de cada
molécula. La fig. 2 muestra esta constancia y también el
hecho ya indicado de que cada proteina posee una tasa
distinta. Las tasas (k,,) calculadas por KIMURA (1979) para
fibrinopéptidos, hemoglobinas y citocromos ¢ son
respectivamente 9,0 X 107°, 14 X 1072y 0,3 x 10 °. Estas
diferencias se deben a las distintas restricciones funcionales
impuestas a la sustitucién de aminoacidos por parte de
distintas proteinas. En el caso de la histona IV el valor de
K.. s muy bajo (0,006 x 1079), lo cual parece indicar que
practicamente todos los aminoacidos son criticos para su
funcién de enlace con €l ADN y no permite ninguna
sustitucion. Por el contrario, las restricciones en el
fibrinopéptido son minimas y es una molécula muy
permisiva para las sustituciones. Recientemente, la
constancia de sustitucion aminoacidica se ha puesto en
duda debido a los estudios realizados con la superoxido-
dismutasa (SOD), un enzima presente en la mayoria de
organismos eucariotas (AYALA, 1986). Asi, los valores de k,,
varian dependiendo de si comparamos animales Y hongos
(5,5 X 10 19), insectos y mamiferos (9,1 X 10 19) o especies
de mamiferos entre si (27,8 X 1071°).

Los estudios de sustituciones en el ADN han revelado
también heterogeneidad entre distintas regiones. En
particular los lugares de reemplazamiento de los exones
presentan una tasa de sustitucion menor que los intrones y
los lugares silenciosos de los exones. Estas tasas parecen
ser también independientes del tiempo de generacién y
constantes en diferentes linajes y distintos genes. Sin
embargo, EASTEL y OAKESHOTT (1985) han reanalizado estas
regiones del gen Adh en distintas especies del subgrupo
melanogaster encontrando diferencias significativas entre
intrones (tabla 3). Parece que la longitud del intron influye
en su tasa de sustitucién ya que los extremos presentan
regiones muy conservadas. Tampoco es de extranar que la
posicion del intron pueda determinar su tasa de sustitucion.
Asi, la localizacién del intron I de Adh entre dos promotores
podria explicar su lenta tasa de sustitucion debido a la
presencia de muchas restricciones en esta zona promotora.
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TABLA 3

Sustituciones de nucledtidos por lugar (K°) en diferentes regiones de
Adh para varios pares de especies de Drosophila (grupo
melanogaster). S8e observan las diferencias en la tasa de sustitucion
entre regiones divergentes y regiones conservadas y también dentro
de estas regiones.

K°X 10°

Longitud (pb)
mel:sim mel:mau sim:mau

Regiones divergentes

Intrén I 451-645 35 42 5
Exo6n I (silenciosos) R 7 91 91 91
Intrén IT 37-66 63 46 46
Ex6n II (silenciosos) 99,3 31 31 [0
Intrén III 66-76 96 113 68
Ex6n III (silenciosos) 59,3 52 52 34

Regiones conservadas
(de reemplazamiento)

Exon I 76,3 13 26 13
Ex6n I1 305,7 3 7 3
Ex6n IT1 04,7 0 5 5

Fuente: EASTEL y OAKESHOTT ( 1985), segun datos de HAYASHIDA y MIYATA (1983).
Abreviaturas: mel = D. melanogaster; sim = D. simulans; mau = D. mauritia-
na. Las longitudes de cada regién indican valores medios o amplitudes para
todas las especies del grupo estudiado.

La teoria neutralista explica la sustitucién al azar y, por
consiguiente, que la tasa de divergencia molecular sea
constante y proporcional al tiempo evolutivo, pero 1o
contrario no resulta necesariamente cierto. Muchos autores
(VAN VALEN, 1974; FITCH y LANGLEY, 1976; ZUCKERKANDI,
1976; HARTL y DYKHUIZEN, 1979) han desarrollado modelos
en los que la tasa de sustitucidén aparece como constante a
pesar de que la divergencia evolutiva es €l resultado de
periodos alternativos de velocidad distinta de cambio. Estos
modelos son incluso compatibles en algunos casos con
determinados tipos de seleccidon y, en general, s6lo exigen
que los periodos de alternancia de velocidad de cambio no
sean demasiado grandes comparativamente con el tiempo
de divergencia entre los taxones considerados. Por
consiguiente, la realidad o no de un reloj evolutivo puede
metodolégicamente desligarse de las causas que lo originan.

5.8. El calibrado de los relojes moleculares

Las mayores dificultades para establecer tasas de evolucion
se deben a la ausencia de registros f6siles en muchos
taxones. La mayoria de los calibrados se han realizado en
vertebrados utilizando distancias inmunolégicas y
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electroforéticas. Sin embargo, las distancias electroforéticas
no son utilizables mas alla de las comparaciones entre
especies proximas dentro de un grupo, 1o cual reduce su
valor. La distancia inmunolégica permite comparaciones
entre taxones mas superiores (grupos conespecificos,
subgéneros, géneros, etc.) y por eso ha sido utilizada con
mas profusién en taxonomia. Ademas, a pesar de la relativa
abundancia de registro f6sil en vertebrados el calibrado
molecular de las distancias electroforéticas realizado por
varios autores con diferentes taxones difiere
sustancialmente. AVISE y AQUADRO (1982) han puesto de
manifiesto la dificultad en encontrar un unico reloj
evolutivo electroforético para los vertebrados y sugieren que
el calibrado se haga independientemente para cada clase o
incluso para taxones de nivel inferior. En particular, las
proteinas de las aves parecen evolucionar a unas tasas
mucho menores que los demas vertebrados.

Los calibrados mas amplios y precisos de relojes
inmunologicos se basan en el estudio de 1a albamina.
Diversos estudios sobre vertebrados indican que una unidad
de distancia inmunologica para la albumina (AID) equivale
aproximadamente a 0,54 millones de anos (WILSON et al.,
1977). Utilizando las correlaciones encontradas entre los
valores de AID y de la distancia de Nei (D) para distintos
taxones se puede calibrar indirectamente la distancia
electroforética en vertebrados. La tabla 4 resume estos
valores indicando que oscilan entre 12 y 25 millones de anos
por cada unidad de D.

Recientemente, BEVERLEY y WILSON (1982, 1984, 1985) han
elaborado una filogenia inmunolégica en drosofilidos y
otras familias proximas de dipteros utilizando la proteina
de la hemolinfa larvaria (LHP) y han calibrado el reloj
inmunologico utilizando datos biogeograficos y
paleontolégicos. Sus resultados indican que una unidad de
distancia para LHP equivale aproximadamente a

TABLA 4

Relacion entre distancia inmunologica (ID) y distancia
electroforética de Nei (D) y calibrado del reloj molecular en
millones de aiios por unidad de distancia en distintos taxones.

Millones de anios

Taxon ID/D por unidad Referencias
ID D

VERTEBRATA 35 0,54 18,9 SARICH, 1977
RODENTIA 22 0,54 119 WYLES y GORMAN, 1980
REPTILIA y AMPHIBIA 35,7 0,54 19,3 WyYLES y GORMAN, 1980

Anolis 38 0,54 20,5 WvYLES y GORMAN, 1980

Hyla 36,5 0,54 197 CaSE et al,, 1975

Bufo 46,5 0,54 25,1 Casg, 1978
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0,8 millones de anos. Esto indicaria una evolucion parecida
a las hemoglobinas de los mamiferos y no muy diferente a la
obtenida para la albumina. Estos autores demuestran que la
tasa evolutiva inmunologica de esta proteina es tan
constante como la de otras proteinas de vertebrados, 1o cual
la convierte como éstas en un valioso reloj evolutivo.

E] calibrado de las sustituciones aminoacidicas o, mejor,
nucleotidicas demuestra en general la constancia del reloj
evolutivo para cada proteina. Sin embargo, en muy pocos
casos se ha conseguido disponer de un potente registro fosil.
Actualmente, y debido a las dificultades de secuenciacion
proteica, se estan secuenciando muchos fragmentos de ADN
que pueden calibrarse, encontrandose que las tasas de
cambio por lugar y ano para intrones y lugares silenciosos
de exones son independientes del tiempo de generacion,
bastante constante en diferentes filadas y también entre
distintos genes. HAYASHIDA y MIYATA (1983) encuentran
que oscilan entre 3,7 y 5,6 X 10 @ para genes del complejo
mayor de histocompatibilidad. Estos valores son del mismo
orden que los encontrados por KIMURA (1979) para las tasas
de sustitucion de aminoacidos en proteinas de vertebrados,
aungue en este caso su variabilidad entre proteinas y lineas
filogenéticas es mayor.

El ADNmt constituye un ejemplo de molécula con alta
tasa de evoluciéon molecular, que se situa en & X 108 es
decir 0,02 sustituciones por pb cada millon de anos. Sin
embargo, debido a un efecto de saturacion producido por la
acumulacion de sustituciones homoplasicas, este valor es
s6lo valido durante los 10-20 primeros millones de anos de
divergencia. A esta saturacion debe contribuir sin duda la
abundancia de lugares restrictivos: 69 % en ARNt de
diversas lineas de vertebradosy 51 y 61 % en la primera y
segunda base de los codones de los loci proteicos (AQUADRO
et al., 1984). Existen dos hipotesis que tratan de explicar
esta alta tasa de evolucion del ADNmt. La primera postula
altas tasas de mutaciéon (BROWN, 1981) y la segunda una
relajacion de la seleccion sobre los productos codificados o
sobre los componentes de los mecanismos mitocondriales
de transcripcion y/o traduccién (CANN et al., 1984). En todo
caso, se considera que la mayor parte del ADNmt puede
utilizarse como marcador neutro de linajes matrilineales y
en este sentido funcionan también como reloj molecular.

5.3. Eluso del ADNmt en genética evolutiva
La transmision intacta via materna del ADNmt le confiere
un gran valor como marcador en estudios de microy

macroevolucion. La reconstruccion biogeografica de la
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estructura poblacional (espacial y temporal) de una especie
es fundamental para entender su filogenia. Sin embargo, no
es facil esta reconstruccién. Mediante el estudio del
polimorfismo de restriccion diversos autores (ver AVISE,
1986 para una revisién) han demostrado la subdivisiéon
geografica de muchas especies de vertebrados. Si esta
subdivision es concordante en una zona geografica para
varias especies simpatridas, refleja patrones historicos de
diferenciacion vicariante. Este es el caso de diversas
subespecies y especies de peces del género Lepomis y de
otros simpatridas en las cuencas fluviales del Sureste de
EE.UU,, donde se detecta una clara disyuncion este-oeste en
genotipos ADNmt a 1o largo de la divisoria de Apalachicola
(AVISE et al., 1984; BERMINGHAM y AVISE, 1986). En algunos
casos, como en. el estudio de la estructura geografica filética
de Peromyscus maniculatus, no existe ninguna
diferenciacion alozimica o morfolégica comparable con la
encontrada mediante ADNmt (AVISE et al., 1979; LANSMAN et
al., 1983), 1o cual revaloriza este tipo de ADN como
marcador filogenético.

El estudio de la variabilidad geografica del ADNmMt permite
ademas estimar el numero minimo de lineas matriarcales y
deducir el tiempo de separaciéon entre dos organismos a
partir de una hembra antepasada comun. La divergencia en
la secuencia del ADNmt entre pares de individuos humanos
pertenecientes a distintas razas se sitta en un 0,36 %
(BROWN, 1980), 1o cual representa un orden de magnitud
inferior al encontrado en otros vertebrados. Segin BROWN
(1980), esto sugiere una ascendencia comin muy reciente
para todos los seres humanos fruto de un apareamiento
hace s6lo 180-360 x 1072 afios. AVISE et al. (1984) han
tratado de formalizar estos calculos mediante modelos
tedricos de extincion estocastica de linajes. Estos estudios
demuestran que la probabilidad de superviviencia de dos o
mas linajes matriarcales independientes a 1o largo del
tiempo puede disminuir rapidamente sin necesidad de una
reduccion drastica en el tamano de poblacién (cuello de
botella). Asi, en poblaciones estables de tamafo n es muy
probable que en 4n generaciones todos los individuos
puedan descender de una hembra unica. En poblaciones
humanas esto podria descartar la necesidad del cuello de
botella para explicar la diversidad encontrada, pero plantea
la formacién de razas humanas como un suceso
relativamente reciente.

La determinacién de 1a direccionalidad en los
cruzamientos hibridos en la naturaleza puede también
abordarse con el ADNmt. Algunas especies simpatridas
muestran una significativa tendencia a la hibridacién. Tal
es el caso de las especies de peces del género Lepomis. Los
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estudios con ADNmt (AVISE y SAUNDERS, 1984 ) demuestran
que las hembras de la especie poco abundante tienden a
hibridar con mayor frecuencia. Aunque en este caso no se
ha detectado introgresion, FERRIS et al. (1983) han
encontrado que en Escadinavia el ratén domeéstico Mus
musculus contiene genotipos de ADNmt similares a los de la
especie contigua Mus domesticus y distintos de las demas
poblaciones europeas de su propia especie. Los estudios de
variabilidad genética nuclear mediante ensayos
electroforéticos e inmunolégicos muestran una gran
identidad entre las poblaciones de M. musculus y una gran
distancia entre esta especie y M. domesticus. Esta
discordancia entre las dos clases de ADN apoya la idea de
que se produjo un cruzamiento hibrido en la zona de
contacto de Dinamarca entre hembra domesticus y macho
musculus y que una hembra hibrida habria introducido el
ADNmt de domesticus en musculus mediante colonizacion
de su area de distribucion.

Existen otros casos parecidos de discordancia
biogeografica que resultan mas dificiles de explicar por no
existir actualmente una zona de contacto. Tal es el caso en
que algunas poblaciones del ratén de campo americano
Peromyscus maniculatus presentan un ADNmt mas
proéximo a la especie P. polionotus que a otras poblaciones
con especificas alopatridas (AVISE et al., 1983). Para explicar
esta situacidén hay que suponer que se ha producido una
hibridacién en una zona de contacto secundario inexistente
en la actualidad seguida de introgresién. Sin embargo,
NEIGEL y AVISE (1985) apuntan que teéricamente es posible
atribuir esta discordancia a un proceso cladogenético de
lineas matriarcales de ADNmt seguido de extincion
estocastica. En concreto, maniculatus representaria una
linea parafilética respecto a polionotus que ha retenido el
caracter plesiomorfico (ancestral) para ADNmt.
Resumiendo, el estudio de linajes matriarcales no tiene
porque concordar con las filogenias de las especies si los
procesos cladogenéticos son sucesos recientes. En estos
momentos iniciales las especies aparecen como polifiléticas
o parafiléticas para su ADNmt y s6lo mas tarde se revelan
como monofiléticas cuando han actuado suficientemente los
procesos de extincién al azar de dichos linajes.

Mediante el analisis del ADNmt se han abierto
posibilidades nuevas de estudios filogeneéticos y evolutivos
que estan influenciando enormemente nuestras ideas sobre
el proceso de diferenciacién especifica. En particular, la
posibilidad de detectar transferencia interespecifica de
ADNmt mediante la hibridacién seguida de introgresion
abre nuevas perspectivas para entender la produccion de
nuevy variabilidad en las especies.
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9.4. Identificacion de especies cripticas

El uso de técnicas moleculares en taxonomaia y filogenia ha
permitido en no pocos casos descubrir nuevos taxones
dificiles de distinguir por otros meétodos. En particular, la
filogenia molecular resulta muy util para distinguir
especies morfologicamente muy parecidas (sinmorficas).

Los datos electroforéticos han sido los mas usados para
este proposito. Sin embargo, presentan algunos problemas
dignos de mencién. En primer lugar, la relacion entre la
distancia D de Nei y el tiempo de divergencia no es lineal. En
segundo lugar, 1a variabilidad de D (o I) es grande cuando se
comparan especies congenéricas. THORPE (1982) ha
elaborado la distribucion de probabilidades de la identidad
(I) de Nei para comparaciones entre géneros confamiliares,
entre especies congeneéricas y entre poblaciones
conespecificas (fig. 6). Aunque resulta dificil generalizar,
este grafico permite establecer amplios intervalos de
confianza para valores de I dentro de cada taxon. Asi por
ejemplo, para especies congenéricas la probabilidad de
I<0,3esdel 10% y de I>0,85 es sdlo el 3 %. Por el
contrario, en poblaciones de la misma especie, el 98 % de
todas las observaciones de I exceden el valor 0,85. Estos
valores pueden utilizarse cuando tratamos de establecer el
status taxonoémico de dos poblaciones alopatridas para las
cuales no tenemos la prueba natural del aislamiento
reproductivo en simpatria. Si la identidad entre ambas
poblaciones es menor que 0,85 podemos empezar a
sospechar que se trata de especies distintas. En este caso se
necesitan obviamente otras pruebas adicionales para
calificarlas de nuevas especies, pero el método
electroforético ha servido para descubrirlas. De todos modos
¥y dada la gran variabilidad entre y dentro de taxones para
los valores de I, resulta aconsejable cuando sea posible
utilizar intervalos de confianza para distribuciones de
probabilidad referidas al taxén estudiado. Consideremos por
egjemplo el caso de las aves. La media de I es 0,908 para,
especies congenéricas, 1o cual corresponde a valores
incluidos dentro del intervalo de confianza para poblaciones
de una misma especie. En este caso, existe una fuerte
controversia sobre si en la clase Aves el reloj molecular es
mas lento que en otros taxones analogos, 1o cual explicaria
que las diferencias especificas fueran tan pequenas. Pero, al
margen de esto, es perfectamente concebible que la
especiacion proceda en algunos casos de un modo muy
rapido (Tabla 1) y que entonces la divergencia molecular
sea mucho mas pequena entre especies de 1o que se espera,
en general. Un ejemplo altamente ilustrativo de especiacion
rapida lo constituyen muchos grupos de peces lacustres
como los ciclidos africanos, que han evolucionado en lagos
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Fig. 6. Distribucién de probabilidades del indice de Identidad (1) de Nei entre:
A. Géneros confamiliares; B. Especies congenéricas; C. Poblaciones
conespecificas. Se dan los valores medios de I con sus errores tipicos
para cada grupo, indicando entre paréntesis el numero de valores
utilizados. Se han excluido los datos de la clase Aves. Adaptado de
THORPE 1982.

de origen reciente. Por gjemrpio, el pequeno lago Nabugabo
ha permanecido aislado del lago Victoria desde hace menos
de 4000 anos y contiene cinco especies endémicas. En el lago
Malawi se han estudiado las identidades electroforéticas de
los ciclidos que contiene, encontrandose altos valores
incluso para especies de géneros proximos (KORNFIELD,
1974). En estos casos el diagnostico electroforético basado
en la identidad es muy poco sensible.

El diagnostico electroforético entre especies se ve
facilitado por la peculiar distribucion de frecuencias de los
valores de identidad. Esta distribucion adopta, en general, la
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forma de U (fig. 7); es decir, la mayoria de los loci son
identicos o difieren totalmente entre especies y s61o una
bequena minoria tienen identidades intermedias. Esto hace
muy facil disponer siempre de uno o varios loci totalmente
diagnosticos para cada especie. Por el contrario, cuando se
comparan poblaciones de una especie la distribucion tiene
una forma de L, con la mayoria de loci idénticos y s6lo unos
pocos de identidad intermedia. Cuando estas poblaciones se
diferencian al nivel de subespecies la distribucion empieza a
mostrar algunos loci con identidades nulas, 1o cual sirve de
indicacion de que nos encontramos en un proceso de
diferenciacion en razas. AYALA y POWELL (1972) proponen
que para que un locus sea diagnostico la probabilidad de
asignar un individuo al taxén correcto sea igual o superior
al 99 % (criterio 1) o al 99,9 % (criterio 2). Los ejemplos en
que se han utilizado loci electroforéticos para diagnosticar
especies cripticas en simpatria y alopatria son abundantes.
BULLINI (1983) hace un resumen de ejemplos caracteristicos
que comprenden taxones tan diversos como anélidos
ascaridos, anfibios pletodénticos y mosquitos. La lista de
ejemplos podria prolongarse incluyendo muchos
organismos acuaticos tanto vertebrados (salmoénidos,
pleuronéctidos, etc.) como invertebrados (crustaceos,
moluscos, etc.), algunos de los cuales se describen en
OXFORD y ROLLINSON (1983). En la tabla 5 se dan a modo de
ejemplo las frecuencias alozimicas para catorce loci en las
especies de bivalvos unionidos Uniomerus declivis y U.
carolinianus. Los loci Pgm-8, Mdh-1 y G3pdh son
diagnosticos 100 % porque no comparten ningun alelo y los
loci Mdh-2, 6Pgd, Oct, Aat y aGpdh no son diagnosticos por
ser idénticos. El calculo del grado de diagnosis para cada
locus se hace calculando la proporciéon de superposicion de
la distribucion genotipica entre ambas especies. Las
frecuencias genotipicas esperadas para los alelos comunes
del locus Lap se dan a continuacién:

37/37 37/33 33/33
U. declivis 0,250 0,500 0,250
U. carolinianus 0,109 0,112 0,029

La superposicion de frecuencias es:
0,109 + 0,112 + 0,029 = 0,250. Si suponemos que
muestreamos el mismo numero de especimenes para cada
especie, el error cometido al asignar un genotipo individual
a la especie con la mayor frecuencia para este genotipo es la
mitad de la frecuencia de superposicion. Por consiguiente, la
probabilidad de error en la asignacion sera en este caso
0,125 y el valor diagnoéstico (VD) de este locus es
VD =1 -0,125 = 0,875, una
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probabilidad muy por debajo del criterio 1. En la tabla 5 se
dan los VD de todos los loci, observandose que algunos loci
como Mpiy Pgm-1 son practicamente diagnosticos para el
criterio 1. Generalmente se utilizan varios loci para
diagnotiscar una especie con alta probabilidad. Asi,
combinando estos loci la probabilidad de diagndstico
erroneo es 0,02 X 0,0145 = 0,00029 o aproximadamente

TABLA S
Frecuencias alélicas para catorce loci electroforéticos en las
especies Uniomerus declivis y U. carolinianus (Unionidae, Bivalvia)
y valores de diagnoéstico (VD) en probabilidad de asignacion.

Locus Alelo U. declivis U. carolinianus VD
Gpi { 11 10,67 0,946
8 1,0 0,33

Pgm-1 { 18 1,0 0,17 0,986
15 0,83

Pgm-2 { 32 1,0 1,000
30 10

Lap 37 0,50 0,33 0,875
33 0,80 0,17
31 0,50

Mdh-1 20 1,0 1,000
17 1,0

Mdh-2 { 8 1,0 1,0 0,500

Hex { 31 0,90 1,0 0,595
28 0,10

Mpi 26 0,80 0,895
24 0,20 0,83
P33 0,17

6Pgd { 5 1,0 1,0 0,500

Oct, { 17 1,0 1,0 0,500

Aat { 12 1,0 1,0 0,800

Sod { 22 0,20 0,680
15 0,80 10

G3pdh { 9 1,0 1,000

7 1,0
aGpdh | 30 1,0 1,0 0,500

Datos de Davis (1983)

3 x 1074, una cantidad que puede reducirse todavia mas si
consideramos mas loci conjuntamente. En la practica, dos
loci son suficientes para la mayoria de diagnosticos. Estos
calculos se basan en muestras de igual tamano para ambas
especies y en el supuesto de que las poblaciones estan en
equilibrio Hardy-Weinberg si s6lo se conocen las frecuencias
alélicas. En la mayor parte de los muestreos se conocen las
frecuencias genotipicas y el error de diagnéstico se puede
deducir directamente a partir de ellas, aunque si el tamanio
de la muestra es pequeno es preferible estimar las
frecuencias genotipicas a partir de las frecuencias alélicas.
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5.5. De las arqueobacterias y del hombre

Generalmente se alardea de que las filogenias moleculares
concuerdan en la mayor parte de los casos con las filogenias
tradicionales basadas en métodos de anatomia y fisiologia
comparadas. Sin embargo, esto no es del todo cierto y en
muchos casos las nuevas filogenias moleculares estan
revolucionando el campo de la Taxonomia y la Filogenia.
Incluso cuando existe concordancia, los métodos
moleculares han permitido una mejor datacion del tiempo
evolutivo y zanjar antiguas disputas sobre relaciones
filogenéticas dudosas. En todo caso resulta muy ilustrativo
observar que a veces una sola molécula posee una
"informacién evolutiva comparable a la que proporcionan
conjuntamente muchos caracteres morfologicos. En este
apartado vamos a citar dos gjemplos extremos en los que 1os
métodos moleculares han tenido un papel clave en
establecer nuevas filogenias que han modificado
profundamente nuestras concepciones sobre las relaciones
taxonomicas anteriores.

La filogenia de los procarictas ha tropezado desde siempre
con su relativa homogeneidad estructural. La taxonomaia de
procariotas se ha basado tradicionalmente en propiedades
fisiologicas (metabolismo basico o especifico) y mucho
menos en caracteres morfolégicos o estructurales. Entre
estos ultimos la tincioén Gram refleja diferencias
estructurales de la pared celular y se ha utilizado como
caracter taxonomico, pero, en general, 10s caracteres
estructurales no son lo bastante discriminativos para
construir filogenias. Hasta finales de los anos setenta los
procariotas constituian todos ellos el reino Monera, que se
diferenciaba estructural y bioquimicamente de la
organizacion eucariota (WHITTAKER, 1969). La gran
diversidad bioquimica procariota y su homogeneidad
estructural sugeria un origen comun seguido de una amplia
radiacion adaptativa en el metabolismo.

Esta enorme diversidad bicquimica parecié que iba a ser
ventajosa para establecer filogenias moleculares
procariotas. Sin embargo, precisamente esta gran
variabilidad molecular hace dificil elegir proteinas
homadlogas de amplia distribucion en distintos taxones
procariotas y con una tasa evolutiva adecuada a una
filogenia tan antigua. Las filcgenias realizadas por
SCHWARTZ y DAYHOFF (1978) con ferredoxinas y citocromos ¢
fueron muy criticadas, entre otras cosas, por su falta de
homologia general y, por consiguiente, su limitada
aplicabilidad a grupos reducidos. El1 usoc de moléculas de
ARN ribosémico (rRNA) resolvio este problema. Estas
moléculas son lo suficientemente conservadas y de amplia
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homologia funcional para producir buenas filogenias. WOESE
y Fox (1977) analizaron las sustituciones nucleotidicas de
fragmentos de TRNA de tamario 16s en procariotas y de
rRNA analogo de 188 en eucariotas. La filogenia obtenida
resultd un tanto sorprendente puesto que el grupo de
bacterias formadas por las metanégenas, las haléfilas y las
termoacidofilas presentaban una diferenciacion respecto a
las demas bacterias de la misma magnitud que con los
eucariotas. Sus caracteristicas bioquimicas las hacian
compatibles con las condiciones anaerobias de 1a atmosfera
reductora primitiva y fueron llamadas arqueobacterias para
distinguirlas de las demas bacterias o0 eubacterias. Las
diferencias de las arqueobacterias resultaban tan
importantes que fueron consideradas como el segundo reino
procariota.

Estos estudios de filogenia molecular con RNA ribosoémico
sirvieron para descubrir la presencia de un nuevo reino
procariota y han sido corroborados mediante el estudio de
un sinfin de caracteres propios de las arqueobacterias que
las diferencian basicamente de las eubacterias y de los
eucariotas. Las arqueobacterias representan una linea
filogenética basica de organizacién cuyo origen es tan
antiguo como el de las otras dos lineas (eubacterias y
encariotas). Estas ideas han cambiado profundamente
nuestra concepcion antigua de que los encariotas proceden
de la linea procariota. Actualmente, se considera que las
tres lineas proceden de un tronco comun muy antiguo
caracterizado por una hipotética organizacion protocelular
(progenote), con un gran flujo génico entre sus unidades y
que progresivamente se diferencia al individualizarse en
tipos celulares que fijan sus caracteristicas metabodlicas.
Esta diferenciacion daria como origen las dos lineas
procariotas y una linea (urcariota) que posteriormente
originaria los eucariotas actuales mediante adquisicion de
los organulos caracteristicos por endosimbiosis.

El impacto de la filogenia molecular también se ha hecho
notar de un modo espectacular en el progreso que ha
experimentado en los ultimos diez anos el estudio de la
evolucion del hombre. Desde el trabajo pionero de SARICH y
WILSON en 1967 utilizando distancias inmunolégicas en
primates catarrinos (superfamilias Cercopithecoidea y
Hominoidea) muchos estudios de filogenia molecular han
establecido que la separacion de los hominidos se realizd
hace menos de ocho millones de anos a partir de los
hominoideos africanos. Hasta hace bien poco este hallazgo
de la Biologia Molecular no era aceptada por la mayoria de
antropo6logos fisicos y durante los afos setenta produjo una
de las controversias cientificas mas agrias. WASHBURN
(1978) ejemplariza las ideas basicas en evolucion humana
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hasta principios de esta década, algunas de las cuales
pueden resumirse asi. En primer lugar se consideraba que
los hominidos tenian un origen muy antiguo, al menos
habian aparecido hacia 15 millones de anos (mioceno
medio). En segundo lugar, existia un cierto consenso en que
los hominoideos constituian un grupo monofilético, es decir
que todos procedian de una linea antepasada comun que se
ramifico al aparecer los hominidos. Finalmente, y como
consecuencia de lo anterior, el origen geografico de los
hominidos era incierto dado que no se establecian
diferencias filogenéticas claras entre hominidos, por una
parte, y hominoideos africanos y asiaticos, por otra.

Actualmente, la mayoria de paleontélogos reconocen que
la filogenia molecular de los hominidos se acerca mas a 1a
realidad que la anterior basada inicamente en el registro
fosil. Recientemente se han encontrado nuevos fosiles y se
han reexaminado los antiguos, reconociéndose que el
registro fosil de los hominoideos antiguos de mas de 4
millones de anos (Mioceno medio y tardio) ha sido muy
fragmentario y ha estado muy mal datado hasta hace muy
poco. Estos estudios paleontologicos recientes han
confirmado las dataciones y relaciones filogenéticas
moleculares en gran parte. Un ejemplo ilustrativo de esta
reevaluacion lo constituye el caso del género Ramapithecus.
En 1932 se encontrd un fragmento fosilizado de la
mandibula superior de un primate en la India, que se asignoé
a un nuevo genero (Ramapithecus) porque se consideré que
su morfologia era parecida a los hominidos africanos
australopitecinos y por tanto diferia sustancialmente de
otros géneros fosiles hominoideos contemporaneos
(Dryopithecus, Sivapithecus). Esto 11ev6 a suponer que
Ramapithecus era un protohominido que habia divergido de
los hominoideos hacia mas de 15 millones de anos y que, por
consiguiente, los postulados de los bidlogos moleculares
eran falsos tanto respecto al origen reciente de los
hominidos como a su origen africano. Aunque hasta los
anos 60 se fueron acumulando nuevos fosiles de
Ramaphitecus, no fue hasta los anos 70y 80 en que extensas
excavaciones en la vertiente sur del Himalaya realizadas en
gran parte por PILBEAM han revelado multitud de fosiles de
estos hominoideos y demostrado que Ramapithecus es muy
parecido a Sivapithecus con el cual podria formar un mismo
género. Esto se deduce de la comparacion de restos fosiles
mas completos que incluyen ademas de mandibulas,
fragmentos grandes de craneos y huesos de extremidades.
Los fosiles de Sivapithecus se parecen mas al orangutan (el
unico superviviente de los grandes hominoides asiaticos)
que a los australopitecinos africanos. Las semejanzas de las
mandibulas y los dientes subsisten y posiblemente
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constituyen un ejemplo de evolucion paralela o
simplesiomorfia. Esta historia resulta ejemplar en el
sentido de que aunque el registro fosil constituye la Gnica
forma de conocer los estados organismicos del pasado, este
registro es fragmentario y debe analizarse con cautela
teniendo en cuenta todas las pautas evolutivas, en
particular la evolucion en mosaico, y toda la informacion
biologica disponible. Por esto resulta reconfortante que las
actuales técnicas moleculares puedan utilizarse como reloj
evolutivo y contribuir a una mejor reconstruccion de la vida
en este planeta.

La comparacion molecular entre diversos organismos es
cada vez mas factible debido al avance metedrico en la
secuenciacion. Ya hemos serialado anteriormente las
dificultades que a veces entrana realizar estas
comparaciones, 1o cual obliga a un profundo conocimiento
de los mecanismos de evolucion molecular. Existen todavia
muchas filogenias moleculares ambiguas debido a que aun
Nno poseemos probablemente una informacién exhaustiva de
la arquitectura genomica y de 10s mecanismos que la rigen.
Tal es el caso de 1a ubicacion de Homo en la filogenia
hominoidea. Los multiples estudios moleculares no
permiten decidir todavia si 1a linea conducente al hombre se
origind antes o después de la divergencia entre el gorila y el
chimpancé (TEMPLETON, 1985). Sin embargo, el potencial
filogenético de estos estudios moleculares es enorme.
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Mejora genética,
de organismos
acuaticos.

I. Seleccidon

C. LOPEZ-FANJUL DE ARGUELLES

Departamento de Genética. Facultad de Biologia
Universidad Complutense de Madrid.

1. El modelo de la genética
cuantitativa,

La mayoria de los rasgos de interés econdmico de animales
domésticos y plantas cultivadas son caracteres
cuantitativos, que muestran una variacién hereditaria
poblacional debida a la segregacion de varios loci, no
necesariamente muchos, cuya expresion puede ser
modificada por la accién del medio. Esta mediatizacion
ambiental implica que la correspondencia entre fenotipo y
genotipo no sea perfecta, de manera que dos individuos con
genotipos idénticos pueden tener fenotipos distintos y, por
otra parte, la igualdad fenotipica no lleva forzosamente
consigo la genética.

La descripcidén de los caracteres cuantitativos suele
hacerse siguiendo el llamado «modelo infinitesimal»
propuesto por FISHER en 1918, que esta basado en las
técnicas del analisis de la varianza debidas igualmente a
este autor. E1 modelo supone que la desviacion del valor
fenotipico (P) de un determinado caracter en un individuo,
con respecto a la media de la poblacién panmictica de la que
éste forma parte, es suma de dos componentes residuales,
uno genético (G) y otro ambiental (E). Si cada uno de estos
efectos se considera como la consecuencia final de la accion
de un considerable numero de factores independientes cuya
influencia individual es pequefia, ambos pueden tenerse por
variables aleatorias normales N(O, Vg) y N(O, Vy),
respectivamente. En el supuesto de que estas dos variables
sean independientes (COVgg = 0), 1a distribucién de los
valores fenotipicos presentara una varianza (Vp) igual a la
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suma de las de sus componentes (Vp=Vg + Vg)y

obedecera también a una ley normal N(O, Vp). El efecto
genético o valor genotipico desviado (G) puede a su vez
fraccionarse como suma de tres variables aleatorias,
normales e independientes que, en términos del analisis de
la varianza factorial, corresponden a los efectos principales
(valor aditivo o mejorante A), las interacciones de primer
orden (interacciones intralocus o desviacion dominante D)
y las de orden superior (interacciones interloci o epistaticas
I),de maneraque G=A+D+I1yVg=Va+Vp+ V5. Es
importante recordar que las distintas variables que
intervienen en el modelo fisheriano se definen como
desviaciones con respecto al correspondiente valor medio de
la poblacion considerada. Esto hace que la descripcion
genética de un caracter en umna poblacion no sea
extrapolable a otras, incluso a igualdad de medios. Por su
parte la variacion ambiental puede partirse de distintas
formas, aunque aqui sélo aludiremos a una de ellas relativa
a aquellas poblaciones formadas por un conjunto de
familias del mismo tipo. En estas condiciones podemos
tener en cuenta un componente interfamiliar Vgc que r
presenta las semejanzas no genéticas entre los miembros de
una misma familia adquiridas por compartir un medio
comun, y un residuo Vgyw que corresponde a las diferencias
ambientales intrafamiliares, de forma que Vg = Vgc + Vgw.
Ademas de los parametros aludidos que definen cada
caracter por separado, la descripcion conjunta de dos
atributos requiere las covarianzas pertinentes, en
particular aquellas que surgen entre los valores fenotipicos
(COVp) y los mejorantes (COVy).

Aungque el fenémeno analizado por Fisher puede ser muy
complejo, el modelo concreto tiene un campo de aplicacion
restringido. En primer lugar las variables G y E no tienen
por qué comportarse aditivamente. Este hecho se traduce,
desde el punto de vista estadistico, en la aparicion de una
interaccion genotipo-medio (Igg), con lo cual el valor
fenotipico desviado se descornpondria ahora como
P = G + E + IGE y Ssu Va.I’ia.Ci()n como Vp = VG + VE + VI(GE)'
Esta interaccién tiene importancia cuando la ordenacion de
genotipos por sus valores cambia al pasar de un medio a
otro, 1o cual trae consigo que la descripcion genética del
caracter en una determinada poblacion no sea extrapolable
de unas condiciones ambientales a otras. En segundo lugar
las variables G y E pueden no ser independientes, y si no 1o
son aparecera automaticamente una covarianza entre ellas
(COVgg) que expresa la cuantia en que ambas varian
conjuntamente. En este caso el valor fenotipico sigue
descomponiéndose como P = G + E, pero la variacion se
expresa ahora como Vp = Vg + Vg + & COVgg, 1o cual implica
que ésta ya no puede dividirse en dos factores cada uno de
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ellos atribuible separadamente a herencia o medio. Por estas
razones el mejorador sélo puede actuar cuando la
heterogeneidad del medio es minima y ese residuo variable
esta aleatorizado, de manera que pueda tomar la variacién
ambiental como el ruido de fondo con que inevitablemente
se estudia la genética de un caracter dado. El analisis sélo es
viable, pues, en estas condiciones simplificadas (P = G + E,
Vp = Vg + Vg) que obedecen a una bien meditada
manipulacién ambiental.

2. Estima de heredabilidades

Puesto que la clasgificacién genotipica de la poblacion con
referencia a los caracteres cuantitativos es imposible, solo
las variables P y A pueden evaluarse individualmente, la
primera de forma directa en el propio individuo, y la
segunda mediante una valoracién de descendencia, como el
doble del valor fenotipico medio desviado de sus hijos
cuando el otro padre (0 los otros padres) son individuos del
sexo opuesto tomados al azar de la poblacion. Esto quiere
decir que las respectivas varianzas (Ve y V,) pueden
estimarse y, por tanto, el cociente de ambas o heredabilidad
del caracter (h® = VA/V p) €n la poblacién considerada. La
heredabilidad coincide con el coeficiente de regresion lineal
que predice A dado P y expresa, en consecuencia, el grado de
correspondencia entre el valor fenotipico desviado y 1a
fraccién del valor genotipico debida a los efectos medios de
los genes. Por esta razén su conocimiento es esencial a la
hora de predecir la respuesta a la seleccidén artificial. Por
idénticas razones soélo las covarianzas fenotipicas (COVp) y
aditivas (COV,) entre dos caracteres pueden calcularse y, a
partir de ellas, las correspondientes correlaciones (rpy r'a).

El grado de parecido genético entre parientes para un
caracter es funcién de los componentes de la varianza
genética y esta propiedad se utiliza para estimar
heredabilidades. Sin embargo €l parecido fenotipico, inico
que es calculable directamente, puede deberse tanto a causas
hereditarias como ambientales. Este se evaliia como una
covarianza (COVy) cuya forma general es

COVR = PVA+UVD +VEC

Para estimar el grado de parecido genético es, pues,
indispensable eliminar la similitud debida a causas
ambientales mediante un disefio experimental apropiado
(Vgc = O). Esto suele ser factible cuando se trata de datos de
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padres e hijos, o de medios hermanos, siendo muy dificil
conseguirlo en el caso de 1os hermanos. En este supuesto los
coeficientes que intervienen en la formula anterior son los
expresados en la tabla 1.

TABLA 1

Semejanza fenotipica entre parientes (COVy = rV, + uVp + Vgo)y
su estima por regresion (b) o correlacion intraclase (t)

Semejanza entre r u V:zC Dbotestiman
Un padre-media de sus hijos 1/2 0 0 b=h%2
Media de padres-media de hijos 1/2 o] 0 b =h?
Hermanos 1/2 1/4 1 2t > h*
Medios hermanos 1/4 0 o] t = h¥%a

En la practica la semejanza fenotipica se estima como
proporcion de la variacion fenotipica del caracter en la
poblacion, mediante un coeficiente de regresion lineal
(b = COVg/Vp) en el caso padre(s)-hijos, o un coeficiente de
correlacion intraclase (t = COVy/Vyp) en el de hermanos o
medios hermanos. Como se desprende de la tabla 1, el
parecido fenotipico de hermanos (tg) no debe utilizarse
Para estimar heredabilidades puesto que incluye la
variacion ambiental comun y una fraccion de la varianza
dominante, de forma que

2tH=h2+VD/2VP+2VEC/VP

En otras palabras, las llamadas heredabilidades obtenidas a,
partir de datos de hermanos, calculadas como el doble de 1a
correlacion intraclase correspondiente, estin generalmente
sesgadas y exceden al verdadero valor de la heredabilidad en
una magnitud en principio desconocida.

La estructura de errores de las estimas de heradabilidad
computadas por uno u otro método esta lo suficientemente
documentada para permitir la optimizacion de los disennos
experimentales pertinentes. El error tipico del coeficiente de
regresion, cuando se trata de F familias y n individuos por
familia, viene dado aproximadamente por

ET.(b)=Vm[l+(n—1)tyg]/nF

siendo m el numero de padres evaluados (1 6 ). Es obvio
que si el caracter puede valorarse en ambos sexos (m = 2,
h® =) el error tipico de la heredabilidad correspondiente, a
igualdad del numero total de individuos medidos, sera
aproximadamente la mitad del que se obtendria si la
informacion se refiriese exclusivamente a un sexo (m = 1,
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h® = 2b). En todo caso, para obtener una precisiéon
aceptable, el numero de individuos valorados necesarios

T = F(m + n) suele ser §ra,nde ¥, por ejemplo, para m = 2,
n=4,h?*=03yET. (h?) =005, resulta F = 290y T = 1740.

Paralelamente el error tipico de la correlacion intraclase
referente a medios hermanos es aproximadamente

ET.(t)=V2(l+nt)?(l—t)?/n?F

¥y, para un numero fijo de individuos medidos T = nF, el
error es minimo para n = 1/t. En este caso

ET.(t) = V8U/TyET. (h*®) =4 ET. (t)

Utilizando los valores anteriores obtenemos n = 14, F = 274
y T = 3840.

El ejemplo anterior nos sirve para ilustrar un principio
general. La correlacion intraclase debe utilizarse para
estimar heredabilidades cuya magnitud se presume reducida
(h® < 0,2), a priori la de aquellos caracteres préximos a la
eficacia bioldgica, mientras que el método de regresion es el
mas adecuado en los restantes casos, ya que a igualdad de
esfuerzo (igual T) lleva consigo mayor precision.

Para terminar diremos que las correlaciones genéticas
(ra) pueden también estimarse mediante métodos de
regresion o de andlisis de varianza-covarianza. En principio
los disefios 6ptimos para calcular heredabilidades también
lo son para computar correlaciones, puesto que,
aproximadamente (cuando r, es baja)

ET. (ra) = (1 —1,?) VET. (h,?) ET. (hz?) /2 h,2 h,?

No obstante si se estiman las heredabilidades y la
correlacidén genética a partir de un mismo disefio, el error
tipico de las primeras sera apreciablemente menor que el de
la, Gltima puesto que, en el caso de la heredabilidad, s6lo se
infiere el valor de una de las variables implicadas (valor
mejorante) conociéndose el de la otra (valor fenotipico),
mientras que en el segundo caso se infieren los valores de
ambas variables (valores mejorantes de los caracteres 1 y ).

3. Respuesta a la seleccion artificial

La seleccion artificial es una técnica cuya aplicacion
permite modificar la composicion del acervo genético de una
poblacién con respecto a uno o varios caracteres, de tal
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manera que los valores promedio de éstos vayan cambiando
en el sentido deseado a medida que transcurren las
generaciones. La esencia de la seleccion reside en utilizar
como reproductores exclusivamente aquellos individuos de
la poblacidén cuyas caracteristicas sean las mas favorables
en lo que toca al criterio de seleccion seguido.

La respuesta a la seleccion esperada, esto es, el cambio
temporal de la media de un caracter o de una combinacion
lineal de varios, puede expresarse en términos anuales
como

R:iI’AC V Va/L

Veamos a continuacioén qué representan los distintos
términos incluidos en esta expresion.

3.1. Intensidad de seleccion (i)

La intensidad de seleccion es igual a la superioridad
tipificada de los padres seleccionados sobre la poblaciéon de
su procedencia, con respecto al criterio de seleccion
utilizado. Si se seleccionan N individuos de M, es decir una
proporcién p = N/M, la intensidad aumenta a medida que p
disminuye de manera que aproximadamente

i=08+0411n (1l —p)p

La magnitud de la intensidad de seleccion oscila entre
limites relativamente proximos y asi, seleccionando el
mejor individuo de cada mil (p = 0,001) i = 3,4 mientras que
si se reservan como futuros padres la mejor mitad de la
poblacién (p =0,5)i =0,8.

La proporcion de individuos que es posible seleccionar
depende de las caracteristicas biologicas de la especie. El
extremo inferior viene determinado en machos por el
numero minimo de éstos que es necesario para cubrir la
totalidad de las hembras seleccionadas. En hembras el
factor limitante es su potencial reproductivo neto, definido
como el numero de ellas que llega a la madurez sexual por
hembra apareada. A titulo indicativo diremos que en las
especies animales domésticas tradicionales los valores
medios de i oscilan entre 0,9 (vacuno) y 2,3 (porcino y
aviar). Raramente se selecciona la menor proporcion
posible puesto que el pequenno ntumero de reproductores
resultante llevaria consigo un elevado grado de
consanguinidad con el paso de las generaciones y la
consiguiente depresién. En la practica la proporcion
seleccionada suele fijarse, entre otras consideraciones, por
compromiso entre las magnitudes de la respuesta y de la
depresion consanguinea esperadas.
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3.2. Intervalo entre generaciones (L)

El mejorador soélo dispone de una oportunidad por
generacion para modificar el acervo genético de las
poblaciones. Esta se da en el momento en que decide cuales
van a ser los padres de la generacion siguiente. Es evidente
que si se logra un aumento de la produccion por generacion
de seleccion, la magnitud de la mejora crecera a medida que
el intervalo de tiempo transcurrido entre generaciones
sucesivas disminuya, debido a la mayor depreciacién que
sufrira el producto final si se obtiene a un plazo mas largo.
Por esta razon el interés del mejorador es hacer maxima la
respuesta anual. Para ello es necesario definir el intervalo
medio de tiempo (en afios) transcurrido entre el nacimiento
de los padres y el de sus hijos.

La consideracion del factor tiempo en un programa de
seleccion implica la aparicion de un antagonismo entre la
duracion de la generacion y la intensidad de seleccion
posible. Esto es asi porque para un numero prefijado de
individuos seleccionados N, la, proporcién seleccionada sélo
puede disminuir aumentando el numero de individuos
evaluados de M a M + S, y para obtener los S adicionales
sera necesario un lapso mas largo. Por esta razon en cada
caso concreto debe llegarse a una solucién de compromiso
que haga maximo el cociente /L pero no unicamente i. La,
seleccion puede concebirse como un cribado de genes que
ocurre una sola vez por generacion. En esta labor de
separar el grano de la paja durante un intervalo de tiempo
fijo, nos interesa tanto la velocidad de cribado como el
numero de la criba. Muchas veces ocurre que el
procedimiento éptimo es el que lleva consigo mas cribados
por unidad de tiempo, a costa de que cada uno de ellos sea
mas imperfecto de lo que ocurriria operando mas lenta y
cuidadosamente; esto es equivalente a sacrificar parte de la
presion de seleccidén para reducir el intervalo entre
generaciones. La razén es bastante obvia pues, como he
dicho antes, el mejorador actlia una sola vez por generacion
¥y mientras menor sea la duracion de ésta mas veces
intervendra. En especies domeésticas el intervalo entre
generaciones oscila entre un maximo de unos nueve anos
en vacuno de leche y un minimo de poco mas de un ano en
aves o cerdos.

3.3. Precision (rac)

La seleccidn artificial es, en esencia, un proceso de rastreo
de los mejores genotipos presentes en la poblacién objeto de
mejora, utilizando un determinado criterio como guia. Para
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que un programa de seleccion tenga éxito es imprescindible
que exista una correlacion (rac) entre el criterio (C)
utilizado y el valor mejorante (A) del individuo que se
selecciona con respecto al atributo que se trata de mejorar.
En el caso mas simple (seleccion individual o masal) ese
criterio no es otra cosa que el valor fenotipico del caracter
seleccionado (P) y la correlacion rac es igual a la ralz
cuadrada de la heredabilidad del caracter (rap = h). En
otras situaciones mas complejas se hace uso del
conocimiento de la estructura genealdgica de la poblacion, y
el criterio incluye, ademas del valor fenotipico del individuo,
la informacion sobre su valor mejorante contenida en los
valores fenotipicos de sus parientes. Por tanto el valor de
r'ac sera funcion, ademas de la heredabilidad, del grado de
parentesco r ya mencionado anteriormente (r = 1/2 si se
trata de familias de hermanos y r = 1/4 si lo son de medios
hermanos), del namero de individuos por familia (n)
supuesto igual en todas ellas, y del parecido fenotipico entre
ellos representado por la correspondiente correlacion
intraclase (t).

En general contamos con dos fuentes de informacion no
correlacionadas: 1a desviacion del valor fenotipico
individual con respecto a la media familiar (Py,) y la
desviacion de esta 1ltima con respecto a la media
poblacional (Ps). Se trata, pues, de combinar estos dos
elementos en un indice que constituira nuestro criterio de
seleccion, esto es

C=b1PW+b2Pf

de tal manera que la correlacion rac sea maxima, lo cual se
cumple para los siguientes valores de los coeficientes b; y by

b;=(1l—7)h?/(1-1t)
be=[1+(n—-1r]h*/[1+(n-1)t]

E1 valor de la correlacion es entonces

rac=hV1+(@-t2@-1/(1-t)[1+(n—-1)t]

La seleccion llevada a cabo de acuerdo con el indice
descrito se denomina combinada, y puede demostrarse que
la respuesta correspondiente es siempre superior a la que se
obtendria por seleccion individual si se cumple que r > t, 1o
cual ocurre siempre que la heredabilidad sea menor que la
unidad, a menos que exista un fuerte componente ambiental
de semejanza entre los miembros de las familias utilizadas.
No6tese que la seleccion individual es un caso especial
(b, = by) de la combinada, que equivale a ignorar la
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informacién genealdgica. Cabe ademas analizar otros dos
casos particulares: la seleccion familiar (b, = O0) en la que
se seleccionan familias enteras basandose en su media, sin
tener en cuenta los fenotipos individuales, y la seleccion
intrafamiliar (by; =0) en la que se selecciona la mejor pareja
de cada familia. E1 primer procedimiento solamente
superara al de seleccién indivudal cuando t < r?, es decir,
cuando la heredabilidad sea baja. El segundo tendra mas
éxito que la seleccion individual si (1 —t) < (1 —r)?, esto
es, cuando el parecido fenotipico de los miembros de las
familias exceda considerablemente el esperado por puras
razones genéticas. En cualquier otro caso la seleccién
individual es el método mas eficaz y, por otra parte, €l mas
facil de llevar a cabo. Desde luego la seleccién combinada es
el procedimiento 6ptimo, aunque su puesta en practica sea
considerablemente mas costosa y compleja.

Por mas que pudiera parecer que la verificacion
experimental de estas predicciones no debiera presentar
mayores inconvenientes y que este asunto deberia estar
definitivamente resuelto, s6lo lo ha sido parcialmente.
Aunque la superioridad de la seleccién individual (masal)
sobre la familiar y la intrafamiliar se ha puesto de
manifiesto en aquellos casos en que las particularidades del
caracter seleccionado asi lo anticipaban, los experimentos
complementarios orientados a demostrar la mayor
eficiencia de los dos ultimos métodos con respecto al
primero en aquellas condiciones que los hacian mas
procedentes, o no se han hecho o no han confirmado
claramente este punto. Por esta razéon la validez de ambos
sigue en entredicho. En segundo lugar la mayor eficiencia
del método de seleccion combinada frente a cualquier otro
sigue siendo una prediccién tedrica que no siempre ha
llegado a demostrarse convincentemente. Esto podria
deberse a insuficencias de la precision estadistica de las
estimas de parametros en la poblacion inicial, 1o cual
condicionaria la calidad de la prediccion, aun cuando esta
causa no parece ser demasiado importante. Por otra parte la
ventaja tedrica de la seleccidén combinada con respecto al
método alternativo apropiado no suele ser grande y, para
ser detectada claramente es necesario un buen diseno
experimental y un volumen de datos muy considerable, 1o
cual no ha acompanado siempre a los experimentos. Por
ultimo, debe recordarse que el modelo tebérico utilizado es
estrictamente aditivo y que las condiciones en que se
atribuye una cierta ventaja a la seleccion familiar son
precisamente aquéllas en las que cabria esperar una mayor
importancia proporcional de la variacion genética no
aditiva.
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3.4. Variacion genética aditiva (V,)

Es evidente que la seleccién no tendra efecto si el rasgo
seleccionado no presenta variacion genética en la poblacion
considerada y, en contra de 1o que suele suponerse, no todos
los caracteres productivos poseen esta condicion en grado
apreciable, como ocurre, por gjemplo, con la resistencia a
enfermedades. En otros casos la varianza aditiva es de
pequena magnitud aun cuando la heredabilidad sea alta,
como sucede con el contenido proteico de la leche.

4. Caracteres de interés economico
en peces

En términos muy amplios dos caracteres tienen especial
importancia en peces: el tiempo necesario para llegar al
peso comercial y la cantidad (o el precio) de alimento
consumido para alcanzarlo, sin embargo ninguno de ellos
suele ser objeto de valoracién directa. El primero se
substituye por el peso o la longitud a una edad fija, y el
segundo por la ganancia en peso por unidad de tiempo hasta
esa edad, rasgos ambos de mucha mas facil valoracién y
cuyas correlaciones con los primeros se supone que deben
ser altas. En la tabla 2 se recogen los valores medios,
desviaciones tipicas y coeficientes de variacion del peso y la
longitud a distintas edades en cuatro especies. Parece claro
que el coeficiente de variacion fenotipico del peso es alto,
entorno al 30 %, mientras que la longitud es mucho menos
variable y el correspondiente coeficiente es del orden de un
tercio del anterior. La inica media de la eficiencia de
conversion de alimento en peso vivo (unidades de alimento
consumidas por unidad de aumento de peso) ha sido
obtenida por KINGHORN (1983) en trucha arco iris

y su coeficiente de variacién ha resultado ser muy

bajo (tabla 3).

Ademas de los atributos citados puede tener interés
considerar los siguientes:

a) Mortalidad en la edad comercial, puesto que en fases
previas su entidad es escasa dado el reducido valor
econoémico de los alevines. La mortalidad es un rasgo dificil
de tratar desde el punto de vista genético pues, en realidad,
es un conjunto de caracteres cada uno de ellos atribuible en
principio a distintas causas.

b) Resistencia a enfermedades que, otra vez, es un rasgo
complejo por la diversidad de agentes patogenos,y que debe
definirse con mas exactitud precisando cudl es el agente
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concreto implicado. En particular interesa la resistencia a
virosis especificas de las explotaciones intensivas, que
raramente tienen trascendencia en condiciones naturales.

c¢) Calidad de la canal, de especial importancia en las
especies en las que el valor de cada pieza es alto. Algunos
componentes del valor econdémico de la canal, como su
rendimiento o composicion quimica, pueden medirse
objetivamente y sus coeficientes de variacién son bajos
(tabla 3). Otros, como el color o la calidad, se valoran por
puntuacion y adolecen por ello de un subjetivismo que
quizas se refleje en la mayor magnitud de sus coeficientes de
variacion.

d) Edad al alcanzar la madurez sexual, en especial en
aquellas especies que se comercializan con pesos elevados,
puesto que a efectos practicos la madurez coincide con el
limite superior del peso y, una vez alcanzada, la calidad de la
canal y la eficiencia de conversion de alimento disminuyen.

e) Tolerancia a bajas concentraciones de oxigeno en el
agua y de metabolitos limitadores del crecimiento, si se
trata de especies cultivadas en aguas estancadas.

) La fecundidad tiene escasa importancia econémica por
la gran cantidad de huevos que un individuo es capaz de
producir, del orden de 10° por kilo de peso en salmoénidos v
tilapias y de 10* en carpa y pez gato. Esta aparente ventaja
ha tenido y tiene en muchas ocasiones desfavorables
consecuencias, puesto que al ser posible obtener un gran
numero de individuos a partir de muy pocos padres no ha
sido practica comun utilizar mas de los estrictamente
Precisos, 1o cual induce depresioén consanguinea por una
Parte, y por otra erosiona la variabilidad genética sobre la
que pudiera actuar la seleccion artificial.

En lo que respecta a los datos expuestos en las tablas 2y 3
debe tenerse muy en cuenta que los valores citados de
medias y desviaciones tipicas de un determinado caracter
son propios de las condiciones ambientales concretas en
que han vivido los animales considerados y que la. magnitud
de estos parametros pudiera ser muy diferente en otras
circunstancias. Por poner un ejemplo, GJEDREM (1983) cita
los siguientes valores medios del peso (g) a edades muy
proximas obtenidos en cuatro experimentos distintos con
trucha arco iris: 8,8 (1580 dias), 7 (175 dias), 13,6 (150 dias),
29,7 (140 dias). Debe tenerse en cuenta que muchas especies
de peces pueden crecer indefinidamente si las condiciones
ambientales son apropiadas, o no crecer en absoluto en
situaciones desfavorables. Por tanto es esencial especificar
el medio en que se valoran los caracteres relacionados con
el crecimiento.
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5. Heredabilidades de los caracteres
de interés econdémico en peces

Las estimas de heredabilidades en poblaciones de peces se
limitan esencialmente a cinco especies: trucha arco iris,
salmoén atlantico, carpa, pez gato y tilapia. Las tablas 4y 5
proporcionan una seleccidén de los valores recogidos por
GJEDREM (1983), habiéndose ignorado las estimas
procedentes de datos de hermanos por los multiples sesgos
de que adolecen y que hemos comentado anteriormente.
Muy rara vez se han obtenido estimas aplicando métodos de
regresion. Gran parte de las heredabilidades citadas no han
resultado ser significativamente diferentes de cero a pesar
de que, en algunos casos, sus valores son altos. Esta
condicién puede achacarse a la insuficiencia de los disenos
experimentales utilizados que, muchas veces, abarcan muy
pocas familias. Tal inconveniente podria haberse predicho y,
en consecuencia, no debiera haberse procedido a la
obtencion de unos datos manifiestamente deficientes para la
consecucién del objetivo deseado, ahorrandose asi el tiempo
y el dinero invertidos. De hecho el valor esperado del error
tipico de la heredabilidad obtemda por el método de medios
hermanos es del orden de h® V /F (como puede deducirse
de la expresion dada en el apartado ), siendo F el numero
de familias de que se dispone, supuesta,s numerosas. Para un
valor de este error del orden de h¥/4, que parece aceptable en
el intervalo 0,1 < h® < 0,3, F resulta ser igual a 32, valor que
no ha sido a.lcanzado en mas de la mitad de los casos
expuestos en las tablas 4 y 5.

Pasemos ahora a examinar las estimas obtenidas.

a) Peso y longitud presentan valores comprendidos entre
0,1 y 0,4 con la posible excepcién del pez gato, especie en la
que se han obtenido heredabilidades elevadas aunque la
mayoria de ellas no sean significativamente distintas de
cero. En contra de 1o que se ha mantenido no esta claro, ni
podria estarlo dada la escasa calidad de los datos, que la
heredabilidad de la longitud sea mayor que la del peso y, por
tanto, la pretension de que seleccionar para aumento de
lontigud con el propoésito de elevar indirectamente el peso
seria preferible a seleccionar directamente el peso es
dificilmente justificable, aun en el supuesto de que la
correlacion genética entre ambos caracteres fuera igual a la
unidad.

b) Indice de crecimiento y eficiencia de conversion de
alimento han sido estudiados exclusivamente en trucha
arco iris y el iltimo caracter presento una heredabilidad
muy baja.
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¢) GJERDE (1984) ha sefialado la correlacion existente
entre la edad a la madurez sexual en padres e hijos, 1o cual
se tradujo en una heredabilidad 0,48 *+ 0,20 (estimada por
regresion). En este experimento tanto las hembras como los
machos maduros pesaron mas que sus contemporaneos que
aun no habian alcanzado la madurez, en todas las edades
consideradas.

d) Las caracteristicas de la canal presentan en general
heredabilidades muy reducidas.

e) Mortalidad a la edad comercial y resistencia a
enfermedades han resultado tener heredabilidades muy
bajas (no figuran en las tablas) las pocas veces que se han
estimado, como cabria esperar de caracteres complejos que
obedecen a multiples y diferentes causas.

En general puede decirse que peso (o longitud) es el unico
de los atributos mencionados que ofrece a priori ciertas
garantias de poder ser seleccionado con éxito. Es preciso, no
obstante, senalar que este juicio se basa en los datos hasta
ahora publicados que, por su escasa calidad, no dan
demasiada seguridad. Por otra parte la heredabilidad es una
propiedad tanto del caracter como de la poblacién en que
éste se evalua y, como se ha dicho anteriormente, su valor
no es extrapolable ni a otras poblaciones de la misma
especie ni, mucho menos, a otras especies distintas. Por todo
lo dicho se hace necesario obtener estimas de
heredabilidades que gocen de precision estadistica aceptable
y también algunas correlaciones genéticas.

6. Experimentos de seleccion en peces

El mejorador dispone de dos vias para modificar en su
beneficio la constitucién genética de las poblaciones:
designar los individuos que van a ser los padres de la
generacion siguiente (seleccidén), o elegir la forma en que
estos padres van a aparearse entre si (cruzamientos).
Ambos procedimientos son complementarios y, en la mayor
parte de las especies animales domeésticas, los individuos
que se comercializan son producto de cruzamientos entre
dos o mas poblaciones seleccionadas. En este capitulo nos
referimos exclusivamente a la mejora que cabe obtener por
seleccion, quedando aquellos aspectos relacionados con el
vigor hibrido para el siguiente.

La aplicacion de estos métodos a la mejora de
producciones de peces es muy reciente y esta restringida
practicamente a ciprinidos, salmoénidos, pez gato y tilapias,
ameén de algunas especies que pudiéramos llamar de
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laboratorio (guppies y gambusias) que se utilizan como
modelos. Esto es asi porque un programa de mejora solo
puede ponerse en practica en aquellas poblaciones en las
que sea posible identificar individuos e intervenir en
determinados momentos del ciclo bioldgico, particularmente
en aquéllos en que se valoran los caracteres de interés y en
el de la reproduccién, con objeto este ultimo de controlar los
apareamientos. Por otra parte el analisis génetico de un
caracter cuantitativo de interés econémico y la prediccion
de las consecuencias de 1a seleccion artificial, s6lo pueden
llevarse a cabo en medios cuya homogeneidad espacio-
temporal sea grande, 1o cual implica condiciones
ambientales imposibles de conseguir fuera de los estanques.
Esto ha llevado consigo en muchas ocasiones la aparicion
de importantes interacciones genotipo-medio, que
obstaculizan la transmision de la mejora obtenida en un
nucleo de seleccién a las poblaciones comerciales que viven
en medios diferentes. Este problema puede ser muy agudo
puesto que la elevada fecundidad de las especies piscicolas
hace que, en muchas ocasiones, un solo nucleo baste para
abastecer suficientemente incluso un mercado nacional.

La intensidad de selecciéon es susceptible de alcanzar
valores muy elevados en peces en comparacion con lo que
ocurre en las especies domésticas tradicionales debido a su
elevada fecundidad, pero no esta claro que en la practica se
pueda llegar facilmente a ellos. En primer lugar el tiempo
necesario para alcanzar la madurez sexual es considerable
en muchas especies y, en segundo, es dificil sincronizar los
apareamientos entre distintos individuos de una misma
poblacién. Ademas el intervalo entre generaciones no es
corto, por ejemplo del orden de tres a cuatro anos en
salmoénidos, y esto impone limites a la intensidad de
seleccion posible. De hecho hasta ahora nunca se ha
seleccionado muy intensamente.

El namero de experimentos de seleccion que se han
llevado a cabo en peces es reducido y muchos de ellos no son
facilmente analizables ni interpretables, por 1o tortuoso del
procedimiento seguido y por carecer comunmente de
controles apropiados, 1o cual hace que a veces sea imposible
valorar los resultados obtenidos. Por otra parte en los
experimentos mejor diserniados no se ha obtenido respuesta
apreciable a la seleccién para aumento de peso y esto ha
provocado una agria controversia, llegandose a decir que la
seleccién no es un procedimiento practico de mejora en
peces. Esta afirmacion es totalmente gratuita por la
imposibilidad de extrapolaciéon a que me he referido antes,
maxime cuando en estos experimentos se han utilizado
especies no comerciales en dos casos (guppies y gambusias)
y carpas en el restante, y no cabe olvidar que la carpa, a
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diferencia de otras especies piscicolas, ha sido objeto de
presiones selectivas artificiales durante mas de un milenio
en Europa y mas de dos milenios en China. Sin embargo, tan
fuera de lugar esta decir (GALL, 1983) que de 18
experimentos de seleccidén para tasa de crecimiento en
peces, 15 han dado resultado y tres no (los tres que acabo de
mencionar), puesto que la calidad de la gran mayoria de
es0s 15 es escasa. A continuacion se tratan exclusivamente
aquellos experimentos de seleccion que reunen ciertas
garantias minimas.

6.1. Experimentos de seleccion en especies piloto
(8uppies y gambusias)

Su interés reside fundamentalmente en la posibilidad de
extrapolacidn fisiolégica, ilustrativa de las condiciones en
que viven las especies comerciales, con todos 1os riesgos que
esto implica.

El primero de ellos (RYMAN, 1972, 1973) ha sido llevado a
cabo con Lebistes reticulatus (guppies). La poblacion base
procedia de una sintética que llevaba varios anos en el
laboratorio y que, quizas por ello, pudiera adolecer de cierta
consanguinidad. El caracter seleccionado fue peso a los 63
dias, cuya heredabilidad estimada en la poblacién base
mediante correlacion intraclase de medios hermanos no
difiri6 significativamente de cero. Se practico seleccion
intrafamiliar divergente durante nueve generaciones
(familias de hermanos), procedimiento aconsejable cuando
existen razones para sospechar un fuerte parecido
ambiental entre los miembros de las familias pero que no
parece que sea el caso de la poblacién analizada. Se obtuvo
una ligerisima respuesta significativa en machos y ninguna
en hembras. Poco mas se puede sacar de este experimento
que no ses el conocido hecho de que obtener respuesta
seleccionando caracteres de baja heredabilidad es dificil.

El segundo experimento (BUSACK, 1983) utiliza la especie
Gambusia affinis y una poblacién base constituida por hijos
de hembras capturadas en su medio natural. El caracter
seleccionado fue aumento de peso hasta los 56 dias durante
cuatro generaciones, con dos repeticiones y una poblacion
control. La estructura familiar en los tres casos es la dada
por ocho machos y dos hembras por macho. El
procedimiento de seleccién seguido fue mixto, procediéndose
en primer lugar a seleccionar intrafamiliarmente el mejor
macho y las dos mejores hembras por familia y, a
continuacion, se utilizo unicamente la mejor mitad de cada
sexo. La opinién del autor de que «la respuesta a la seleccion
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fue evidente» es muy discutible. De hecho las medias de las
lineas seleccionadas s6lo excedieron significativamente a
las del control en el caso de los machos y eso unicamente en
la tltima generacion de seleccion. Por otra parte el peso
medio, tanto en las lineas seleccionadas como en el control,
se redujo a un 50 % de su valor inicial al cabo de las cuatro
generaciones consideradas, quizas como consecuencia de un
proceso de domesticacion cuya principal caracteristica
fuera el antagonismo entre las fuerzas selectivas naturales
y artificiales. Los resultados obtenidos no concuerdan en
ningun momento con las heredabilidades obtenidas por
correlacion intraclase de medios hermanos en la poblacién
control cuyos valores fueron 0,16 (machos) y 0,60
(hembras), por mas que no se mencionen errores tipicos.

6.2. Experimentos de seleccion en pez gato
(Ictalurus punctatus)

BONDARI (1983) aporta datos correspondientes a una
generacion de seleccion divergente para peso a las 40
semanas, apreciandose una respuesta significativa del
orden del 20 % en ambas direcciones estimada con respecto
a una poblacién control. No obstante, de forma similar a lo
ocurrido con las gambusias de Busack, tanto el control como
las lineas seleccionadas vieron su peso medio sensiblemente
reducido a un 50 % del de la generacién parental. La
heredabilidad realizada fue del orden de O,1, muy inferior a
la estimada a partir de datos de hermanos (0,25) o de
medios hermanos (0,58). El procedimiento de selecciéon
seguido es inexplicablemente confuso. La poblacién base
constaba de la descendencia de 14 machos; apareado cada
uno de ellos con dos hembras, y dos machos mas con una
sola hembra. Por una parte se ha llevado a cabo seleccién
familiar, eligiéndose aquellas familias cuya media estaba
una desviacion tipica por encima, (cinco familias) o por
debajo (cuatro familias) de la media general. Por otra parte
se seleccionod intrafamiliarmente con la restriccion de
procurar utilizar una sola de las dos familias procedentes de
un padre cormnun. Aunque no se especifica como se ha llevado
a la practica esta segunda parte, la indicacién de que se dio
igual importancia a ambos métodos quizas quiera decir que
de cada familia se seleccionaron aquellos individuos cuyo
peso se apartaba en mas de una desviacion tipica de su
media familiar. Debe quedar claro que, en contra de la
opinidén del autor, este procedimiento no equivale a la
seleccion combinada, ¥y quizas 1o inico que cabe decir de él
es que a pesar de su ineficiencia se obtuvo respuesta, 1o cual
sugiere que la magnitud de la heredabilidad del caracter
debe ser apreciable.
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Mas faciles de interpretar son los resultados obtenidos
por DUNHAM y SMITHERMAN (1983) que seleccionaron
masalmente para aumento de peso tres poblaciones en
distintos estados de domesticacion (Kansas, Marion y Rio
Grande, recolectadas 60, 20 y 10 anos antes de su utilizacion,
respectivamente) que viven en estanques excavados en
tierra. Cuando el peso medio estaba alrededor de medio kilo
se tomaron dos muestras de padres en cada poblacién: una
seleccionada, compuesta por el mejor 10 %, y otra aleatoria,
que servira de control. En las tres poblaciones los hijos de
los padres seleccionados crecieron mas rapidamente que 1os
de los padres control, y la diferencia entre ambos fue del
orden del 16 % a los 450 dias (heredabilidad realizada
0,34 = 0,07). Cabe senalar sin embargo que estas respuestas
se obtuvieron a costa de pérdidas en la eficiencia de
conversion de alimento, ya que el consumo de éste en los
hijos de padres seleccionados y durante el periodo
considerado fue un 9 % mayor que en los hijos de padres
control. Es también de interés notar que el crecimiento fue
mas rapido a medida que la historia de domesticacion de la
poblacién correspondiente era mas larga.

6.3. Experimentos de seleccion en carpas
(Cyprinus carpio)

El experimento de seleccidén mejor disenado y documentado
de cuantos se han publicado hasta el momento es, sin lugar
a dudas, el que llevaron a cabo MOAV y WOHLFARTH (1976)
para tasa de crecimiento de carpas en estanques. Se
selecciond una linea en cada direccion durante cinco
generaciones, asociando a cada linea un control propio.
Paralelamente se dispuso de otro control formado por la
descendencia de un cruzamiento F; repetido cada
generacion. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

a) La tasa de crecimiento media disminuyo
progresivamente con respecto a la del control F; en ambas
lineas seleccionadas y sus respectivos controles. A medida
que el proceso avanzaba se detectd un aumento del
porcentaje de individuos con deformaciones morfologicas.
Estos datos sugieren conjuntamente que la forma en que se
mantuvieron las lineas dio lugar a una consanguinidad
considerable y a la consiguiente depresion.

b) Se obtuvo respuesta para disminucion de la tasa de
crecimiento, significativa tanto con respecto al control
propio como al F; (heredabilidad realizada entorno a 0,3).
La media de esta linea se estabilizé rapidamente, situacién
posiblemente determinada por antagonismo entre las
fuerzas selectivas natural y artificial.
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c¢) La media de la linea seleccionada para aumento de la
tasa de crecimiento nunca sobrepasoé la del control ¥, y solo
excedio la de su control propio en las dos ultimas
generaciones de seleccion masal, de manera que la
heredabilidad realizada correspondiente no resulto ser
significativamente distinta de cero.

d) Después de cinco generaciones de seleccion masal
para aumento de la tasa de crecimiento se procedio a
seleccionar familiarmente la misma linea obteniéndose
buenos resultados, de manera que la media supero
claramente la del control F,.

Este experimento pone de manifiesto un factor muy
importante que entorpece la obtencién de respuesta a la
seleccion para aurmento de peso en peces. Puesto que no es
posible marcar individualmente hasta que los peces no
alcanzan un cierto tamano, es obligado conservar en uno o
unos pocos recipientes el conjunto de hijos de una
determinada pareja para poder asi identificarlos. Esto lleva
consigo que se generen efectos de ambiente comun
(parecido ambiental) entre 1os miembros de una misma
familia y, sobre todo, que éstos compitan entre si por
espacio, alimento, etc. La distribucion del peso en peces que
viven en un mismo estanque es extremadamente asimétrica,
mostrando una larga cola a la derecha como consecuencia
de la competicion, y unos pocos individuos alcanzan pesos
que exceden en un orden de magnitud o mas a la media del
grupo. Esta asimetria desaparece si se cria cada pez por
separado. Este fenémeno hace sobre manera dificil
conseguir respuesta a la seleccion individual (masal) o
intrafamiliar, puesto que los individuos de mayor peso a una
determinada edad no lo son por razones genéticas sino
como consecuencia de que la competicion de alevines
amplifica pequenas diferencias ambientales iniciales en
peso o en tasa de crecimiento que puedan existir entre ellos
(MOAV y WOHLFARTH, 1973). En estas circunstancias la
seleccion familiar parece el inico procedimiento apropiado
con todos los peligros que conlleva, en especial la mayor
depresion consanguinea que suele inducir.
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Mejora genética,
de organismos
acuaticos.

II. Cruzamientos

M. A. TORO IBANEZ

Departamento de Genética. Facultad de Biologia.
Universidad Complutense de Madrid.

1. Aspectos tedricos

1.1. Consanguinidad

Se denomina consanguinea la descendencia de aquellos
apareamientos entre individuos que estan mas
emparentados que la media de las parejas tomadas al azar
de la poblacion de la que proceden. La consanguinidad en
una poblacion de censo grande surge como consecuencia de
apareamientos deliberados entre parientes, pero también
ocurre como consecuencia inevitable de apareamientos al
azar sila poblacién de la que se trata es de censo pequenio.
Asi por ejemplo en una poblacién formada por dos machosy
dos hembras todos los apareamientos al azar seran
necesariamente entre hermanos o primos.

La medida clasica de la consanguinidad de un individuo es
su coeficiente de consanguinidad (F) que se define como la
probabilidad de que dos genes en un mismo locus de un
individuo sean idénticos por descendencia, esto es, copias
originadas por la replicacién de un unico gen existente en
una generacioén previa. El coeficiente de consanguinidad
s0lo tiene sentido cuando se compara ésta con otra
ancestral en la que se supone que todos los genes en cada
uno de los loci de sus individuos eran distintos (no idénticos
por descendencia) y en la que por definicion el coeficiente de
consanguinidad seria cero.
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1.2. Consecuencias genéticas de la
consanguinidad

El efecto mas relevante de la consanguinidad desde el punto
de vista genético es el aumento en proporcion de los
homocigotos a expensas de 1os heterocigotos. En una
poblacion panmictica de elevado censo las frecuencias de los
tres genotipos posibles correspondientes a un locus
bialélico (A,a) seran de acuerdo con la ley de Hardy-
Weinberg:

Genotipos AA Aa aa

Frecuencias p? 2pq qQ®
siendo py Q(= 1 — p) las frecuencias de 10s alelos Ay a
respectivamente.

En una poblacion consanguinea con coeficiente F las
frecuencias genotipicas se veran modificadas de la siguiente
forma

Genotipos AA Aa, aa
Frecuencias p*+paF 2pa(l -F) q* +pgF

El aumento de homocigosis es, por tanto, proporcional al
incremento del coeficiente de consanguinidad, y al cabo de
un cierto numero de generaciones (cuando F = 1) toda la
poblacién llegara a ser homocigota. En ese limite, en una
poblacion subdividida en lineas de censo finito, una
fraccién p de éstas seran homocigotas para el alelo Ay
otra q para €l a.

A primera vista la consecuencia mas llamativa de la
consanguinidad en poblaciones de especies domésticas es la
aparicion de individuos con defectos genéticos tales como
enanismo, prognatismo o la aparicion de capas de colores
poco usuales, que son la manifestacion de genes recesivos
que se encontraban enmascarados en la poblacion en
condicion heterocigota. La importancia econoémica de estos
defectos suele ser escasa y su remedio congiste en eliminar
de la poblacion los individuos notoriamente defectuosos.

Mucho mas importante es el fenémeno conocido como
depresién consanguinea que se define como la reduccion de
la media poblacional que muestran los caracteres
relacionados con la aptitud reproductora o la eficacia
bioldgica, tales como fertilidad o supervivencia.

Para que un caracter sufra depresion endogamaica es
necesario que presente dominancia direccional, esto es, que
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los genes que incrementan el valor del caracter en sus
portadores sean dominantes respecto a los que 1o reducen.
La consanguinidad aumenta la proporcién de homocigotos
tanto dominantes como recesivos. Sin embargo el aumento
de homocigotos dominantes tiene poco efecto en la media
fenotipica del caracter, ya que si existe dominancia hay poca
diferencia entre el fenotipo del homocigoto dominante y del
heterocigoto. No ocurre asi con el aumento de homocigotos
recesivos que si afectan a la media de la poblacion en la
direccidén de los alelos mas recesivos.

En términos mas formales si en un locus particular el
valor del genotipo AA es a, el del genotipo Aa es d y el del
genotipo aa es —a, en una poblacion panmictica numerosa
el valor de la media M sera

Genotipo Aa Aa, aa
Frecuencias p? 2pq a?
Valor a d —a

M=a(p —q) +2dpq

En una poblacién consanguinea, sin embargo, la media M
sera

Genotipo AA Aa aa
Frecuencias p?+paF 2pa(l —F) @® + pqF
Valor a d —a

M =a(p —q) +Rdpg(l — F) = M, — &dpqF

S6lo sien un locus d # O, esto es, si el valor del
heterocigoto difiere de 1a media de los dos homocigotos,
aquél contribuira a un cambio en la media del caracter. Es
también interesante senalar que la expresion anterior
indica que si los loci combinan aditivamente el cambio en la
media debera ser lineal respecto al cambio de F. De existir
interacciones epistaticas entre loci esta relacion no sera
necesariamente lineal.

1.3. Medida del coeficiente de consanguinidad

Si se conocen las genealogias de los individuos el coeficiente
de consanguinidad puede deducirse directamente mediante
los métodos de Wright o Malecot (descritos por ejemplo en

159



FALCONER, 1981). Si se utiliza un sistema regular de
apareamientos la evolucion del coeficiente de consanguinidad
se calcula mediante una ecuacidén recurrente que, por
ejemplo, en el caso de hermano X hermana toma la forma

F,=(1R") (1 +(R"—-23)F,_, +F;_3)

hermanos, n =2
medios hermanos, n =3

Esta expresion relaciona el coeficiente de consanguinidad
en la generacion t con los correspondientes coeficientes de
las dos generaciones previas.

El mantenimiento de poblaciones cerradas de censo
limitado con apareamiento al azar genera un coeficiente de
consanguinidad en la generacién t que, referido a la
poblacidén base, sera

F,=1-(1 - AF)"

siendo AF el incremento de consanguinidad en una
generacion, supuesto igual para todas ellas. Este incremento
es igual a 1/2N siendo N el numero de individuos de una
poblacion ideal con apareamiento al azar (incluida la
autofecundacion) que se mantiene constante en todas las
generaciones. Si la poblacién que nos interesa no reune las
caracteristicas de la poblacién ideal, N debe sustituirse por
el llamado censo efectivo N,. 3i existe un numero diferente
de machos (M) y de hembras (H) el censo efectivo sera:

(1/N) = (1/4M) + (1/4H)

Asi por ejemplo, el maximo censo efectivo de una
poblacion en la que sélo haya dos machos es 8 aunque se
apareen con un numero infinito de hembras (M =2, H = «)
y el incremento de consanguinidad es de 0,06R5 que es el
esperado en una poblacion de 4 machos y 4 hembras (M = 4,
H=4)

1.4. Heterosis o vigor hibrido

El fenémeno contrario a la depresion consanguinea es el
vigor hibrido o heterosis que es el aumento en media de la
progenie de cruces entre lineas consanguineas para
aquellos caracteres que previamente hayan sufrido
depresion consanguinea. Consideremos una poblacién
subdividida en lineas consanguineas. A medida que las
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generaciones pasan la media del conjunto de todas ellas ira
disminuyendo para caracteres que muestren depresion
consanguinea. Si en un determinado momento cruzamos al
azar todas estas lineas el coeficiente de consanguinidad se
hace cero y la media de la poblacién se restaura en su valor
original. Sin embargo desde el punto de vista practico lo que
nos interesa es conocer cual sera la heterosis que muestra
un cruce particular de dos lineas. Si definimos la heterosis
Hyr como la diferencia entre la media del cruce F de las dos
lineas (Mg, ) respecto a la media de las lineas parentales
(M;) es facil demostrar que si las frecuencias del gen A son
D1 Y P2 en cada linea

Hp = Mp, — M, = d(p; — P2)*

Los loci aditivos (d = 0), por tanto, no contribuyen ni a la
depresion consanguinea ni al vigor hibrido. Asimismo si
algunos loci son dominantes en una direccion y los demas
en la contraria los efectos pueden anularse y, en ese caso, no
se observara heterosis.

Si construimos una poblaciéon F; mediante el cruzamiento
al azar de los individuos de 1a F,, la heterosis mostrada por
esta poblacion sera la mitad de la F,.

1.5. Utilizacion deliberada de lineas consanguineas
en programas de mejora

En maiz ha dado buen resultado la técnica de desarrollar
lineas consanguineas por autofecundacioén y posteriormente
evaluar los cruces tratando de encontrar los hibridos (de
dos, tres o cuatro lineas parentales) mas productivos. En
especies ganaderas, sin embargo, este procedimiento sélo se
ha utilizado comercialmente en gallinas y, a nivel
experimental, en cerdos por las razones que se expresan
seguidamente.

En ausencia de seleccion, un conjunto de lineas
consanguineas totalmente homocigéticas (F=1)
constituyen subpoblaciones de individuos genéticamente
idénticos derivados en cada caso de un unico gameto de la
poblacioén base. Por 1o tanto, la produccién de todos los
hibridos posibles tinicamente reconstruye la poblacién base
pero con la diferencia de que genotipos concretos estan
replicados en gran numero y pueden evaluarse con
precisién. Un programa de consanguinidad en el que se
obtengan lineas homocigoticas que luego se cruzan en
parejas con objeto de detectar cual es el cruzamiento mas
ventajoso equivale, pues, a una generacion de seleccién en la
que se actuara sobre 1a totalidad de la variacion genética
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(Va + Vp, V, = varianza aditiva, V = varianza dominante).
Sin embargo la varianza entre los cruces es estrictamente
FV, + F? V3 lo que indica que se necesitan niveles de
consanguinidad altos para aprovechar la varianza debida a
dominancia. Esto implica varias generaciones (seis o siete
como minimo) de consanguinidad, tiempo que podria
haberse invertido en practicar seleccion masal.
Supongamos, por ejemplo, que tras seis generaciones de
consanguinidad hermano X hermana (F = 0,73) y una de
cruzamientos podemos elegir el mejor hibrido de 40 lo que
supone una intensidad de seleccién i = 1,20 y, por tanto de
aproximadamente 2 V0,73 V, + 0,53 Vp (suponiendo que la
distribucion de las medias de los hibridos es normal).
Durante estas siete generaciones podriamos haber llevado a
cabo un programa de seleccion que para una intensidad de
1,8, por ejemplo, la ganancia esperada seria de 10h Vv,
(siendo h la raiz cuadrada de la heredabilidad). Por 1o tanto
el programa de consanguinidad y cruzamientos sera mas
efectivo si V, >47h V, — 1,4 lo que s6lo ocurrira si h es baja
¥y el componente debido a dominancia alto, aunque se puede
mejorar en parte la eficiencia del proceso eliminando a lo
largo de éste las lineas consanguineas menos productivas.
Por otra parte debido al gran deterioro reproductor que
sufren las lineas consanguineas puede que no sea posible
utilizar comercialmente un cruce de dos lineas que tendria
el vigor maximo, sino uno de cuatro lineas con lo qzue la
varianza entre cruces se reduce a 0,50FV, + 0,25F<V y el
programa de consanguinidad y cruzamientos solo sera
superior si Vp > 189h V, — 2,75. Por 1ltimo la seleccion del
mejor hibrido exige un diseno de cruzamientos dialélico que
es generalmente muy costoso desde el punto de vista
economico.

1.6. Utilizacion de las diferencias genéticas entre
poblaciones en un programa, de mejora
geneética

DICKERSON (1969) ha senalado cuales son las maneras
posibles de utilizar las diferencias genéticas entre
poblaciones en un programa de mejora.:

a) Eligiendo la raza mejor, en un contexto productivo
determinado, y sustituyendo las razas locales por otras de
alta productividad mediante cruzamientos absorbentes, esto
es, retrocruzamientos sucesivos con la raza exotica que nos
interesa.

b) Eligiendo algunas razas que se mantienen en estirpe
cerrada para el aprovechamiento del vigor hibrido a través
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de cruzamientos industriales entre ellas y comercializando
el producto F;.

¢) Intentando combinar en una sola poblacion
caracteristicas de varias a través de la creacion de nuevas
razas 0 poblaciones sintéticas.

1.6.1. Seleccion de poblaciones

Si disponemos de varias razas o estirpes de una especie el
primer objetivo es tratar de evaluarlas para poder
ordenarlas por su productividad. El disefio de programas
para contrastar diferencias entre poblaciones para
caracteres productivos presenta mas problermas de los que
pudiera parecer a simple vista y normalmente requiere la
evaluacién de gran numero de individuos.

El requisito basico es evaluar todas las razas en un
ambiente comun, eliminando todos los efectos ambientales
previos a la prueba. Por otra parte si aceptamos que las
poblaciones han divergido por deriva genética y por
seleccidn en un proceso de evoluciéon arborescente, se
habran creado correlaciones entre los valores fenotipicos
medios de las razas que incrementaran, de forma
desconocida, la magnitud de los errores de las diferencias
entre ellas.

A la hora de decidir el namero de animales a evaluar 1o
mas sencillo es especificar un valor aceptable del error
tipico de la media. La varianza de la media de una poblacion
en la que se evaluan n individuos de cada una de s familias
de hermanos completos viene dada por

V = (1/ns) (0,50nh? + 1 — 0,50h%) V,

Si por ejemplo un caracter tiene un coeficiente de
variacion del 30 % y una heredabilidad de 0,40
necesitariamos evaluar al menos 50 familias de R0
individuos cada una para obtener un error tipico de la
media de un 2 %.

Es a veces frecuente tratar de inferir relaciones genéticas
entre caracteres a partir de su correlacién estadistica
calculada a través de varias poblaciones. Sin embargo para
gque estas estimaciones sean validas hay que aceptar que no
ha ocurrido seleccién para ninguno de ellos y que ademas la
eficacia biolégica, sobre la que actia la seleccion natural, no
esta correlacionada con 1os caracteres de interés. Estos
supuestos son frecuentemente poco realistas y asi es bien
conocido que en los mamiferos existe en general una
correlacion negativa entre tamano corporal y tasa
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reproductiva al considerar conjuntamente varias especies
mientras que es positiva en cada una de ellas
separadamente.

1.6.2. La utilizacion del vigor hibrido

Para que se manifieste vigor hibrido es necesario que las
poblaciones que se cruzan tengan distintas frecuencias
génicas. Estas pueden surgir debido a que han tenido una
diferente historia selectiva o bien son debidas a
fluctuaciones atribuibles al azar como consecuencia del
proceso de muestreo en poblaciones de tamano finito.

Los cruzamientos industriales estan dirigidos al
aprovechamiento del vigor hibrido. Hay dos tipos generales
de cruzamientos industriales. En los denominados
permanentes cada raza tiene una posicion fija en el cruce,
por ejemplo en el cruce de tres vias A X (B X C) la linea A
actla siempre como padre del producto final. En los
programas de cruzamientos c¢iclicos o rotacionales las
diferentes razas se usan secuencialmente de modo que todas
ellas tienen la misma funcién sin especializacion aparente.

En un sistema permanente de cruzamientos podemos
obtener beneficios incluso cuando los caracteres en los que
estamos interesados muestren una accién puramente
aditiva si podemos considerar separadamente 10s costos y
beneficios antes y después de que los individuos se
independicen de 1la madre. Si los genes que minimizan los
costos antes del destete (fertilidad de la madre, aptitud
materna) son diferentes de los que maximizan el
crecimiento tendria sentido seleccionar cada raza parental
para una caracteristica diferente. La linea que actia como
macho podria seleccionarse para crecimiento y la linea que
actua como hembra para fertilidad y aptitud materna. MOAV
(1966) ha introducido el término de «heterosis comercial»
para denominar a esta ventaja de los cruces que no depende
de la existencia de dominancia. Es también, por supuesto,
posible utilizar en el cruce final madres que a su vez son
cruces de otras dos razas de forma que Unicamente se trate
de aprovechar el vigor hibrido en caracteristicas maternas
¥ que se cruzan con una linea macho especializada en
crecimiento.

Decidir las razas parentales que van a entrar a formar
parte de un programa de cruzamientos es una cuestién
importante. En principio se esperara mayor vigor hibrido si
las razas implicadas no se han separado de una poblacion
ancestral muy recientemente desde el punto de vista
histérico. Y, por otra parte, existe en general una amplia
evidencia en muchas especies de que gran parte de la
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variacion entre cruces es de naturaleza aditiva y que por
tanto el comportamiento productivo de las razas parentales
es una guia suficientemente precisa de su comportamiento
futuro en el cruce. Por ello algunas razas pueden
descartarse antes de intentar cruzarlas en funcién de su
media fenotipica, especialmente si tenemos en cuenta los
costos que se incurren al mantener poblaciones parentales
fenotipicamente inferiores para producir cruces superiores.

1.6.3. Formacion de nuevas razas

La tercera forma de utilizar las diferencias genéticas entre
razas es la formacion de razas sintéticas. En general ésta no
es una practica muy extendida (LOPEZ-FANJUL, 1974 ) debido
a la mayor variabilidad de la raza sintética que contribuye a,
la aparicion de un mayor porcentaje de animales de baja,
productividad. Sin embargo este aumento de variabilidad
podria proporcionar una mayor respuesta a la seleccién en
las siguientes generaciones. La prediccion de esta respuesta
podria hacerse comparando la heredabilidad de la poblacién
sintética con la de sus razas parentales, aunque en la
practica es muy dificil estimar las diferencias entre estas
heredabilidades, a no ser que las dos razas presenten una
relacion inversa en muchos de los loci importantes que
controlan la productividad, esto es que una raza tenga a
frecuencias altas muchos alelos que en la otra estan a
frecuencias bajas y viceversa.

Otra desventaja de una raza sintética frente a un cruce es
la pérdida de la mitad de la heterosis respecto a la F,,
aunque para aquellos caracteres que muestran escasa
heterosis la creacioén de nuevas razas podria ser una
alternativa mejor a los esquemas de cruzamientos sobre
todo si la simplicidad del programa de mejora fuera
esencial. Por ultimo, puede ser tentador tratar de combinar
cualidades de dos razas en una nueva como por ejemplo una
raza tropical que proporcione la resistencia al calor y una
raza de clima templado que proporcione los genes para
productividad. Las nuevas razas desarrolladas a partir de
cruces entre razas europeas de vacuno (Bos taurus) y razas
exoOticas (Bos indicus) han tenido éxito en condiciones
tropicales.

1.7. Interaccion genotipo-medio

La interaccion genotipo-medio puede plantear problemas
importantes en mejora genética si las poblaciones mas
productivas en un ambiente no lo son en otro y viceversa.
En el término ambiente pueden incluirse el régimen
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alimenticio, las condiciones climaticas, el manejo e incluso
las preferencias del mercado.

Es importante distinguir entre interacciéon cualitativa y
cuantitativa. En la primera no solo existe interaccion en su
significado estadistico sino que el orden de clasificacion
entre razas (o estirpes) de mejor a peor se altera
sustancialmente en distintos ambientes. Es este tipo de
interaccion la que puede tener mayores repercusiones
econoémicas, puesto que requeriria el mantener programas
independientes para cada ambiente.

Si unicamente estamos interesados en unas pocas razasy
unos pocos ambientes especificos utilizaremos en la
evaluacién un diseno de anilisis de varianza de efectos fijos.
Si existe un gran numero de ambientes posibles y nos
interesa una estirpe o raza que maximize el beneficio
cuando se utiliza en todos los ambientes utilizaremos un
modelo mixto de analisis de varianza (razas como efectos
fijos y ambientes como aleatorios) y la magnitud de la
interaccion puede estimarse comor = Vg / (Vg + Vgxg)
donde Vg es la varianza entre poblaciones y Vg«g €l
componente de varianza debido a la interaccion.

&. Aspectos aplicados

R.1. Diferencias entre poblaciones

Aungque varios autores (WILKINS, 1981; KINGHORN, 1983) han
hecho énfasis en la necesidad de evaluar diferentes estirpes
para caracteres de importancia comercial, hay muy pocos
estudios publicados.

Diferencias entre estirpes para resistencia a
enfermedades se han documentado en el salmon atlantico
(Salmo salar) (GJEDREM y AUSLSTAD, 1974 ) y en carpa
comun (Cyprinus carpio) (HINES et al., 1974). En Noruega
se han evaluado muchas estirpes de salmoén atlantico y se
han senalado la existencia de diferencias en 37 de ellas para
el crecimiento en el mar hasta los dos anos (GUNNES y
GJEDREM, 1978) y para longitud y peso tras la fase de cria en
agua dulce en 3R estirpes (REFSTIE y STEINE, 1978).

En la trucha arco iris (S. gairdneri) las diferencias entre
poblaciones han sido estudiadas por GALL (1975) para
caracteres reproductivos (tamano, volumen del huevo y
numero de éstos puestos en total y por cada 100 gr. de peso
corporal). CHEVASSUS (1976) estimo en 20 % el coeficiente de
variacién entre estirpes para el caracter peso de alevines.
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AYLES y BAKER (1983) estudiaron ocho estirpes de distintas
procedencias: dos eran poblaciones silvestres de diferentes
lagos canadienses, cuatro procedian de piscifactorias
norteamericanas y dos de piscifactorias europeas. Se
detectaron grandes diferencias significativas para peso a la
edad comercial y supervivencia (%) aungue €l hecho de que
no todas las comparaciones se hicieran en 10s mismos anos
y lagos dificulta la interpretacién estadistica de los
resultados. Mas recientemente el crecimiento, fertilidad y
calidad de la canal de 17 poblaciones europeas de
piscifactoria se compararon en una estacion experimental
(MORKRAMER et al., 1985). La viabilidad varié entre 41 % y
91 %. Para un peso de 230 g. 1a diferencia entre la mejor y la
peor de las poblaciones fue de 86 g. Las diferencias para
caracteristicas de la canal (peso de cabeza y aletas,
contenido en grasa y proteina) fueron mas pequenas
aungue también significativas. Lamentablemente aunque el
nuamero de animales evaluados fue elevado (cerca de 20.000)
el naumero medio de familias por poblacion fue 7,7 por 1o que
no pueden considerarse representativas de las estirpes en
cuestion.

En crustaceos se han encontrado diferencias entre
poblaciones en la tolerancia a la salinidad en camarones de
las especies Macrobrachium carcinus (CHOUDHURY, 1971) y
M. Rosenbergii (SARVER et al., 1979). También se ha descrito
variacion geografica intraespecifica para las dimensiones
relativas de cabeza, cola y pinzas en camarones, langostas,
cangrejos, anfipodos e isépodos (MALECHA, 1983).

En definitiva parecen existir diferencias considerables
entre estirpes que es necesario tener en cuenta tanto a la
hora de escoger las poblaciones a mejorar como a la de
elegir el plan de mejora. En particular seria de interés
evaluar las distintas poblaciones comerciales de aquellas
especies en las que el manejo esté técnicamente mas
avanzado, por egjemplo trucha arco iris, en las que la
sustitucion de unas por otras es relativamente facil.

2.2. Efectos de la consanguinidad

El trabajo pionero en la deteccidén de depresion
consanguinea en organismos acuaticos fue el de MOAV Yy
WOHLFART (1963) quienes encontraron una reduccion del
15 % en la tasa relativa de crecimiento en tres progenies de
apareamientos hermano X hermana, a pesar de que se
practico seleccion para individuos de mayor peso a la hora
de elegir los padres de las progenies consanguineas.

Recientemente se han publicado varios trabajos en los que
el efecto de la consanguinidad sobre caracteres productivos

167



y reproductivos de trucha arco iris ha tratado de
cuantificarse. KINCAID (1976a, b; 1983) detecto, tras una
generacion de apareamientos hermano X hermana,
depresion endogamica en caracteres relacionados con su
comportamiento productivo tanto en piscifactoria como en
test de campo. En la tabla 1 se presenta un resumen de los
resultados obtenidos en estos experimentos.

TABLA 1
Efecto de la consanguinidad en trucha arco iris (% depresion)

a) Kincaip (1976 a, b)

Caracter F=025 F=0375
% deformidades de la freza -376 - 1915
Supervivencia de la freza a 147 dias 56 149
Indice de conversion 146 297
Peso a los 147 dias 6,0 134
Peso a los 365 dias 3,2 33,5
Numero de peces de un ano 17,4 479
b) KIncAID (1983)

Caracter F=025 F= 050
Viabilidad de los huevos 17,2 -0,
Supervivencia de la freza a 84 dias 58 0,4
Indice de conversion -6,7 -5,0
Peso a los 147 dias 0,0 16,0
Peso a los 364 dias 25,0 41,7
Peso de los machos a los 2 anos 26,2 32,2
Peso de las hembras a los 2 anos 18,0 38,1
Peso de huevos 18,1 33,9

GJERDE et al. (1983) estudiaron tres grados de
consanguinidad (F = 0,25; 0,375 y 0,50) en trucha arco iris,
encontrando depresiones moderadas en varios caracteres
resumidas en la tabla &. En trucha comun (8. trutta ) COOPER
(1961) estimo6 una depresién consanguinea de 27,7 % en el
peso a los siete meses y 34,4 % a los 19 meses tras una
generacién de apareamientos hermano X hermana.

En moluscos se ha senalado que la progenie de
apareamientos entre hermanos en ostra americana

TABLA 2
Efecto de la consanguinidad en trucha arco iris (% depresion)

Caracter F=0R85 F=0375 F=050
Supervivencia de huevos 94 16,2 6,0
Supervivencia de alevines 2.8 8,4 5,0
Supervivencia de la freza 112 N4 25,6
Peso de alevines a 160 dias 98 2,5 —-4.0
Peso de adultos con 18 meses en el mar 11,3 199 30,5
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(Crassostrea virginica ) presenta una menor supervivencia
de las larvas hasta la metamorfosis y una mayor frecuencia
de anormalidades larvarias (STILES, 1981). En la ostra del
Pacifico (C. gigas), sin embargo, LANNAN ( 1980) nno encontro
depresién para la supervivencia larvaria en dos
generaciones de consanguinidad hermano X hermana. En
los experimentos recientes de MALLET y HALEY (1983) con
ostra americana se compararon dos grupos de descendencia
de hembras apareadas o con su hermano o con un macho
sin relacion de parentesco con ellas. Se encontrd una mejor
supervivencia larvaria en las familias consanguineas junto
con una ausencia de depresion para la supervivencia desde
la fase juvenil a la fase adulto y para el tamano de la concha.
En el tamano a la madurez sexual la depresion observada,
fue del 6 al 10 %. Sin embargo €l tipo de disefio empleado
induce una correlacion entre las medias fenotipicas en
presencia o ausencia de consanguinidad que dificulta la
interpretacion del analisis estadistico de los datos.

En organismos acuaticos es posible inducir rapida
consanguinidad mediante ginogénesis o autofecundacion.
En el primer proceso el desarrollo de los huevos puede
inducirse con esperma inactivado por radiacion. Este
estimulo inicia el desarrollo de los huevos en los que, tras
un tratamiento con temperatura baja, se restaura el niumero
diploide de cromosomas. Esta técnica esta bien desarrollada
en carpas pero no se ha utilizado para evaluar depresiones
consanguineas. La autofecundacion es posible en aquellos
organismos que son hermafroditas secuenciales o
alternantes como las ostras, aunque requiere la
conservacion del esperma en frio hasta que ocurra el
cambio de sexo, lo cual puede acelerarse por tratamientos
quimicos.

En general puede decirse que la consanguinidad inducida
deliberadamente produce depresién consanguinea tanto en
caracteres relacionados con eficacia bioldgica como en
caracteres de crecimiento. La utilidad de este tipo de
experimentos no es el de ser instrumentos de mejora
genética sino el de tratar de evaluar la importancia de los
componentes dominantes de la varianza para caracteres de
interés productivo.

El problema fundamental de 1os organismos acuaticos en
relacidén con la consanguinidad es que la alta fecundidad de
estos organismos permite utilizar como reproductores muy
pocos individuos 1o que tiene como consecuencia censos
efectivos muy pequenos con la pérdida de variabilidad
geneética y posible depresién consanguinea que esto supone.
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2.3. Cruzamientos

2.3.1. Cruces interespecificos

En organismos acuaticos es técnicamente posible obtener
cruzamientos entre especies que estén bastante alejadas
filogenéticamente y que incluso difieran en su numero
cromosomico.

Aunque hibridos interespecificos se han desarrollado en
Tilapia, carpas y pez gato, en muy pocos casos se han
evaluado estos hibridos para caracteres de interés
comercial. Una excepcién son los resultados de REFSTIE y
GJEDREM (1975) y REFSTIE (1983) que se presentan en la
tabla 3 referentes a la evaluacion de cuatro especies de
salmoénidos y de sus cruzamientos para dos caracteres:
peso a los once meses (g.) y peso comercial a 1os cuatro
anos (kg.).

TABLA 3
Peso de cuatro especies de salmonidos y de sus cruces

a)Alos 11 meses (g.)

Hembras
CH TN ™™ SA
CH 552 58,2 — 96,5
TN 73,3 418 — N4
Machos
T™™ 583 24,9 31,8 6,1
SA 70,7 73 8,8 30,0
b) A los 4 anos (kg.)
Hembras
CH TN ™ SA
CH 127 1,53 — 3,94
TN 2,07 1,93 — 2,26
Machos

™ 1,50 1,27 1,34 —
SA 2,38 — — 4,17

CH = Trucha alpina. TC = Trucha comun. TM = Trucha marina.
SA = Salmon.

Los resultados son bastante erraticos ya que si bien
aparecen algunos valores indicativos de vigor hibrido a los
once meses (CH X TN y CH X SA) no ocurre lo mismo a los
cuatro anos en los que la especie SA es la mejor, seguida
muy de cerca por el hibrido CH X SA. Existen asimismo
cruzamientos con una media muy baja (TM X SA y
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TN X SA) que indican probablemente una ruptura en el
cruce de la coadaptacion genética.

Otros estudios indican una cierta heterosis en caracteres
como resistencia a la septicemia en el hibrido entre el
salmon Oncorhynchus kisutch y la trucha arco iris de los
que sélo el primero es resistente (ORD et al.,, 1976)y
tolerancia al calor en el hibrido entre trucha de fontana
(Salvelinus fontinalis) y trucha de lago (S. namaycush )
(THSSEN, 1973).

Un aspecto importante a la hora de plantear
cruzamientos interespecificos son los problemas
comerciales. PURDOM (1976 ) ha desarrollado hibridos faciles
de criar platija X lenguado y rodaballo X remol pero que no
son aceptables en el mercado por su aspecto.

Por todo ello hoy por hoy parece mas aconsejable tratar
de explotar las posibilidades de mejora via seleccion
intrapoblacional y cruzamientos intraespecificos antes que
la produccion de hibridos interespecificos mas o menos
exoticos.

2.3.2. Cruces entre estirpes

WOHLFARTH et al. (1975) senalaron la existencia de
heterosis en cruces de estirpes de carpas comunes como se
indica en la tabla 4, aunque la estirpe D se comporta igual
que el mejor cruce. La estirpe B es de origen chino mientras
que las otras tres son de origen europeo: una yugoeslava
(N) y dos israelitas (Gy D).

TABLA 4
Peso en gramos de cuatro estirpes de carpas y sus cruces

Hembras
B N G D
B 349 518 486 529
N — 476 600 597
Machos
G — — 474 548
D — — — 595

B = Big belly. N = Nasice. G = Gold. D = Dor-70.

En cruces entre dos estirpes de trucha arco iris, GALL
(1978) encontro vigor hibrido para peso a los dos anos
(+ 19 %) y namero de huevos puestos. Mas recientemente,
AYLES y BAKER (1983) en la misma especie han evaluado la
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productividad de hibridos entre seis estirpes de las cuales
cuatro procedian de piscifactorias de EE.UU. y Noruega y dos
eran estirpes silvestres capturadas en lagos canadienses. Se
encontré vigor hibrido para peso comercial en 21 de 24
comparaciones, siendo en seis de ellas el hibrido superior a,
la mejor estirpe parental. También en trucha arco iris
LENDER et al. (1983) obtuvieron cruces reciprocos entre dos
estirpes (Danish y Kamploops) usando tres machos y seis
hembras en cada combinacion. Los cruces fueron inferiores
a las estirpes puras para peso a los dos anos de edad e
intermedios para peso a los tres veranos aunque las
diferencias en ninguan caso fueron significativas. Tampoco
se detectd diferencias para caracteristicas de la canal como
contenido en agua o peso de la proteina. S6lo aparecio una
cierta heterosis, no significativa, para contenido en lipidos.
En cruces de trucha normal EDWARDS y GJEDREM (1979)
encontraron que la supervivencia de alevines en agua acida
(pH = 8,2) fue el doble que la de las estirpes parentales.

En salmén atlantico GJERDE y REFSTIE (1984) han
evaluado en un cruzamiento dialélico, cinco estirpes
procedentes todas ellas de Noruega. La heterosis para la
supervivencia de huevos y alevines fue baja y no
significativamente distinta de cero por lo que los autores
concluyen que un programa de cruzamientos en 1os que soélo
intervinieran estirpes noruegas tendria poco interés
econoémico.

En conjunto y aunque los datos experimentales son
€scasos parece que la produccion de hibridos especialmente
entre estirpes de distinto origen geografico es una
alternativa atractiva que debe considerarse en un programa
de mejora geneética de organismos acuaticos. Programas de
cruzamientos en carpas con fines comerciales, se llevan
actualmente a cabo en Israel y en Hungria.

R2.4. Interaccion genotipo-medio

Los estudios mas completos e importantes sobre interaccion
genotipo-medio son los realizados por MOAV y su equipo en
carpas (MOAV, 1963; MOAV y WOHLFART, 1973; WOHLFART et
al. 1975). En el trabajo publicado mas recientemente
(WOHLFARTH et al., 1983) la tasa de crecimiento de tres
cruces de carpa europea X europea, europea X chinay
china X china fue evaluado en estanques comunales en los
que muestras de cada uno de los cruces se mantienen juntas
en el mismo estanque. Se consideran cinco ambientes cuya
calidad puede cuantificarse de acuerdo a dos factores:
densidad de peces por unidad de area y cantidad de
nutrientes anadida. En la tabla 5 se presentan los resultados
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TABLA 5

Tasa de crecimiento diaria de diferentes cruzamientos de carpas
en distintos ambientes

Ambiente*
1 P 3 4 5
E XE 1,69 3,48 3,85 5,60 8,43
E XCh 2,30 3,85 425 5,62 7,70
Ch X Ch 2,15 2,54 3,18 3,75 4,98

* El namero que identifica un ambiente es mayor a medida que éste se acerque al
optimo

de la tasa de crecimiento diaria (g. por dia) en los cinco
ambientes. Las tasas relativas de crecimiento son
claramente funcion del ambiente y aumentan al mejorar la
calidad de éste. En el ambiente 6ptimo la raza europea
mostro el mejor crecimiento. En los ambientes intermedios
el cruce europea X china supero a ambas estirpes
parentales. En el ambiente mas pobre el cruce fue similar al
de la raza china y claramente superior al de la europea. Es
interesante que existe también un cambio en las relaciones
de dominancia. En ambiente pobre (1) la raza china es la,
dominante mientras que en el ambiente rico (5) lo es la
europea. Interacciones genotipo X ambiente se han descrito
también tanto en pez gato en el que las estirpes de mas
rapido crecimiento en verano crecen mas lentamente en
primavera (PERRY y AVAULT, 1972) como en trucha arco iris
en la que MCKAY et al. (1983) han puesto de manifiesto 1a
existencia de interaccion genotipo X temperatura.

Un tipo de interaccion que ocurre en algunas especies de
peces como las carpas es la competicion intergenotipica,
que en este respecto hacen mas similares estos organismos
a las plantas. La distribucién tipica de pesos corporales en
una poblacion de hermanos criados en estanques en
condiciones de alta densidad muestra una fuerte asimetria
positiva, que desaparece si cada pez se cria aisladamente en
un recipiente. Los peces de mayor tamano situados en la
cola derecha de la distribucion se denominan «jumpers» y,
si se retiran del estanque, otros individuos mas pequenos
crecen hasta ocupar su lugar. En opinién de estos autores
este fenomeno puede deberse a una magnificacion, a través
de la competicion, de pequerias diferencias
microambientales o genéticas, o bien por la existencia de
diferencias genéticas en agresividad, independientes de la
capacidad de crecimiento. En este caso la seleccion artificial
a favor de los individuos de mayor tamano no se reflegjaria
en un aumento de la produccion sino en un incremento de
la agresividad.
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Un tema importante en relacion con la problematica de
interaccion genotipo X ambiente surge al tratar de
comparar poblaciones o estirpes. Si la comparacion se hace
utilizando tanques individuales para cada estirpe el efecto
«tanque» se confunde con las diferencias genéticas entre
estirpes. Si la comparacion se hace en tanques comunales
en los que las distintas estirpes permanecen juntas hay que
asegurarse de que no exista interaccion
genotipo X ambiente que haga que la mejor estirpe en cria
mixta no lo sea cuando se cultivan aisladas, asi como de que
una posible diferencia minima en el peso a la entrada en
control entre las distintas estirpes no sea la responsable de
las diferencias finales en productividad debido al fenémeno
de magnificacion ya descrito.
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Durante las dos ultimas décadas las técnicas de
electroforesis han puesto de manifiesto que la mayor parte
de las especies animales y vegetales presentan una gran
variabilidad genética a nivel de enzimas y proteinas en
general (POWELL, 1975; NEVO, 1978; AYALA, 1983). La,
interpretacion del significado evolutivo de esta variabilidad
esta sometida a una gran controversia entre los que
postulan que esta variabilidad contribuye decisivamente a la
adaptacion de los organismos y aquellos que, por el
contrario, piensan que las variantes proteicas son
adaptativamente equivalentes, es decir neutras (LEWONTIN,
1974; KIMURA, 1983). Esta polémica lleva ya dos décadas de
existencia y todo parece indicar que aun se esta lgjos de
poder dar una solucidén satisfactoria al problema.

Los genes que codifican a las enzimas y a las proteinas en
general se denominan habitualmente loci alozimicos o loci
proteicos. BEstos genes, al margen de su controvertido
significado evolutivo, poseen hoy en dia una gran utilidad
practica como marcadores genéticos. Desde esta
perspectiva, 10s loci proteicos se pueden utilizar como
marcadores de individuos, poblaciones y especies, y esto
ofrece grandes posibilidades en relacioén a un gran numero
de problemas de biologia aplicada. Asi, 1os marcadores
electroforéticos pueden tener un gran valor en sistematica
para establecer taxonomias bioquimicas y para detectar e
identificar especies gemelas e hibridos interspecificos
(AVISE, 1974; FERGUSON, 1980). Los marcadores
electroforéticos son también herramientas fundamentales
para el estudio de la estructura genética de las poblaciones y
asi son de uso habitual en la cuantificacion de la
variabilidad genética intrapoblacional y la diferenciacion
geneética entre poblaciones. Por otro lado, el estudio de la
relacion entre la variabilidad proteica y la variabilidad en
caracteres cuantitativos posee una relevancia especial pues
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gran parte de los caracteres de interés comercial de los
seres vivos son precisamente rasgos de tipo cuantitativo. En
algunos casos se ha observado que la diferenciacion
genética entre poblaciones para diversos rasgos
cuantitativos no lleva pareja una diferenciacion en loci
alozimicos (GILES, 1984; PRICE et al.,, 1984 ). Otros estudios
revelan, sin embargo, la existencia de una correlacion entre
la heterocigosis para loci proteicos y algunos caracteres
cuantitativos, como la velocidad de desarrollo y la viabilidad,
en los individuos de una poblacién (MITTON y GRANT, 1984;
ZOUROS y FoLTZ, 1987).

1. Identificacion de especies

Los analisis electroforéticos con una perspectiva
sistematica son hoy practica habitual y constituyen la base
de un campo de la biologia evolutiva que se denomina
sistematica bioquimica (AVISE, 1974; FERGUSON, 1980; BUTH,
1984). Dentro de este campo la identificacion bioquimica de
especies que son dificiles de distinguir morfologicamente
posee un interés especial desde el punto de vista de la
biologia aplicada. Las especies gemelas o especies cripticas
no se pueden distinguir, o 1o son muy dificilmente, en base a
criterios morfolégicos pero, en muchas ocasiones,
presentan diferencias fisiologicas apreciables que pueden
tener interés desde el punto de vista comercial. Si dos
especies gemelas presentan diferencias en algun locus
alozimico este se convierte en un locus diagnostico. Cuando
dos especies no poseen en un determinado locus ningun
alelo en comun se habla de un locus diagnostico completo;
por ejemplo, cuando una especie presenta un unico aleloy
la otra especie presenta otro alelo diferente. En estos casos
el locus proteico se convierte en un marcador genetico de
esa unidad bioldgica que es la especie.

La trucha (Salmo trutta) es una especie de gran interes
comercial en la que se han realizado numerosos estudios de
genética. En un analisis electroforético de las poblaciones de
truchas de Escandinavia, ALLENDORF et al. (1976)
encontraron que uno de los loci que codifica a la lactato
deshidrogenasa (Ldh-1) presenta en la poblacion de truchas
del Lago Bunnersjdarna, situado en Suecia, un fuerte efecto
Wahlund (véase el Capitulo 3). La mayor parte de las
poblaciones de trucha de Escandinavia son monomorficas
para el alelo Ldh-11°°, pero en algunas poblaciones se
observa también el alelo Ldh-1%%° y en estas poblaciones los
genotipos para este locus aparecen de acuerdo con las
proporciones Hardy-Weinberg. En la poblacion de truchas
del Lago Bunnersjoarna los dos alelos del locus Ldh-1 estan
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presentes a frecuencias similares pero, sorprendentemente,
todos los individuos son homocigotos Ldh-1°°/I,dh-11%° o
Ldh-1%*9/Ladh-1%%° y no se encuentra ningan individuo
heterocigoto Ldh-1'°%/Ldh-1%4°. La existencia de este fuerte
efecto Wahlund puso de manifiesto la presencia en este lago
de dos poblaciones simpatricas de truchas completamente
aisladas desde el gunto de vista reproductivo. Los individuos
Ldh-1'°°/Ldh-1'°®y Ldh-1%%%/Ldh-1?4° del lago Bunnersjdarna
presentan una notable diferencia en su tasa de crecimiento
(fig. 1) y pequenas diferencias en algunos caracteres
morfométricos relacionados con la nutricion (ALLENDORF et
al, 1976; RYMAN et al., 1979; RYMAN y STAHL, 1981). El locus
Ldh-1 se comporta por lo tanto como un locus diagnostico
que ha permitido conocer la particular estructura
poblacional de las truchas del lago Bunnersjdarna. El
conocimiento de la diversidad biolégica dentro de una
especie es de una gran importancia desde una perspectiva
de explotacion como han senalado diversos autores
(HEDGECOCK et al., 1976; ALLENDORF y UTTER, 1979). Resulta
evidente que una comunidad de truchas como las del Lago
Bunnersjéarna no puede ser explotada racionalmente sin el
conocimiento de la subdivisién poblacional, especialmente
porque las dos poblaciones de truchas se comportan como
dos unidades reproductivas independientes y con tasas de
desarrollo muy diferentes. La explotacion tradicional a base
( ]
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Fig. 1. Distribucién de pesos de truchas de 5 afios en una muestra de 130
individuos del Lago Bunnersjdarna (Suecia). Los individuos estan
clasificados de acuerdo con su genotipo para el locus Ldh-1 (Segun
Rymaw et al,, 1979, y RYMAN y STALHL, 1981).

181



de la captura de los peces mas grandes puede perjudicar
notablemente a la poblacion de crecimiento rapido. La
conservacion de esta diversidad bioclogica so6lo puede ser
posible desde el conocimiento de la estructura geneética y
esta se reveld gracias a un marcador electroforetico.

El mejillon es un molusco marino cuyo cultivo ha
alcanzado en Europa un importante grado de desarrollo. En
las costas europeas existen dos tipos diferentes de
mejillones: Mytilus edulis y Mytilus galloprovincialis. En la
actualidad las relaciones sistematicas y evolutivas que
existen entre estas dos formas de mejillones permanecen,
en muchos aspectos, inciertas e incluso sus distribuciones
geograficas a lo largo de las costas europeas no estan
perfectamente delimitadas (SANJUAN et al., 1987). Hasta

‘fecha relativamente reciente se consideraba que la costa
atlantica europea estaba habitada exclusivamente por M.
edulis y que M. galloprovincialis estaba circunsecrito al
litoral mediterraneo. HEPPER (1957) y LEWIS y SEED (1969)
lograron establecer los principales caracteres morfologicos
que diferencian a estos dos tipos de mejillones (fig. ) y el
estudio de estos caracteres permitio poner de manifiesto la
presencia de M. galloprovincialis en una amplia zona del
Suroeste de Inglaterra coexistiendo simpatricamente con M.
edulis. Estudios posteriores demostraron que M. ,
galloprovincialis esta presente también en amplias zonas de
las costas de Irlanda y del litoral atlantico de Francia en
donde también coexiste con M. edulis (SEED, 1972, 1974).

Los estudios realizados con M. edulis y M. galloprovincialis
procedentes de una misma zona (Rock, Suroeste de
Inglaterra) revelan la existencia de grandes diferencias en
caracteres fisiologicos entre estos dos tipos de mejillones
(SEED, 1971, 1978). En relacion al ciclo reproductor anual M.
edulis comienza, el desove en los meses de marzo-abril y este
dura hasta el mes de julio; M. galloprovincialis, por el
contrario, no empieza a desovar en Rock hasta el mes de
agosto cuando las temperaturas de las aguas son maximas.
Los mejillones de Rock también presentan grandes
diferencias en relacion a su grado de infeccion por el
parasito Pinnotheres pisum. M. edulis presenta un grado
medio de infeccion del orden del 30 % muy superior al
encontrado en la forma galloprovincialis en donde sélo del
orden del 1 % de los individuos estan infectados. Por otro
lado, los experimentos realizados en laboratorio ponen de
manifiesto que M. edulis posee una tasa de crecimiento
cuatro veces superior a la de M. galloprovinecialis. Todos
estos resultados revelan que estos dos tipos de mejillones
presentan unas considerables diferencias fisiolégicas y esto
llevo a SEED (1971) a sugerir que se trata de dos auténticas
especies diferentes.
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El estudio de los dos tipos de mejillones en base a criterios
exclusivamente morfologicos posee varias limitaciones. En
primer lugar, el analisis morfologico no permite evaluar o
cuantificar las diferencias genéticas entre ambos mejillones.
Por otro lado, las dos formas son muy parecidas
morfologicamente y puesto que los caracteres morfologicos
suelen estar muy afectados por el ambiente, la identificacion
de las dos formas puede resultar, en muchas ocasiones,
extremadamente dificil. De hecho, en las costas muy
expuestas donde se suele dar una alta densidad de poblacion,
la identificacion de los dos tipos de Mytilus en base a sus
caracteristicas externas es practicamente imposible (SEED,
1978).

El analisis de las dos formas de mejillones mediante las
técnicas electroforéticas realizado por AHMAD y BEARDMORE
(1976) y SKIBINSKI et al. (1978) ha puesto de manifiesto que
existen diferencias importantes en 1os loci que determinan
a las enzimas aminopeptidasa (Ap), leucil aminopeptidasa
(Lap-1), fosfoglucosa isomerasa (Pgi) y esterasa D (Est-D).
En especial los loci Est-D, Lap-1 y Pgi se comportan como
loci parcialmente diagnostico de gran utilidad para la
identificacion de cada forma de mejillén (tabla 1). Las clases
alélicas que denominamos «e» y «g» agrupan a varios
electromorfos caracteristicos de la forma edulis y la forma
galloprovincialis, respectivamente. Las clases alélicas
Est-D° y Lap-1° estan a frecuencias del orden del 90 % en
M. edulis y nunca llegan a superar la frecuencia del 12 % en
M. galloprovincialis. Se trata pues de dos «alelos»
caracteristicos de la forma edulis. Los alelos compuestos
Est-D& y Lap-18 son por el contrario caracteristicos de M.
galloprovincialis en donde presentan una frecuencia del
90 % y nunca llegan a alcanzar tan siquiera la frecuencia
del 10 % en M. edulis. Aunque ninguno de estos tres genes se
comporta como un locus diagnostico completo combinando
la informacién de los tres loci conjuntamente se puede
alcanzar una capacidad de diagnosis practicamente total. El
estudio de estos marcadores genéticos permitié confirmar la
presencia de la forma M. galloprovincialis en las costas de
Ingla.;,erra (AHMAD y BEARDMORE, 1976; SKIBINSKI et al.,
1983).

Los loci diagnoéstico sirven también para detectar los
hibridos entre razas y especies, y las areas de hibridacion.
Cuando dos poblaciones genéticamente diferenciadas, como
es el caso de dos especies, habitan en una determinada zona,
una muestra de individuos de esa area presentara un efecto
Wahlund y se observara un defecto de heterocigotos en
aquellos genes que presenten diferentes frecuencias alélicas
en las dos poblaciones (véase el Capitulo 2). Si p y q son las
frecuencias de los alelos A, y Ay, respectivamente, del locus

184



A, la frecuencia observada de heterocigotos sera Rpq-_Vy,
donde p y q son las medias de las frecuencias génicas de las
dos poblaciones y V,, la varianza. Si las dos poblaciones o
especies estan hibridando es facil demostrar que los
individuos hibridos presentaran un exceso de heterocigotos
de la. misma magnitud que el efecto Wahlund
correspondiente a las dos poblaciones parentales. De esta,
forma la frecuencia de heterocigotos A; A, en los hibridos
serd &pq + {&Vy,. Puesto que V,, es igual a un cuarto del
cuadrado de la diferencia entre las frecuencias génicas de
las poblaciones, la frecuencia de heterocigotos A, A, en los
hibridos sera 2pq + (1/2) (p; — pz2)?. En el caso particular de
un locus diagnoéstico completoen el que p, =1y ps =0, 0
viceversa, la frecuencia de heterocigotos A; A, en los
hibridos sera 1, es decir el 100 %, como corresponde a la
prediccion mendeliana para un cruce entre homocigotos.
Basandose en estos principios basicos y utilizando los loci
diagnostico Pgi, Lap-1 y Est-D, SKIBINSKI et al. (1978, 1983)
demostraron que M. edulisy M. galloprovincialis dan lugar,
de forma natural, a hibridos en las areas geograficas en que
estas dos formas de mejillones coexisten simpatricamente.
La presencia de estos hibridos en la poblacion de Croyde
(Inglaterra) se pone de manifiesto al observar las
frecuencias de heterocigotos para Est-D, Lap-1, y los dos loci
considerados conjuntamente, en mejillones clasificados en
varias clases de acuerdo con un indice basade en un gran
numero de caracteres morfolégicos (tabla ). Este indice
morfologico da un valor de O para los M. edulis tipicos y de
12 para los tipicos M. galloprovincialis, correspondiendo las
otras clases a intermedios morfologicos. La frecuencia de
heterocigotos para los loci diagndstico se incrementa
notablemente en las clases morfologicamente intermedias
hasta aproximarse bastante al valor esperado para los
hibridos en base a las frecuencias alélicas de los loci
diagnostico (tabla 2). Si no se alcanza completamente el
valor esperado es debido a la gran variaciéon fenotipica que
hace que muchos individuos edulis y galloprevincialis
posean valores morfolégicos intermedios. Estos resultados y
otros ponen de manifiesto que una cierta proporcion de
individuos morfologicamente intermedios de la poblacion de
Croyde son probablemente hibridos entre M. edulis y M.
8alloprovincialis. Esta impresion se ve apoyada por los
experimentos de hibridacion artificial realizados por SEED
(1971) y LUBET et al. (1984) en los cuales se pudieron
obtener individuos hibridos cruzando los dos tipos de
mejillones.

La demostracion de la formacién de hibrides entre M.
edulisy M. galloprovincialis ha avivado la polémica sobre el
estado evolutivo y sistematico de estos dos tipos de
mejillones. En la actualidad se discute si se trata realmente
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de dos especies biologicas completas o si por el contrario se
trata mas bien de dos subespecies o incluso razas (SEED,
1978; GOsLING, 1984). La distancia genética (D) entre M.
edulis y M. galloprovincialis estimada a partir de 16 loci
alozimicos es de 0,167 + 0,118 y la identidad genética (I) es
de 0,842 (SKIBINSKI et al., 1980). Estos valores se encuentran
dentro del rango tipico correspondiente a la, comparacion
entre diferentes subespecies. No obstante, conviene tener
presente que los valores de D e I entre especies suelen
presentar una gran variacion por 1o que no se puede
afirmar categoéricamente que estas dos formas de mejillones
pertenezcan necesariamente a la categoria de subespecies.
El estudio de DNA mitocondrial (mtDNA) de estos dos tipos
de mejillones realizado recientemente por SKIBINSKI ( 1985)
mediante enzimas de restriccion revela diferencias
geneticas sustanciales entre las dos formas aunque estas
diferencias son cuantitativamente pequenas como para
corresponder al rango de especie.

<. BEstructura genética de poblaciones

El conocimiento de la estructura genética de las poblaciones
es uno de los factores a tener en cuenta de cara a la
utilizacion racional de los recursos bioldgicos. Uno de los
aspectos mas significativos de la estructura genética de un
organismo es la variabilidad genética y su distribucion
dentro de la especie considerada. Las principales fuentes de
diversidad genética de una especie son, en ultima instancia,
la variabilidad genética dentro de sus poblaciones y la
variabilidad genética interpoblacional. El conocimiento de la
diversidad genética es importante para establecer una
estrategia adecuada para la conservacién y la utilizacion de
los recursos genéticos de la especie.

En los Gltimos anos, los marcadores electroforéticos se
han convertido en una poderosa herramienta para el
estudio de la estructura genética de las poblaciones. En este
contexto, las especies de salmoénidos se han estudiado
ampliamente mediante las técnicas de electroforesis.
Basandose en los datos de marcadores electroforéticos,
RYMAN (1983) ha realizado un analisis de la diversidad
genetica en varias especies de salmoénidos. El analisis de la
diversidad genética se realiza siguiendo los principios
establecidos por NEI (1973, 1975) que consisten basicamente
en descomponer la diversidad genética total, medida en
términos de la heterocigosis esperada, en dos componentes
principales la variabilidad genética dentro de las
poblaciones y la variabilidad genética debida a las
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diferencias genéticas entre las poblaciones. Este ultimo
componente se puede descomponer a sSu vez en otros
componentes hasta completar un analisis jerarquico de toda
la estructura poblacional (diversidad genética entre areas
geograficas, diversidad debida a rios dentro de areas
geograficas, ete.). Los resultados obtenidos mediante este
analisis ponen de manifiesto que el patrén de distribucion
de la diversidad genética de los salmonidos varia bastante de
una especie a otra (tabla 3). De las especies analizadas la

TABLA 3

Distribucion de la diversidad genética relativa (en %) en varias
especies de salménidos basada en datos electroforéticos (S8egan
Rayman, 1983). Entre paréntesis se da el nimero de loci

monomorficos.
Diversidad
. genética relativa (%) Procedencia
Especie de las
Dentro de Entre N° N° poblaciones
poblaciones poblaciones loci  poblaciones
Salmo trutta
(Trucha comun) 63,3 36,7 35 (R6) 35 Suecia
Salmo salar
(Salmén del Norte de
Atlantico) 78,6 14 37 (30) 32 Europa
Salmo gairdneri
(Trucha América
arco iris) 85,0 15,0 16 (9) 38 del Norte
Oncorhynchus
nerka (Salmén
«sockeye») 942 5,8 26 (20) 13 Alaska

trucha comun (Salmo trutta) es la que presenta una mayor
diferenciacion entre poblaciones pues la variabilidad
interpoblacional representa el 36,7 % de la variabilidad
alozimica total. El salmén «sockeye» (Oncorhynchus nerka)
presenta por el contrario una divergencia interpoblacional
muy reducida (5,8 %). El salmén del Atlantico (Salmo salar)
y la trucha arco iris (Salmo gairdneri) presentan
distribuciones de diversidad intermedias entre las dos
especies anteriores. Llama la atencion la gran divergencia
genética observada en la trucha comun, especialmente si se
tiene en cuenta que las poblaciones analizadas proceden de
un area geografica (Suecia) que no es demasiado extensa en
relacion a la de las otras especies estudiadas.

Las posibilidades indudables que ofrecen los estudios
electroforéticos no deben hacer olvidar que las aplicaciones
de los marcadores alozimicos también poseen sus
limitaciones. La principal limitacion es que los estudios
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electroforéticos se refieren a un conjunto particular de
genes, los loci alozimicos, que constituyen s6lo una fraccion
del genoma.. Ademas, la relacion entre los loci alozimicos y
los caracteres del fenotipo de interés comercial, 1os cuales
suelen ser caracteres cuantitativos de naturaleza poligénica,
no se suele conocer habitualmente. Sin embargo, algunas de
estas dificultades se pueden obviar en determinadas
circunstancias como, por gjemplo, cuando el nivel de 1a,
variabilidad genética de una poblacion viene determinado
por factores poblacionales que actian por igual sobre todo
el genoma. Asi, cuando ocurre un efecto fundador o un
«cuello de botella» se produce una importante reduccion de
la variabilidad genética de la poblacion que afectara a todos
los loci del organismo. En una situacion de este tipo los loci
alozimicos se comportan como unos buenos indicadores del
nivel de variabilidad general de todo el genoma, sirviendo,
ademas, para poner de manifiesto al efecto fundador o al
efecto de «cuello de botella» producido.

Las poblaciones de organismos cultivados constituyen un
caso tipico en el que tanto los efectos fundadores como los
fenoémenos de «cuello de botella» suelen estar presentes en
mayor o menor medida. En estos casos la, deriva genética
producida por la reduccion del tamano eficaz de la poblacion
puede originar una erosion de la variabilidad genética y la
aparicion de fenémenos de consanguinidad. Estos
fendmenos genéticos poseen unos claros efectos deletéreos
que deben ser tomados en cuenta por el acuicultor. El
cultivo de la ostra plana (Ostrea edulis) se inicia
normalmente en el medio natural con individuos jévenes
(semilla) que se obtienen en un criadero («hatchery») a
partir de la puesta inducida de unos progenitores. Desde un
punto de vista genético resulta evidente que la fase de
produccion de semilla posee una relevancia especial. En la
tabla 4 se muestran los resultados de un analisis
electroforético que se realizd a dos poblaciones de ostras,
una natural y otra cultivada. La poblacién cultivada procede
de semilla obtenida en un criadero a partir de reproductores
procedentes de la poblacidon natural. Los niveles de
variabilidad se establecen en términos de la diversidad
geneética o heterocigosis esperada (he) y el numero de alelos
(n,), para los 5 loci polimérficos analizados. La poblacién de
criadero presenta una variabilidad genética ligeramente
inferior a la poblacion natural. El nimero medio de alelos
por locus es inferior en la poblacién de criadero debido a 1a
pérdida de un alelo del locus Mdh-1. En el banco natural de
ostras la heterocigosis media alcanza el valor de
23,04 + 8,70, mientras que en la poblacion de criadero la
heterocigosis media por locus es de 21,89 + 8,05y
18,20 * 8,74 en las muestras de individuos de 18 y 30 meses
de edad. Los loci Est-3 y Mdh-1 son los principales
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TABLA 4

Heterocigosis esperada (he) y nimero de alelos (na) para 8 loci
alozimicos polimorficos en una poblacion natural de ostra plana
(Ostirea edulis) y en una poblacion de criadero («hatchery»)
obtenida a partir de reproductores de la poblacion natural.
La poblacion de criadero se estudié cuando los individuos
tenian 18 y 30 meses de edad.

He Na
Locus
Poblacion Poblacion de Criadero Poblacion  Poblacion
natural 18 meses 30 meses natural criadero

Est-3 24,06 18,44 7,48 2 2
Idh-2 5,85 8,33 7,65 2 2
Mdh-1 29,11 25,81 17,79 3 2

Pgi 4,33 6,06 5,97 2 2
Pgm-2 51,85 50,79 52,13 4 4
Media 23,04 21,89 18,20 2.6 2.4

+ error +8,70 +8,05 +8,74 +04 +0,04

responsables del descenso de la heterocigosis observado. Las
ostras cultivadas presentan del orden de un 80 - 95 % de la
variabilidad de la poblacién natural 1o que supone una
reduccién de la heterocigosis del 5 - 20 %. Una reduccion de
la heterocigosis de esta magnitud corresponde a un tamano
eficaz de poblacién de aproximadamente 2 - 10 individuos.
Aunque la reduccién de variabilidad genética no es
demasiado grande conviene tener presente que el efecto
observado corresponde a una sola generacion de cultivo. Si
las ostras se cultivasen de generacién en generacion como
una linea cerrada los efectos de cada generacion se irian
acumulando y entonces la reduccion de variabilidad
geneética y el aumento de consanguinidad podrian llegar a
ser auténticamente importantes. Partiendo de una
poblacion con una heterocigosis del 23,04 % y supomendo
que el tamano eficaz es de 10 1nd1v1duos en cada generacion,
la heterocigosis de la poblacién cultivada se reduciria al

14 % al cabo de 10 generaciones y seria tan solo del 8 %
después de haber transcurrido 20 generaciones.

En el caso que nos ocupa las ostras cultivadas proceden de
semilla producida en el criadero a partir de 60 individuos
reproductores de la poblacion natural. De los 60
reproductores se obtuvieron 3 puestas larvarias que dieron
lugar a toda la semilla. Puesto que las hembras de esta
especie pueden dar lugar a un gran numero de
descendientes es probable que las tres puestas se originasen
de muy pocos reproductores; en el caso limite 3 parejas, es
decir 6 individuos, lo cual esta de acuerdo con los calculos
anteriores y explica la reduccién de variabilidad genética
observada. Estos resultados sirven para llamar la atencion
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sobre los meéetodos de cultivo utilizados habitualmente en
muchos criaderos y destacan la conveniencia de utilizar un
mayor numero de puestas larvarias a fin de conseguir que el
numero efectivo de individuos reproductores se mantenga
siempre dentro de los limites deseables.

Las poblaciones de ostra plana mas importantes de la
Peninsula Ibérica se encuentran en el litoral gallego
aungqgue, sin embargo, estas poblaciones son actualmente
bancos residuales constituidos por un nimero no muy
elevado de individuos. La sobreexplotacion y, en los tltimos
tiempos, la, presencia de parasitos son algunos de los
factores que han conducido a esta situacion. Resulta por 1o
tanto de interés conocer la estructura genética de estos
bancos de ostras puesto que en ellos se pueden haber
producido abundantes fenémenos de «cuello de botella». Con
este objeto SAAVEDRA et al. (1987) han analizado 3 bancos de
ostras de las Riag Altas de Galicia para una veintena de loci
alozimicos. En la tabla 5 se muestra la variabilidad genética

TABLA 5

Variabilidad genética para 10 loci alozimicos® en varias poblaciones
de ostra plana (Ostrea edulis) de diferente origen geografico. P es la
proporcion de loci polimérficos, H es la heterocigosis media por
locus y Na es el nimero medio de alelos por locus.

Poblacion P H Na
Ortigueira-1° 30 11,5 +£586 18+03
Ortigueira-2° 30 11,8 +56 1,7+03
Foz 40 115+54 18+03
Clarinbridge®
(Irlanda) 40 104 +53 1,7+0,3
Tralee®
(Irlanda) 30 112+56 16+02
Maine®
(EEUU.) 30 87 *+52 15+02

Est-3, Idh-1, Idh-R, Lap-2, Mdh-1, Mdh-2, Pgi, Pgm-2, To-1 y To-2.
Datos de SAAVEDRA et al., 1987.

Datos de WILKINS ¥ MATHERS, 1973,y MAGENNIS et al.,, 1983.
Datos de BUROKER, 1982.

[=TN oo )

observada en estos bancos, la cual se compara con la
encontrada en otras poblaciones de ostra plana de Irlanday
una poblacién situada en los Estados Unidos. Los valores de
variabilidad genética mostrados en la tabla 5 corresponden
a los 10 loci alozimicos para los que hay datos en todas las
poblaciones comparadas. A fin de efectuar comparaciones
validas es necesario estudiar los mismos loci en todas las
poblaciones pues el nivel de variabilidad genética varia
mucho de locus a locus (SIMON y ARCHIE, 1985). Las
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poblaciones denominadas Ortigueira-1 y Foz corresponden a
dos bancos naturales localizados en las Rias de Ortigueira y
Foz, y Ortigueira-2 es una poblacion cultivada en la Ria de
Ortigueira procedente de una captacion de semilla en el
medio natural. En estas tres poblaciones de ostras el nivel
observado de variabilidad es muy similar: el nimero medio
de individuos heterocigotos por locus oscila entre el 11 y el
12 % y el namero medio de alelos esta entre 1,7 y 1,8 alelos
por locus. Estos valores son completamente normales en
relacién a los que presentan muchas especies (NEVO, 1978;
AYALA, 1983) y son a su vez muy parecidos a los que
presentan los bancos de Irlanda (WILKINS y MATHERS, 1973;
MAGENNIS et al., 1983). La poblacién de ostra plana situada
en los Estados Unidos presenta sin embargo un grado de
variabilidad alozimica sensiblemente inferior (H =87y

n, = 1,5; BUROKER, 1982). El analisis de los marcadores
electroforéticos revela que los bancos de ostras del litoral
gallego no parecen estar deteriorados por efectos
fundadores o «cuellos de botella» y las caracteristicas
geneéticas que presentan son muy similares a las de los
bancos de ostras de Irlanda.

Los analisis electroforéticos realizados en diversas
especies de moluscos marinos ha revelado la existencia de
un fenémeno generalizado de déficit de heterocigotos. En
especies como la ostra americana, (Crassostrea virginica ),
la ostra europea, (Ostrea edulis), y el mejillon, (Mytilus
edulis ), se han encontrado un defecto de heterocigotos
Trespecto a las proporciones esperadas por apareamiento
aleatorio en numerosos loci alozimicos (ZOUROS y FOLTZ,
1984; GARTNER-KEPKAY et al., 1980; SAAVEDRA et al., 1987). La
magnitud de este defecto de heterocigotos se suele medir con
el indice D = (ho-he)/he, en donde ho y he son las
frecuencias de heterocigotos observada y esperada,
respectivamente. En varios moluscos la frecuencia
observada de heterocigotos es inferior a la esperada de
acuerdo con las proporciones de Hardy-Weinberg y la
magnitud de D depende mucho del locus y la especie
considerada (tabla 6). Una caracteristica general que se
observa es que los valores de D de los diferentes loci suelen
ser muy heterogéneos dentro de cada poblacién. Esto hace
que la consanguinidad no sea probablemente el agente
causante del defecto de heterocigotos observado en estas
especies pues la consanguinidad afecta por igual a todos los
loci. En algunos casos como en el mejillon los valores de D
son bastante homogéneos, pero hay que tener en cuenta que
se llegan g alcanzar valores en el rango de—-0,4a —0,5 1o
que implicaria coeficientes de consanguinidad muy elevados.
Conviene tener presente, ademas, que el sistema,
reproductivo de la mayoria de los moluscos, con fecundaciéon
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externa y larva pelagica durante varios dias, no favorece la
aparicion de fenémenos de consanguinidad.

El efecto Wahlund es uno de los fenémenos que podria ser
la causa del deficit de heterocigotos de los moluscos. La
mezcla de poblaciones diferenciadas genéticamente podria
originar el defecto de heterocigotos y en este caso la
magnitud del déficit debe variar de locus a locus de acuerdo
con la diferencia de las frecuencias génicas de las
poblaciones. Bajo esta hipotesis 1os loci que presentan una
mayor diferenciacion geografica deberian ser los que
exhibiesen un mayor defecto de heterocigotos pero esto no
suele ocurrir (ZOUROSY FOLTZ, 1984; SAAVEDRA et al., 1987. La
explicacion del defecto de heterocigotos por alelos «nulos»,
es decir, alelos que no producen enzima activo también ha
sido excluida baja diferentes consideraciones (ZOUROS ¥
ForTz, 1984, SAAVEDRA et al., 1987). Por consiguiente, los

“defectos de heterocigotos observados tan frecuentemente en
los moluscos marinos deben ser explicados en funcién de
agentes selectivos que actuen en solitario o bien
conjuntamente con alguno de los factores anteriormente
considerados.

La ostra del Pacifico u ostra japonesa, Crassostrea gigas,
parece presentar una estructura poblacional bastante
diferente de la que presentan. la ostra plana y la ostra
americana. FuJ10 (1982) ha realizado un analisis
electroforético de 5 loci enzimaticos (Idh-1, PSm, Aat-2,
Pgi-1b y Lap-1b) en una veintena de poblaciones de esta
especie localizadas en las costas del Japon. En muchas de
estas poblaciones se observa un claro defecto de
heterocigotos para los 5 loci alozimicos estudiados. FUJI0
observo ademas una correlacion negativa entre el
estadistico F (F = — D) calculado a partir del defecto medio
de heterocigotos para todos los loci con el peso medio de la
masa corporal del invididuo («meat weight»). Las
poblaciones con valores superiores de F presentan un peso
medio inferior, 1o que hace pensar en un principio en un
fendémeno de depresion por consanguinidad. Conviene tener
presente, sin embargo, que una correlacion negativa de este
tipo entre el valor del déficit de heterocigotos y €l peso en
las distintas poblaciones, puede ser debida a un fenémeno de
seleccion si, como es bastante comun en algunas especies de
moluscos, los individuos heterocigotos para los loci
alozimicos poseen una mayor viabilidad relativa. Bajo esta
perspectiva las poblaciones con un peso medio superior
podrian estar constituidas por individuos de mas edad, por
lo que en estas la accién de 1a seleccion a favor de los
heterocigotos habria reducido el defecto de heterocigotos
presente en los individuos mas jovenes. Una forma de
esclarecer esta cuestion es analizar los valores del déficit de
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heterocigotos en cada uno de los loci, pues la
consanguinidad, a diferencia de la seleccién, debe producir
una gran uniformidad de los valores del déficit de
heterocigotos entre los loci. El déficit de heterocigotos (D)
se puede calcular por separado para cada uno de los lociy
los valores obtenidos en las veinte poblaciones de ostras
japonesas analizadas se muestran en la tabla 7. Las veinte

TABLA 7

Valores del déficit de heterocigotos (D) en 5 loci alozimicos en
varias poblaciones de ostra japonesa, Crassostrea gigas
(Datos de Fujio, 1982).

Locus
Pobl. Media +error s*
Idh-1 Pgm  Aat-Z Pgi-1b Lap-1b

11 0013 —0,109 0,086 —0,183 0,115 —0,010 + 0,053 0,014
I2 -0,084 —0,074 —0,068 0,043 —0,038 —0,017 + 0,031 0,005
13  -0,145 —0,047 —0,002 0,099 0,097 0,0004+ 0,046 0011
I4 -0,148 - 0043 —0,030 0017 0064 —0028 + 0035 0,006
I5  —0086 —0,085 0023 0044 —0,051 —0,031 + 0,027 0,004
16 —0,099 —0,091 —0,088 0045 0,031 —-0,034 + 0,030 0,005
17  -0,143 —0083 —0,035 —0,058 —0,045 —~ 0,059 + 0,029 0,004
I8 -0074 -0082 0007 -0078 —-0,144 —0074 + 0024 0003
19 —0081 -0,119 —0,057 —0,244 0,009 —0,098 + 0,042 0,009
110 -0,101 —0,042 — 0,042 —0,011 —0,183 —0,72 + 0,027 0,004
.1  -0,113 -0,332 —0,259 —0,164 —0,181 —0,210 + 0,039 0,007
II2 -0015 —0211 —0,093 —0,081 —0,149 —0,110 + 0,033 0,005
IL3 -0,260 —0,207 —0,084 —0,106 —0,226 —0,177 + 0,035 0,006
114 -0314 —0241 —0,187 —0,139 —0,127 —0,198 + 0,035 0,006
II5 -0300 —0233 —0,222 —0,107 —0,238 — 0,220 + 0,031 0,005
II.6 -0215 -0,223 —0,196 —0215 —0,413 —0,252 + 0,040 0,008
IL7 —0350 —0,278 —0,202 —233 —0405 —0,312 + 0,030 0,004
118  —0459 —0,327 —0,294 —0,399 — 0,390 ~0,374 + 0,029 0,004
IL9 -0287 —0,342 — 0,363 —0,492 — 0464 — 0390 + 0,038 0,007

II.10 -0,408 -0,279 — 0,337 -0,406 —0,633 —-0,413 * 0,060 0,018

poblaciones se clagifican de acuerdo con FuJI0 (1982) en dos
grupos (I1y IT) en funcién de su valor de F. Las poblaciones
del grupo I presentan defectos de heterocigotos muy ligeros
(F < 0,1)y su peso medio es de 5,70 + 0,64 g, mientras que
lass poblaciones del grupo II muestran unos claros excesos
de homocigotos (F > 0,1 ) y un peso medio de 3,41 £ 0,68 ¢.
Las poblaciones del grupo 1I presentan valores de D
extraordinariamente homogéneos para todos los loci (tabla 7).
Las varianzas de D entre los loci de las poblaciones del
grupo II son practicamente similares a las de las
poblaciones del grupo I pese a que los valores medios de D
se han incrementado notablemente en las poblaciones del
grupo II. Los coeficientes de variacion de D oscilan en las
poblaciones del grupo II entre el 15-45 % salvo alguna
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excepcion, mientras que en la ostra plana europea y la ostra
americana oscilan entre el 60-100 % (tabla 6). Todo esto
resalta la gran homogeneidad entre loci que presentan los
valores de D de las poblaciones del grupo 11 y esta de
acuerdo con el punto de visita de FuJ1o (198R2) de que los
defectos de heterocigotos que presentan estas poblaciones
de ostra japonesa son debidos a fendémenos de
consanguinidad.

La relacion entre el peso medio corporal y el estadistico F
estitnado a partir de los datos de marcadores
electroforéticos no es muy fuerte en el total de las
poblaciones de ostra japonesa estudiadas por FuJI0 (1982),
pues el coeficiente de correlacion es de — 0,36 y este valor no
es estadisticamente significativo. No obstante, en las
poblaciones de la Bahia de Sendai, donde las condiciones de
cultivo parecen ser mas homogéneas, existe una relacion
muy clara entre el peso medio y el coeficiente de
consanguinidad (F) estimado a partir de los excesos de
homocigotos de los loci enzimaticos (fig. 3). En este caso se
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Fig. 3. Relacién entre el peso medio y el valor del estadistico F estimado a
partir de datos de 5 loci alozimicos en 12 poblaciones de ostra
japonesa (Crassostrea gigas) de la Bahia de Sendai en el Japon
(Basado en datos de Fujio, 1982).
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detecta una fuerte correlacion que es estadisticamente
significativa (r = —0,651). Las poblaciones de la Bahia de
Sendai que presentan valores de F inferiores a 0,1 poseen un
peso medio corporal de 6,32 + 0,73 g mientras que aquellas
poblaciones que poseen valores de F comprendidos en el
rango 0,1-0,4 tienen un peso corporal de 2,75 + 0,50 g.

3. Heterocigosis proteica y caracteres
cuantitativos

La relacién entre la heterocigosis y los caracteres
cuantitativos es un tema clasico dentro de la Genética. Se
trata de un tema especialmente polémico desde que Lerner
(1954) postul6 que los individuos heterocigotos deben
poseer una mayor eficacia bioldgica («fitness») y una mayor
homeostasis de desarrollo que los individuos homocigotos.
La relacion entre la heterocigosis y los caracteres
cuantitativos, cuando estos estan relacionados con la
eficacia bioldgica, tienen claras implicaciones evolutivas por
1o que se refiere al mantenimiento de la variabilidad
genética de las poblaciones (LEWONTIN, 1974). Por otro lado,
la relacién heterocigosis-caracteres cuantitativos también
posee una gran relevancia aplicada por lo que atane a las
estrategias de mejora genetica de estos caracteres
(FALCONER, 1981). En la literatura estan descritos numerosos
experimentos realizados con plantas cultivadas y con
animales que ponen de manifiesto que las lineas
consanguineas, fundamentalmente homocigoticas, suelen
presentar una reduccion en la velocidad de desarrollo, el
tamano y otros caracteres deseables desde el punto de vista
del criador en relacion a los individuos heterocigotos
resultantes del cruzamiento entre diferentes lineas. Ademas,
estas lineas consanguineas suelen presentar también una
mayor variacién morfologica y una menor capacidad de
tamponamiento ambiental.

El estudio de los efectos de la heterocigosis se ha realizado
fundamentalmente por los métodos tradicionales que
consisten en la realizacion de cruces consanguineos para
producir individuos homocigotos. La utilizacion de métodos
de consanguinidad tiene el inconveniente de que la
homocigosis se induce a lo largo de todo el genoma. En
Drosophila, 1a utilizacion de cepas marcadoras de letales
equilibrados posee grandes ventajas pues permite producir
la homocigosis para determinados cromosomas. Sin
embargo, aun en este caso, el efecto de la homocigosis se
esta estudiando en grandes zonas del genoma.
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En los ultimos anos la utilizacion de los loci proteicos
como marcadores genéticos ha permitido abordar el estudio
de la relacion entre la heterocigosis y 1os caracteres
cuantitativos de una forma muy diferente. Por un lado, se
puede estudiar a los individuos de una poblacion de
apareamiento aleatorio para uno o varios loci alozimicos y
simultaneamente para uno o varios caracteres
cuantitativos. De esta forma, se puede investigar el papel de
la heterocigosis sin recurrir a ningun tipo de perturbacion
de la poblacion como ocurre al utilizar técnicas de
consanguinidad. Por otro lado, se puede estudiar ademas el
papel de los loci individuales con 1o que se puede reducir
considerablemente el tamano de los fragmentos de genoma,
analizados.

En estos ultimos anos se ha realizado un gran numero de
estudios en los que se han investigado las relaciones entre
la heterocigosis proteica y los caracteres cuantitativos en
un gran numero de especies. MITTON y GRANT (1984) y
ZOUROS y FOLTZ (1987) han revisado recientemente el tema.
En organismos tan variopintos como el hombre, el cerdo, la
salamandra, varias especies de invertebrados marinos y
varias especies de coniferas se ha detectado la existencia de
una clara correlacion entre la heterocigosis alozimica y la.
velocidad de desarrollo y, en algunos casos, la viabilidad.
Aunque hay casos en donde la correlacién no se ha
detectado, parece tratarse de un fenémeno que, si no es
universal, si puede calificarse de muy general.

Los moluscos marinos son probablemente los organismos
en donde se ha encontrado de una forma mas clara y mas
frecuente la correlacion entre la, heterocigosis proteica y
varios caracteres cuantitativos relacionados con la eficacia
biolégica. ZOUROS y colaboradores han realizado varias
investigaciones pioneras sobre el tema en la ostra
americana, Crassostrea virginica. Estos investigadores
estudiaron 5 loci alozimicos polimérficos en un grupo de
ostras de la misma edad, es decir, en una cohorte. Cuando
las ostras alcanzaron la edad de un ano cada individuo fue
pesado y analizado electroforéticamente para los 5 loci
alozimicos (Lap, Pgi, Est, PSm y Got). La misma experiencia
se repitio { anos mas tarde analizandose 7 loci proteicos, 1os
5 loci del experimento anterior mas los loci Ao y Xdh. En
ambas experiencias se detecto una clara correlacion
positiva entre el peso individual y la heteocigosis alozimica
(SINGH y ZOUROS, 1978 y 1981; ZOUROS et al., 1980). La
velocidad de desarrollo, medida como peso en gramos al ano
de edad, aumenta a medida que se incrementa el numero de
loci heterocigoticos por individuo (fig. 4). La magnitud de
este efecto se puede apreciar teniendo en cuenta que el valor
del cuadrado del coeficiente de correlacion del peso

198



/
I
Peso (g) 169 ¢ 296./ I

® 1
4 - 1
55 ~ 13
12 /o __6
1 7/
S O-L 132 -
49 - \\
(o g
2_
O T i T T 3 T T
6] 1 2 3 4 5 6

N.° DE LOCI HETEROCIGOTICOS/INDIVIDUO

Fig. 4. Relacion entre la velocidad de desarrollo y la heterocigosis alozimica
en la ostra americana (Crassostrea virginica ), en los individuos de 1
ano de edad. La figura muestra los resultados de dos experimentos
separados que se realizaron en 1975y 1977. Se da también en la figura
el numero de individuos dentro de cada clase de heterocigosis (Segun
Zouros y FoLTz, 1984 y 1987).

(transformado logaritmicamente) en funcion del numero de
loci heterocigdticos por individuo es de 0,042 (FOLTZ et al.,
1983). Esto quiere decir que la heterocigosis para los 5-7 loci
alozimicos explica del orden del 4 % de 1la varianza total del
peso de los individuos. Esta, cifra puede parecer pequena
pero si se tiene en cuenta que se estan considerando tan
solo 7 genes enzimaticos se pone de manifiesto que se trata
de un fenémeno de una magnitud realmente considerable.
Por otro lado, las ostras mas heterocigdticas poseen una
menor variabilidad en el peso 1o que refleja posiblemente la
mayor capacidad de tamponamiento de 1os cambios
ambientales, es decir de homeostasis, que poseen 1os
heterocigotos.
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La correlacion entre la tasa de desarrollo y la
heterocigosis alozimica se ha detectado también en otras
especies de ostras de interés comercial. Asi, en la ostra
japonesa, Crassostrea gigas, FuJ10 (1982) ha observado una
correlacion positiva entre el peso y la heterocigosis para 5
loci alozimicos (Idh-1, Pgm, Aat-2, Pgi-1b, Lap-1b). En este
caso no se dispuso de una estima de la edad de los individuos
por lo que el efecto detectado puede ser debido a la accidon
conjunta de la velocidad de desarrollo y la viabilidad. En la
ostra plana europea también se ha observado el fenémeno
de correlacion entre la tasa de crecimiento y la
heterocigosis alozimica para 5 loci (Pgi, P§m-2, Mdh-1,
Idh-R, Est-3) en individuos de 18 y 30 meses de edad
pertenecientes a una cohorte (ALVAREZ et al., 1986, fig. 5). La.
correlacion entre la tasa de crecimiento y la heterocigosis
disminuye con la edad en la ostra americana, y asi en las
cohortes de individuos de 8 y 3 afios de edad la magnitud de
la correlacion no es tan grande como en los individuos de
un ano de edad (SINGH, 1982). En la ostra plana ocurre
Jjustamente lo contrario y la correlacion peso-heterocigosis
es algo mayor en las ostras de 2 afnos y medio en las cuales
la heterocigosis para los 5 loci alozimicos explica el 2 % de
la varianza del peso.

En el mejillon Mytilus edulis, KOEHN y GAFFNEY (1984)
han observado también una clara correlacion entre la tasa
de desarrollo y la heterocigosis para 5 loci proteicos (Pgi,
Lap, Pgm, Odh y Ap) en cohortes de individuos de dos meses
de edad. La heterocigosis alozimica explica en este caso
aproximadamente el 4 % de la varianza de la longitud de la
concha que es el caracter utilizado en este caso para medir
la velocidad de desarrollo. Este resultado obtenido en el
mejillén se asemeja mucho por consiguiente a los
encontrados en las ostras.

La probabilidad de supervivencia o viabilidad es otro de
los caracteres que se ha estudiado con frecuencia en los
moluscos en relacion a la heterocigosis proteica. Se trata de
un caracter especialmente interesante pues es uno de 1los
principales componentes de la eficacia biologica. Diversas
investigaciones demuestran la existencia de una correlacion
entre la viabilidad y la heterocigosis alozimica en especies
de moluscos como M. edulis (DIEHL y KOEHN, 1985),

C. virginica (ZOUROS et al., 1983) y Placopecten magellanicus
(FOLTZ y ZOUROS, 1984 ). Sin embargo, la medida de la
viabilidad se ha hecho en estos trabajos de forma, imprecisa
Pues en unas ocasiones lg viabilidad se ha deducido de la
simple inspeccion de las frecuencias genotipicas y en otras
se han utilizado indices que no poseen un claro significado
biologico. La forma mas adecuada de medir la viabilidad de
un genotipo es mediante un estimador de razon de
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productos cruzados y esto es de gran importancia
especialmente si se quiere evaluar la magnitud del efecto
selectivo (ALVAREZ et al.,, 1984). Las estimas de viabilidad de
los genotipos con diferentes numeros de loci heterocigotos
se pueden calcular facilmente mediante estimadores de
razon de productos cruzados en diferentes organismos a
partir de los datos publicados por varios autores (tabla 8).

TABLA 8.
Estimas de la viabilidad relativa de heterocigotos en 8B-7 loci
alozimicos en poblaciones naturales de varias especies de moluscos

marinos.
Especie N.° loci heterocigoticos/individuo Viabilidad
poblacion y periodo Iinedia de los
0 1 2 3 4 5 eterocigotos
Crassostrea virginica (1)
Pince Edward
3s - 2m 1 108 145 168 — — 1,40+ 0,18
2m - la 1 132 200 221 — — 1,84 + 0,27
3s - la 1 143 290 371 — — 2,68 + 0,67
Cape Breton
la - Ra 1 097 107 109 167 — 1,20+ 0,16
R2a - 3a 1 1587 195 229 199 — 1,95 + 0,15
la - 3a 1 1582 209 250 332 — 2,36 + 0,38
Ostrea edulis (R)
18m - 30m 1 071 053 029 — — 0,51 + 0,12
Mytilus edulis (3)
2m - 8m 1 137 1,78 2,13 167 40 2,19+ 047

(1) datos de Zouros et al., 1983.
(2) datos de Alvarez et al., 1986.
(3) datos de Diehly Koehn, 1985.
S semana,; Im mes; a ano.

Las estimas de la viabilidad se dan sin sus varianzas pues,
aunque estas serian faciles de calcular en base a la teoria
estadistica correspondiente, las estimas estan sometidas a
tales variaciones que resulta preferible recurrir al calculo
de las varianzas empiricas. Por este motivo, en la tabla 8 se
da la viabilidad media de 1os individuos heterocigotos con su
error empirico. Se observa una clara tendencia general de
forma que los individuos mas heterocigotos poseen una
mayor viabilidad relativa. En la ostra plana, por el
contrario, los heterocigotos poseen una menor viabilidad
pero esto se debe probablemente a un efecto asociado a la
mortalidad producida por parasitos (ALVAREZ et al., en
preparacion). Por otro lado, se observa de forma
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especialmente significativa que la magnitud de los efectos
selectivos es realmente considerable. La viabilidad relativa
media de los individuos heterocigotos en relaciéon a los
homocigotos alcanza valores de 2,68 £ 0,67 y 2,36 = 0,38 en
la ostra americana para los periodos de 3 semanas a 1 anos
y 1 ano a 3 anos, respectivamente. En el mejillon la
viabilidad media de los heterocigotos es de 2,19 + 0,47. Esto
significa que la seleccion de viabilidad contra los individuos
homocigotos para todos los loci alozimicos estudiados es
considerable alcanzandose coeficientes medios de seleccion
de 0,56 + 0,13y 0,54 + 0,08 para la ostra y de 0,48 = 0,08
para el mejillon. Sila correlacion entre la heterocigosis
alozimica y la velocidad de desarrollo parece considerable
en virtud de que 5-7 loci explican aproximadamente el 4 %
de la varianza de la tasa de desarrollo, la magnitud de la
correlaciéon entre la heterocigosis y la viabilidad parece
todavia mayor pues se llegan a alcanzar coeficientes de
seleccién situados en torno a 0,50.

La deteccion de la correlacion entre la heterocigosis
alozimica y los caracteres relacionados con la eficacia
biologica como la velocidad de desarrollo y la viabilidad en
un numero tan considerable de casos lleva a preguntarse
cuales son las causas que originan este fendémeno.
Evidentemente el planteamiento de este problema
trasciende los limites de 1o meramente académico puesto
que para que el fenémeno pueda ser trasladado al nivel
comercial es conveniente conocer cuales son sus causas. La
literatura sobre el tema es muy extensa pero aqui solo
trataremos los aspectos mas relevantes. En primer lugar
conviene tener presente que el fenoémeno de la correlacion
entre la heterocigosis y la eficacia biologica se puede
plantear a la luz del analisis teérico realizado por TURELLL y
GINZBURG (1983). Estos investigadores estudiaron diversos
sistemas multiloci selectivos en experimentos de
simulacion en computador y obgervaron que en 1los casos en
que se establece un polimorfismo estable la «fitness» de un
genotipo tiende a incrementarse con el numero de loci
heterocigotos que contiene. En la gran mayoria de los
modelos selectivos analizados se establece siempre una
correlacién positiva entre la eficacia bioldgica y la
heterocigosis. El trabajo de TURELLI y GINZBURG demuestra,
en base a argumentos exclusivamente tedricos, que la
heterocigosis debe estar correlacionada con la «fitness» en
muchos sistemas multiloci sometidos a la seleccion natural.

Otro aspecto de interés en el estudio del fendémeno de la
correlacioén es el relativo al mecanismo por el que los
individuos mas heterocigotos poseen una mayor eficacia
biologica. KOEHEN y SHUMWAY (1982 ) abordaron este
problema analizando la relacién entre la heterocigosis
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proteica y el consumo de oxigeno en la ostra americana. La
medida del consumo de oxigeno se realiz6 en el laboratorio
en condiciones normales de temperatura y salinidad y en
condiciones de stress. Se midio el consumo de oxigeno para
cada individuo y a continuacion se averiguo su genotipo
para & loci alozimicos mediante el analisis electroforético.
En las dos condiciones se detectd una clara correlacion
negativa entre la heterocigosis proteica y el consumo de
oxigeno. Bajo las condiciones de stress la correlacion fue
mayor y el consumo energético de los individuos
homocigotos para los 5 loci fue 2,5 veces superior al de los
individuos heterocigotos en esos 5 loci. Estos resultados
sugieren la existencia de un menor coste metaboélico para
los individuos heterocigotos. La reduccién del coste
metabodlico podria conducir a un excedente de energia que
ayudaria a explicar la mayor velocidad de desarrollo, e
incluso la mayor viabilidad, de los individuos heterocigotos.
En un trabajo posterior con la almeja Mulinia lateralis,
GARTON et al. (1984) observaron que la reduccion del coste
metabdlico de 1os heterocigotos explica aproximadamente el
60 % del incremento en la velocidad de desarrollo que
presentan estos individuos.

A la hora de considerar las causas de la correlacién entre
la heterocigosis alozimica y la velocidad del desarrollo es
fundamental tener en cuenta si son los propios loci
enzimaticos los que producen el efecto o si bien los alozimas
son meros marcadores de segmentos cromosomicos en
donde estan situados los genes que realmente producen los
efectos sobre la velocidad de desarrollo y la viabilidad.
Algunos autores han sugerido que los loci alozimicos, por su
efecto sobre el metabolismo, podrian ser los causantes de
estas correlaciones en base a algun mecanismo fisiologico
como el descrito anteriormente (MITTON y GRANT, 1984 ).

Otra posibilidad es que los alozimas sean neutros y no
gjerzan por si mismos ningun efecto sobre la velocidad de
desarrollo y la viabilidad. En este caso la correlacion entre
la heterocigosis alozimica y estos caracteres podria ser
debida a varias causas entre las que cabe destacar la
consanguinidad y a la sobredominancia asociativa La
heterocigosis alozimica puede reflejar la heterocigon de todo
el genoma o al menos la de una determinada parte (MITTON
y PIERCE, 1980; CHAKRABORTY, 1981), de dorma que los
individuos mas homocigotos podrian experimentan un
fenomeno de depresion consanguinea (LEDIG et al., 1983).
Recientemente, STRAUSS (1986) ha demostrado que la
correlacion entre 24 loci proteicos y la tasa de desarrollo en
Pinus attenuata es considerable en una poblacion
consanguinea y practicamente inexistente en individuos
resultantes del cercamiento entre diferentes poblaciones.
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Este mismo autor ha sugerido que en los moluscos y en
otros organismos la consanguinidad podria ser la causa de
la existencia de las correlaciones pues las poblaciones de
moluscos muestran, como ya se ha indicado, importantes
defectos de heterocigotos. La hipotesis de que la correlacion
entre la heterocigosis proteica y la velocidad de desarrollo
es fruto de una estructura poblacional consanguinea se
puede comprobar en las poblaciones de ostras japonesas
estudiadas por FuJ10 (1982). En la fig. 6 se muestra la
relacion entre la velocidad de desarrollo y la heterocigosis
alozimica en los dos grupos de poblaciones de ostras que
difieren sustancialmente en sus valoresde F y
presumiblemente en su grado de consanguinidad. Se observa
como tanto en las poblaciones consanguineas como en las
que no presentan evidencias de consanguinidad existe una
clara correlacion entre la heterocigosis y la velocidad de
desarrollo (r = 0,264, p > 0,05, r = 0,534, p < 0,01,
respectivamente ). Este resultado unido al hecho de que los
defectos de heterocigotos detectados en los moluscos son
dificilmente interpretables en términos de consanguinidad
(Z0oUROS y FOLTZ, 1984; SAAVEDRA et al. 1987) hace probable
que el fendmeno de la correlacion detectado en 1los moluscos
sea natural y no fruto de una estructura poblacional
consanguinea.

La, sobredominancia asociativa constituye otra posible
explicacion del fendémeno de correlacion de la heterocigosis
alozimica y la velocidad de desarrollo. La base genética del
proceso es la existencia de un desequilibrio gamético entre
los loci alozimicos ¥ una serie de mutaciones recesivas
deletéreas producidas por mutacion recurrente en loci
estrechamente ligados (OHTA, 1971). La ubicuidad de las
mutaciones deletéreas hace que este mecanismo pueda ser
bastante probable y varios autores han postulado que la
sobredominancia asociativa es en mecanismo que puede
explicar las correlaciones observadas en las poblaciones
naturales (ZOUROS et al.,, 1980; Vrijenhoek y LERMAN 198%;
1983; MALLET et al., 1985 y 1986). Un apoyo importante en
favor de la sobredominancia asociativa esta en 1los grandes
valores selectivos encontrados para los genotipos multiloci
en especies tan diversas como el mejillén o la ostra
americana (tabla 8). La magnitud de los coeficientes de
seleccidén en contra de los individuos hormocigotos para los
5-7 loci alozimicos en torno a 0,50 (0,56 + 0,13y 0,54 + 0,08
en la ostra americana y 0,48 * 0,08 en el mejillon ) hacen
pensar en que se trata de segmentos cromosdémicos de cierta
magnitud pues estos efectos selectivos parecen demasiado
grandes como para ser producidos por los 5-7 loci
alozimicos estudiados. Esto, sin embargo, no quiere decir
que los loci enzimaticos no puedan poseer un cierto efecto
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Fig. 6. Relacién entre el peso medioc y el nimero de loci heterocigoticos por
individuo en dos grupos de poblaciones de ostras japonesas
(Crassostrea gigas) que difieren en sus valores de F. Lag poblaciones
del grupo I (0) presentan un valor medio de F de 0,042 + 0,010 y las
del grupo II (0) del 0,266 *+ 0,032 (Basado en datos de Fujio, 1988).

selectivo. Los argumentos anteriores sugieren que los
fenémenos que estamos observando se deben
principalmente a efectos producidos por fragmentos
cromosémicos de cierta magnitud pero no excluyen la
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posibilidad de que los loci alozimicos posean un pequeno
efecto sobre la velocidad de desarrollo o la viabilidad.

Las implicaciones de la correlacion entre la heterocigosis
alozimica y los caracteres cuantitativos de cara a la
aplicacién del fenémeno es un tema que se ha debatido
ampliamente (véase por ejemplo SINGH y ZOUROS, 1981 y
MITTON y GRANT, 1984 ) Recientemente MITTON y GRANT
(1984) han sugerido que la identificacion de los individuos
mas heterocigotos mediante las técnicas electroforeticas
puede ser hoy en dia rentable econdmicamente en
determinadas especies vegetales de interés comercial como
son las especies forestales. La aplicacion del fenémeno de 1a
correlacién parece especialmente factible en los casos en
donde se puede analizar electroforéticamente una parte del
organismo sin sacrificar al individuo, como ocurre
tipicamente en las especies vegetales. No obstante, para que
el fenémeno pueda ser aplicado de una forma mas general
es necesario conocerlo mas profundamente de como lo
conocemos hoy en dia. En este sentido, sera necesario
conocer aspectos como son si la velocidad de desarrollo se
incrementa indefinidamente al ir aumentando el numero de
loci enzimaticos o si por el contrario se llega a alcanzar un
valor limite, si los alozimas son meros marcadores
genéticos y, en este caso, si son completamente neutros o si
por el contrario poseen algun tipo de efecto sobre la
velocidad de desarrollo, etc. Estas y otras cuestiones habran
de ser resueltas antes de que las posibilidades de aplicacion
de la correlacion entre la heterocigosis proteica y la tasa de
desarrollo y la viabilidad se puedan evaluar con exactitud.
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1. Introduccion

Desde que a principios de este siglo, y tras el
redescubrimiento de las leyes de Mendel, se comenzara a
aplicar a la mejora de animales y plantas los conceptos y
principios derivados de la Genética, quedo claro que entre
los métodos mas prometedores figuraban 1os que se pueden
denominar en sentido amplio «métodos de manipulacién
cromosomica».

Entre tales métodos hay que considerar la obtencion
artificial de individuos con dotaciones cromosomicas
distintas de lo normal, si se considera como «normal» a los
diploides, con dos dosis cromosémicas, una heredada del
padre y otra de la madre. Aqui se incluirian los organismos
triploides, tetraploides y, en general, poliploides (con 3, 4
o n dotaciones cromosémicas), o aquellos descendientes que
se desarrollan a partir de un sélo progenitor, bien sea de la
madre (ginogenéticos) o del padre (androgenéticos).
Igualmente se puede considerar como métodos de
manipulacién cromosomica aquellos que posibilitan la
creacidn de individuos con sexo revertido, o la obtencioén de
hibridos interespecificos e intergenéricos.

Sin embargo, la utilizacién de estos métodos ha sido
desigual segun se trate de animales o plantas. Asi, en el caso
de 1a mejora vegetal, ha sido la poliploidia inducida
artificialmente uno de los métodos mas utilizados (KIHARA,
1951; STEVENSON, 1958 ). Por otro lado, la obtencion de
plantas haploides procedentes de un sélo progenitor
(mediante la técnica de cultivo «in vitro» de anterasy
ovarios) ha permitido contar con plantas diploides
homozigdticas absolutas por duplicaciéon cromosomica de
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los primitivos haploides mediante tratamientos con agentes
poliploidizantes.

En el caso de la mejora genética animal, la aplicacion de
los métodos mencionados ha sido escasa, sobre todo en
Espana. Sin embargo, en los ultimos anos se estan
comenzando a obtener de forma artificial, dentro del campo
de los organismos acuaticos, animales triploides y
tetraploides con idea de aprovechar las caracteristicas
favorables que presentan estos niveles cromosomicos.
Asimismo, el reciente desarrollo de nuevas técnicas
reproductivas ha permitido la obtencion de especies
piscicolas (trucha, salmoén) a partir bien de 6vulos
unicamente (ginogenéticos) o bien a partir del material
hereditario de espermatozoides solamente
(androgenéticos); e incluso ha sido posible llevar a cabo
practicas de reversion del sexo e hibridacion en tales
organismos originandose asi los llamados «neomachos» 0
machos XX y los hibridos interespecificos e intergenéricos,
respectivamente. Pues bien, estos métodos ya han
comenzado a tener sus frutos en Acuicultura aplicada, sobre
todo en paises como Estados Unidos, Inglaterra, Canada,
Noruega o Francia.

En este articulo vamos a describir precisamente tales
metodos de manipulacién cromosdémica ( poliploidia,
ginogenesis y androgénesis e hibridacion ), asi como sus
perspectivas y aplicaciones.

&. Poliploidia inducida

2.1. Definicion

Se puede definir la poliploidia como uno de los tipos de
variaciones cromosomicas numeéricas que afectan al
conjunto de los cromosomas de las células aumentando el
numero de juegos cromosoémicos presentes en cada una de
ellas (LACADENA, 1981). Aunque este fenomeno puede
encontrarse de forma natural en las poblaciones, sin
embargo, en el caso que nos ocupa, solo describiremos la
poliploidia inducida artificialmente mediante distintos tipos
de tratamientos, haciendo una descripcion mas detallada de
todo aquello relacionado concretamente con la triploidia.

2.2. Meétodos

En organismos acuaticos, sobre todo peces y moluscos, se
han conseguido individuos poliploides tratando los huevos
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ya fecundados con choques térmicos, choques de presion o
agentes quimicos.

2.2.1. Choques térmicos

Aunque los choques térmicos proximos a los O °C (choques
frios) han sido utilizados para la obtencion de poblaciones
triploides de salmoénidos (LINCOLN et al., 1974; CHEVASSUS et
al., 1984 ), dichos tratamientos no han demostrado ser
suficientemente efectivos en lo referente al porcentaje de
triploides inducidos.

No sucede lo mismo con los choques térmicos calientes,
que tanto en el caso de peces como la trucha (ver p.e.
THORGAARD et al., 1981; CHEVASSUS et al.,, 1983; LINCOLN y
SCOTT, 1983; SOLAR y DONALDSON, 1985; LOZANO et al., 1987), el
salmoén (ver p.e. BENFEY y SUTTERLIN, 1984), 1a carpa (ver
p.e. CHERFAS et al., 1981) o los peces planos (ver p.e. PURDOM,
1972; LINCOLN, 1981a) como en el de moluscos como la ostra
japonesa (QUILLET y PANELAY, 1986), han aportado
excelentes resultados tanto en 1o que concierne a la eficacia
del tratamiento como a la supervivencia de los
descendientes. En el caso de la trucha arcoiris (Salmo
gairdneri), la induccion de triploides implicaria los
siguientes pasos:

a) Desove y extraccion del esperma en hembras y
machos respectivamente, mediante presién abdominal.

b) Fecundacion de los huevos durante 1 6 & minutos y
posterior lavado de los mismos.

¢) Incubacioén de los huevos ya fecundados durante 10-158
minutos en agua bien oxigenada.

d) Sumergir los huevos en un sistema termorregulado de
agua calentada a la temperatura objeto del choque térmico
(normalmente 28 °C), durante 10 minutos.

e) Retorno de los huevos tratados al sistema de
incubacion.

Tras dicho tratamiento se produce una descendencia,
compuesta por un alto porcentaje de triploides, el cual
oscila entre el 90 y el 98 %. Dicho porcentaje asi como la
tasa de supervivencia figuran en la tabla I y se representan
graficamente en la fig. 1. En ellas se resumen los datos
obtenidos de las experiencias llevadas a cabo por nosotros
en la piscifactoria de Orol (Lugo) durante los meses de
enero y febrero de 1987 si bien la puesta a punto de la
técnica fue hecha en la piscifactoria de Benamahoma
(Cadiz) durante los meses de agosto y septiembre de 19886.
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TABLA 1

Tasa de supervivencia y porcentaje de triploides inducido en cada
uno de los niveles termicos ensayados en la trucha arco iris
(Salmo gairdneri Rich.)

N ° Inicial Supervivencia %
Tratamiento de 210-220 420-440 de
huevos °dia, ‘dia triploides
Control 93471 + 4883 87.73 £ 3.61 82.12 £ 347 0.00 = 0.00

6 °C 1165.78 + 4066 74.06 + 391 7099 £ 3.98** B59.67 * 144
28 °C 118542 + 61.83 58.19 £ 427 54.64 +4.11*** 096.14 072
30°C 791.36 + 54.31 26.79 £ 1.63 20.93 = 1.55*** 100.00 = 0.00

Como puede observarse el porcentaje de triploides es
directamente proporcional a la temperatura de choque y
esta en relacion inversa con la supervivencia de la progenie.
Estos datos son similares a los obtenidos por otros autores
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Fig. 1. Comparacion de las tasas de supervivencia y porcentajes de triploides
inducidos en la trucha arco iris segun los distintos niveles térmicos
aplicados.
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en Estados Unidos, Inglaterra y Canada. De ellos se deduce
que, con fines comerciales, un choque térmico de 28 °C
aplicado durante 10 minutos a un lote de huevos, después de
10 minutos de incubacidén, origina un porcentaje de
triploides que oscila entre el 90 y el 98 % segun los autores,
¥ una tasa de supervivencia razonable (THORGAARD et al.,
1981; LINCOLN y BYE, 1984; SOLAR y DONALDSON, 1985). Sin
embargo, otros investigadores han preferido utilizar niveles
térmicos inferiores (26° C) pero de mayor duracion (R0-25
minutos) (CHEVASSUS et al., 1984).

De la misma manera, cuando dichos tratamientos son
aplicados transcurrido bastante tiempo después de la
fertilizacién (5 horas aproximadamente), 1o que se origina
es una descendencia compuesta por individuos tetraploides
(THORGAARD 6t al., 1981).

En el caso de los moluscos como la ostra japonesa
(Crassostrea gigas) también la eficacia del tratamiento
depende de la temperatura de choque e igualmente, se
mantiene la relacion inversa existente entre ésta y 1a
supervivencia. Asi, QUILLET y PANELAY (1986) consiguieron
un 25 % y un 45 % de ostras triploides al someter los huevos
a choques de 35 °C y 38 °C respectivamente, durante 10
minutos. Este porcentaje fue del 60 % cuando el tratamiento
se prolongaba, durnate 20 minutos. Al igual que ocurre en
peces, el tiempo que media entre la fertilizacién y el choque
es determinante, habiéndose encontrado que el 6ptimo se
situa entre los 10 y 15 minutos o bien entre los 35 y 40
minutos.

Las causas que determinan la induccidén de estos
poliploides en especies acuaticas habria que buscarlas en 1a
influencia de las altas temperaturas sobre la oogénesis.
Concretamente, si el choque térmico se aplica antes de los
45 minutos (después de la fecundacion de 1los huevos) se
impide la extrusién del segundo corpusculo polar
produciéndose una descendencia triploide, mientras que si
este choque se aplica tardiamente, transcurrida una hora o
mas después de la fecundacion, es la primera divisiéon
mitotica la, que no tiene lugar por lo que la progenie
resultante estara compuesta por individuos tetraploides.

2.2.2. Choques de presion

Los choques de presion (presién hidrostatica) han sido
empleados para la induccidon tanto de triploides como de
tetraploides. Ello depende de si este choque se aplica
temprana o tardiamente, como después veremos.

El1 método consiste en introducir los ovocitos fecundados
en un cilindro de acero lleno de agua a una temperatura
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constante de 10 °C y cerrado con un pistéon. La presion se
hace subir hasta 6.000 6 7.000 libras/pulgada® (1o
equivalente a 408 0 476 atmosferas) en poco tiempo, con
ayuda de una prensa hidraulica.

Los mejores resultados en este sentido han sido los
obtenidos por CHOURROUT (1984 ) en la trucha arcoiris al
someter los huevos fecundados a choques de 6.000 libras/
pulg.?, durante 8 minutos. Si estos choques eran aplicados
40 minutos después de la fecundacién (choques tempranos)
se producia la retencion del segundo corpusculo polar y por
ende, la induccion de una progenie triploide; mientras que si
el choque era tardio (5 horas y 50 minutos después de 1a
fertilizacion) el resultado era una descendencia compuesta
por individuos tetraploides, ya que en este caso lo que
realmente se impedia era la primera segmentacion cigotica.
En ambos casos la supervivencia estaba entre el 80 y el 85 %.

2.2.3. Tratamientos quimicos

Entre ellos destaca la utilizacion de la citocalasina B como
agente inhibidor de la extrusion del segundo polocito y de la
primera divisién mitotica.

El tratamiento implica la inmersién de los huevos en una,
disolucion que contenga 1 mg de citocalasina B disuelta en 1
ml de dimetilsulféxido (DMSO) y todo ello en 1 litro de agua.
REFSTIE et al. (1977) y ALLEN y STANLEY (1979) lograron
producir una alta proporciéon de embriones mosaico
diploides-tetraploides en el salmoén atlantico (Salmo salar)
utilizando la citocalasina B a partir de los 35-70 grados-hora
después de la fecundacion y hasta la etapa de cuatro clulas.

Y sin duda, los tratamientos con citocalasina B
constituyen el método mas utilizado en la induccién de
moluscos triploides. Tal es el caso de la ostra americana
(Crassotrea virginica, STANLEY et al.,, 1981, 1984), 1a ostra
del Pacifico (Crassotrea gigas, DOWNING y ALLEN, 1987), la
arola (Mya arenaria, ALLEN et al, 1982) y la vieira
(Argopecten irradians, TABARINI, 1984). En todos estos
casos la eficacia del tratamiento estaba entorno al 80 %
aunque ésta dependia de la temperatura y del tiempo. Sin
embargo, la supervivencia en los moluscos bivalvos
triploides es baja respecto a los controles (30 %
aproximadamente ), dependiendo ésta también del tiempo
que dista entre la fertilizacién y el comienzo del tratamiento
(STANLEY et al., 1981).

Otros agentes quimicos han sido empleados para inducir
poliploidia. Asi, SMITH y LEMOINE (1979) produjeron
embriones mosaicos en la trucha de fuente (Salvelinus
fontinalis) mediante tratamientos con colchicina.
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2.2.4. Otros tratamientos

Entre ellos figuran el cruzamiento de hembras diploides con
machos tetraploides (obtenidos por supresion de la primera
divisién mitotica). Aunque la eficacia de este método es total
en lo que se refiere al porcentaje de triploides obtenidos, sin
embargo su interés depende de las especies debido al
problema que supone el disponer de un stock de tetraploides
viables y fértiles, algo no siempre facil en todas ellas. Esta
técnica ya ha dado sus resultados en la trucha (CHOURROUT,
1984, 1986) e incluso se podria considerar como el inico
método para inducir triploidia en tilapia (Tilapia aurea),
donde no es posible aplicar choques térmicos dada la
dificultad de practicar inseminacion artificial.

La obtencion de poblaciones triploides puede también
realizarse mediante la aplicacién de choques termo-
eléctricos, 40 minutos después de la fecundacion. Estos
parecen actuar a nivel de los enlaces ADN-proteinas; la
informacioén al respecto es muy poca debido a la
comercializacion exclusiva que la Clearwater Trout Limited
hace de este método (comunicacién personal de Ignacio
Arnal).

De entre todos los tratamientos descritos, son los choques
térmicos los mas ventajosos en peces, pues permiten el
procesamiento de un gran volumen de huevos. Igual ocurre
en los moluscos con los tratamientos que conllevan el
empleo de citocalasina B.

R2.3. Identificacién de los poliploides

Dado que los tratamientos anteriormente descritos no son
100 % efectivos a la hora de inducir poliploides y con el
objeto de conocer la composicion de las poblaciones
tratadas, se hace necesaria la identificacion de los niveles de
ploidia presentes en dicha poblacion.

Para ello se han desarrollado métodos indirectos tales
como la medida del volumen nuclear, la determinacion del
numero de nucleolos, la electroforesis de proteinas y los
analisis morfolégicos, y métodos directos cuales son el
conteo cromosomico y la determinacion del contenido en
ADN.

El numero de nucleolos por células puede utilizarse en
casos muy concretos como una estima del nivel de ploidia
presente en un individuo. Asi identificaron CHERFAS e
ILYASOVA (1980a) los hibridos triploides entre distintas
especies de carpa.
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La determinacion del volumen nuclear, sobre todo en
eritrocitos, ha constituido un método ampliamente utilizado
(p.e. SWARUP, 1959b; PURDOM, 1972; VALENTI, 1975; ALLEN y
STANLEY, 1978, 1979; LEMOINE y SMITH, 1980; BECK y BIGGERS,
1983; JOHSTONE y LINCOLN, 1986) para la identificacion de
peces poliploides, tanto por la rapidez de éste como por el
sencillo equipamiento requerido en su puesta a punto. Sin
embargo, en ocasiones este método incluye inexactitudes
sobre todo cuando se trabaja con individuos mosaico
(THORGAARD y GALL, 1979). Dicho método ha sido uno de los
empleados por nosotros (LOZANO et al., 1987) para la
determinacion del nivel de ploidia presente en la trucha
arco iris (ver fig. 2).
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Fig. 2. Representacion grafica de las frecuencias de aparicion de los distintos
valores de diametros eritrocitarios en individuos control (diploides) y
sometidos a choque térmico de 28 °C (supuestos triploides) en la
trucha arco iris (Salmo gairdneri).

La utilizacion de la electroforesis de proteinas ha sido de
gran ayuda para identificar individuos diploides y triploides
de Carassius auratus langsdorfi en base a las diferencias en
los patrones de proteinas musculares (LIU et al, 1978). De
igual manera este método ha permitido el analisis exacto de
los hibridos triploides entre distintas especies de carpa
(MAGEE y PHILIPP, 1982; STANLEY, 1983 ) al existir diferencias
en las dosis génicas relativas de diploides y triploides. Sin
embargo, estos estudios deberian incluir también el analisis
de hibridos diploides control asi como de los parentales, ya
que pueden darse cambios de regulacion que posibiliten la
expresion diferencial de los alelos paternos o maternos en
los triploides (WHITT et al., 1973; THORGAARD, 1983).
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La distincion de individuos poliploides en base a
caracteristicas morfologicas es dificil en la mayoria de las
especies. Sin embargo, en los hibridos intraespecificos es
posible, en algunos casos, distinguir externamente &
triploides y diploides ya que suelen presentar
caracteristicas relativas a las diferencias en la dosis génica.
Asi, PURDON (1972) pudo identificar las larvas de hibridos
triploides de solla (Pleuronectes platessa)y platija
(Platichthys flesus) por presentar claras diferencias en los
patrones de pigmentacioén respecto a las larvas diploides, e
igual ocurre con los hibridos de distintas especies de carpa
(Ctenopharyngodon idella X Aristichthys nobilis) (ALLEN y
STANLEY, 1981, 1983; BECK y BIGGERS, 1982).

Por 1o que concierne a los métodos directos, estos suelen
ser los mas empleados por la exactitud de los mismos. La
determinacion del numero cromosoémico en metafases
mitéticas es facil en los estados embrionarios por el alto
indice mit6tico presente en cualquier tejido embrionario. En
tejidos adultos, el bajo numero de metafases asi como la
laboriosidad en la obtencidén de buenas preparaciones,
hacen de este un método complicado. Sin embargo, estos
problemas se pueden subsanar con el empleo de técnicas
que estimulen el ritmo de division mitotica (KLIGERMAN y
BLOOM, 1977; LOZANO et al., 1986) o con técnicas que no
requieran del sacrificio del animal como pueden ser 1los
cultivos de linfocitos (WOLTERS, 1981; HARTLEY y HORNE,
1985). En la trucha arco-iris las metafases de organismos
diploides presentan un numero cromosomico comprendido
entre 2n = 58 y 2n = 63 (fig. 3) mientras que en
los triploides se observan metafases mitoticas con un
numero variable de cromosomas comprendido entre 88 y 92

(fig. 4).

Pero quizas sea la determinacion del contenido en ADN
nuclear el método de mas facil y segura ejecucion. Este
puede estar basado en técnicas de microdensitometria, como
las utilizadas por GERVASI (1980) y JOHNSTONE (1985) en
nucleos de células sanguineas tenidas con FEULGEN, 0 en
técnicas de citometria de flujo. Estas Gltimas permiten el
analisis de un gran numero de células previamente tratadas
con fluorocromos. Se ha comprobado la perfecta correlacion
existente entre este método y otros como la determinacion
del volumen nuclear aritrocitario (JOHNSTONE y LINCOLN,
1986). Todo ello ha hecho de éste, el método mas utilizado en
los ultimos anos en casi todas las especies con interés en la
Acuicultura. Este es el caso de la trucha arco iris
(THORGAARD et al., 1982; SOLAR y DONALDSON, 1985), el
salmoén (UTTER et al., 1983), 1a carpa (ALLEN y STANLEY,
1983), 1a vieira (TABARINI, 1984) o la ostra (ALLEN, 1983;
DOWNING y ALLEN, 1987).
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Fig. 3. Metafase mitotica correspondiente a un individuo diploide de trucha
arcoiris (n = 60).

R.4. Viabilidad de los poliploides

Por lo que concierne a los triploides, la presencia de éstos de
manera espontanea en las poblaciones naturales (CUELLAR y
UYENO, 1972; GOLD y AVISE, 1976; THORGAARD y GALL, 1979)
asl como la posibilidad de inducirlos artificialmente en un
gran numero de especies animales acuicolas, hace pensar
que la viabilidad y supervivencia de éstos se encuentra
dentro de los limites permitidos desde los puntos de vista
adaptativo y selectivo.

A pesar de ello, la mayoria de las especies cultivadas
presentan menor viabilidad cuando en ellas se efectuan
practicas de triploidizacion artificial (LINCOLN y SCOTT, 1983:;
UTTER et al., 1983; SOLAR y DONALDSON, 1985). Este descenso
de la viabilidad viene marcado principalmente por el menor
numero de huevos que, respecto a los diploides, llegan a
eclosionar (LOZANO et al., 1987) debido al shock sufrido
durante el proceso de induccion. Segin nuestros datos, en la
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Fig. 4. Metafase mitotica correspondiente a un individuo triploide de trucha
arco iris obtenido mediante choque térmico (3n = 90).

trucha arcoiris, la supervivencia de los triploides medida
en dos momentos del desarrollo (cuando aparecen ojos en
los huevos —210-220 °dia— y en el momento en que 1los
alevines empiezan a comer —420-440 °dia—) es
significativamente menor que la de diploides, sea cual sea el
nivel térmico aplicado (ver fig. 1 y tabla I).

Sin embargo, la supervivencia que estas mismas especies
presentan después de la eclosion no tiene porqué ser
también menor. De hecho, LINCOLN y BYE (1984)
encontraron una mayor supervivencia en triploides de
trucha arco-iris a partir de una determinada edad. Otros
autores han demostrado que la viabilidad de los triploides de
algunas especies de peces es muy similar a la de los
diploides tomados como control (PURDOM y LINCOLN, 1973;
VALENTI, 1975; GERVAI et al., 1980).

En el caso de los moluscos bivalvos, la viabilidad y
supervivencia relativa de los triploides, varia segun el
estadio que se considere. QUILLET y PANELAY (1986) no
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detectaron efectos depresivos del choque térmico sobre la
supervivencia de la ostra japonesa, cuando ésta se media
tempranamente (& horas después de la fertilizacion) e igual
ocurre con la citocalasina B sobre la ostra del Pacifico, si se
mide la supervivencia en estado larval después de 48 horas
(DOWNING y ALLEN, 1987). Sin embargo, supervivencia y
viabilidad presentan valores inferiores en triploides si se
consideran globalmente.

En términos absolutos, la viabilidad de una progenie
sometida a cualquier tipo de tratamiento triploidizante, va a
depender de los siguientes factores: tiempo que dista desde
la fecundacion hasta el comienzo del tratamiento,
intensidad del choque (temperatura, presion, concentracion
del agente quimico) y duracién del mismo. Estos tres
factores son especificos para cada una de las especies
tratadas, no pudiéndose estandarizar un método concreto en
relacion a dichos factores.

Por 1o que concierne a los peces tetraploides, aunque su
interés reciente sea indudable por las posibilidades que
ofrecen, su viabilidad es tremendamente baja en las especies
de interés acuicolas. Es mas, aun en el caso de ser fértiles,
presentan una alta tasa de anormalidades y malformaciones
en algunas de las especies tratadas (REFSTIE, 1981;
THORGAARD et al., 1981).

Especial mencion en 1o que a viabilidad y supervivencia se
refiere, merecen 1os hibridos de distintos géneros y especies
de peces. En ellos la triploidia parece aumentar la viabilidad
respecto a los hibridos diploides (ALLEN y STANLEY, 1981;
CHEVASSUS et al., 1983; SCHEERER ¥y THORGAARD, 1983).
Incluso este aspecto que es evidente en triploides inducidos
artificialmente, se ve confirmado en hibridos triploides
espontaneos de trucha arco-iris X trucha de fuente
(CAPANNA et al.,, 1974), y de varias especies de carpa
(MARIAN y KRASZNAT, 1978; BECK et al., 1980) viéndose
ademas beneficiados por la menor frecuencia de
malformaciones respecto a los hibridos diploides (ALLEN y
STANLEY, 1981, 1983; BECK y BIGGERS, 1982). Segun
THORGAARD (1983) esta mayor supervivencia de 1os hibridos
interespecificos triploides puede estar relacionada con el
efecto amortiguador de la triploidia sobre las posibles
incompatibilidades genéticas entre los complementos
cromosomicos de ambass especies, pues la proporciéon de
éstos ha pasado de ser 1:1 a 2:1.

R.5. Consecuencias y aplicaciones

La primera consecuencia derivada de la triploidia es la
esterilidad, por cuanto dicho estado supone el incorrecto
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emparejamiento de los cromosomas homologos durante el
proceso meidtico que conduce a la formacién de los gametos.
Dicho fenémeno no siempre se presenta o si lo hace puede
tener diferente manifestacion segun el sexo de que se trate.
Asi, los machos triploides de algunas especies como la
trucha, el salmoén o la platija desarrollan testiculos de forma,
y tamano semejantes a los de individuos diploides y aunque
puedan producir esperma, cuando éste es empleado para la
fecundacion, los embriones aneuploides resultantes pronto
mueren. Este superior desarrollo gonadal en los machos
triploides de algunas especies puede ser debido a que la
triploidia no interfiere con el conjunto de divisiones
mitoticas implicadas en la formacion y maduracion de los
testiculos (THORGAARD, 1983), 1o cual a su vez provoca la
expresion de algunos caracteres secundarios no deseados
por el mejorador. Al contrario que la mayoria de las
especies de salmoénidos y pleuronectiformes, los machos
triploides de especies como la carpa (Cyprinus carpio)
apenas muestran desarrollo gonadal durante maduracion
(GERVAI et al., 1980).

En las hembras triploides la maduracion sexual parece
estar completamente impedida por 1o que en especies como
la trucha se aprecian ovarios muy reducidos donde las
células se encuentran confinadas en estado de paquitene
(THORGAARD y GALL, 1979). En el siluro y la platija las
hembras diploides maduras presentan gonadas de tamano
cuatro veces superior al de los triploides, pudiéndose
observar en estos ultimos algin que otro ococito (WOLTERS et
al, 1982b; LINCOLN, 1981b).

De lo anteriormente dicho se puede deducir que, desde €l
punto de vista de la mejora, la importancia de las técnicas
de manipulacién cromosémica destinadas a la induccion de
peces triploides radica en el control que la triploidia ejerce
sobre la, maduracion sexual. Pero ademas, la aplicacién de
tales técnicas es de sumo interés en las hembras de
salmoénidos, peces planos y especies afines y ello porque las
hembras alcanzan la pubertad un ano después que los
machos por 1o que no sufren las consecuencias negativas de
la maduracion sexual. Entre tales efectos negativos cabe
citar la disminucion de la tasa de crecimiento, el deterioro
en la calidad de carne y la alta mortalidad. De ahi que los
esfuerzos de las grandes explotaciones piscicolas vayan
dirigidos a la produccién de poblaciones compuestas
exclusivamente por hembras, en el caso de la trucha arco-
iris y, enn general, de los salmoénidos.

La produccidn a gran escala de poblaciones todo-hembra
es factible y de hecho ya se practica desde haca algunos
anos en las piscifactorias. El punto de partida es la
obtencion de individuos que, siendo genéticamente hembras
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(XX), presenten caracteres fenotipicos de macho. Son los
llamados «neomachos», machos XX o0 hembras revertidas.
Una forma simple de obtencion de neomachos es mediante
la administracion, junto con el alimento, de una hormona,
la 17-alfa-metiltestosterona, durante 1os primeros meses de
alevinaje. Posteriormente, estos neomachos son cruzados
con hembras normales, y 1os huevos ya fecundados son
sometidos a alguno de los tratamientos triploidizantes ya
mencionados, originandose una progenie donde todos los
individuos son hembras. Ademas de con el tratamiento
hormonal adecuado, que a veces resulta lento y pesado, es
posible fabricar neomachos por masculinizacion de
individuos XX obtenidos mediante ginogénesis diploide (ver
apartado 3).

Tres ventajas ofrecen las poblaciones triploides todo-
hembra, a saber, 1a posibilidad de produccion clénica masiva
de variedades favorables desde el punto de vista genéticoy
comercial, la obtencion de crecimientos mas rapidos al
desaparecer la competencia con los machos y la facilidad de
estabular perfectamente las poblaciones al no existir los
problemas derivados del stress sexual.

Pero quizas sean las consecuencias practicas derivadas de
la esterilidad de los triploides las que, desde una optica
comercial, presenten mayor interés. De los datos obtenidos
en diversas especies de salmoénidos asi como en la carpa,
tilapia y platija se puede asegurar que la tasa de crecimiento
de los triploides es superior a la de diploides, al menos a
partir de una determinada edad (ver tabla 2).

TABLA 2

Crecimiento experimentado por individuos diploides y triploides de
trucha arco iris (Salmo gairdneri Rich.) después de la maduracion
sexual (datos de THORGAARD, 1986)

Nivel Peso medio *+ error estandar (8r) Crecimiento
P1g1%ja /2 anos 3.5 anos
TRIPLOIDES 638 + 29 945 + 94 307 £ 82
DI%\LSI%)ES 640 + 27 700 + 29 60 + 31
(N=17)

Este resultado posiblemente sea debido a que la energia
metabdlica producida durante el periodo de maduracién no
tienen que ser integramente destinada al desarrollo gonadal
como ocurre en los organismos normales, por 1o que el
crecimiento de los triploides se ve incrementado durante
esta etapa. Asi, en los ejemplares triploides de trucha arco-
iris se observan una supervivencia y un crecimiento inicial
ligeramente inferior o similar al de las truchas diploides,

R_8



pero esta diferencia se invierte a la llegada de la pubertad,
logrando alcanzar un peso vivo superior al de los diploides
en un 20 % aproximadamente (LINCOLN y BYE, 1984).

Otra aplicacion de los triploides puede estar en la ya
comentada elevada supervivencia que presentan 10s
hibridos respecto a los hibridos diploides. La produccion de
tales organismos ademas hace factible el reunir en un
mismo individuo las caracteristicas favorables deseadas de
las dos especies progenitoras (ver por gjemplo PARSONS et
al., 1986).

Por otra parte, la mayor heterozigosis presente en los
triploides, respecto a los diploides estandar, podria ser
utilizada de manera ventajosa en los programas de mejora.
LEARY et al. (1985) han relacionado esta superior
heterozigosis de los triploides con la mayor estabilidad en el
desarrollo que estos mimos presentan, medida ésta en base
a la mayor o menor simetria observada en algunos
caracteres bilaterales. Incluso se podria llegar a valores
maximos de heterozigosis si se pudiera cruzar una hembra
hibrida entre dos especies o razas distintas con un macho
de una tercera especie.

En €l caso de los peces, por ultimo, los triploides podrian
encontrar una excelente aplicacion en los programas de
repoblacién de rios y zonas marinas por cuanto la
esterilidad que la triploidia les confiere haria de ellos una
poblacioén neutra tanto desde el punto de vista reproductivo
como ecologico. Tal practica ya se ha llevado a cabo con
exito al introducir a las carpas triploides en 1os programas
de control de la vegetacion acuatica (WATTERDOF y
ANDERSON, 1986).

Por lo que respecta a los pelecipodos, especialmente
almeja, ostra y vieira, es conocida la dificultad existente
para la produccién de tales moluscos durante todo el ano,
debido a la drastica caida que dicha produccion experimenta
durante el verano, época en la cual sucede la maduracion
sexual de dichos animales. Aunque no parece que la
triploidia pueda conducir a la esterilidad en los moluscos
bivalvos (como suele ocurrir en peces), 1o que si es cierto es
que el desarrollo gonadal decrece respecto a los ejemplares
diploides. En la ostra del Pacifico, por ejemplo, las gonadas
pueden suponer hasta un 55 % del peso seco del animal, y es
en esta especie donde las técnicas de manipulacion
cromosémica hasta ahora descritas han hecho posible una
notable reduccidon en el grado de desarrollo gonadal. Lo
mismo ha ocurrido en el caso de la arola y la vieira
(TABARINI, 1984; ALLEN et al., 1986; DOWNING y ALLEN, 1987).
Esta incapacidad para completar la maduracion sexual en
los lamelibranquios se ve acompanada de un aumento en la

229



calidad y cantidad de la carne, 1o cual es de especial interés
en las practicas comerciales que la Acuicultura ofrece
(QUILLET y PANELAY, 1986).

Por otra parte, cuando la triploidia es inducida
artificialmente mediante el bloqueo de la primera division
meiodtica en el huevo, es de esperar que los triploides
resultantes presenten un mayor nivel de heterozigosis que
los diploides. Y es esta superior heterozigosis la causa del
mayor crecimiento mostrado por las ostras triploides en
comparacion con la diploides normales (QUILLET y PANELAY,
1986), si bien es el grado de sincronia en el desarrollo 1o que
determina el numero de huevos en los que es posible 1a
induccion de triploidia. A su vez, los factores que influyen en
este grado de sincronia en el desarrollo de los huevos son el
estado de maduracién de los mismos, la salinidad asi como
la variabilidad genética (en DOWNING y STANLEY, 1987).

3. Ginogénesis y androgénesis

Los seres vivos normalmente proceden de la reunién en una
misma célula del material hereditario procedente del padre
y de la madre. Sin embargo, hay casos en 1os que se
desarrollan individuos adultos a partir de una sélo de los
progenitores, bien sea de los 6vulos maternos
(ginogenéticos) bien de los gametos masculinos
(androgenéticos). A los descendientes obtenidos tras un
proceso de ginogénesis o androgénesis se les podria llamar
en términos coloquiales «organismos sin padre o sin
madre», respectivamente (CHOURROUT, 1986).

En algunas poblaciones naturales se han detectado
especies que se reproducen ginogenéticamente (ver revision
de GOLD, 1979; CHERFAS, 1981). Tal es el caso de la especie
Carassius auratus gibelio, y de algunas otras de la familia
Poecillidae. En ellas 1o que realmente sucede es la
fecundacion de los huevos con esperma de otras especies
que, sin aportar su ADN al embrion, activa el desarrollo
embrionario del huevo. Asimismo, STANLEY (1976) observo
la aparicion espontanea de androgenéticos en cruzamientos
de especies distintas de carpas.

La ginogénesis y androgénesis como tales, son las
causantes de la aparicién de progenies haploides que
aungue en plantas han encontrado sus aplicaciones, ain en
animales no presentan demasiado interés desde el punto de
vista practico. Es por 1o que, en animales acuaticos se
suelen desarrollar técnicas de diploidizacion después de
dichos procesos.
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En el momento de la fecundacién de los peces, si bien el
espermatozoide esta totalmente maduro y apto para la
fertilizacion, el 6vulo no completa dicha maduracién ¥y, por
tanto, no se produce la fecundacion hasta que ha penetrado
el espermatozoide. Pues bien, la ginogénesis diploide
consistiria en la induccién del desarrollo embrionario en
ovocitos normales por medio de una «fecundacién» con
esperma funcional pero inactivo, y en la posterior
diploidizacion de este ADN de origen materno. En el caso de
la androgénesis el proceso es el mismo s6lo que es el ADN
del ovulo el que se elimina siendo todo el material
hereditario de los androgenéticos de procedencia,
exclusivamente paterna.

La diploidizacion subsiguiente de la dotacion
cromosomica haploide se puede realizar aplicando uno de
los métodos descritos en el apartado 2, siendo los choques
térmicos y los choques de presidon los mas empleados en
este sentido. Ahora bien, la citada diploidizacion puede
llevarse a cabo bloqueando la extrusion del segundo
corpusculo polar o impidiendo la primera segmentacion
cigotica. En el primer caso, los ginogenéticos diploides
resultantes seran heterocigotos por proceder de la fusién de
dos células meidticas distintas, mientras que en el segundo
caso estariamos ante una descendencia diploide totalmente
homocigotica originada tras la fusién de dos células
mitoticas totalmente iguales.

3.1. Inactivacion de 6vulos y esperma

La inactivacion artificial de los gametos (6vulos y
espermas) se suele realizar mediante irradiaciones o
tratamientos quimicos y fisicos.

Los rayos Gamma y los rayos X actian a nivel
cromosomico favoreciendo la aparicion de puentes y
fragmentos cromosoémicos en los espermatozoides, por lo
que no es inusual encontrar dichos fragmentos en los
embriones ginogenéticos. Esto llevaria a la presencia, en
estos individuos, de caracteristicas residuales de origen
paterno (ONOZATO, 1982). Los rayos Gamma, a, Jpesar de su
peligrosidad por utilizar fuentes de Co®° y Cs'37, tienen la
ventaja de poder ser aplicados a grandes cantidades de
esperma debido a su alto poder de penetracion. La
intensidades de radiacion empleadas varian segan los
autores, siendo el intervalo comprendido entre 110y 190
KRads, el que mejores resultados aporta al ser aplicado
durante un tiempo no superior a 25 minutos (CHOURROUT,
1982). Una vez irradiado el esperma, la posterior
fecundacion de los ovocitos se realiza de modo normal.
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La inactivacion del ADN espermatico mediante luz
ultravioleta (UV) se produce por la desnaturalizacion que
sufre dicho ADN, principalmente debida a la aparicion de
gran cantidad de dimeros de timina. Este método es de facil
manejo y conlleva menos peligro que la utilizacion de los
is6topos antes mencionados. Ademas, los danos causados por
la radiacién UV pueden se reparados exponiendo el esperma
a la luz visible (fotorreactivacion). Sin embargo, este tipo de
radiacion penetra débilmente en 1os nucleos celulares por lo
que se requiere que el esperma a irradiar se disponga en
finas peliculas sobre recipientes donde sea posible la
agitacion constante del mismo. Todo ello hace que no sea un
método demasiado adecuado para la inactivacion de grandes
volumenes de esperma donde exista posibilidad de que la
radiacién no logre la total destruccién del ADN y por tanto
dé lugar a la posterior aparicion de embriones aneuploides y
de elevado numero de abortos. No obstante, este problema
puede ser evitado con el empleo de esperma heterologo
irradiado, pues si algin espermatozoide no inactivado
fecundase a un 6vulo, originaria, tras la diploidizacion, un
hibrido poliploide posiblemente inviable. De hecho
CHOURROUT (1982), utilizando esperma irradiado de Salmo
trutta y Oncorrhynchus kisutch para fecundar huevos de
trucha arco-iris, obtuvo resultados similares a los obtenidos
empleando esperma irradiado de esta ultima.

Diversos agentes quimicos han sido empleados en la
induccidén de ginogénesis por su capacidad para interactuar
con el ADN. Este es el caso del azul de toluidina, etilenurea y
dimetilsultato (UWA, 1965; JONES et al., 1975; MANTELMAN,
1980).

En el caso de la androgénesis, la inactivacion del ADN
contenido en el nucleo de los ovocitos requiere de los
mismos métodos descritos en la obtencion de ginogenéticos
(GILLESPIE y ARMSTRON, 1980, 1981) aunque dicha
inactivacion puede suponer la destruccion de otros
componentes citoplasmaticos (ADN mitocondrial sobre
todo) y la inviabilidad de los androgeneéticos. A pesar de ello,
se han logrado producir estos organismos mediante
radiacion, si bien la viabilidad de éstos es inferior a la de los
ginogenéticos cuando se trata de individuos haploides
(PURDOM, 1969; ARAI et al., 1979). Este problema se presenta
en menor escala cuando se inactivan los huevos con luz
ultravioleta que, dado su bajo poder de penetracion, aminora
la probabilidad de dano en los constituyentes
citoplasmaticos del huevo. Asimismo se ha inducido
androgénesis, aunque de forma indirecta, mediate
tratamientos fisicos, choques frios y choques de presién
principalmente, aplicados poco después de la fecundacion
(GERVAI et al.,, 1980; YAMAZAKI, 1983).
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3.2. Supervivencia

Ya sea por los efectos causados por los métodos de
induccion ya sea por la alta consanguinidad (traducida en
una alta homocigosis para alelos nocivos), lo cierto es que
tanto ginogenéticos como androgenéticos presentan una
supervivencia inferior a los individuos normales. Dicho
parametro es variable en el caso de los peces ginogenéticos,
encontrandose una reducida tasa en el esturion (ROMASHOV
et al.,, 1963), las distintas especies de trucha (PURDOM, 1969;
CHOURROUT y QUILLET, 198R), el salmon (REFSTIE et al., 1982),
los peces planos (PURDOM y LINCOLN, 1973), el danio
(STREISINGER et al., 1981) o la carpa (CHERFAS, 1975; NAGY et
al., 1978).

Por 1o que respecta a la supervivencia de 1os moluscos
ginogenéticos inducidos mediante radiaciones Gamma, ésta
depende del tiempo de irradiacion al que ha sido sometido el
esperma asi como del estado de desarrollo en que ésta se
mida. Asi, en la oreja de mar (Haliotis discus) ARAI et al.
(1984) demostraron que €l efecto de la radiacién no influia
negativamente 18 horas después de la inseminacioén pero si
despueés de las 43 horas. A partir de este tiempo la
supervivencia disminuia drasticamente en los lotes cuyo
esperma habia sido irradiado entre 8 y 12 segundos, pero
dicho descenso no era significativo para tiempos de
irradiacion comprendidos entre 4 y 8 segundos (fig. 5). Es
mas, la tasa de supervivencia vuelve a aumentar para
niveles de irradiacion superiores a los 12 segundos, entre 16
¥ 90 segundos. Este fenémeno, conocido como «efecto
Hertwig», es atribuido a la total destruceion de los
cromosomas en los espermatozoides 1o cual origina
individuos haploides con mayor supervivencia que los
diploides o aneuploides, ya que en estos ultimos las
mutaciones inducidas por la radiacién se expresarian en su
totalidad (THORGAARD, 1983). Este efecto también ha sido
observado en peces por otros autores.

3.8. Identificacion de los ginogenéticos y
androgenéticos

Tal proceso se hace necesario a la hora de comprobar que
dichos individuos no son portadores de restos de material
hereditario procedente del espermatozoide (en los
ginogeneéticos) o del 6vulo (en los androgenéticos).

Si se emplea esperma heter6élogo en la activacion del
desarrollo del huevo, su contribucién a la descendencia,
puede ser detectada en los hibridos, bien morfolégica o
bioquimicamente o bien por la inviabilidad de tales hibridos.
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Fig. 5. Relacion entre la duracion de la irradiacion a la que son sometidos los
espermatozoides y la tasa de supervivencia en los cigotos, observada a
las 18 (+), 43 (W) y B2 (@) horas después de la fecundacion en la oreja
de mar (Haliotis discus) (datos de ARAT et al, 1984).

De hecho, los datos morfolégicos y bioquimicos han servido
para distinguir androgenéticos y ginogenéticos en cruces
reciprocos entre distintas especies de carpa.

Estos datos también han sido de gran ayuda para
identificar ginogenéticos y androgenéticos en una misma
especie. NAGY et al. (1978), basandose en los patrones de
variabilidad que presentaba el locus de la transferrina, pudo
distinguir individuos ginogenéticos en poblaciones de carpa.
Asimismo, cuando existen alelos dominantes para un
determinado caracter en el nucleo del espermatozoide que,
tras la fecundacidn, no se expresan, ello se puede considerar
como indicativo de que el ADN heredado es exclusivamente
materno. Es 1o que ocurre con los alelos para el color en la
trucha arco-iris (CHOURROUT, 1980) y en el danio
(STREISINGER et al. 1981).

Pero desde el punto de vista cientifico uno de los aspectos
que quizas mas interese analizar es el origen de los
ginogenéticos diploides. Como es sabido, éstos pueden ser
consecuencia del blogueo de la segunda division meidtica
(extrusion del segundo corpusculo polar) o de la primera
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segmentacion. Para identificar uno y otro tipo de
ginogenéticos se puede utilizar un método indirecto cual es
la fecundacioén simultanea de dos lotes de huevos con
esperma normal y con esperma, irradiado. Una descendencia
compuesta por individuos triploides indicaria que en €l lote
paralelo los ginogenéticos se han obtenido impidiendo la
extrusion del segundo corpuisculo polar, mientras que si lo
gue se origina es una progenie tetraploide, ha sido la
primera division mitotica la que no se ha producido.

Pero el método mas fiable en la identificacion de este tipo
de organismos es el analisis de la descendencia en base a
marcadores genéticos y preferiblemente enzimaticos. Y es
que la progenie ginogenética de una hembra heterocigotica
debe ser totalmente homocigotica siempre y cuando la
diploidizacion del ADN materno se haya producido
inhibiendo la primera mitosis en el embrién. Si se bloquea
la salida del huevo del segundo corpusculo polar, la
descendencia sera homocigotica para los genes cercanos al
centromero pero heterocigotica para aquellos que se
encuentren alejados del mismo. Esto ha sido comprobado
por STREISINGER et al. (1981) al aplicar choques de presion
tempranos (1.5-6 minutos después de la fecundaciéon) y
tardios (22.5-28 minutos después de la fecundacion) a los
huevos activados de una hembra heterocigética de danio. En
el primer caso obtuvo un 14 % de ginogenéticos diploides
heterocigoéticos para el locus Est-3, mientras que en el
segundo el 100 % de la progenie era homocigotica para el
citado locus.

3.4. Consecuencias y aplicaciones

Aunque la produccién de ginogenéticos y androgenéticos no
cuenta con €l total apoyo de la mayoria de los cultivadores,
es indudable el interés que dichos organismos tienen, tanto
desde el punto de vista aplicado como cientifico.

El principal efecto que causa la ginogénesis en los
organismos acuaticos esta relacionado con el control
sexual. De esta manera, la fabricacién de poblaciones todo-
hembra o todo-macho mediante ginogénesis diploide y
androgéenesis diploide respectivamente, aporta notables
beneficios en los niveles de produccién dadas las ventajas
mencionadas que presentan dichas poblaciones.

Por otra parte, la identificacion del sexo en una
descendencia obtenida mediante ginogénesis aporta una
valiosa informacién acerca del mecanismo de determinismo
sexual presente en una especie. Si tal descendencia esta
compuesta por hembras en un 100 % ello indicaria que el
sexo homogameético XX seria al de la hembra. Es 1o que
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ocurre por ejemplo en la trucha arcoiris (CHOURROUT y
QUILLET, 1982), la carpa (NAGY et al., 1978, 1981 ) o el salmon
(REFSTIE, 1982). Sin embargo, en la platija, PURDOM y
LINCOLN (1973) observaron la aparicion de machos y
hembras en una descendencia de ginogenéticos, 1o cual
apunta hacia el hecho de que el determinismo sexual en esta
especie es del tipo ZW correspondiéndole a la hembra el
sexo heterogameético. Todo esto no es tan evidente en el caso
del danio donde STREISINGER et al. (1981) produjeron clones
homocigoticos diploides mediante ginogénesis. En ellos
observaron variaciones significativas en la proporcion de
sexos, e incluso progenies compuestas por machos siendo
su madre homocigotica. Tales datos no coinciden con lo
expuesto para la trucha, salmoén, carpa o platija, antes bien
podrian ser explicados en base a posibles interacciones
entre genes autosémicos y sexuales o0 a supuestas
influencias ambientales (THORGAARD, 1983).

Otra de las aplicaciones tanto de la ginogénesis como de la
androgénesis se centra en la fabricacion de lineas
consanguineas (STREISINGER et al., 1981; NAGY y CSANYI,
1984). En ellas es de esperar una alta proporcion de loci
homocigoticos, algunos de ellos deletéreos o letales, 1o cual
hace de ginogenéticos y androgenéticos organismos con
valores bajos de eficacia reproductiva y fisiologica. Ello sin
duda estaria relacionado con la inferior supervivencia y el
descenso en la tasa de crecimiento que aparecen estos
individuos. Es 1o que se llama «depresion por
consanguinidad».

Sin embargo, también es conocida la gran homogeneidad
que presentan las poblaciones cultivadas, la cual ha sido
puesta de manifiesto con la ayuda de marcadores genéticos
de variabilidad. En este sentido, la creacidén de lineas
consanguineas distintas y el posterior cruzamiento entre
ellas podria suponer la aparicion de fendmenos de heterosis
tan deseados por el mejorador (CHOURROUT, 1986).

En la androgénesis ademas, la fabricacion de lineas
consanguineas ofrece dos ventajas suplementarias. Una
deriva del inferior tiempo de generacion que presentan los
machos y por tanto la facilidad de un programa de mejora
de corta duracion, y la otra, seria la posibilidad de mantener
dichas lineas mediante crioconservaciéon del esperma
creando asi un reservorio de genotipos distintos o 1o que es
lo mismo un «banco de genes».

4. Perspectivas

Aungque la induccion de triploidia asi como la obtencion de
ginogenéticos y androgenéticos ofrecen magnificas
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aplicaciones en las actuales practicas de acuicultura
(produccién de estériles, de hibridos con mayor
supervivencia, de lineas consanguineas, etc.), tales técnicas
de manipulacién cromosoémica han posibilitado la puesta a
punto de otras de manipulacion genética mucho mas
ambiciosas. De hecho ya se ha intentado transferir el gen
que codifica un proteina «antihielo» que haria posible la
vida de los peces planos en aguas a temperatura inferiores a
0 °C. Ademas esto podria permitir también la cria intensiva
de salmones durante todo el ano, sobre todo en regiones
frias (ver CHOURROUT, 1986).

Pero a pesar de todo ello, algunas cuestiones habria que
plantearse para que la manipulacién cromosdmica fuera
una realidad cientifica y practica: ¢es posible la induccién
de triploidia en todas las especies de interés en Acuicultura?
€8s siempre ventajoso dicho estado poliploide? ¢squé afecta
mas a la supervivencia, la triploidia, ginogénesis o
androgénesis por si mismos o las técnicas empleadas para
conseguirlo? ¢son las lineas consanguineas realmente
Utiles en los programas de mejora? Hacia estas y algunas
interrogantes mas se dirijen actualmente los esfuerzos de
gran numero de genetistas y acuicultores.
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La Ingenieria
Geneética y sus
aplicaciones a la
Biotecnologla
Acuatica

M. VICENTE
Centro de Investigaciones Biolégicas (C.8.1.C.) Madrid.

La manipulacién de los genes, es decir de las estructuras
fisicas donde reside la herencia, para modificar su
expresion es el objeto de la Ingenieria Genética.

Kl estudio de genes a nivel molecular, asi como de su
expresion, son las herramientas ut111zadas por la Ingenieria
Genética, que en ultima instancia es la aplicacién de los
con001mlentos derivados de la Biologia Molecular a
problemas con interés econémico.

Una buena base para iniciar el estudio de la Genética
Molecular es la lectura del libro de LEWIN, Genes, citado en
la bibliografia. Asimismo el libro de OLD y PRIMROSE
Principles of gene manipulation es una obra indispensable
para iniciarse en el conocimiento teérico de la Ingenieria
Geneética. La meta de esta nueva tecnologia es, como
deciamos, la aplicacion de estos conocimientos a problemas
concretos, para ello es indispensable consultar, casi a diario,
el manual Molecular Cloning de MIAANIATIS et al. que es €l
recetario mas completo publicado hasta el momento. En
castellano se ha publicado un manual basico de técnicas de
Ingenieria Genética que también se cita en la bibliografia.

La compleja diversidad de 1los organismos vivos es
resultado de tres procesos basicos: mutacion que da lugar a
la aparicion de variaciones dentro de los seres vivos;
seleccion que, bien por cambios en los ambientes
naturales, o artificialmente siguiendo una pauta marcada
por el hombre, elimina a unas variaciones y favorece la
supervivencia de otras; por ultimo el intercambio
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geneético es causa de que las variaciones seleccionadas
formen nuevas combinaciones a su vez seleccionables.

La mutacion y el intercambio genético ocurren a nivel de
los genes, la seleccidn, en especial 1a seleccion artificial es
un proceso que ocurre a nivel organismo. La manipulacién
genética permite en la actualidad efectuar la seleccion
artificial también a nivel génico.

1. Transferencia génica.
Recombinacion y Transposicion

La aparicion, en la descendencia de un cruce, de
combinaciones de genes distintas a las presentes en los
progenitores se debe a unos procesos conocidos como
recombinacion. A nivel molecular la recombinacion
consiste en la formacién, a partir de dos moléculas de DNA,
de otras dos moléculas las cuales contienen, cada una, parte
de cada molécula inicial. La recombinacién se realiza entre
moléculas de DNA con secuencia homologa, bastan tres
bases no homologas seguidas para que 10s mecanismos
enzimaticos de recombinacién (por ejemplo RecA en
Escherichia coli) no puedan seguir. Por ello a esta
recombinacion generalizada se la denomina también
recombinaciéon homeologa y ocurre mayoritariamente en
los procesos de recombinacién meioética, conjugacion,
transduccion y transformacion.

Se ha observado que puede existir recombinacioén entre
moléculas de DNA cuya homologia es por el contrario muy
baja. Estos sistemas de recombinacion requieren unos
quince pares de bases homologas junto con una maquinaria
enzimatica especializada para recombinar las dos moléculas
por el sitio con secuencia homologa. Por eso se denomina
recombinacion especifica de sitio. Este mecanismo es el
que utilizan algunos bacteridofagos (por ejemplo lambda)
para integrarse en el genoma, de la bacteria como profagos.

Por ultimo se ha descrito otro tipo de recombinacién en la
que la homologia entre las moléculas recombinantes puede
aun ser menor, bastan a lo sumo seis pares de bases. En este
tipo de recombinacién una de las moléculas recombinantes
se replica a la par que se recombina, de aqui el nombre de
recombinacion replicativa. Este tipo de recombinacion es
el utilizado por los elementos genéticos moviles para
efectuar su transposicion de un lugar a otro del genoma y
fue descrita por vez primera por BARBARA MACCLINTOCK en
el maiz en donde algunos elementos moéviles producen
variegaciones muy llamativas. Estas variegaciones se deben
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a que la insercién de un elemento movil dentro de un gen
interrumpe su expresion normal, por el contrario la salida
del elemento movil en determinados momentos del
desarrollo puede reconstituir un gen funcional y ocurre con
una determinada probabilidad para un elemento movil
determinado, por ello en un mismo tejido pueden
encontrarse células que expresan un gen junto a otras en
las que su expresion es blogqueada por no haberse salido el
elemento movil de su localizacion intragénica. La
transposicion de elementos genéticos moviles puede asi
considerarse como un procedimiento natural por el cual se
modifica la expresion de los genes dentro de un organismo.

2. Manipulacion de los genes

Como los organismos vivos son €l resultado de la expresion
coordinada en el tiempo y en el espacio de la informacion
contenida en su genoma puede tomarse como postulado de
trabajo que si esta informacién se modifica, ya sea por
medios naturales, como veiamos ocurre en la transposicion
de elementos moviles, o por medios artificiales, el
organismo sufrira asimismo modificaciones. Las técnicas de
Ingenieria Genética permiten manipular los genes de forma
bastante controlada por el experimentador. Estas
manipulaciones pueden utilizarse para: producir
compuestos bioldgicos de interés en sistemas mas eficaces;
modificar las propiedades de algunos compuestos para
hacerlos mas utiles; dotar a las c€lulas de un organismo de
la capacidad de producir compuestos que naturalmente no
poseen; estudiar la propia expresion del gen en cuestién asi
como las caracteristicas bioldgicas de su producto, etc.

Un gran numero de manipulaciones genéticas que se
efectian necesitan en alguna etapa el concurso de algan
microorganismo, sea éste virus, bacteria o levadura. Por
razones de ser mejor conocida la bacteria Escherichia coliy
sus fagos, plasmidos y elementos genéticos maoviles es el
organismo mas frecuentemente utilizado. Con respecto a los
microorganismos eucarioticos el mas conocido es la
levadura cervecera, Saccharompyces cerevisiae.

3. Recombinacion in vitro:
Enzimas de restriccion y ligasas

Una de las manipulaciones mas sencillas a que puede ser
sometido un gen es el trasladarlo de la molécula de DNA en
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la, que se encuentra en estado natural, normalmente un
Cromosoma, & otra molécula cuyo manejo sea mas comodo
(fig. 1).

La tecnologia de manipulacién enzimatica del DNA se
desarrollod por el descubrimiento de unas enzimas
denominadas endonucleasas de restriccion, capaces de
reconocer y cortar una secuencia especifica de bases dentro
de cualquier molécula de DNA que la contenga. El nombre de
enzimas de restriccion les viene dado por tener estas
nucleasas un papel muy importante en los sistemas que
restringen (degradan) los DNAs ex0genos en los
microorganismos que contienen estos sistemas de
restriccion (fig. ).

Cada nucleasa de restriccién reconoce y corta una
secuencia especifica para la enzima, denominada diana, de
unos cuatro a seis nucleotidos y lo hace en todas las
existentes en una molécula de DNA, de esta forma, los
fragmentos de restriccidon obtenidos al digerir un DNA se
clasifican en un numero discreto de tamanos, esto permite
su facil identificacién y purificacion por métodos
electroforéticos.

La mayoria de las enzimas de restriccion realizan un
corte sesgado en las dos bandas del DNA, asimismo
producen extremos cohesivos debido a que los sitios de
corte poseen simetria en la secuencia 1o cual permite
aparear por enlaces de hidrégeno a dos fragmentos de
restriccion que hayan sido obtenidos por tratamiento con la
misma enzima (fig. 3).

Para estabilizar la union entre dos fragmentos de
restriccion asi apareados se tratan con enzimas
denominadas ligasas que son capaces de restaurar los
enlaces covalentes en las cadenas de DNA (fig. 3). La ligasa
mas utilizada es la del fago T4 que puede reparar tanto las
incisiones de banda sencilla presentes a ambos lados de la
union de dos fragmentos como soldar dos fragmentos que
terminen en extremos romos (estos extremos resultan de
la digestion con algunos tipos de enzimas de restriccion). La
ligassa de E. coli no puede actuar sobre extremos romos
aunque silo hace sobre extremos cohesivos (fig. 3).

4. Vectores genéticos:
Virus y plasmidos
La posterior manipulacion de los fragmentos obtenidos a

partir de un genoma requiere que éstos puedan replicarse y
amplificarse dentro de un sistema bioldégico manejable. Para
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Fig. 1. El clonaje es el experimento mas usual en la manipulacion genética.
Un DNA de una, cé€lula, en este caso eucariodtica, se introduce en un
huésped, en este caso célula procaridtica. Para ello es preciso aislar el
DNA cromosémico, generalmente roto dado su gran tamarno, y DNA de
un vector, el cual por ser de tamano pequeno queda intacto. Esta
propiedad de los DNAs pequenos facilita su purificacion como formas
circulares cerradas covalentemente (ccc). Los dos DNAs se digieren
con la misma enzima de restriccion, lo cual genera extremos
cohesivos (complementarios). Mezclando los fragmentos con €l vector
abierto y anadiendo ligasa se obtiene in vitro un DNA recombinante.
En el DNA recombinante se encuentra un fragmento del DNA
eucariotico junto con el vector, el cual conserva la propiedad de
replicarse auténomamente en el huésped procariético adecuado. Para
ello debe primero introducirse en la célula procariética por un
proceso, natural en algunas bacterias gram-positivas, o inducido en
las gram-negativas, denominado transformacién. Cuando el DNA
recombinante se replica en la célula procariética se producen muchas
copias (amplificacién) y se dice entonces que se tiene un clon.
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Fig. 2. Los sistemnas de restricciéon y modificacion permiten obtener

fragmentos de DNA flanqueados por secuencias especificas. De esta
forma a partir de un DNA se generan fragmentos de tamano definido,
todas las moléculas de DNA iguales producen idénticos fragmentos al
ser digeridas por la misma enzima. Los sistemas de restriccién-
modificacién pueden tener un significado defensivo protegiendo a la
célula frente a la infeccion por DNAs extranos que podrian serle
perjudiciales. La enzima de restriccion, en este caso REcoRI codificada
con el plasmido R de E. coli, reconoce la falta de metilacion en una
adenina de una secuencia especifica e introduce un corte sesgado que
produce extremos cohesivos. La enzima de modificacion
correspondiente, MEcoRI reconoce la misma secuencia pero actua de
forma diferente frente a la ausencia de metilacién, MEcoRI metila la
adenina dentro de esa secuencia. De esta forma los DNAs ex6genos
son sustrato para la nucleasa REcoRI, mientras que los DNAs propios,
al estar metilados (modificados) por la accion de la metilasa no lo
son. Normalmente para denominar a las nucleasas de restriccion se
omite la letra R que precede a su nombre, si bien la nomenclatura
correcta debe incluirla para distinguirlas de las metilasas
correspondientes que van precedidas por una M.

ello se utilizan los denominados vectores geneticos que
poseen la capacidad de replicarse en la célula hospedera que
se esta utilizando. Entre los vectores mas utilizados se
encuentran el bacteriéfago lambda y algunos plasmidos de
E. coli.

Un plasmido para ser vector ideal, ademas de poderse
replicar, debe contener un marcador (gen) que le haga
facilmente seleccionable en experimentos de transferencia
génica, son muy utilizadas la resistencia a antibidticos;
también debe tener dianas unicas para una o mas enzimas de
restriccion: a ser posible la insercion de un fragmento de
restriccién en una de estas dianas debe inactivar un marcador

RB:



‘SeSBST[ S JB[[9S 9D UrY 8N SoUOISTOUT SBf SOSBO SOQUIE U8 UBITPUT BYOS[ o SBIUNd ST "'SOUWI0J SOUISIIXS

28u8q 10d UQTUNSL NS BIEd UOIOBIFUSOUOD JOABUI ® %L, 9P BSBSI[ UB}IS908U [[168H J0d SOPRISUSS SOJUSUIZEI] SO BUISISD B[

V % 8D O 1700 "F 9D BSBHI[ UOO 98I€([95 Uspend s0juswiged) sof ‘[H0oH BUITZUS B] 0D UQI00® BpIambz! ] V ‘seuoroeguoroad
UIS 0 UOD S0TUSWIFRY B JESN] BP SOUIOL SOWSIIXS O SOATSS0D SOWBIIXS UrIeus§ enb seurnzus Jod SYNQ 9P UOTISOSD BT '@ 814

R83

S N-N-N-9-9-0-0-NI-N .€

£ NN-N-D-0-O-O-N-N-N .G
( EpRIIUSDUOD SPW) 7] mUA_,
esebi _
\/

S N-N-N-9-90-0-N-N-N .€

£ N-N-N-2-0 9-ON-N-N.G

A
1epzap
SN-NN-99  D-ON-N-N €
EN-NN-DO O-ONN-NG
loeH

uod uonsabig
S N-N-N-O-9-0-O-N-N-N.€
ENN-N-D-D-9-9-N-N-N .S

SOWOY OW3Y1X3

SN-N-N-O-V=V-1-1-D-N-N-N .t
£ N-N-N-D-1-1-V-V-O-N-NN .G
(v1°po0) :o?m\",
ap esebin |
v
.G N-N-N-9 V-V-1-1-O-N-N-N .€
£ NN-N-D-1-1-V-VY O-N-N-N |G
A

Jealede
Liepzay

S N-N-N-9
£ N-N-N-O-L-1-VV S

G V-V-1-1-ON-N-N €
9-N-N-N .S
14033
uod uonsabiq
S N-N-N-9-V-v-1-1-O-N-N-N .€
£ N-N-N-O-1- 1-V-V-9-N-N-N .G

SOAISTFHOD SOW3Y1X3



facilmente reconocible (resistencia a otro antibidtico o
capacidad de utilizar lactosa son los més usados). El
plasmido vector ideal debe asimismo ser de un tamano
pequerio para facilitar su obtencion, tamanos cercanos a P4
kb (kilobase = mil pares de nucleotidos) son los mas
aceptables; por encima de las 50 kb la manipulacién se hace
dificil y tamanos de 200 kb no son manejables. Un vector
tipico es el plasmido pBR3RR (fig. 4).

Los fagos no tienen estos limites de tamano para su
manejo pero s6lo pueden recibir fragmentos de DNA foraneo
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Fig. 4. Para simplificar los experimentos de clonaje se utilizan vectores en
los que hay dos genes que codifican resistencia a dos antibiéticos. Uno
de 10s vectores de uso general més utilizados es el pBR32R. Este vector
contiene un origen de replicacién (ori) capaz de ser replicado en E.
coli, contiens genes que codifican resistencia a ampicilina (Ap*) y a
tetraciclina (Te). En la figura se ilustra un vector PBR32R digerido
con BamHI, enzima de restriccién cuya diana se encuentra una sola
vez en todo el vector, precisamente dentro del gen Te. La apertura de
esta diana y la posterior insercién de un fragmento de DNA, obtenido
por digestion con BamHI, entre los extremos generados interrumpe el
gen Tc. La transformacién de una bacteria con el pBR322
recombinante la convierte en resistente a ampicilina y sensible a
tetracilina. 8i la transformacién ocurriese con un pBR322 que hubiese
religado consigo mismo la bacteria seria resistente a los dos
antibiéticos, mientras que una bacteria no transformada sera sensible
a ellos. De esta forma se puede seleccionar con relativa facilidad los
clones recombinantes.

cuyos tarmanos se encuentren entre unos limites muy
estrictos pues de otra forma no les cabe el DNA en la cabeza.

Se han desarrollado sistemas 1lamados cosmidos que
reunen algunas ventajas de plasmidos y fagos. Por un lado
pueden replicarse como plasmidos por lo que no necesitan
muchas de las funciones del fago y pueden recibir insertos
de DNA foraneo de mayor tamano que los fagos; por otro
lado poseen los sitios necesarios para ser encapsulados en
la cabeza del fago lambda. Esta propiedad hace que no sea
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necesario obtener células competentes (capaces de
incorporar DNA desnudo) que es un requisito indispensable
para la transformacion (incorporacion) de los plasmidos
a las células receptoras; puede introducirse un cosmido en
una célula por empaquetamiento in vitro del DNA en la
cabeza del fago, adicion de colas e infeccion de la bacteria.
Este proceso es mas eficiente que la transfeccion
(transformacion con el DNA de un bacteriéfago) y se utiliza
cuando se desea optimizar el numero de clones resultantes
de un experimento. Con respecto al estado de competencia
debe recordarse que tan sélo algunas bacterias como Bacillus
subtilis y Streptococcus desarrollan competencia de forma
espontanea. En E. coli la competencia se induce por medio
de tratamientos que alteran la membrana permitiendo la
entrada de DNA a costa de reducir la viabilidad celular.
También difieren las bacterias gram-negativas (E. coli,
Pseudomonas) de las gram-positivas (Bacillus,
Streptococcus) en los requerimientos fisicos de la molécula
de DNA que va a transformar. En gram-negativos el proceso
es eficaz para moléculas unicas circulares, cerradas de doble
banda. En gram-positivas el sustrato eficiente es DNA lineal
de una o dos bandas pero que se encuentra en mas de una
copia por célula.

Existen ademas vectores que pueden utilizarse cuando se
necesita como receptor una célula eucaridtica en vez de una
bacteria. En el caso de células vegetales (dicotiledoneas y
también posiblemente en monocotiledéneas) un sistema se
basa en un elemento genético movil (T-DNA) de un
plasmido (Ti) que portan bacterias fitopatdégenas del género
Agrobacterium. Se ha probado que casi todo el T-DNA, a
excepceion de 25 pares de bases de cada extremo, puede
reemplazarse por otro DNA diferente y no relacionado con
Ti, sin que se pierda la capacidad de integracion de este
elemento al genoma de la planta. La insercion del T-DNA
ocurre con mayor frecuencia en el genoma nuclear aunque
también se han detectado inserciones en el genoma de 1os
cloroplastos con frecuencia mucho menor.

En el caso de células animales se han desarrollado
vectores a partir de virus de diversos tipos. Los mas
numerosos son vectores virales para células de mamiferos
entre ellos los derivados del papovavirus SV-40 son los mas
conocidos. También se han desarrollado vectores basados en
adenovirus, poxvirus y retrovirus. Estos ultimos son de
interés pues los retrovirus son un grupo de virus RNA que
infectan un amplio espectro de vertebrados incluyendo
serpientes, aves, peces y muchos ordenes de mamiferos. Los
retrovirus presentan ademas la ventaja de tener una
estructura genética y un ciclo infectivo que les asemeja a
elementos genéticos moéviles, esto les permite en algunas
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ocasiones transmitirse a través de la linea germinal al
integrarse como DNA en el genoma celular. Asimismo,
muchos retrovirus son capaces de incorporar naturalmente
secuencias génicas de la célula hospedera. Los promotores
(regiones donde se inicia la transcripeion de un gen) de los
retrovirus se encuentran entre los mas potentes en
organismos eucarioticos. Los retrovirus por su capacidad de
integrarse en el genoma celular han sido asimismo
considerados como posibles vectores para realizar terapia
génica, es decir la correccion de deficiencias genéticas por
medio de la introduccioén de una o mas copias de un gen
funcional. Una de las desventajas como posibles vectores es
que pueden ser oncogénicos ademas de patdgenos.

5. Estrategias de clonaje

Antes de emprender el clonaje de un gen se debe analizar
exhaustivamente el problema que se pretende resolver, ésta
es una regla general en toda investigacion y por supuesto
aplicable con todo rigor a la Ingenieria Genética. En funcion
de las caracteristicas de cada problema se decidira el
procedimiento a seguir.

Uno de los problemas basicos consiste en disenar un
procedimiento para identificar especificamente el gen
clonado. Entre ellos se puede citar como mas sencillo la
complementacion genética, este procedimiento solo es
aplicable cuando se dispone de mutantes en el gen en
organismos haploides o mutantes homocigoticos, asimismo
se necesita un vector capaz de transferirse y replicarse en el
organismo en cuestion. Este método se aplica sobre todo en
bacterias y levaduras.

Otro método muy utilizado consiste en detectar clones
especificos por medio de 1a hibridaciéon con sondas
marcadas radioactivamente. Para ello un fragmento de DNA,
en el que se sabe va contenido el gen a clonar, o parte de él,
se marca con un isétopo radioactivo (°?P, o, 353 empleando
la propiedad de la polimerasa I de E. coli de digeriry a la
vez reparar una de las bandas de DNA iniciando la reaccion
en una incision (método de la incision ambulante o nick
translation) (fig. 8). La sonda asi obtenida se utiliza para
hibridar con DNA procedente de los diversos clones, de esta
forma se detectan aquellos que contienen secuencias
capaces de hibridar con la sonda. Este método so6lo es util
cuando se tiene la posibilidad de obtener DNA del gen a
clonar o de la regidén adyacente.

Si se conoce la secuencia de nucleotidos de una parte del
gen, por ejemplo deduciéndola a partir de la secuencia de
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Fig. 5. Para obtener una sonda de DNA marcada, radioactivamente se utiliza
el método de la incisién ambulante que combina la accién de la
DNAasa Iy las acciones exonucleasa, Yy polimerasa de la DNA
polimerasa I. En un primer paso la DNasa I, a la concentracion
adecuada produce incisiones en el DNA. La accién exonucleasa de la
polimerasa I elimina un nucleétido adyacente a la incision; a
continuacion la accién polimerasa de la propia polimerasa I
incorpora un nucleétido (que estara marcado radioactivamente si asi
se ha puesto en la mecla de reaccion) en el otro extremo de la,
incision. Las acciones de la polimerasa I Proceden secuencialmente,
de forma que el efecto final es incorporar un trecho de DNA marcado
de igual secuencia a la que se ha eliminado y desplazar la incisién en
el DNA, de aqui el nombre que recibe esta reaccion.
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aminoacidos de un extremo de la proteina y de la frecuencia
de utilizacién de codones en la célula u organulo en
cuestion, se puede sintetizar una sonda artificial o bien una
mezcla de sondas que cubran las posibles variaciones en
secuencia, probables por la degeneracion del codigo
genético. Hoy dia existen procedimientos para sintetizar
oligonucleotidos de secuencia conocida de 50 e incluso mas
unidades. Estos tamanos son mas que suficientes para que
una sonda sea especifica pues la frecuencia de que una
secuencia aparezca por azar en un DNA decrece
rapidamente al incrementarse la longitud de la misma.

El siguiente problema que se presenta es la obtencion del
material genético para clonar. Una estrategia consiste en
obtener una genoteca ya sea del genoma completo o de una
determinada regién del mismo, para €llo se digiere el DNA
total con una o varias enzimas de restriccion o bien se
fragmenta mecanicamente hasta un tamano adecuado al
vector que se va a usar y al problema concreto, no es igual el
tamano de todos los genes en todos los organismos. Este
meétodo se denomina de fuego graneado (shotgun), es decir
un meétodo que cubre un amplio campo pero con poca
punteria. Otro procedimiento mas fino es el microclonaje, o
clonaje de una regién especifica cuyo DNA se obtiene por
microdiseccion a partir del cromosoma aislado. Esta
estrategia se ha aplicado sobre todo a organismos como
Drosophila en donde las regiones cromosomicas se
distinguen con facilidad en los cromosomas de algunos
organos.

Los genes de organismos cuyo genoma esta formado por
RNA no pueden clonarse como tales. El procedimiento a
seguir consiste en copiar el RNA mediante la
transcriptasa inversa, una enzima que codifican los
retrovirus, hasta DNA de doble banda. Este DNA copiado se
denomina ¢cDNA (fig. 6). La técnica de cDNA también se
utiliza para obtener clones a partir de mRNAs. Esto permite
clonar selectivamente genes que se estan expresando en
determinados tejidos o etapas del desarrolio. Los mRNAs de
organismos eucarioticos estan poliadenilados en el extremo
3’ 1o cual facilita su purificacién cromatografica. Un
procedimiento ain mas selectivo consiste en la
inmunoprecipitacion de polisomas mediante anticuerpos
especificos contra la proteina producto del gen que se desee
clonar. En este caso el mRNA obtenido de 1os polisomas esta
enriquecido en las secuencias buscadas, su copia a cDNA
permite el clonaje en pasos sucesivos. En la actualidad, dada
la gran importancia de la técnica del cDNA, se han
desarrollado vectores y técnicas que permiten obtener cDNA
completo a partir de RNA con mayor eficacia y facilidad que
los procedimientos clasicos de transcriptasa inversa y
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obtiene una molécula hibrida DAN-RNA de 1a cual ha de eliminarse la
cadena RNA para poder clonar en un vector. Existen modificaciones
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mensajero directamente sobre el vector de clonaje.

l Adicion de prendedores
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nucleasa S1, los cuales producian clones generalmente
incompletos.

Una técnica que hace uso de las sondas DNA sintéticas y
de anticuerpos se conoce como genética al reves (reverse
genetics ). Conocida una determinada secuencia de una
proteina se disena y se sintetiza un péptido inmunogénico
correspondiente a un epitopo (region reconocida por un
anticuerpo individual). Este péptido, conjugado con una
proteina portadora, se utiliza para inmunizar un animal del
que se obtiene un suero del cual se derivan anticuerpos
monoclonales por la técnica de los hibridomas. De éstos se
seleccionan aquellos que no reaccionen con la proteina
portadora, pero si con el complejo proteina-peptido. Este
anticuerpo monoclonal puede utilizarse para purificar
polisomas o bien para rastrear una coleccion de clones en
los que se sospeche se expresa el gen a clonar. Esta
coleccién de clones puede asimismo rastrearse con la sonda
DNA mixta sintética deducida de la secuencia parcial de
aminoacidos de la proteina. Este procedimiento es
obviamente bastante complejo y solo se recurre a €l cuando
el problema tiene el suficiente interés como para justificar
la inversién de tiempo, personal y dinero. El procedimiento
permite clonar segmentos de DNA correspondientes a genes
no localizados cuando se dispone Unicamente de la proteina
y por eso recibe el nombre de genética al reves.

Los cDNAs obtenidos a partir de mensajeros pueden no
contener toda la secuencia del gen por varias razones, entre
las que se encuentra la presencia de intrones (regiones no
codificantes dentro de genes estructurales eucarioticos) y
los fallos de copia de transcriptasa inversa. Estos clones
¢DNA constituyen lo que se denomina una genoteca cDNA
que, una vez clasificada, puede utilizarse como sonda para
detectar clones genémicos a partir de una genoteca
gendémica obtenida del DNA total del organismo. En una
genoteca genodmica se encuentran por tanto las secuencias
codificantes, asi como las no codificantes de los genes
estructurales y también las secuencias reguladoras. En una
genoteca cDNA sélo se encuentran las secuencias
contenidas en los mensajeros maduros, pero no los intrones
ni las regiones reguladoras del gen anteriores al sitio de
iniciacidon de la transcripcion.

En la estrategia de clonaje un punto muy importante
consiste en elegir el vector y célula hospedera que se van a
utilizar. Para objetivos de tipo general un plasmido como
pBR322 y E. coli pueden ser el sistema mas sencillo. Si por
ejemplo la expresion del gen clonado pudiese ser toxica
para E. coli debera elegirse un vector en el que la expresion
del inserto esté sujeta a regulacion; este tipo de plasmido,
como la familia de pKC30, es asimismo util para aumentar
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la expresion del gen clonado por desrepresion y se ha usado
para purificar proteinas minoritarias de muy diversos
organismos. En pKC30 y sus vectores derivados se controla
la expresion del gen, clonado corriente abajo del promotor
Py, del fago lambda, por medio de un represor termosensible
de un mutante en el gen cI del fago; asi a 30 °C la expresiéon
esta reprimida y s6lo se induce cuando el cultivo se coloca a
42 °C con lo cual se inactiva el represor. Los sistemas
basados en Bacillus subtilis presentan las ventajas de
excretar 1os productos génicos a los medios de cultivo
facilitando su purificacion, asi como carecer de toxinas,
pero su genética estd menos estudiada. Otros problemas son
que Bacillus excreta proteasas al medio y el que los
fragmentos insertados en sus plasmidos tienen alta,
inestabilidad. La levadura cervecera y plasmidos que se
replican autonomamente en ella, basados en el plasmido 2 u,
constituyen un sistema eucariético y por lo tanto capaz de
expresar los clones genomicos eucarioticos que no se
expresan en bacterias a partir de sus regiones reguladoras
por ser éstas de eucaridticos (ver mas abajo); asimismo en
levadura los mensajeros pueden ser procesados eliminando
los intrones. Existen vectores denominados vectores
lanzadera (shuttle) capaces de replicarse en E. coli y en
levadura que pueden facilitar muchas manipulaciones al
manejarlos temporalmente dentro del sistema, bacteriano,
también existen vectores lanzadera entre E. coliy B. subtilis
y entre E. coliy algunas especies de Pseudomonas. Una,
precaucion especial que ha de tomarse cuando se trata de
obtener genotecas gendémicas de plantas es el usar una
célula hospedera deficiente en los sistemas de
recombinacion generalizada, o sea una estirpe recA. Esto se
debe a que dentro del genoma, de las plantas existe un alto
numero de secuencias repetidas, susceptibles de ser
sustratos de recombinacioén y por tanto propensas a excluir
segmentos de DNA una vez clonadas.

También la enzima de restriccion a utilizar debe ser
elegida de forma que se obtengan fragmentos del tamatio
adecuado, las enzimas cuya diana es un hexanucleotido
producen fragmentos de unas 4 Kb; las que reconocen un
pentanucleotido 1 Kb; ¥ las que reconocen un
tetranucleotido 0,25 Kb. Si la enzima que ha de usarse
genera extremos romos puede insertarse el fragmento en
un vector en la diana de una enzima que genere asimismo
extremos romos con ligasa de T4. Alternativamente se
puede insertar un fragmento de extremos romos en una
diana de extremos cohesivos utilizando unos
oligonucleotidos sintéticos que contienen la diana de la
enzima en su secuencia, se les denomina prendedores
(linkers) y su unién a los fragmentos romos se efectiia con
ligasa de T4, a continuacién el producto se digiere con la
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enzima en cuestion obteniéndose asi un fragmento con
extremos cohesivos (fig. 7). Otra forma de unir fragmentos
con extremos romos es la adicion de colas de
homopolimeros por medio de la enzima transferasa
terminal, de esta forma al fragmento se le insertan colas de
un polinucleotido, por ejemplo poli(G), y al vector colas del
polinucleotido complementario, en este caso poli(C), asi se
producen extremos cohesivos que pueden ser sellados con
ligasa (fig. 8).

Muchas veces el fragmento clonado contiene mas genes
que el deseado, en este caso puede optarse por una de dos
alternativas. Se pueden subclonar los subfragmentos
generados por otras enzimas de restriccion cuyas dianas se
encuentran dentro del fragmento. También puede acortarse
el fragmento por digestion con nucleasa Bal31 que
degrada el DNA de doble banda iniciando por los extremos,
para ello primero se digiere el vector portador del
fragmento clonado con una enzima de restriccion que no
interrumpa las funciones esenciales del vector ni del gen y
mantenga la conexion entre vector y gen, a continuacion se
efectua una digestion controlada con Bal31 y se sellan las
moléculas obtenidas, que seran una coleccion de diferentes
tamanos, con ligasa de T4. Este método también sirve para
acortar la distancia entre un gen estructural y un promotor
con lo cual puede aumentar la expresion del gen. Ha de
tenerse en cuenta que la digestion con Bal31 sélo es util
para acortar en distancias cortas, del orden del centenar de
pares de bases, en distancias mas largas se recurre a
subclonar fragmentos flanqueados por dianas de enzimas de
restriccion.

6. Secuenciacion de acidos nucleicos

Muchos de los conocimientos actuales sobre la expresion de
los genes, e incluso sobre la funcion de sus productos, han
derivado del analisis y comparacion de las secuencias de
nucleotidos del DNA. Que la informacién contenida en la
secuencia de los genes estructurales determina la secuencia
primaria de las proteinas deriva de los experimentos que
condujeron a descifrar el codigo genético. Que las regiones
reguladoras, corriente arriba de las regiones codificantes de
los genes estructurales, contienen senales para la
modulacién de la expresion se dedujo del analisis y
comparacion de muchas de tales secuencias presentes en la
cabecera de distintos genes y se ha comprobado con
posterioridad s6lo para unos pocos. La comparacion de
distintas secuencias extensas para encontrar homologias
significativas entre ellas se ha visto enormemente facilitada
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Fig. 7. Los fragmentos con extremos romos producidos por digestién con
una enzima que como Haelll reconoce una diana presente muy
frecuentemente en pPBR322 pueden ser clonados en dianas unicas del
vector utilizando los prendedores oportunos, por ejemplo el prendedor
Pstl para clonar inactivando la resistencia a ampicilina en donde se
encuentra la unica diana PstI de pBR322 (ver figura 4). El
recombinante pBR322-fragmento Haelll sera por tanto sensible a
ampicilina pero resistente a tetraciclina. El fragmento clonado podra
obtenerse a partir del recombinante por digestion con Pstl. Los
prendedores necesitan estar fosforilados para ser sustrato de la
ligasa, cosa que se consigue por medio de la polinucleotido-kinasa. Si
mas de un prendedor se liga a un mismo extremo la reaccién con PstI,
necesaria para activar los extremos cohesivos de los prendedores, se
encarga de eliminarlos antes de su unién al vector.
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Fig. 8. La adicién de nucleotidos para formar colas de homopolimeros
complementarias en dos fragmentos de DNA sin extremos cohesivos
necesita la accion de la exonucleasa de lambda y de la transferasa
terminal. En primer lugar la exonucleasa de lambda prepara los
fragmentos de DNA para que sean buenos sustratos de la transferasa
terminal. Esta Ultima enzima anade nucleétidos a los extremos 3'-OH
presentes en prolongaciones 3 (por ello los fragmentos generados
por digestién con Pstl también son buenos sustratos).

La reaccién con la transferasa terminal se realiza en mezclas
separadas para cada fragmento de DNA. Asi se consigue formar colas
de homopolimeros que son complementarias las de un fragmento con
las del otro y por tanto capaces de aparear cuando se juntan.

por los avances en la programacion y manufactura de
computadores asi como por la posibilidad de acceso a
bancos internacionales de secuencias.

E1l analisis de secuencias de DNA se puede hacer con
relativa facilidad siguiendo dos meétodos diferentes. Los dos
tienen en comun el que a partir de un segmento de DNA,
dejando un extremo intacto, generan todos los
subsegmentos posibles que se diferencian uno de otro en tan
solo la presencia de una base menos. Los dos métodos
utilizan asimismo la electroforesis en gel del poliacrilamida
para separar la coleccion de fragmentos. La diferencia entre
ambos métodos radica en el procedimiento del que se sirven
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para determinar cual es la base A, T, G o C que se encuentra
en el extremo no intacto.

El método quimico (de MAXAM y GILBERT) consigue
fragmentar una molécula de DNA por las bases G y C o bien
en las posiciones en que hay una A o una G, o por donde hay
una T o una C, mediante reacciones quimicas que labilizan
las uniones de esas bases al resto de la cadena del DNA. La
combinacion de las cuatro reacciones: G; G+ A; T+ C,y C
realizadas por separado en cuatro muestras idénticas de
DNA y separadas electroforéticamente en cuatro pocillos
contiguos de un gel permite «leer» la secuencia de una de las
bandas de la molécula de DNA. Cual de las dos bandas se lee
viene determinado por una reaccién previa de marcaje del
extremo intacto conun isétopo radiactivo, generalmente el

P, que se realiza de forma que sélo se 1ntroduzca en una de
las banda.s (los procedimientos para conseguirlo escapan a
la amplitud de este capitulo por lo que deben consultarse
obras mas especializadas).

El método enzimatico (de Sanger) genera fragmentos que
se inician todos en la misma base en el extremo intacto pero
que acaban en una de las cuatro bases en cada una de las
cuatro reacciones. Para ello hace uso de la propiedad del
fragmento Klenow de la, DNA polimerasa I de extender un
cebador (o oligonucleotido de banda unica) utilizando como
molde una cadena de DNA a la que copia. Esto garantiza que
usando un cebador unico de la suficiente longitud y
complementario de una secuencia presente en el extremo
«intacto» del DNA a secuenciar, todas las iniciaciones se
haran en un lugar unico. Para que el fragmento de Klenow
pare en una de las cuatro bases, en cada una de las cuatro
reacciones se afiade a baja concentracion el dideoxi
nucleotido trifosfato de esa base, asi como una mezcla de
mas alta concentracion del nucleotido trifosfato normal de
esa base y de los de las otras tres bases. Cuando €l
fragmento de Klenow incorpora un nucleotido de una
cualquiera de las cuatro bases normal el extremo de la
banda copiada sigue siendo sustrato para la enzima, pero
cuando por azar se introduce uno de los menos abundantes
derivados dideoxi, que carece por tanto de extremo 3'OH
libre, la reaccién no puede proseguir. De esta forma se
generan, por extension y parada, todos los fragmentos
posibles en cada una de las cuatro reacciones A, T, C o G.
Estos fragmentos pueden detectarse después de una
separacion electroforética si en las reaccmnes existia un
nucleotido marcado en o con **P o con 3°8.

El método enzimatico difiere del quimico, aparte de en la
metodologia, en que necesita utilizar DNAs de banda sencilla
como sustratos. Existen muchos vectores adecuados para,
clonar fragmentos con el fin de averiguar su secuencia por
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uno u otro método. Para el método de Sanger son
especialmente utiles los vectores del fago m13 pues este fago
produce viriones cuyo DNA es de una sola banda.

7. Expresion genica: Diferencias
entre organismos procarioticos
y eucarioticos

La expresiéon de los genes, un objetivo central de la
Ingenieria Genética, se realiza tanto en organismos
procariéticos como eucaridoticos por unos procesos que
conducen del DNA al mRNA, transcripcion, y por otra
serie de procesos llamada traduccion se llega del mRNA a
la proteina.

Si bien la magquinaria enzimatica de las dos series de
procesos es muy parecida en ambos tipos de organismos,
RNA polimerasa en transcripcion y ribosomas en
traduccidn, existen diferencias que hacen generalmente
imposible la expresion de un gen eucaridtico en una célula
procaridtica y viceversa. Una excepcion son algunos genes
contenidos en el T-DNA de los plasmidos Ti de
Agrobacterium que puede funcionar tanto en la bacteria
como en las plantas a que se transmiten. Las diferencias en
la expresién génica entre eucariéticos y procarioticos se
detectan, a nivel del DNA, en las regiones reguladoras de los
genes; a nivel mRNA en su procesamiento y exportacion,; a
nivel traduccién en la diferente estructura del rRNA; y a
nivel proteina en la glicosilacién, proceso éste que no ocurre
en células procaridticas.

Las regiones reguladoras de los genes constan de una
zona llamada promotor, anterior al gen estructural,
donde la RNA polimerasa se une especificamente al DNA.
Los promotores procariéticos y eucaridticos poseen dos
regiones cuya secuencia se conserva con alta frecuencia
separadas por otra zona de secuencia variable pero de
longitud fija. Aqui acaban las semejanzas. Un promotor
procariético posee una region —35 (dista 35 bases de la
primera base que se transcribe) cuya secuencia canodnica es
tcTTGACat (en mayusculas las bases mas conservadas), en
—10 se encuentra otra secuencia TAtAaT denominada caja
de Pribnow. En organismos eucarioticos existe una
secuencia GG(;°)CAATCT denominada caja CAAT en —75
(las bases superpuestas son alternativas) y otra secuencia
TATA(+*)A(+*) en —25 denominada caja de Hogness. En los
genes de organismos eucaridticos se ha detectado la
presencia de unas secuencias cuyo papel parece ser el de
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aumentar la transcripcion en determinadas condiciones,
por egjemplo algunas proteinas que intervienen en la
fotosintesis se expresan mas cuando la planta esta
iluminada. Estas secuencias se denominan elevadores
(enhancers).

El mRNA de E. coli no sufre modificaciones extensas una
vez sintetizado, a excepcion de algunos mRNAs que son
resultado de la transcripcién de operones sometidos a
regulacion compleja. Por el contrario el mRNA de
eucarioticos adquire una guanina en el extremo 8’ que
recibe el nombre de remate (cap ), esta reaccion se efectiia
en el nucleo celular en donde asimismo se anade una cola de
poli(A) en el extremo 3'. Antes de ser exportados al
citoplasma los RNAs eucaridticos son procesados de forma
que se eliminan los intrones (regiones no codificantes del
interior de los genes estructurales).

Los mRNA de E. coli poseen asimismo una secuencia
AGGAGGU llamada secuencia de Shine-Dalgarno que se
encuentra a 7 (* R) bases de triplete de iniciacion (AUG) y
que es complementaria de una secuencia presente en el
extremo 3’ del PRNA 16s de la subunidad pequenia del
ribosoma. Los riboscmas eucarioticos carecen de esta
secuencia.

Una diferencia sustancial, no soélo entre organismos
procarioéticos y eucarioticos sino también entre organismos
procarioticos distintos y entre genes nucleares y genes de
organulos, se encuentra en la frecuencia de utilizacion
de codones para un mismo aminoacido. Dada la
degeneracion del codigo un aminoacido puede ser codificado
por dos o0 mas codones diferentes, a excepcion de metionina
y triptofano. Cada organismo ha desarrollado unas
preferencias en la utilizacidén del codon que codifica para un
aminoacido, preferencias que se manifiestan en la
frecuencia con la que cada codon posible para un
aminoacido aparece en la secuencia de 1los genes
estructurales. Estas preferencias reflejan la mayor o menor
abundancia, en cada célula u organulo, de 1la especie de tRNA
capaz de reconocer cada codon. Estas diferencias en la
frecuencia de utilizacion de codones se han de considerar al
intentar producir una proteina fuera de la célula u organulo
en los que normalmente se encuentra. Asimismo, ha de
tenerse en cuenta para el diseno de genes sintéticos. En este
caso, tal como se ha hecho con el interferén humano, el gen
sintético debe contener los codones que sean frecuentes en
la célula hospedera, E. coli para el caso del interferén, que
no tienen necesariamente que coincidir con los codones
presentes en la secuencia natural.

Muchas proteinas de organismos eucarioticos se
degradan rapidamente por las proteasas bacterianas, por
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ejemplo el interferon tiene una vida media de dos horas en
E. coli y la proinsulina de tan solo catorce minutos. Sin
embargo uno de los sistemas en los que la Naturaleza parece
ayudar al experimentador es la identidad funcional de los
péptidos lider de las proteinas que son exportadas a traves
de membrana y que se sintetizan como preproteinas; estos
péptidos, que funcionan en la extrusion de la proteina, son
luego separados por proteasas especificas. Los péptidos lider
de la preproinsulina y la prehormona del crecimiento
humano son correctamente procesados por los sistemas de
E. coli y Pseudomonas aeruginosa.

Para resolver muchos de los problemas derivados de las
distintas formas de expresién de los genes en organismos
procariéticos y eucariéticos se han desarrollado vectores
especiales, generalmente llamados vectores de expresion,
pero su descripcion nos llevaria fuera del caracter
introductorio de este capitulo.

Otro de los problemas que se plantean en las aplicaciones
biotecnologicas de la Ingenieria Genetica es el de la
diferente estructura secundaria y terciaria que adquieren
las proteinas en las células procaridticas, comparadas con
las eucarioticas. En muchos casos la proteina
superproducida en la bacteria forma inclusiones cristalinas,
que si bien son facilmente purificables, son casi insolubles y
se convierten en proteina inactiva cuando se solubilizan.
Este tipo de problemas no son faciles de resolver por
técnicas geneéticas, necesitando el concurso de la fisico-
quimica. Es un claro ejemplo de la necesidad de un
tratamiento multidisciplinar en la Biotecnologia.

8. Aplicaciones de la Ingeneria
Genética a la Biotecnologia
Acuatica

Como hemos visto en los apartados anteriores de este
capitulo todos los organismos vivos son, en principio,
susceptibles de ser manipulados por técnicas de Ingenieria
Genética. Hecha esta afirmacién de caracter general ha de
hacerse la salvedad indicada en el apartado de estrategias de
clonaje, a saber, para conseguir éxito en una manipulacion
debe conocerse a fondo el problemas bioclogico con el que se
trabaja. Este conocimiento, en la practica, dista mucho de
ser el adecuado en la mayor parte de los casos. Tan solo se
conocen, y de manera parcial e imperfecta, algunos
organismos sencillos como el bacteriofago lambda. El
conocimiento que tenemos, incluso de organismos tan bien
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estudiados como E. coli, contiene muchas lagunas fuera de
los pocos sistemas modelo como el operén lac, lagunas tanto
mas amplias cuanto mas complejo es el proceso biolégico en
estudio. Asi por ejemplo se conoce muy poco a nivel
molecular sobre los procesos que coordinan el crecimiento
comn la divisién de las bacterias. Mas desconocidos nos
resultan, si cabe, los procesos fisiologicos de los animales y
sobre todo de las plantas. Otro hecho, que complica las
posibles aplicaciones de la Ingenieria Genética a problemas
no modelo es que en la mayoria de los fenotipos de interés
interviene mas de un producto génico. Asimismo ha de
tenerse en cuenta que en los organismos eucariéticos
existen familias multigénicas en las que mas de una copia
puede ser activa.

De todas formas las técnicas de que hoy dia dispone la
Ingenieria Genética, asi como las técnicas inmunolégicas de
obtencion de anticuerpos monoclonales, y las técnicas para
el cultivo in vitro de vegetales, son lo suficientemente
potentes como para poder aportar soluciones a problemas
puntuales en el campo de la Biologia Acuatica y la
Acuicultura.

En la tabla 1 se resumen algunas de las aplicaciones que
se han descrito como posibles en diversos problemas de

TABLA 1
Posibles aplicaciones de la ingenieria genética a 1a biotecnologia
acuatica
Producto Utilizacion

Hormona del crecimiento del pollo Incremento del peso del salmoén
o vaca

Metalotioneina Resistencia a iones metalicos

Proteina anticongelacién de la pla- Resistencia a bajas temperaturas
tija

Adhesivo del biso del mejillon Adhesivos resistentes a agua salada
DNA mitocondrial Clasificacion de especies

PAVE: exopolimero adhesivo visco- Induce la colonizacién y metamorfo-
so de origen bacteriano sis de larvas de bivalvos

Fuente: Revista Bio/Technology 1983-1985

Biologia Acuatica. Uno de los casos mas espectaculares es la
utilizacion de inyecciones de hormona de crecimiento
bovina o aviar obtenidas por técnicas de DNA recombinante
para estimular el aumento de peso de los salmones juveniles
en piscifactorias. Dosis de 5 ug por semana por gramo de
peso inducen en un periodo de 42 dias una ganancia de peso
doble que la obtenida en las poblaciones no tratadas.
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BEs posible que en un futuro no muy lejano, dada la
importancia econdmica que presentan, se llegue a conocer
la fisiologia de diversos organismos acuaticos con detalle
suficiente para aplicar las técnicas descritas en 1os
apartados previos de este capitulo.
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