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RESUMEN

Los planes de mejora genética en especies cultivadas estan actualmente en una fase inicial.
Para poner en marcha un plan de seleccion es esencial evaluar el potencial genético de las
poblaciones naturales, para lo cual sera necesario combinar la informaciéon de marcadores
genéticos y caracteres cuantitativos. Los marcadores microsatélites son una herramienta indis-
pensable para el andlisis de parentesco, de gran utilidad y multiples aplicaciones en la funda-
cién de stocks de reproductores y el desarrollo de planes de seleccion. Mediante la manipulaciéon
del nimero de conjuntos cromosémicos se pueden obtener distintos productos, entre los que
se encuentran los triploides y ginogenéticos, muy interesantes para la obtencién de individuos
estériles y poblaciones todo-hembras. La aplicacion de mapas genéticos para la identificacion de
QTL y las hibridaciones con microarrays para el analisis genémico funcional estin comenzando
a utilizarse en acuicultura.

Palabras clave: Acuicultura, recursos genéticos, microsatélites, parentesco, triploidia, ginogé-
nesis, mapas genéticos, microarrays.

ABSTRACT
Application of genetic improvement in aquaculture

Genetic selection programmes of cultured species are still in their infancy. The assessment of genetic resour-
ces in natural populations is an essential starting point in the design of genetic selection programmes. Infor-
mation from both neutral genelic markers and quantitative traits will be necessary for this task. Microsatelli-
te markers constitute an indispensable tool for parentage analysis, both for broodstock selection and for the
development of genetic selection plans. Different chromosome set manipulation products can be obtained for
culture improvement, among which triploids and gynogenetics are the most relevant for obtaining both sterile
and all-female populations. The application of genetic maps for QTL identification and microarrays for func-
tional genomic analysis are being used in aquaculture.

Keywords: Aquaculture, genetic resources, microsatellites, parentage analysis, triploidy, gynogenesis, gene-
tic maps, microarrays.

GENETICA Y ACUICULTURA sona/ano en 1970 a casi 16 kg en 2000. Mientras
que la producciéon de pesca extractiva se ha

La demanda mundial de productos pesqueros  estancado durante la pasada década 1991-2000
se ha duplicado en las tres ultimas décadas, como consecuencia de los limites de explotacion
pasando de un consumo per capitade 11 kg/per-  en los caladeros, la contribucion de la acuicultu-
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ra al suministro mundial de peces, crustaceos y
moluscos ha crecido espectacularmente desde el
5 % de la produccion total en 1970 hasta el 34 %
en 2002 (Apromar, 2004). La produccion de
especies marinas o dulceacuicolas en condicio-
nes controladas es, por otro lado, enormemente
diversa en comparacién con los animales domés-
ticos tradicionales, existiendo en la actualidad
mas de 210 especies explotadas en la acuicultura
mundial. Esta tendencia, lejos de atenuarse, se
acentua, y entre las prioridades de la UE para
este sector, ademas de la estabilizacion y el creci-
miento de la cantidad de especies consolidadas,
se incluye la domesticacion de nuevas especies
para diversificar la creciente demanda de mer-
cado.

A pesar de que la antigiiedad de la acuicultu-
ra se remonta a mas de 2 000 anos (en China),
el intenso crecimiento de este sector es relativa-
mente reciente, especialmente en comparacion
con el de los animales domésticos tradicionales,
circunscribiéndose en mayor medida a la segun-
da mitad del siglo XX. Por ello, la inversion
investigadora en este campo es todavia limitada,
a pesar del impulso recibido durante las dos ulti-
mas décadas. El esfuerzo investigador se ha cen-
trado, en mayor medida, en aspectos inmediatos
relacionados con la puesta en marcha de los cul-
tivos (nutricion, patologias, reproduccion), y
solo cuando el cultivo de una especie se ha con-
solidado, se han planteado programas de selec-
cion genética. En la actualidad solo existen pro-
gramas de seleccion familiar en menos de 30
especies cultivadas.

En este articulo se revisa el estado actual de la
genética en la acuicultura, introduciendo refle-
xiones al hilo de nuestro trabajo en este campo.
Las aportaciones de nuestro grupo de investiga-
cion se han realizado en colaboracion con otros
grupos, preferentemente espanoles, cubriendo
diversas areas, desde la evaluacion de recursos
en poblaciones naturales y cultivadas, pasando
por la utilizacién de marcadores en programas
de seleccion genética y las aplicaciones de la
manipulaciéon cromosémica, hasta los mas
recientes estudios genémicos centrados en el
desarrollo de mapas genéticos y los analisis glo-
bales de expresion génica. Los datos presenta-
dos estan contextualizados en el marco general
del estado de la investigacion en acuicultura.
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Sin embargo, y como consecuencia del plantea-
miento expuesto, la mayor parte de la informa-
cién que se presenta estara centrada en especies
piscicolas, especialmente en el rodaballo Psetta
maxima L., 1758, y, obviamente, se enfatizaran
aquellos aspectos en los que nuestra aportacion
ha sido mas relevante.

RECURSOS GENETICOS Y FUNDACION
DE STOCKS DE REPRODUCTORES

A diferencia de los animales y plantas de cul-
tivo tradicional, los recursos genéticos en las
especies de acuicultura se encuentran en pobla-
ciones salvajes. Como ya se ha comentado,
muchas de estas especies estan en fase de domes-
ticacion y, por tanto, los stocks de reproductores
se estan constituyendo en la actualidad. Por otro
lado, el numero de generaciones de seleccion en
aquellas especies con programas de esta natura-
leza es todavia escaso, con lo que la introduccién
de variacion genética desde poblaciones salvajes
es todavia una posibilidad real (Toro y Lopez-
Fanjul, 1997; Dunham et al., 2001; Hulata, 2001;
Gjedrem, 2005). En consecuencia, la evaluacion
de recursos genéticos en poblaciones naturales
constituye un soporte esencial para la acuicultu-
ra, ya que la materia prima a utilizar para la fun-
dacion de stocks e inicio de programas de selec-
cién genética se encuentra, sobre todo, en
poblaciones naturales.

La evaluacion de recursos genéticos se ha
venido realizando principalmente mediante el
analisis de la variacion genética de tipo cualitati-
vo esencialmente neutral. A partir de las fre-
cuencias de variantes alélicas de diferentes mar-
cadores (isoenzimas, AFLP, RAPD, microsatéli-
tes, etc.), o mediante el analisis de secuencias
mayoritariamente mitocondriales, se han evalua-
do niveles de diversidad genética, establecido
patrones de diferenciacion y analizado las rela-
ciones filogenéticas en poblaciones salvajes de
las especies de interés (Moritz, 1994; Frankham,
1995; Haig y Avise, 1996). Los patrones observa-
dos deberian reflejar diferencias adaptativas
entre las poblaciones (Chakraborty y Leimar,
1987), especialmente cuando la divergencia
genética es profunda y, por tanto, se identifica-
rian asi los recursos genéticos para su explota-
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Tabla I. Valores comparados de diversidad genética total (Hr) diferenciacion interpoblacional (Fsr) y su significacion
estadistica (P) en el noroeste de la peninsula Ibérica para especies marinas (rodaballo, rémol y solla) y una especie
continental (trucha comun) a partir de datos alozimicos. (***): p < 0,01. (n.s.): no significativo.

H, For P
Trucha comin Salmo trutta L., 1758 0,04 0,270 Hekek
Rodaballo Psetta maxima (L., 1758) 0,02 0,002 ns
Rémol Scophthalmus rhombus (L., 1758) 0,09 0,003 ns
Solla Platichthys flesus (L., 1758) 0,10 0,002 ns

cion. En la tabla I se muestran los patrones de
diferenciacion (Fgr) y diversidad genética (Hr)
para algunas especies de peces planos y para tru-
cha comun Salmo trutta L., 1758 como ejemplos
de patrones de estructuracion genética extre-
mos en peces dentro de una misma drea geogra-
fica. Siguiendo esta linea argumental, a partir de
estos datos habria que inferir que no existen
diferencias genéticas adaptativas en los peces
planos del noroeste de la peninsula Ibérica,
mientras que en la trucha comun estan profun-
damente subdivididos.

Actualmente se cuestiona que esta informa-
cion pueda obtenerse tinicamente mediante el
analisis de marcadores neutrales. La informa-
cion que estos marcadores suministran es esen-
cial para elucidar patrones de flujo génico,
variables y parametros demograficos y estruc-
tura familiar (Milligan, Leebens-Mack vy
Strand, 1994; Ruzzante, Hansen y Meldrup,
2001). Sin embargo, es necesario enfatizar que
la seleccion natural actia sobre el fenotipo vy,
preferentemente, sobre caracteres de tipo
cuantitativo (Bentsen, 1991; Reed y Frankham,
2001). En consecuencia, la informaciéon sobre
la variacién cuantitativa, compleja en cualquier
caso dada su naturaleza poligénica y la influen-
cia ambiental, es un complemento esencial
para definir la variacion adaptativa de las pobla-
ciones. La correlacion entre los marcadores
neutros aplicados habitualmente en estudios
de evaluacion de recursos y los caracteres cuan-
titativos es baja o nula, tanto respecto a la can-
tidad de la diversidad como a su distribucion
(Butlin y Tregenza, 1998; Reed y Frankham,
2001). Los datos disponibles sugieren, enton-
ces, combinar el analisis de marcadores genéti-
cos con el de los caracteres morfologicos y de
ciclo vital (edad de maduracién, época repro-
ductiva, comportamiento migrador, etc.), para
identificar el potencial adaptativo de las pobla-
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ciones (Utter, Seeb y Seeb, 1993; Crandall et al.,
2000; Reed y Frankham, 2001).

Para la fundacion de los stocks de reproducto-
res es fundamental disponer de la mayor diversi-
dad genética posible, tanto intra como interpo-
blacional, especialmente si se planea el desarro-
llo de programas de seleccion genética. En espe-
cies con planes de seleccion en marcha existe la
tendencia a hacerse con reproductores de otros
centros de cultivo o comprar alevines de otras
empresas para introducir la ganancia anadida de
los planes de seleccion. En estos casos debe
tomarse seriamente en consideracion la existen-
cia de estructuracion familiar que pueda deter-
minar la introduccién de consanguinidad, con la
consiguiente disminuciéon de la productividad
(Kincaid, 1983; Dunham, 1996; Dunham et al.,
2001). Los datos obtenidos indican una estructu-
racion familiar muy limitada en poblaciones sal-
vajes de especies marinas, como los pleuronecti-
formes (Bouza et al., 2002; Diaz-Ferguson et al.,
en preparacion), pero que puede llegar a ser alta
cuando la subdivision poblacional es importante
y los tamanos efectivos son bajos, como en los sal-
monidos (Hermida et al., observaciones no publi-
cadas). Por otro lado, en especies con planes de
seleccion, como el rodaballo, los peces de otros
centros de produccion o los lotes de alevines
muestran una fuerte estructura familiar, con coefi-
cientes de parentesco superiores a 0,20, lo cual
aconseja su exclusion como reproductores, a
menos que se tenga un soporte con marcadores
moleculares que permita identificar los parentes-
cos (Bouza et al., 2002; Castro et al., 2004).

PROGRAMAS DE SELECCION GENETICA
Y MARCADORES MOLECULARES

El reciente desarrollo de la acuicultura ha
determinado que en la mayor parte de las espe-
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cies se hayan aplicado planes de selecciéon masal,
lo que, asociado a la elevada fecundidad en
peces, ha planteado en no pocos casos proble-
mas graves de depresion consanguinea. En la
actualidad existen programas de seleccion fami-
liar, mucho mas complejos de desarrollar por las
necesidades de espacio y de utilizacion de tan-
ques en planta, a lo sumo en 30 especies (Hula-
ta, 2001). La necesidad de ubicar las familias de
seleccion en tanques individuales hasta que sea
posible el marcado de los individuos selecciona-
dos, unida al desarrollo simultaneo de los pro-
gramas de mejora con los planes de produccion,
obstaculiza el desarrollo de los mismos, impli-
cando costes importantes en instalaciones y tra-
bajadores. A estos problemas hay que anadir el
hecho de que muchas de las especies de peces
cultivadas son de puesta natural, lo que compli-
ca la planificacion de los apareamientos y limita
la identificacion de las familias. A pesar de todo,
los planes de seleccion familiar estan teniendo
una buena respuesta en peces, tanto por su ele-
vada fecundidad, que posibilita fuertes intensi-
dades de seleccion, como por la mayor varianza
aditiva presente en peces para crecimiento en
comparaciéon con animales domésticos tradicio-
nales (Tave, 1993; Dunham et al., 2001; Hulata,
2001). De hecho, ya se estan obteniendo valores
de progreso por generacion para crecimiento
proximos al 10 % (rango 5-20 %) para la mayo-
ria de las especies que siguen estos programas, €
incluso superiores para resistencia a enfermeda-
des. Otros caracteres, como la tolerancia a la sali-
nidad o a la temperatura, han sido aplicados con
éxito en un numero limitado de especies (Jack-
son et al., 1998; Cnaani et al., 2003).

Un aspecto importante relacionado con los
planes de seleccion, como se indico en el apar-
tado anterior, es el apoyo que pueden suminis-
trar los marcadores moleculares para la identifi-
cacion de parentescos. La importancia de este
matiz se pone de manifiesto por la gran cantidad
de referencias existentes, tanto en relaciéon con
aspectos teoricos relacionados con la precision y
sesgo de los estimadores (Blouin et al., 1996;
Marshall et al, 1998; Lynch y Rytland, 1999;
Wang, 2002), como con su aplicaciéon practica
en acuicultura (Pérez-Enriquez, Takagi y Tani-
guchi, 1999; Hara y Sekino, 2003; Jackson, Mar-
tin-Robichaud y Reith, 2003; Castro et al., 2004).
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El uso de parentescos moleculares es esencial
para la fundacion de los stocks de reproductores,
pero igualmente indispensable para especies de
puesta natural, como dorada Sparus aurataus L.,
1758, lubina Dicentrarchus labra (L., 1758), len-
guado Solea senegalensis Kaup, 1858, etc., en las
que no es posible planificar los cruzamientos, y
tampoco, en consecuencia, identificar las fami-
lias. Pero incluso en especies en las que es posi-
ble disenar apareamientos controlados, es reco-
mendable el chequeo del plan de seleccion
mediante marcadores moleculares. En estos
casos, la propia incardinacion del plan de selec-
cién con la produccién en planta, que conlleva
la actuacion de operarios, el traslado de tanques,
manejo de estadillos, etc., determina la existen-
cia de errores, que hacen necesaria la revision
para su eliminacién o circunscripcién a niveles
razonables.

Para la estimacion de parentescos molecula-
res, se precisa de marcadores genéticos altamen-
te polimorficos, técnicamente fiables y preferen-
temente codominantes. Los candidatos idéneos
que se ajustan a estas premisas son los loci micro-
satélites, y por ello son ampliamente usados a tal
fin (Liu y Cordes, 2004). La elevada variacion
observada en peces para loci microsatélites (en
general por encima de 10 alelos/locus y hetero-
zigosis superiores a 0,7) es producto de su alta
tasa de mutacion (entre 10 y 10-*), que, a su
vez, no compromete los analisis de parentesco
(Castro et al, 2004). Una de las cuestiones
importantes a considerar en la aplicacion de
estos marcadores para analisis de parentesco es
la presencia de alelos nulos. Frecuencias supe-
riores a 0,05 pueden resultar problematicas e
inducir a falsas asignaciones o estimaciones erro-
neas. La presencia de alelos nulos puede obte-
nerse de forma pedestre a partir del andlisis de
las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg
(HW) producidas por defecto de heterozigotos
utilizando diversos programas disponibles en
red (Brookfield, 1996; Marshall et al., 1998). De
forma mas precisa y fiable, los alelos nulos se esti-
man a partir de andlisis de genealogias, detectan-
dose su presencia por la apariciéon de incompati-
bilidades homozigoto-homozigoto (Marshall et
al., 1998; Castro et al., 2004). Algunos aspectos
técnicos pueden también inducir a error en el
genotipado de microsatélites, en particular el
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denominado drop out, producido por la amplifi-
cacion diferencial durante la PCR de los alelos
mas largos en heterozigotos con gran distancia
interalélica. Este fenémeno es detectable facil-
mente mediante analisis familiar, ya que produ-
ce efectos similares a los alelos nulos.

La aplicacién de los microsatélites para anali-
sis de parentesco en acuicultura puede realizar-
se para la identificacion de las relaciones pater-
no-filiales, especialmente interesante en espe-
cies de puesta natural, o para estimar parentes-
cos entre cualesquiera parejas de individuos,
particularmente valioso en la fundacion de los
stocks de reproductores. El potencial de los
microsatélites para estos andlisis dependera del
namero de loci utilizados y de su polimorfismo.
Entre 4y 6 loci microsatélites suelen ser suficien-
tes en peces para determinar la exclusion de un
falso padre con probabilidades tedricas superio-
res al 99 % en peces (Castro et al., 2004). En oca-
siones, existe una importante discordancia entre
las estimaciones teoricas y la capacidad real de
identificacion de los progenitores de un indivi-
duo-problema. La existencia de estructuracion
genética, de alelos nulos, de loci ligados y de
estructura familiar en los stocks de reproductores
son las causas mas probables de esta discrepan-
cia (Castro et al., en evaluacion).

Por el contrario, la estimacion de parentescos
moleculares suele ser mas compleja, aun depen-
diendo de los mismos factores que en el analisis
paterno-filial. A la hora de calcular el parentes-
co entre dos individuos-problema, los diferentes
algoritmos usados tratan de deducir de la simi-
litud genética existente entre ellos la identidad
debida al azar, para asi obtener la identidad por
descendencia, base del parentesco molecular
(Wang, 2002). Esta circunstancia determina la

Genética en acuicultura

necesidad de una poblaciéon de referencia, lo
cual complica estas cuestiones. Nuestro grupo
de investigacion ha comparado los errores y el
sesgo de los diferentes estimadores existentes
en la bibliografia utilizando familias reales en
rodaballo (Martinez et al., en preparacion), y se
ha observado un comportamiento similar entre
el estimador de Queller y Goodnight (1989) y el
estimador de momentos de Wang (2002), y
superior a los utilizados por otros autores
(Blouin et al., 1996; Lynch y Ritland, 1999). La
aplicacion de esta aproximacion para organizar
los stocks de reproductores y dirigir los cruza-
mientos para evitar los efectos de la consangui-
nidad se muestra en la figura 1. Finalmente,
existen algunos programas en red mediante los
cuales es posible la identificacion de familias de
hermanos con cierta fiabilidad utilizando
parentescos moleculares en una poblacion-pro-
blema (Partition 1.0; http://www.mscs. dal.ca/
buttler/partition).

TECNICAS DE MANIPULACION
CROMOSOMICA Y SUS APLICACIONES

La manipulaciéon del nimero de conjuntos
cromos6micos ha permitido, mediante un con-
junto de operaciones técnicamente sencillas, la
obtencion de diversos productos de interés en
acuicultura que estan siendo aplicados por la
industria en diversas especies (Felip et al., 2001;
Hulata, 2001). La ventaja, desde el punto de
vista del mercado, es que los individuos con
modificaciones en su ploidia no son considera-
dos organismos modificados genéticamente
(OMG) pudiendo, en consecuencia, eludir todas
las restricciones impuestas a éstos.

Figura 1. Clasificacién de los reproducto-
res de un stock mediante la aplicacién de

parentescos moleculares. En abscisas se
da el valor del coeficiente de parentesco
para individuos no emparentados (NE),
medios hermanos (MH) y hermanos
completos (HC). En la parte superior se
indican los valores limite para clasificar

los individuos en estas tres categorias. El

error del estimador se refleja en las curvas
normales de distribuciéon del estimador

para cada parentesco considerado.
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Identificacion de los productos de la
manipulacién cromosoémica: verificacion
de ploidia

Una cuestion esencial para la aplicacion de
esta metodologia es disponer de técnicas apro-
piadas que permitan verificar de forma precisa la
ploidia de los individuos manipulados (Thor-
gaard, 1983; Phillips, Pleyte e Ihssen, 1989). Exis-
ten diferentes alternativas que deberian ser valo-
radas en funcién de su precision, coste y aplica-
bilidad al material biolégico manipulado (figura
2). Entre las mas populares se encuentran méto-
dos indirectos, como el conteo del numero de
nucleolos por nucleo, que en especies con un
unico locus organizador del nucleolo (NOR)
tiene facil interpretacion, y la medida del diame-
tro de los eritrocitos, que presenta limitaciones
en cuanto a la edad de los animales para su apli-
cacion (Phillips, Pleyte e Ihssen, 1989). El conteo
del nimero de cromosomas seria el método
directo mas fiable para estimar la ploidia, pero la
dificultad de obtencion de metafases en peces,
lejos de la eficiencia y calidad obtenida en mami-
feros, limita considerablemente su aplicacion.
Métodos mas recientes implican el uso de mar-
cadores moleculares, especialmente para confir-
mar la herencia exclusiva paterna o materna en
androgenéticos y ginogenéticos, respectivamente
(Felip et al., 2000; Castro et al., 2003). Finalmen-
te, la citometria de flujo permite estimar con fia-
bilidad la cantidad de ADN por célula y, conse-
cuentemente, la ploidia de los individuos testa-
dos. En rodaballo, a pesar de presentar un tnico
locus NOR, la existencia de un polimorfismo de
nuamero para estas regiones dificulta la evalua-
cion de la triploidia, aunque su aplicacion a esca-
la poblacional ha sido factible con un error bajo
(proximo al 3 %) (Piferrer et al., 2000). En indi-
viduos adultos la utilizacion del diametro de los

Genética en acwiculiura

eritrocitos resulté un método preciso y con un
error minimo, incluso cuando se aplic6 a escala
individual (Cal et al., en prensa a). Sin embargo,
para la confirmacion de la herencia exclusiva
materna de los ginogenéticos se necesito de la
aplicacion de marcadores moleculares de tipo
microsatélite, que mostraron una confianza esta-
distica proxima a 1 (Castro et al., 2003).

Uno de los problemas asociados a esta tltima téc-
nica es la posible existencia de material genético
espermatico residual que no podria ser detectado
cuando se utilizan solamente uno o dos marcado-
res (Thorgaard, 1983). El rastreo con mas de 200
microsatélites de una poblacion de ginogenéticos
haploides durante la construccion de un mapa
genético en esta especie ha confirmado la inexis-
tencia de este material genético residual, lo cual
respalda la fiabilidad del método aplicado en la
obtencion de ginogenéticos (Piferrer et al., 2004).

Obtencién de individuos estériles: triploides

La obtencion de triploides se realiza de forma
sencilla, usualmente mediante un choque térmi-
co o de presion, y esta siendo aplicada por la
industria para la obtencion de individuos funcio-
nalmente estériles, especialmente en salmonidos
(Hulata, 2001). La esterilidad de los triploides se
ha relacionado con anomalias en el empareja-
miento de los cromosomas y su segregacion
durante la meiosis (Thorgaard, 1983). Nuestro
grupo de investigacion ha podido comprobar en
rodaballo la existencia de un comportamiento
cromosomico diferencial durante la meiosis entre
machos y hembras triploides, que podria explicar
las diferencias en la maduraciéon gonadal entre
ambos sexos (Cunado et al., 2001, 2002). Igual-
mente, este grupo ha observado la existencia de
apoptosis como mecanismo natural de regula-

i . & ) i . Figura 2. Métodos utilizados habitual-
.i LA § &y & D) = T@® ® ! mente para estimar la ploidia tras la apli-
¥ i ",; i & @ cacion de técnicas de manipulacién cro-
. ,:*r ':1 v xF .‘ ; 3 Sy @ '@,}(.) mosoémica: meta.fase triploide d.e rodaba-
,,: = = _ -.,3% \:3} “ ) - llo (2n = 66) (izda.); presencia de tres
K :f.; « s ,',h @ - ®; nucleolos por ntcleo en células triploi-
e o @ B s des de rodaballo (centro); eritrocitos de
e ® ;")@ un ejemplar triploide de esta misma

especie (dcha.).
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cién del ciclo de maduracién en esta especie,
pero a escalas superiores en triploides que en
diploides, y en hembras respecto de machos, lo
que podria explicar la ausencia de desarrollo
gonadal asociada a la triploidia, particularmente
en hembras (Terrones, 2002; Piferrer et al., 2004).

Los triploides tienen la ventaja de evitar los pro-
blemas asociados a la maduraciéon gonadal
(reduccion del crecimiento, pérdida de calidad de
la carne, menor viabilidad, etc.), y son particular-
mente interesantes en especies de maduracion
Unica. Asimismo, pueden presentar proporciones
sexuales desviadas a favor de las hembras al pose-
er dos genomas femeninos y uno masculino, y esto
puede ser interesante en especies en las que las
hembras crecen mas rapidamente que los machos
(Piferrer et al., 2000; Felip et al., 2001). Este es el
caso del rodaballo, especie en la que las hembras
alcanzan la talla comercial varios meses antes que
los machos, y en la que hemos observado aproxi-
madamente 3/4 de hembras en las progenies tri-
ploides (Cal et al., en prensa a). La manipulacion
necesaria para la obtencion de triploides, y la pro-
pia triploidia, puede determinar una disminucion
de la viabilidad respecto de los controles diploides
(Hulata, 2001; Piferrer et al., 2003).

Por otro lado, aunque la optimizacién del méto-
do permite en la mayoria de los casos la obtencion
de triploides con eficiencias proximas al 100 %, es
necesario valorar y adaptar esta metodologia
experimental para su aplicacion a escala indus-
trial. El manejo de grandes cantidades de huevos
puede obstaculizar la homogeneidad de las condi-
ciones a aplicar para la obtencion de triploides y
determinar, en consecuencia, una disminucion de
la eficiencia en el proceso. Los valores de creci-
miento y viabilidad postlarvaria observados en los
triploides respecto de sus controles diploides son
variables segtin las especies, aunque, en general,
no se observan diferencias acusadas en uno u otro
sentido (Hulata, 2001). Los datos obtenidos por
nuestro grupo en rodaballo en colaboracién con
Francesc Piferrer (del Instituto de Ciencias del
Mar de Barcelona) y Rosa Maria Cal (del Centro
Oceanografico de Vigo del Instituto Espanol de
Oceanografia) indican que el crecimiento en los
triploides tiende a despegarse preferentemente a
partir de la primera maduracion y, en consecuen-
cia, podrian aportar una mayor diversificacion de
tallas relevante para el mercado.
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Manipulacion sexual y ginogénesis

El estudio de los mecanismos de determinacion
sexual en especies cultivadas es esencial para
poder obtener poblaciones monosexo en aquellas
especies en que las ventajas de crecimiento, madu-
racion, o adaptacion al mercado estén asociadas a
uno de los sexos. La determinacion del sexo en los
peces exhibe caracteristicas peculiares, dada su
mayor labilidad y versatilidad que en el resto de
los vertebrados (Bull, 1983): son poco frecuentes
los heteromorfismos cromos6micos asociados con
el sexo, se han descrito mecanismos poligénicos
de determinacion sexual, es factible la reversion
sexual mediante tratamientos hormonales, son
frecuentes los casos de hermafroditismo y tam-
bién los factores ambientales pueden influir la
determinacion sexual (Conover y Kynard, 1981;
Yamazaki, 1983; Brum, 1996; Devlin y Nagahama,
2002; Woram et al., 2003). Sin embargo, existen
pruebas indirectas de mecanismos genéticos de
determinacion sexual similares a los de los verte-
brados superiores, como son las proporciones de
sexos en ginogenéticos, androgenéticos y las pro-
genies de neomachos, la existencia de herencia
tipica del par sexual para ciertos caracteres y de
heteromorfismos ligados al sexo o la evidencia de
secuencias especificas del sexo heterogamético
(Hunter y Donaldson, 1983; Nanda et al., 1992).
Una de las aproximaciones a esta cuestion des-
arrollada en los dltimos anos ha sido la busqueda
de secuencias de ADN especificas asociadas al
sexo (Nakayama et al, 1994; Reed, Bohlander y
Phillips, 1995; Matsuda et al., 2002). En nuestro
caso hemos aplicado aproximaciones citogenéti-
cas con cromosomas mitoticos (Bouza, Sanchez y
Martinez, 1994; Pardo et al., 2001) o las mas reso-
lutivas de la primera profase meiotica (Cunado et
al., 2002) para tratar de evidenciar heteromorfis-
mos asociados al sexo en rodaballo, sin resultado
positivo. Otras aproximaciones moleculares,
como el rastreo del genoma con baterias de miles
de RAPD (Random Amplified Polimorphic
DNA), han revelado la presencia de algunos mar-
cadores asociados preferentemente a un sexo u
otro (Casas et al., en preparacion). Actualmente,
nuestro grupo esta aplicando técnicas de genomi-
ca estructural (mapas genéticos y QTL) y proteo-
mica para detectar regiones genémicas o genes
especificos relacionados con los mecanismos de
diferenciacion gonadal en esta especie.
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La obtenciéon de ginogenéticos tiene impor-
tancia tanto por representar un material biolo-
gico esencial desde una perspectiva experimen-
tal, como para el mejoramiento de la produc-
ciéon en peces cultivados (Piferrer et al., 2000;
Felip et al., 2001). El andlisis de la proporcion de
sexos en ginogenéticos ha aportado informacion
relevante en relacion con la elucidacion de los
mecanismos de determinacion sexual en dife-
rentes especies (Cal et al., en prensa b). Por otro
lado, la posibilidad de obtener ginogenéticos
haploides o lineas isogénicas de origen femeni-
no o masculino (androgénesis), facilita enorme-
mente el trabajo en la construccion de mapas
genéticos y en el analisis detallado de regiones
especificas del genoma (Danzmann y Gharbi,
2001; Fortes et al., 2004; Zimmerman et al.,
2004). En produccion, los ginogenéticos han
sido utilizados para la obtencién inmediata, o a
través de neomachos, de poblaciones todo-hem-
bras, y para el desarrollo rdpido de lineas de ele-
vada consanguinidad para la explotacion del
componente dominante de la varianza en carac-
teres productivos (Tave, 1993; Felip et al., 2001).
Nuestro grupo ha optimizado un método para la
obtencion de ginogenéticos en rodaballo con
una eficiencia proxima al 100 % (Castro et al.,
2003; Piferrer et al., 2004), que ha servido para
confirmar la existencia de un mecanismo prefe-
rentemente de tipo XX-XY en la determinacion
del sexo en esta especie (Cal et al., en prensa b).
Igualmente, ginogenéticos haploides estan siendo
utilizados por nuestro equipo para la construcciéon
de un primer mapa de moderada densidad con
marcadores microsatélite (Fortes et al., 2004; Mar-
tinez et al, observaciones no publicadas).

NUEVAS APROXIMACIONES
EXPERIMENTALES: LA ERA
DE LA GENOMICA

El andlisis de la funcion génica se ha realizado
tradicionalmente de forma individualizada. A
partir de la década 1991-2000, surgen metodolo-
gias que permiten el rastreo de grandes regiones
genomicas mediante la obtencién y el uso de
mapas genéticos y el analisis funcional simulta-
neo de miles de genes, objetivo de los estudios
de genomica funcional. La aparicion de la geno-

232

Genética en acwiculiura

mica se ha basado en avances tecnologicos
importantes (secuenciadores, termocicladores,
robotizacion) que permiten el andlisis masivo de
secuencias y fragmentos. Igualmente, ha sido
decisivo el desarrollo de herramientas bioinfor-
maticas que han permitido procesar y analizar
cientos de miles de datos de forma rapida y
ordenada, limitando la proporcién de errores y
automatizando numerosas tareas, antes realiza-
das manualmente. La acuicultura ha ido incor-
porando, aunque lentamente, las nuevas herra-
mientas de la genomica en los ultimos anos,
siguiendo las lineas aplicadas en agricultura y
ganaderia.

Mapas genéticos y deteccion de QTL: selecciéon
asistida por marcadores

Los mapas genéticos son esenciales para la
identificacion y el seguimiento de genes o regio-
nes genomicas de interés econémico (Quantita-
tive Trait Loci, QTL), para programas de selec-
cion asistida por marcadores y, en ultima instan-
cia, para la localizaci6on mediante clonaje posi-
cional de genes relacionados con la salud y el
crecimiento de animales domésticos (Danz-
mann y Gharbi, 2001). El desarrollo logrado en
peces en este campo es notablemente inferior al
de otras especies domésticas. Se han obtenido
mapas genéticos en algunas especies, varias de
ellas organismos modelo para investigacion basi-
ca (tabla II).

La aplicacion de mapas genéticos para la
deteccion de QTL ha rendido resultados consis-
tentes en diferentes especies (Hirooka et al.,
2001; Doerge, 2002; Korstanje y Paigen, 2002).
Esta metodologia ha sido ensayada en peces solo
en pocos casos (tabla III), en gran parte debido
a la ausencia del niimero necesario de marcado-
res moleculares y de mapas genéticos de la den-
sidad apropiada. Junto al desarrollo de nuevos
marcadores anénimos de tipo II en peces (Sin-
gle nucleotide polymorphisms, SNP), es necesa-
rio avanzar también en la elaboracion de mapas
de genes especificos. Esto sera posible mediante
la deteccion de sus polimorfismos utilizando
SSCP (Single strand conformation polymor-
phisms), la obtencién de librerias de BAC (Bac-
terial artificial chromosomes) y el desarrollo de
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Tabla II. Relacion de mapas genéticos desarrollados hasta la fecha o en fase de construccion en especies relacionadas

con la acuicultura.

Genética en acuicultura

Mapas genéticos disponibles

Referencia

Pez cebra Danio rerio (Hamilton, 1822)
Tilapia Oreochromis spp.

Trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)
Salmén atlantico Salmo salar L., 1758

Pez gato Ictalurus punctatus (Rafinesque, 1818)
Xiphophorus Poeciliidae

Platija japonesa Paralichthys olivaceus (Temminck & Schelegel, 1846)
Ostra japonesa Crassostrea gigas (Thumberg, 1793)
Ostra americana Crassostrea virginica (Gmelin, 1791)
Camarén tigre Penaeus monodon (Fabricius, 1798)
Walking catfish Clarias macrocephalus (Giinther, 1864)
Carpa comun Cyprinus carpio L., 1758

Lubina Dicentrarchus labrax (L., 1758)

Shimoda et al., 1999
Kocher et al., 1998

Lee et al., 2005

Sakamoto et al., 2000
Nichols et al., 2003
Waldbieser et al., 2001
Walter et al., 2004
Coimbra et al., 2003
Hubert y Hedgecock, 2004
Yuy Guo, 2003

Li et al., 2003

Poompuang y Na-Nakorn, 2004
Sun y Liang, 2004
Chistiakov et al., 2005

Mapas genéticos en desarrollo

Rodaballo Psetta maxima
Dorada Sparus aurata L., 1758

Seabream Pagrus major (Temminck & Schelegel, 1846)

Locha Acanthopthalmus sp.

Besugo Pagellus bogaraveo (Brinnich, 1768)
Carpa dorada Carassius auratus (L., 1758)

mapas fisicos y, finalmente, mediante la integra-
cién de estos ultimos con los mapas genéticos
(Liu y Cordes, 2004). La progresion en el
mapeo genético de peces hara posible la identi-
ficacion de regiones homoélogas entre diferen-
tes especies y la deteccion de sintenias que faci-
litaran la identificacion de genes de interés.
Este grupo de investigacion estd implicado
actualmente en el desarrollo del primer mapa
genético en rodaballo mediante la aplicacion de
microsatélites y AFLP (Amplified fragment
length polymorphisms) (Fortes et al., 2004). El
desarrollo de mas de 300 marcadores microsa-
télite permitira obtener un mapa con una den-
sidad promedio de 2-3 cM teniendo en cuenta
el tamano del genoma de esta especie (800 Mb)
(Cunado et al., 2001) y el tamano de los mapas
desarrollados en especies filogenéticamente
proximas (Coimbra et al., 2003). Esta densidad
de mapa asegurara la presencia de un marcador
cada 10 cM, distancia apropiada para el analisis
y deteccion de QTL en esta especie. Este mapa
esta siendo aplicado para la identificacion de
QTL relacionados con crecimiento y resistencia
a enfermedades y con la deteccion de regiones
genomicas asociadas con la determinacion
sexual.
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Genomica funcional: los microarrays

La genomica funcional se basa en el analisis
masivo de patrones de expresion en tejidos de
interés mediante el diseno de microarrays. Estos
permiten detectar variaciones en la respuesta a
determinadas condiciones experimentales,
como pueden ser la presencia de un patogeno,
de un probiético en la dieta, cambios en una
determinada fase del desarrollo, etc., y la identi-
ficacion de genes relevantes relacionados con las
mismas (Yang y Speed, 2002). Los microarrays
pueden estar constituidos por EST (Expressed
sequence tags) a partir de librerias de cDNA, o
por oligos cortos, disenados a partir de las regio-
nes mas especificas de los EST, como son los
3'UTR. Los microarrays de cDNA plantean el
problema de ser mas proclives a la comision de
errores en la identificacion de los EST, a produ-
cir hibridaciones cruzadas entre genes paralogos
o pertenecientes a una misma familia y son inca-
paces de diferenciar los diferentes productos de
un mismo gen por splicing diferencial. Los micro-
arrays de oligos permiten solventar gran parte de
estos problemas, pero implican un coste econo-
mico muy superior, por lo que su aplicacion
seria justificable en proyectos o lineas que impli-
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Tabla III. Algunas de las referencias mas relevantes relacionadas con la aplicacion de mapas genéticos para la
deteccion de QTL en acuicultura.

Especie Caracter

Referencias

Trucha arcoiris Tolerancia a la temperatura

Tiempo freza

Enfermedades virales
(IPN, IHN) /sistema inmune

Natural killer cell

Salmon atlantico Resistencia a enfermedades

Platija japonesa Resistencia a enfermedades

Tilapia

Tolerancia salinidad/temperatura

Jackson et al., 1998

Danzmann, Jackson y Ferguson, 1999
Perry et al., 2001

Moen et al., 2004

Sakamoto et al., 1999
Ozaki et al., 2001

Zimmerman el al., 2004

Moen, Munck y Raya, 2005
Zimmerman el al., 2004

Okamoto et al., 2005

Jackson et al., 1998
Cnaani et al., 2003

quen una importante producciéon de arrays. El
uso de esta tecnologia exige la aplicacion de
herramientas estadisticas y bioinformaticas desde
que se obtiene el dato primordial de la hibrida-
cion hasta la interpretacion final de los resulta-
dos. La gran cantidad de procesos implicados en
el flujo del analisis por microarrays (creacion de
librerias, diseno del array, hibridacién, cuantifica-

ci6én y normalizacion de la senal), hace recomen-
dable poner un énfasis especial en el control de
errores (comprobaciones, réplicas biologicas).
Esta tecnologia ha tenido un desarrollo muy
limitado en acuicultura (tabla IV). Se esta apli-
cando esta metodologia en el rodaballo para la
identificacion de genes candidatos de resistencia
a patogenos relevantes en relacion con su culti-

Tabla IV. Principales referencias de aplicaciones de microarrays en peces. Se incluyen tanto especies modelo para
estudios basicos como aquellas otras cultivadas con perfil aplicado.

Aplicacion Especie

Referencias

Desarrollo técnico de microarrays Pez cebra

Salmon atlantico

Pez gato
Farmacogenomica Pez cebra
Desarrollo embrionario Pez cebra

Pez gato
Toxicologia/fisiologia Pez cebra
Patologias Pez cebra

Salmoén atlantico

Analisis de mutaciones SNP Pez cebra

Clark et al., 2001
Lo et al., 2003

Rise et al., 2004b
Liu, 2003

Van der Ven et al., 2005
Tamaru et al., 2005

Corredor-Adamez et al., 2005
Wen et al., 2005
Kidd et al., 2004

Ju, Dunham y Liu, 2002

Ton, Stamatiou y Liew, 2003
Linney, Upchurch y Donerly, 2004
Cossins y Crawford, 2005

Meijer et al., 2005

Ewart et al., 2005
Rise et al., 2004a

Stickney et al., 2002
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vo, como son Aeromonas salmonicida'y Philasterides
dicentrachi. Estos genes se aislaran posteriormen-
te a partir de librerias de BAC, se caracterizaran
y se analizaran sus polimorfismos para su inclu-
sion en el mapa genético existente. Se espera
que el cruce de la informacién resultante del
analisis de QTL, de la genémica comparada y
del analisis genomico funcional rinda los resul-
tados apetecidos de cara a su aplicacién para la
seleccion de reproductores en los programas
desarrollados por las empresas del sector.
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