4.5 Muestreo genético
4.5.1 Objetivos del muestreo genético

Para el estudio de la genética de poblacion existen métodos para identificar una variedad de atributos de una
determinada poblacion. De especial interés en las pesquerias es la identificacion de aspectos de la especie (grupo
de especies, tipos de especies (es decir, especies individuales), subespecies, stocks) asi como la estructura,
distribucion geografica y los limites de cada uno de los atributos de la especie.

La identificacion de especies puede resultar til para la aplicacion de las regulaciones cuando la identificacion
erronea es algo comun. Por ejemplo, el rabil y el patudo pequefio se prestan a confusion.

Para una ordenacion efectiva de las especies de tunidos, que son altamente migratorios, es importante identificar
las fronteras del stock (por ej. atin rojo del Atlantico). Ello se basa en la teoria de que la subdivision de la
poblacion puede tener como resultado una diferenciacion genética de poblaciones aisladas por deriva genética y
seleccion. Para identificar poblaciones, el enfoque general es por tanto observar la diversidad/desigualdad a
escala de poblacion.

Es importante sefialar que la ausencia de evidencia genética de subestructura de poblacion no significa que dicha
subestructura no exista. La diferenciacion genética entre stocks dentro del mismo océano podria ser muy
pequefia, con frecuencia tendra la misma magnitud que el error de muestreo. Por ello, en los estudios genéticos
de estructura del stock se debe prestar especial atencion al disefio experimental y a los protocolos del muestreo,
con el fin de potenciar al maximo la relacion de sefal a ruido en los datos. Sin embargo, la diferenciacion
genética puede no darse si los tamafios de la poblacion son importantes y también debido a la migracion. Los
modelos teodricos de diferenciacion de productos de genes nucleares y la diferenciacion del ADNmt indican que
la migracion de una cierta magnitud de individuos por generacion podria bastar para impedir la diferenciacion
genética. Esta tasa de migracion es minima en cuanto al volumen de intercambio que seria necesario para
recuperar poblaciones mermadas a un nivel interesante para quienes explotan estas poblaciones. Teniendo en
cuenta las limitaciones inherentes a cada método, el mejor enfoque de evaluacion de estructura del stock es el
holistico, que se sirve de toda la informacién genética, demografica, ecologica y estudios del ciclo vital (Waples,
1998).

4.5.2 Objetivos de las muestras

El objetivo de las muestras a tomar quedara definido por los que tenga el programa de muestreo en si. El
muestreo local hallard las variaciones localizadas y la mezcla en la poblacion por medio de analisis estadistico de
los datos genotipicos. Un muestreo mas amplio identificara las diferencias y similitudes genéticas a mayor
escala. Por ejemplo, si se trata de estudiar las caracteristicas natales de la poblacion, el objetivo seran los peces
pequefios. Estos peces deberan hallarse en su area de nacimiento. Por el contrario, los estudios a nivel de
poblacién requerirdn muestras de toda la escala geografica conocida o supuesta. La comparacion de perfiles
genéticos en diferentes muestras separadas en espacio y/o tiempo podria facilitar evidencia de patrimonios
genéticos multiples o stocks.

4.5.3 Tamafo de la muestra

Los recursos financieros disponibles limitan con frecuencia el tamafio de la muestra. Sin embargo, los resultados
de los analisis genéticos pueden verse muy influenciados por dicho tamafio. El numero de lugares y afios
muestreados aumentara también el nimero de individuos a muestrear. En general, los programas completos
analizan mas de 100 muestras por unidad de muestreo (por ej., especie, lugar, afio, etc.). El tamafio de muestra
requerido dependera de la diferenciacion genética entre individuos de la especie en diferentes zonas geograficas
(por ejemplo). Ademas, en algunos estudios se ha llegado a la conclusién que es importante potenciar al maximo
el tamafio de la muestra y la cobertura temporal. Los resultados de estudios basados en muestras pequefias
pueden dar positivos falsos (por ejemplo Ely ez al, 2002). Por todo ello, conviene buscar asesoramiento
estadistico adecuado durante la etapa de planificacion del programa, con el fin de asegurar la posibilidad de
alcanzar los objetivos deseados.
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4.5.4 Procedimientos de muestreo
Limpieza de las muestras

Se debe evitar la contaminacion. El cuchillo ha de limpiarse (por ejemplo con etanol) antes de cortar cada pez.
Puede haber contaminacion cuando se usa un instrumento cortante en un pez sin haberlo limpiado antes. En el
caso de una posible contaminacion el hecho se debe registrar en el formulario correspondiente a la muestra.

Muestreo

Se pueden muestrear el higado, corazén y los tejidos musculares, asi como la sangre, trozos de aleta o bien una
porcion del animal (por lo general, larvas o juveniles). Se recomienda que las muestras de corazon, higado y
musculo procedan de un solo pez. El acceso a estos tejidos podria ser limitado en algunas pesquerias, donde el
precio en el mercado de los peces es un condicionante. En este caso el tejido mas adecuado podria ser el miisculo
blanco. Al muestrear este musculo blanco, se debe extraer un trozo de piel de unos 9 cm de diametro en la parte
central del cuerpo entre la base de la aleta dorsal y la linea lateral, para descubrir el musculo.

Se toman unos 4cm’ (~5g) de miisculo, corazon e higado (de cada uno). Se recomiendan el musculo y el corazén
para los analisis de ADN. Limpiar, recortar y lavar en un tampon frio si es necesario (por ¢j. 50M EDTA). Se ha
observado en algunos estudios que el aclarado aumenta los rendimientos de ADN mitocondrial cerrado circular
(ADNmt). Se recomiendan piezas pequefias para los analisis de ADN, asegurando asi que el etanol penetra bien
en los tejidos antes de su almacenaje.

Hay dos métodos diferentes para almacenar material procedente de peces: congelacion y en etanol. El uso de uno
u otro depende del tipo de estudio. La congelacion es el mejor método para almacenar material destinado a la
electroforesis y otros analisis bioldgicos (por ¢j., bioquimica y fisiologia) debido a la fragilidad de las enzimas in
vitro. Un almacenaje criogénico adecuado preservara la actividad enzimatica y minimizara la rotura (por ej., con
el uso de nitrogeno liquido). Las muestras conservadas en etanol SOLO se usaran para estudios genéticos, tales
como la amplificacion del ADN y secuenciacion. Las muestras se pueden conservar en un 96% de etanol.

Para el almacenaje se debe meter la muestra en bolsas de plastico (cuando se congelan) o se meten en el vial de
etanol y después en la bolsa de plastico (para el etanol). En todos los casos, las bolsas se consignaran los datos
siguientes (si se tienen): fecha, barco, supuesta especie, talla, peso, sexo, lugar de la captura (longitud y latitud),
tipo de cardumen de tunido y asociacion, tipo de tejido y un numero individual para cada muestra. Todas las que
procedan de un mismo pez se marcaran con el mismo codigo. Si este pez ha servido para llevar a cabo otros
estudios (madurez, etc.,) se consignara el mismo codigo en todos ellos.

En el caso de congelacion de una muestra, se hara lo antes posible tras su recogida. Si no es posible, la muestra
se conservara en hielo hasta su llegada al laboratorio y se metera de inmediato en el congelador.
Envio de muestras congeladas

Las muestras han de ser enviadas al destinatario que proceda en hielo seco (basta con una nevera de espuma de
poliestireno). Si no se dispone de hielo seco, la nevera se cubrird de hielo y se meterd en un congelador unos dias
antes de su envio. Este se hara por el Sistema de Cargo Aéreo (Air Cargo System) en vuelo regular y como
equipaje personal. Asi resulta mas rapido y barato. Lo mas conveniente es enviar por fax al destinatario el
documento “Air Waybill”. Otra alternativa es enviar el nimero adjudicado al paquete en el envio.

Envio de muestras en etanol

El envio de bolsas con viales puede hacerse por correo ordinario o por cualquier otro sistema.

4.5.5 Analisis de muestras

El analisis de muestras de tejido para ADN requiere personal adiestrado y equipo adecuado. Aqui se describen
las técnicas generales para facilitar conocimientos sobre el papel de los analisis genéticos. Para mas detalles, se
pueden consultar los articulos resefiados en el apartado de bibliografia.

La muestra de tejido puede dividirse y se pueden incubar pequeiias (por ej. de 100 mg, aunque esto dependera de

la sensibilidad de la técnica seleccionada) muestras en 1 ml de solucion tampon de digestion. El periodo y
temperatura de incubacion dependera del tejido y del método que se adopte (véase en Bibliografia). Métodos
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alternativos para la obtencion de ADN incluyen procedimientos con fenol/cloroformo, seguidos de precipitacion
de etanol.

Identificacion de especies

Los patrones electroforéticos de aloenzimas y el ADN mitocondrial (ADNmt) han resultado ser utiles para
distinguir las diferentes especies de tinidos. EIl ADN es el método preferido para el examen, ya que el ADN es el
mismo en todos los tipos de células de un organismo, mientras que las proteinas pueden variar de un tejido a
otro. Ademas, el ADN es estable y proporciona mas informacidn para el analisis que las proteinas. Por otra parte,
las técnicas electroforéticas han probado ser menos adecuadas en la diferenciacion de las especies de tinidos
atlanticos (Bartlett y Davidson, 1991).

El andlisis del haplotipo del ADNmt se ha empleado también para identificar especies. Por ejemplo, los
haplotipos ADNmt ATCO se han usado para distinguir al patudo del rabil. Ward (1995) observo que el analisis
del polimorfismo de tamafo de los fragmentos de restriccion (RFPL) de varios genes mitocondriales permitio la
clara distincion de las siete especies Thunnus basada en haplotipos exclusivos. Esto ha sido apoyado por pruebas
de aloenzimas y ADNmt (Ward, 1995).

Discriminacion de la poblacion

Aunque se han analizado aloenzimas para cuantificar niveles de variacion genética en el seno de las poblaciones
y entre poblaciones, existen métodos mas potentes. Estos incluyen técnicas de ADN nuclear por microsatélite y
analisis de ADNmt de la region de control “D-loop”.

Si bien la importancia del ADNmt en la identificacion de la subdivision de la poblacion esta bien documentada,
analisis basados tan solo en frecuencias de haplotipos de ADN mt podrian realmente reflejar una dispersion
dependiente del sexo o pautas de migracion. Esto se debe a que el ADN mt tan s6lo lo transmite la hembra
progenitora. Ademas, la naturaleza no recombinante del genoma del ADNmt hace que se comporte como un solo
locus genético, lo cual reduce en potencia la facultad para detectar una diferenciacion genética significativa
(Greig et al.,, 1999). En consecuencia, los analisis de estructura de poblacién que proporcionan mayor
informacion combinan multiples loci para comprobar la similitud de patrones filogenéticos.

4.5.6 Analisis de los resultados

Los niveles de variacion genética pueden ser evaluados en niimeros de alelos por locus y observados (Hgs), y
Hardy-Weinberg esperaban hallar heterocigosidad (Heyp) (s6lo para ADN nuclear). Comparando Hgps con Heyp, ¥
haciendo pruebas en busca de desviaciones partiendo del equilibrio dentro de las muestras, de Ardy-Weinberg,
se puede evaluar la importancia de la variacion genética.

Se puede evaluar la homogeneidad de la frecuencia de microsatélites de los alelos entre poblaciones temporales
y espaciales. Las muestras temporales procedentes de la misma zona espacial pueden agruparse siempre que no
difieran mucho en cuanto a frecuencia de alelos. Después se pueden comparar los datos espaciales. Se
recomienda el uso de la técnica secuencial Bonferroni (Rich, 1989) para ajustar niveles de importancia para
comparaciones simultaneas multiples. La diferenciacion de poblacion puede también medirse por medio de
analisis de varianza molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992).

Otra técnica es el analisis jerarquico de diversidad nucledtida como medida de diferenciacion de la poblacion
(Holsinger y Mason-Gamer, 1996). Este método permite el examen de poblacion de estructura geografica
empleando datos de sitio de restriccion y de la secuencia de ADN donde la variacion no se hereda de forma
independiente. Las poblaciones se agrupan basandose en el tiempo medio de unioén por pares de haplotipo. Los
resultados se presentan en un diagrama de arbol que muestra la relacion entre poblaciones tras realizar un
remuestreo de los datos 10.000 veces. Los valores P importantes implican que la media de tiempo para unir dos
haplotipos del mismo nudo de un arbol es inferior a la que necesitan dos procedentes de diferentes nudos.
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