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La organizacion bdsica del genoma nuclear de la mayoria de los
organismos superiores consiste de una disposicién ordenada de secuencias de
ADN de copia tdnica entremezcladas con ADN moderada y altamente repetitivo.
Las secuencias de copia tnica son de manera general las que codifican para
polipéptidos y cuyos loci no estdn repetidos en el genoma haploide. Las
secuencias moderadamente repetitivas comprenden por un lado genes repetidos
centenares o miles de veces, como es el caso del ADN que codifica para el ARN
ribosémico (ADNT), el ADN que codifica para el ARN transferente (ADNt) o el
ADN que codifica para las histonas (ADNh), y por otro lado secuencias no
codificantes. Las secuencias altamente repetitivas son secuencias cortas no
codificantes que pueden estar repetidas hasta millones de veces y que pueden ser
aisladas por centrifugacion en gradientes de cloruro de cesio (ADN satélite).

El andlisis del genoma nuclear de bivalvos ha comenzado a abordarse a
finales de los afios cincuenta con la determinacién del niimero cromosémico de
los mejillones Mytilus galloprovincialis y M. edulis y desde entonces ha ido
progresando pero a un ritmo lento, si se compara con otros grupos zoolégicos
como mamiferos o anfibios. El contenido en ADN y el cariotipo son dos
importantes caracteristicas que son necesarias tener en cuenta para definir las
estructuras genéticas propias de cada especie, y asi determinar la capacidad de
asumir los cambios evolutivos (Cavalier-Smith, 1985; De Vita et al., 1994). El
contenido en ADN por célula haploide de los moluscos varia segtin Cavalier-
Smith (1978) entre 0.43 y 5.4 pg. Los tltimos resultados obtenidos utilizando
citometria de flujo confirman estos postulados como podemos ver en la tabla I.

85



11l SIMPOSIO CIENTIFICO EN BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Tabla I.- Contenido de ADN en moluscos bivalvos

Especie 2n ADN (pg)
Aequpecten opercuhris 26 223
Spxuh soldssma 36 232
O strea eduls 20 233
Cemstodem a eduk 38 273
Pecten m axin us 38 283
Mya arenara* 34 320
Venerps rhom boteus 38 323
Mytilis eduls 28 342
Venerps pulbsta 38 356
Ruditapes decussatus 38 362
M ytilis galbprovihcals 28 384

D eRodriguez-Juiz etal., 1996, excepto * Reno etal., 1994

Asi, se pueden comprobar que el contenido en ADN nuclear no estd
relacionado con el ndmero cromosémico. También se confirma la hipotesis de
Hinegardner (1976) en el sentido de que a mayor especializaciéon morfoldgica,
menor contenido en ADN. En este sentido se ha sugerido que la seleccién
natural actuarfa a favor de un menor contenido en ADN debido a que de esta
forma disminuirian los gastos metabdlicos, duracién del ciclo celular y tamafio
nuclear (Cavalier-Smith, 1985; Olmo, 1991).

En este articulo trataremos de dar a conocer la investigacion que se estd
llevando a cabo para caracterizar el genoma de bivalvos centrdndonos en el
andlisis directo o indirecto de los diferentes tipos de secuencias de ADN.

1. ADN DE COPIA UNICA

En bivalvos, los tinicos trabajos existentes de secuenciacion de genes de
copia unica son los del grupo de Ausio (Ausio, 1986, 1995; Carlos et al., 1993a,
b) que han estudiado diversos componentes (PL-I, PL-II, PL-III, PL-IV) de las
proteinas tipo protaminas de los espermatozoides, los cuales tienen una
estructura y composicion similar a las histonas H1. De esta forma, han podido
sefialar la posible evolucion relacionada que conecta toadas las proteinas
nucleares bdsicas del esperma con sus precursores la histona H1 (Ausio, 1995),
comprobando la anterior hipdtesis de Subirana et al. (1973) en cuanto que el
origen de las proteinas nucleares bésicas del esperma tenfan su origen en las
histonas. En este sentido nuestro grupo de trabajo mantiene una colaboracién
con el grupo de Ausio y estamos tratando de localizar el locus de las protaminas,
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que creemos que se localiza en el brazo largo de uno de los cromosomas
submeta/subtelocéntricos de tamafio pequefio.

Por otra parte, aplicando técnicas moleculares se han efectuado diversos
estudios de caracterizacion de especies y poblaciones:

a) Aplicado la técnica de PCR para el gen de la calmodulina, el cual estd
altamente conservado en todas las especies, se han podido diferenciar
poblaciones de mejillone detectdndose la existencia de un flujo genético
restringido entre las poblaciones del oeste y noreste de la Gran Bretaiia
(Corte-Real et al., 1994a). Ademds se ha conseguido aplicar esta técnica
a ADN obtenido de larvas (Corte-Real et al; 1994b) lo que es indicativo
del interés de esta técnica en estudios de fertilizacién.

b) También se ha aplicado la técnica de PCR para el esudio de la fraccién
PL-II de las protaminas (Heath et al; 1995), con ello se ha podido
diferenciar M. trosulus de M. edulis y M. galloprovincialis, y detectar
en poblaciones de la isla de Vancouver (Canadd) la existencia de
mejillones hibridos entre M. trosulus y M. edulis/galloprovincialis.

2. ADN MODERADAMENTE REPETITIVO

Dentro del ADN moderadamente repetitivo cabe destacar los genes que
codifican para el ARN ribosémico (ADNr) por ser este tipo de ARN el que se
sintetiza en mayores cantidades en las células. El ADNr normalmente se haya
presente en los genomas eucariotas en varios centenares de copias. Ademads se
encuentran organizado en unidades repetidas en tdndem y localizado en una o
mds regiones especificas del complemento cromosémico.

El conocimiento de la localizacién y organizacién del ADNr se ha
ampliado enormemente en los tltimos afios, constituyendo una de las entidades
genéticas mds extensivamente estudiadas. Ello es debido probablemente a que
pueden ser analizados tanto a nivel citogenético como molecular y ademads
presentan una funcién genética y metabdlica conocida.

El ADNr que codifica para los componentes 18S, 5,8S y 28S constituyen
la region del organizador nucleolar (NOR), sitio alrededor del cual se forma el
nucleolo al final de la mitosis. El ADNr que codifica para el componente 5S, por
el contrario, no participa en la formacién del nucleolo y suele encontrarse en una
posicién diferente a la de la unidad repetitiva 18S, 5,85 y 28S (genes
ribosomales mayores).

En muchos organismos los NORs muestran la misma posicién que las
constricciones secundarias en los cromosomas mitéticos, pero su localizacién
cromosdmica puede ser determinada por diferentes técnicas de bandeo: bandas
N, tincion con azul de coomasie, tincién con nitrato de plata y en algunos casos
mediante tincién con fluorocromos especificos, como mitramicina o
cromomicina Asz. No obstante, la tincién con nitrato de plata es la mds utilizada
por ser sencilla, rdpida y especifica y generalmente los NORs detectados por este
método se conocen como Ag-NORs.
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Si bien comparativamente con otros grupos zooldgicos el genoma de
bivalvos ha sido poco estudiado, cabe destacar que el anélisis de los NORs ha
sido objetivo de la mayor parte de los estudios citogénéticos llevados a cabo en
estos dtimos afios. Como se muestra en la tabla II, se conoce la distribucién de
los NORs en la mayor parte de las especies de importancia comercial como
mejillones, ostras, volandeiras, almejas y berberechos. El nimero miximo de
Ag-NORs varfa de unas especies a otras, incluso dentro del mismo género, como
es el caso Mytilus. Por otra parte, no se observa correlacién alguna entre el
nimero de Ag-NORs y la dotacién cromosémica de la especie. As{, un par de
Ag-NORs lo presentan tanto las almejas y berberechos con 2n=38 como el
mejillén Perna perna con 2n=28, la volandeira con 2n=26 y la ostra Crassostrea
gigas con 2n=20; no obstante, cabe considerar que las cuatro especies con 2n=38
cromosomas presentan un unico par de Ag-NORs. La posicion en el cariotipo y
la morfologia de los pares portadores de Ag-NORs varfa igualmente de unas
especies a otras, pero una caracteristica dominante es la presencia de Ag-NORs
en posicién terminal.

Tabla II.- Distribucién de AG-NORs en las especies de bivalvos analizadas

Familia/Taxon 2n  N?Ag-NORs Posicién Ag-NORs Qamcsama Autares

Mytilidae

Mytilus galloprovincialis 28 4 Terminal, brazo largo st Irsuaet d. (1994); Murfinez-Expdsifoet d. (1994); Morfinez-Lage et d. (1995)

M edulis 28 4 Terminal, brazo largo st Dixanetd. (1986); Camnet et d. (1993); Insuaet d. (1994)
Motfinez-Lage et d. (1996)

M trossulus 28 5 Terminal, brazo largo stym  Irsuaetd. (1994) Matinez-Lage et d. (1994)

M trossulus 28 6 Terminal, brazo largo stym  Mutinez-Lage etd. (1996)

M califiornianus 28 6 Terminal, brazo corto smym  Moriinez-Lage etd. (1996)

Perna perna 28 2 Terminal, brazo corto t Irsua(1992)

Ostreidae

Crassostrea gigas 20 2 Teminal m Thirlo-Quéwrewx e Irsua(1992)

Qstrea edulis 20 4 Terminal, brazo largo sm Thriot-Quévrex e Insua (1992)

O. denselamellosa 20 3 Teminal m Irsuay Thirio-Quiévrex 1991)

O. puelchana 20 3 Terminal, brazo corto sm Irsuay Thirlo-Quiéwrewx (1993)

Tiostrea chilensis 20 4 Terminal, brazo corto smym LaténdeGuewaraetd. (1994)

Pectinidae

Aequipecten operculais 26 2 Terminal, brazo largo st Irsuaet d. (1995)

Cardiidae

Cerastoderma edule 38 2 Terminal, brazo corto stysmm  Freire 1996)

C. glaucum 38 2 Terminal, brazo corto sm Thirio-Quéweux y Wdowics (1996)

C. glaucum 38 1 Terminal m Thirio-Quiéwreux y Wdowics (1996)

Verericke

Ruditapes philippinarum 38 2 Terminal m Irsua(1992)

Venerupis aurea 38 2 Intersticial m Irsua(1992)

Otro aspecto comtn a todas las especies de bivalvos analizadas es la
existencia en mayor o menor grado de diferencias intra e interindividuales (o
heteromorfismo) en el nimero de Ag-NORs por célula, resultando
particularmente evidente en especies con NORs multiples (méds de un par
cromosémico portador). Generalmente este tipo de heteromorfismo es
interpretado como una variacién funcional més que estructural debido al hecho
de que la tincién con plata permite detectar tnicamente los NORs que fueron
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activos transcripcionalmente en la interfase precedente. Sin embargo, la
confirmacién de esta interpretacion no se obtendrd hasta que se determine de
forma directa la localizacién de las secuencias de los genes ribosomales.

En un intento de iniciar el cartografiado fisico del genoma de bivalvos y
determinar la naturaleza precisa del heteromorfismo observado en los Ag-NORs,
procedimos en nuestro laboratorio a la localizaciéon directa de los genes
ribosomales mediante la técnica de hibridacién in situ fluorescente (FISH),
usando sondas heter6logas de ADNr. Esta técnica aplicada en M.
galloprovincialis, A. opercularis 'y C. edule corrobora la posicién de los genes
ribosomales mayores en los lugares previamente sefialados para los Ag-NORs.
Ademds, indica que la variacidn intraindividual detectada mediante tincién con
plata se debe a una actividad transcripcional diferencial de las células, es decir, a
un heteromorfismo funcional. Sin embargo, en M. galloprovincialis y en A.
opercularis la variacién interindividual puede deberse no solo a un
heteromorfismo funcional sino también estructural, determinado éste por la
delecion de uno de los clusters. Por otra parte, la localizacién directa del ADNr
mediante FISH puso también de manifiesto la existencia de cambios de origen
mitético que afectan a la posicién de uno de los clusters en M. galloprovincialis,
y la presencia de distinto ndmero de copias en C. edule. Por tanto, al igual que
ocurre en otros organismos, los clusters de genes ribosomales en bivalvos
constituyen una porcién del genoma sometida a una considerable variabilidad y
originada por diferentes causas.

En contraste con los genes ribosomales mayores, la localizacién
cromosdmica de los genes 5S no puede ser determinada mediante las técnicas
citogenéticas clasicas de bandeo cromosémico, lo cual explicaria el
desconocimiento absoluto de la posicién que ocupan en el cariotipo de las
especies de bivalvos. También mediante FISH, determinamos en nuestro
laboratorio la localizacién de estos genes en M. galloprovincialis, utilizando en
este caso sondas generadas directamente por PCR. Como generalmente ocurre
en los demds eucariotas, los genes 5S de este bivalvo estan separados de los
genes ribosomales mayores, constituyendo dos clustres separados en un brazo de
uno de los pares metacéntricos mds grandes.

El ADNr resulta ser especialmente Util para estudios evolutivos debido a
que al estar presentes en multiples copias facilitan los andlisis de hibridacién, y
ademds la longitud de la unidad repetitiva se encuentra dentro un rango que
permite el andlisis de los fragmentos de restriccién. Sin embargo, la
caracteristica mds importante es el contener regiones que evolucionan a diferente
ritmo: las secuencias codificantes evolucionan lentamente y pueden ser usadas
en comparaciones de especies relativamente distantes (especies, géneros,
familias o incluso niveles superiores) (Hamby & Zimmer, 1991; Nickrent &
Franchina, 1990); las regiones espaciadoras transcritas internas (ITS) y externas
(ETS), asi como ciertos dominios variables del ADNr 28S, evolucionan mds
rdpidamente y pueden ser utilizados para comparaciones de especies préximas o
poblaciones (Nazar et al., 1991; Baldwin, 1992; Bakker et al., 1992); las
secuencias del espaciador intergénico son las que evolucionan mds rdpidamente
y puede mostrar variabilidad a nivel de especies, poblaciones o incluso
individuos (Rogers & Bendich, 1987, Zhuo et al., 1995).
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El vertiginoso desarrollo de las técnicas de biologfa molecular en estos
tltimos afios ha fomentado el interés por el ADNr de bivalvos y actualmente en
las bases de datos ya figuran las secuencias parciales o completas del gen 18S en
18 especies, del 28S en 9 y del 5S en 3, siendo predecible un gran incremento de
datos de secuencias en los préximos afios.

Ademis, se han realizado varios estudios utilizando secuencias del ADNr
18S (Rice 1990; Littlewood et al., 1991; Rice at al., 1993; Kenchington et al.,
1994, 1995; Steiner y Miiller, 1996) o secuencias parciales del ADNr 28S
(Littlewood, 1994) para establecer relaciones filogenéticas entre especies de
bivalvos. Sin embargo, la comparacién de secuencias y reconstruccion
filogenética por el momento produce resultados confusos o contradictorios en
algunos casos. Ello es debido fundamentalmente a que el nimero de secuencias
disponibles resulta insuficiente considerando la diversidad de los bivalvos, lo
que conlleva al mismo tiempo que se tenga un escaso conocimiento de la
variaciéon de la tasa de sustituciéon. Algunas especies presentan tasas de
sustitucién demasiado elevadas y en otras resulta dificil de detectar la sefial
filogenética por la similaridad de las secuencias. A pesar de los inconvenientes
existentes para establecer filogenias fiables, los trabajos realizados permiten ir
estableciendo el grado de divergencia entre especies y tasas evolutivas relativas.
Asi, el nivel de divergencia observado en las secuencias del ADNr 18S del
género Mytilus fue de 0,1-0,7% (Kenchington et al., 1995) en géneros de la
familia Mactridae de alrededor del 0,8% (Rice et al., 1993) y géneros de la
familia Pectinidae de 0,8-1,2% (Kenchington et al., 1995). Steiner y Muller
(1996) determinan la tasa evolutiva relativa de varias especies de bivalvos
respecto a una especie de poliplacéfora v dos de gasterépodos, observando que
Mactridae presenta una disimilaridad del 50-60% de los sitios informativos,
pteriomorfa del 37-40% y Atrina del 30%. Estas diferencias se manifestaron
igualmente cuando las comparaciones se realizaron con las especies de
gasterépodos aunque menos pronunciadas.

Las region espaciadora ITS-1 de dos especies de ostra morfolégicamente
similares (Saccostrea commercialis y S. glomerata) no presenta diferencias en la
secuencia nucleotidica (Anderson y Adlard, 1994), sin embargo, el patrén de los
fragmentos de restriccion de esta misma regién permitié la diferenciacion de 12
especies de mejillones de agua dulce (White et al., 1994). Tambien el patrén de
los fragmentos de restriccion de la regién ITS (comprendiendo el ITS-1, 5,8S e
ITS-2) permitié diferenciar M. trossulus de M. edulis y M. galloprovincialis de
la costa oeste americana (Heath et al., 1995).

En estudios realizados en nuestro laboratorio hemos determinado el
tamafio de la region ITS y de laregion 5S (gen 5S y espaciador) del mejillén M.
galloprovincialis, de la volandeira Aequipecten opercularis y del berberecho C.
edule y los tamafios de ambas regiones difieren entre todas las especies
analizadas hasta ahora. Un estudio detallado de la secuencia permitird precisar
las diferencias entre éstas y otras especies de bivalvos y determinar su valor
filogenético.
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3. ADN ALTAMENTE REPETITIVO

El ADN satélite (Singer, 1982) estd constituido por familias de
secuencias cortas que se repiten en tdndem varios miles de veces formando
clusters o loci cromosémicos en los genomas eucariotas. Generalmente en los
cromosomas de vertebrados las regiones de ADN satélite se ponen de manifiesto
mediante diversas técnicas como el bandeo C o las tinciones con fluorocromos
(Sumner, 1990). Sin embargo la respuesta de los cromosomas de bivalvos a las
técnicas bandas C es, en general, escasa. Asi en la tabla III podemos observar las
diferentes localizaciénes de las bandas C en bivalvos.

Tabla III.- Nimero de Bandas C y posicién en moluscos bivalvos

Especie n BandasC
N¢ Posicién NOR
O strea eduls 10 10 Centrom éricas No
Cmassostrea ggas 10 1 Telom éricas Si
O strea denselm elbsa 10 14 Centrom éricas Si@)*
y Telom éricas
Cardim eduk 19 12 Pericentrom éricas, Si@)*
Intersticiales o telom éricas
Mytius galbprovichals 14 2 Telom exicas Si
Mytihis eduls 14 2 T elom ericas Si
M ytius trossulis 14 3 T elom ericas Si
Venewps pulhsta 19 7 Intersticiales, C entrom éricas ?
vy Telam éricas
Amupecten opercurs 13 17 Centrom ericas Si
Inhtersticiales o Telom ericas

NOR: Coincidencia o no entre posicion de NORs y bandas C; * N° de bandas C que
coinciden con los NORs

Sin embargo cuando se aplica la técnica de bandas C a cromosomas
obtenidos de larvas de mejillén el nimero de bandas C que somos capaces de
visualizar es muy superior (Martinez-Lage et al., 1994, 1995). Las diferencias
podrian ser debidas al estado de condensacién cromosdmica, la temperatura
diferente a la cual se realizan las extensiones y/o la diferente forma de fijacién
(Martinez-Lage et al., 1994). Aunque podria ser debida a pérdidas de
heterocromatina de los tejidos somdticos con respecto a los de la linea germinal
como sucede en otros organismos (John, 1988; Sprandling et al., 1992). Por otra
parte hay que tener en cuenta que no todas las regiones heterocromatinicas se
ponen de manifiesto después de aplicar la técnica de bandas C. Asi, en larvas de
mejillén de las especies europeas se han podido detectar diferentes tipos de
heterocromatinas mediante el uso combinado de las técnicas de bandeo C,
tincién con fluorocromos, tincién argéntica y digestién con endonucleasas de
restriccion (Martinez-Lage et al., 1994, 1995).

Pero la verdadera importancia del ADN satélite como instrumento de
estudios evolutivos es debida a que: 1) especies relacionadas pueden compartir
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un mismo tipo de secuencia (Singer, 1982), 2) generalmente se localizan en
regiones similares en cromosomas no homoélogos (John, 1988), 3) evoluciona de
manera concertada de forma que se mantiene la homogeneidad de las unidades
repetitivas (Stratachan et al., 1985; Plohl y Ugarkovic, 1994). Las familias de
ADN satélite obtenidas hasta el momento en bivalvos se reflejan en la tabla IV.

Tabla IV.- Familias de ADNs satélites en moluscos bivalvos

E specie Fam ilia b % Genama T o Autores
M . galloprovincialis Apa I 173 0.63 Tipol RuizLara etal.1992
" i 161 309 Tipo IT RuizLara, 1992
" " 166 0.067 Tipo IIT "
D .tmunculus EcORV 155 023 El Plohl& Comudella, 1996
" " 155 009 E2 "
C.gigas Fok IHae III 170 lto4 - Clabby etal., 1996
D .tmunculus Hind I 162 0.043 DTHS1 Plhl& Comudella, 1997
" " 167 0081 DTHS2 "
" 145 0.035 DTHS3
136 0.008 DTHS4

El ADN satélite de Crassostrea gigas ha sido localizado mediante
hibridacién in situ en posicién telomérica en un par, y en posicion
submetacéntrica en otro par (Clabby et al., 1996).

En nuestro laboratorio hemos realizado experimentos de hibridacién in
situ con los tres ADN satélites de Mytilus galloprovincialis. Asi, hemos podido
observar que el ADN satélite tipo I parece encontrarse organizado en tindem
aunque algunas secuencias se encuentran dispersas por el genoma, el satélite tipo
IT se encuentra disperso por todo el genoma, mientras que el satélite tipo III se
localiza en clusters en las regiones terminales de al menos 8 pares
cromosoémicos.

Los satélites de la familia EcoRV de Donax trunculus sélo han sido
estudiadas a nivel secuencial y aunque se supone que sus secuencias se
encuentran dispersas por el genoma tendria que realizarse una hibridacion in situ
para confirmarlo.

Con respecto a los satélites de la familia Hind III de D. trunculus se ha
observado una caracteristica muy interesante y es que los cuatro tipos poseen un
motivo de repeticidn caracteristico GGGTTA.

Las repeticiones teloméricas mds tipicas de vertebrados son: TTAGGG
(Meyne et al; 1990), que como puede observarse es idéntica a las repeticiones
observadas en los satélites de la famila Hind III de D. trunculus. Debido a la
colaboracidn existente entre el laboratorio del profesor Cornudella y el nuestro,
hemos realizado diversos experimentos de hibridacién con la sonda DTP9-6 que
es una parte del satélite DTHS1 comprobando que dicha secuencia si se
encuentra localizada en los telémeros tanto en D. trunculus como de M.
galloprovincialis.
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Actualmente, aplicando la técnica de Southern Blotting a mejillones de
una poblacién gallega para tranferir ADN digerido con diferentes endonucleasas
de restriccién y posteriormente hibridarlo con los 3 tipos de satélite de mejillén
que existen. Con ello tratamos de diferenciar poblaciones de mejillén ya que
debido a la mayor velocidad evolutiva de los ADNs satélites esperamos
encontrar diferencias entre poblaciones gallegas y otras poblaciones de Mytilus
galloprovincialis de 1a Peninsula Ibérica y/o poblaciones de M. edulis europeas.
En este sentido hay que sefialar que Ruiz-Lara (1993) observé trabajando con
mejillones procedentes de cultivos en batea un elevado polimorfismo en las
secuencias de los ADN satélites I y III. Sin embargo nosotros hemos obtenido
una respuesta homogenea tras la digestion del ADN genémico con Msp Iy Taq I
e hibridacién con el satélite tipo I, digestiéon con Msp I/Hae IIl y Dra I e
hijbridacion con el satélite tipo IT y digestion con el Msp I /Hae III e hibridacién
con el satélite III.
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