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Variabilidad aloenzimética del locus PGM-1" y estabilidad de
desarrollo en salmén coho (Oncorhynchus kisutch):
Evidencias de anilisis familiar
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Abstract- Several works in salmonid fishes have related
the variation at simple enzyme coding loci and the multilocus
heterozygosity with developmental homeostasis, measured
through  fluctuating  asymmetry in  bilateral characters.
Association between genotype variation at the PGM-F* locus
and growth rate during fresh water stage in a cultured strain of
coho salmon (Oncorhynchus kiswich) has been  found.
Evidences in rainbow trout suggest that growth rate and
developmental stability could be positively associaled. The
effect of variation al the PGM-1* locus on developmental
stability in coho salmon was examined by comparison of
fluctuating asymmetry among individuals with different
genotype on that locus, within full-sib families. Not significant
genotype or family effect on fluctuating asymmetry was
found. Results suggest no association among PGM-I*
variation and developmental stability in coho salmon.
Keywords:  Bilateral asymmetry, electrophoresis, meristic
characters, genetic variability, aquaculture.

Resumen.- Diversos trabajos en peces salménidos han
relacionado la variacién aloenzimdtica en loci particulares o la
heterocigosidad aloenzimética con la homeostasis del desarrollo,
medida a través de la asimetrfa fluctuante en caracteres
bilaterales. En  una cepa cultivada de salmdén  coho
(Oncorhynchus  kismeeh) se ha delectado asociacion  entre
varianles genotipicas en ¢l locus PGM-1% y ¢l crecimiento en la
elapa de agua dulce. El efecto de la variacidn en el locus PGM-
1% sobre los niveles de asimeirfa bilateral se examing medianie
la comparacidn de individuos con distinto genotipo, dentro de
familias de hermanos completos. No se detectaron efectos
significativos del genotipo o de las familias sobre el nivel de
asimetria fluctuante. Los resultados sugieren que la variacién
genatipica en PGM-1* no afecta la homeostasis del desarrelle en
salmén coho.

Palabras clave: Asimetria bilateral, electroforesis, caracteres
meristicos, variabilidad genética, acuicultura,

Introduccion

Las plantas y los animales a menudo tienen miltiples
copias de estructuras morfolégicas, Si el desarrollo de
tales estructuras en ambos lados de un organismo
bilateralmente simétrico estd bajo control genético,
entonces se esperaria que éstas fueran idénticas en
forma, tamafio o ndmero, debide a que son productos
del mismo genoma (Leary & Allendorl 1989). Por
consiguiente, la asimetria de tales estructuras puede
reflejar accidentes durante el desarrollo, en el momento
en que los caracteres son determinados (Leary ef al.
1984a). La homeostasis del desarrollo se define como la
capacidad de un organismo de formar un fenotipo
promedio en presencia de perturbaciones externas
(Lerner 1954). Una pequefia desviacidn de la simetria
bilateral podria, por lo tanto, constituir una medicién

razonable de la disminucién de esta homeostasis (Soulé
1967, 1979) y en consecuencia, del grado de adecuacion
biolagica del individuo (Soulé 1982, Soulé & Cuzin-
Roudy 1982, Leary et al. 1984a).

Se han reconceido tres clases de asimetria: asimetria
direccional, antisimetria y asimetria fluctuante (Van
Valen 1962). La asimetria fluctuante existe cuando la
simetria es el estado normal de un organismo y no existe
tendencia en alguno de los lados de presentar un mayor
valor para un cardcter, por lo que las diferencias entre
lados se distribuyen normalmente con un promedio de
cero (Van Valen 1962). Sélo la asimeltrfa flucluante es
considerada como un reflejo de la perturbacién del
desarrollo (Leary & Allendorf 1989).

En numerosos estudios realizados en una gran
variedad de especies se ha encontrado una asociacién
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cnire la heterocigosidad en loci que controlan la
expresién de aloenzimas y la asimetrfa fluctuante de
caracteres bilaterales (Leary er al. 1983, 1984a, 1984h,
1985a, 1985b, 1991, 1992, Blance & Sidnchez 1986,
Leary & Allendorl 1989, Blanco er al. 1990). Se ha
demostrado, ademds, que tanto la heterocigosidad en
miltiples loci como en loci particulares pueden estar
asociadas con la homeoslasis del desarrollo en especies
de salmonidos (Leary et al. 1983, 1984b, Blanco et al.
1990). Mitton & Kochn (1985) han propuesto que la
mayor variabilidad molecular que presentan los
heterocigotos les confiere una mayor estabilidad a las
vias metabdlicas, por lo que estos individuos estdn, en
promedio, en un balance encrgético positivo mds alto, lo
que se traduce en un desarrollo mds estable.

Considerando  la aparente  generalidad  de la
asociacion entre  heterocigosidad y homeostasis del

desarrollo en poblaciones de peces salménidos y su
posible relacion con la adecuacién bioldgica, es de
especial interés analizar el efecto de la heterocigosidad
en loci particulares sobre la asimetria fluctuante en
salmdn coho (Oncerhynchus kisurch), En el Complejo
iscicola de Coyhaique, del Instituto de Fomento
Pesquero (IFOP) en Aysén, XI Regidn, Chile (45°34°S-
T2°05°W), se desarrolla desde 1992 un programa de
mejoramiento genélico en csta especie. El sistema de
cruzamientos utilizado en este programa permite
generar un gran nimero de familias de medios
hermanos y hermanos completos. Esto representa una
ventaja, dado que al realizar comparaciones entre
genotipos dentro de familias de hermanos completos, la
posibilidad de encontrar una asociacién de este tipo se
incrementa respecto a lo esperado en poblaciones con
cruzamiento al azar, ya que al ser grupos genéticamente
homogéncos se reduce la variacién causada por el
genotipo  residual  que puede ocultar  pequefias
diferencias bioldgicamente signiticativas,

En el presente estudio se analizé el efecto de la
variacidn genotipica en el locus PGM- /* sobre la
asimetria fluctuante en familias de hermanos completos
de salmdn coho pertenecientes a la clase de afio par de
la cepa mantenida en el Programa de Mejoramiento
Genético del Complejo Piscicola de Coyhaique.

Materiales y Método

Los ejemplares de salmdén coho analizados en el
presente estudio pertenccen a la cepa Coyhaique,
mantenida en el Centro de Mejoramiento Genético,
ubicado en el Complejo Piscicola de Coyhaique. El
origen de esta cepa fue descrito por Winkler et alf,
(1999). El ciclo de vida de estos salmones es de dos
aiios, tiempo al cabo del cual algunos son utilizados
como reproductores, lo que genera subpoblaciones de
aios par ¢ impar aisladas reproductivamente. Los

cruzamientos se realizaron durante el mes de mayo de
1996, siguiendo un diseiio de medios hermanos y
hermanos completos (Falconer 1981). Cada macho se
cruzd en promedio con cuatro hembras, generando
aproximadamente 121 familias de hermanos completos.
Las familias se incubaron scparadamente y se
mantuvieron de esta forma hasta completar la etapa de
crianza en agua dulce. Los cruzamientos, la incubacién
y ¢l alevinaje se realizaron en la piscicultura Dr.
Shiraishi perteneciente al Complejo Piscicola de
Coyhaique.

Se analizaron muestras de tejido de 38 hembras y 29
machos usados come reproductores en 1996, con el
objetiva de detectar la presencia de familias variables
para 5 loci descritos previamente como polimérficos en
la subpoblacién de afio par de la cepa Coyhaique:
esterasa-6  (EST-6%), esterasa-7 (EST-7%), fumarato
hidratasa-1 (FH-1*), glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(G3PDH-H*) y fosfoglucomutas (PGM-I#) (Pérez
1997). Se utiliz6 electroforesis horizontal de proteinas
cn gel de almidén (10 %), segiin los procedimientos
descritos por Acbersold er al. (1987). Los sislemas
enzimdticos. loci examinados, soluciones tampén de
corrida y tejides analizados se muestran en la Tabla 1.
La designacién de loci y variantes alélicas corresponde
a la nomenclatura propuesta por Shaklee er al, (1990),
denominando al alelo mds comin dentro de un locus
como 100, y al resto de los alelos sobre la base de su
movilidad relativa respecto a éste. S6lo el locus PGM-
1* presenté variabilidad, por lo que fue el dnico
considerado en ¢l presente estudio. Debido a que en 61
familias no se dispuso de muestras de uno o ambos
padres, en ellas la presencia de variabilidad para este
locus se verificé mediante el andlisis electroforético de
un pool de muestras de tejido muscular de seis peces de
cada familia. La probabilidad de detectar las familias
efectivamente variables por este método es superior a
98%.

A los 5 meses de cdad se extrajo al azar entre 40 y
60 individuos de cada familia previamente identificada
como variable para el locus PGM-1*. Los peces fucron
dispuestos  individualmente en  bolsas  pldsticas,
congeladas a -20°C y transportados luego en hielo seco
hasta ¢l Laboratorio de Genética de la Universidad
Catdlica del Norte, en Coquimbo, en donde se
mantuvieron congelados a 20 °C hasta el momento de
su andlisis.

Un total de 699 ejemplares, pertenccicntes a catorce
familias variables para el locus PGM-I* fueron
considerados para el andlisis. En cada individuo se
realizé el recuente de los siguicntes caracteres
meristicos bilaterales: nimero de radios en las aletas
pectorales, nimero de radios en las aletas pélvicas,
nimero de branquispinas en [a rama inferior del primer
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arco branquial y nimero de branquispinas en la rama
supcrior del primer arco branguial. Estos caracleres
fueron seleccionados porque pueden ser conlados
facilmente y con exactitud, y son determinados en
estados tempranos del desarrollo (Leary er al. 1984b,
Blanco er al 1990). Ademds, todos ellos presentan
asimelria fluctuante en salménidos y no se han
encontrado diferencias en los niveles de asimetria entre
sexos (Leary er al. 1983, 1984b). Adicionalmente, de
cada individuo se tomé muestras de tejido muscular, las
que se almacenaron a -20° C y luego se analizaron
siguiendo los procedimientos descritos previamente, con
el objetivo de determinar su genolipo para el locus
PGM-1*%.

La existencia de desviaciones de las frecuencias
genotipicas del locus PGM-/* con respecto a las
proporciones esperadas en las progenies basindose en el
genolipo de los padres, se verificd para cada familia
mediante la prueba de bondad de ajuste de Ji cuadrado
(Sokal & Rolhf 1995). La existencia de diferencias
estadisticas entre los recuentos de ambos lados para
cada cardcter se verificé mediante la prueba de
Wilcoxon para muestras parcadas (Sokal & Rolhf
1995), para las clases genotipicas dentro de cada
familia.

El nivel de asimetrfa individual para cada cardcler se
expresd como las diferencias reales y absolutas entre los
lados izquierde y derecho. El nivel de asimetria se
comparé entre individuos con distinto genotipo dentro
de familias basdndose en la proporcion de individuos
asimétricos para cada cardcter, ¢l nimero de caracteres
asimétricos por individuo y la magnitud de la asimetria,
computada como el valor absoluto de las diferencias de
los recuentos entre lados, sumado sobre los cuatro
caracteres medidos. Ademds, para las clases genolipicas
de cada familia se calculd el promedio de los cuadrados
de las diferencias entre lados, considerado ¢l indice mis
sensible para determinar la existencia de diferencias en
asimetrfa fluctuante en muestras pequefias (n < 25),
cuando la asimetria es independiente del tamafio del
cardcter (Palmer & Strobeck 1986).

Los datos diferencias
absolutas entre lados de cada cardcter, el nimero de
caracteres asimétricos por individuo y la magnitud de la
asimetria, fueron comparados mediante un andlisis de
varianza no paramétrico  (Zar 1999). Los datos
correspondientes  a  la proporcién  de  individuos
asimétricos para cada cardcter y al indice de asimetria se
analizaron mediante un andlisis de varianza de dos
factores sin repeticion, modelo mixto, donde los
genotipos fueron fratados como cfectos fijos y las
familias como efeclos aleatorios (Sokal & Rolhl 1995).

correspondientes  a  las

Tabla 1
Sistemas enzimdticos, nimero de la “Enzyme Commission” (E.C.), loci analizados, tejidos y soluciones
tampén utilizados en el anilisis electroforética de los ejemplares de salmdn coho.

Enzyme systems, Enzyme Commission Number (E.C.), analyzed loci, tissue and buffer solutions used in the

electrophoretic analysis of coho salmon specimens.

Sistema enzimitico EC. Locus Tejido Solucion tampdn |
Esterasa 311 Musculo Rw

311 EST-7% Plasma Rwm
Fosfoglucomutasa 5422 PGM-I#% Miisculo AC‘EO‘SQ‘, TC-4°
Fumarato hidratasa 4212 FH-1#% Higado ACET
Glicerol-3-fosfalo deshidragenasa 1.1.1.8  G3PDH-H* Higado ACE7

! Rw: Ridgway et al, (1970); Rwm: Ridgway et al. (19707 + EDTA: ACE 6,5: Clayton & Tretink (1972)
pH 6,5, TC-4: Selander et al. (1971), pH 5.8; ACET : Clayton & Tretiak (1972), pH 7

2 Usado con reproductores

* Usado con alevines
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Resultados

El locus PGM-I* presentd dos electromorfos de
desplazamiento anddico, identificados como los alelos
=00y *-145, encontrandose sélo dos genotipos: PGM-
TH-100/-100 y - PGM-1%-100/145. En ninguna de las
catorce familias analizadas se detecté desviaciones de
las frecuencias genotipicas con respecto a las
proporciones esperadas en las progenies sobre la base
del genotipo de los padres (p > 0,05).

Los valore
cardcier mer

promedio de los recuentos de cada

co se muestran en la Tabla 2. No se
encontraron d tivas entre lados para
ninguno de los s analizados (p > 0.05), excepto
para los individuos con el genotipo PGM-1*-100/-145
en la familia 76, que presentaron diferencias entre
ambos lados en el recuento de radios en las aletas
pélvicas (Z = 2,2014, p < 0,05). El promedio de las
diferencias entre lados para cada cardcter es 0. No
obstante, las diferencias entre los recuentos de ambos
ladas no presentaron distribucion normal (p < 0,05).

No sc encontraron diferencias significativas entre
mdividuos con distintos genotipos para PGM-1* para
las diferencias absolutas entre lados de cada cardcter, el
nimero de caracteres asiméuricos por individuo o la
magnitud de la asimetria (p > 0,05). Por otra parte, el
efecto de las familias fue significativo para las
diferencias absolutas en el nimero de radios en las
aletas pectorales (F = 2,0609; p < 0,05) (Fig. 1a), asf
como también para la magnitud de la asimetria

Tabla 2

(F = 23475; p < 0,01) (Fig. 1b) y el nimero de
caracteres asimétricos por individuo (F = 1,7419; p <
0,05) (Fig. 1c). El efecto de interaccién genotipo/familia
no fue significativo en ninguno de los casos (p > 0,05).

No se detectaron diferencias significativas entre
genolipos para la proporcién de individuos asimétricos
para cada cardcter, asf como tampoco fue significativo
cl efecto de las familias (p > 0,05). Por otra parte, los
heterocigotos presentaron un indice de asimelria
significativamente mayor que los homocigotos para el
nimero de branquispinas en la rama inferior del primer
arco branquial (F = 5,2475; p < 0,05) (Fig. 2a). El
efecto de las familias fue significativo sélo para el
indice de asimetria calculado para el nimero de radios
en las aletas pélvicas (F = 4,100, p < 0,01} (Fig. 2b). En
un andlisis de varianza de dos factores sin repeticién, no
existe un término de error sobre el cual probar los
efectos principales. Por lo tanto. en un modelo mixto, la
significancia estadistica del efecto aleatorio, en este
caso las familias, no puede ser determinada de manera
confiable debido a que los cuadrados medios deben ser
probados sobre los cuadrados medios del efecto de
interaccidn, para lo cual debe asumirse que no existe tal
efecto. Asi, la existencia de interaccién puede disminuir
la potencia de la prueba. No obstante, Zar (1999) ha
sefialado que si se detectan diferencias significativas,
entonces el resultado debe ser aceptado como
verdadero.

Promedio y desviacién estindar (DE) del nimero de radios en las aletas pectorales y pélvicas, ¥ nimero de
branquispinas en las ramas inferior y superior del primer arco branquial, en 699 ¢jemplares de salmén coho de la cepa

Coyhaigue, a los 5 meses de edad.

Average and standard deviations (DE) of the number of rays in pectoral and pelvic fins, and of the number of gill rackers in the
upper and lower branchial arch in 699 five month old individuals of coho salmon from the Coyhaique strain.

Gidiner Izquierda Derecho
Promedio DE Promedio DE
Radios en las aletas pectorales 15,25 0,78 15,25 0,52
Radios en las aletas pélvicas 9.96 0,43 9.99 0.20
Branquispinas en la rama inferior del primer arco branquial 11,60 0,95 11,64 0.82
Branquispinas en la rama superior del primer arco branquial 9,21 0,82 9,25 075
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Figura 1
Promedio de las diferencias absolutas entre lados en el nimero de radios en las aletas pectorales (a), magnitud de la asimetria
(b) y miimero de caracteres asimétricos por individuo (¢} por genotipo en el locus PGM-/%, en 14 familias de salmén coho (A =
PGM-I%-100/-100; B = PGM-I*-100/-145).
Average of the absolute differences among sides in the number of rays in pectoral fins (a), magnitude of asymmetry (b} and number of
asymmetric characters per individual (c) in animals with different genotype at the PGM-1* locus in 14 coho salmon families (A =
PGM-1*100/-100; B = PGM-1*-100/-145).
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Figura 2
Indice de asimetria del nimero de branquispinas en la rama inferior del primer arco branguial (a) v del ndmero de radios en
las aletas pélvicas (b} en animales con distinto genotipo en el locus PGM-1%, en 14 familias de salmén coho
(A = PGM-I*-100/-100; B = PGM-I*-100/-145).
Asymmetry index of the number of gill rackers in the lower branch of the first branchial arch (a) and of the number of rays in the
pelvic fins (b) in animals with different genotype at the PGM-1* locus in 14 coho salmon families
(A= PGM-T*-100/-100; B = PGM-T*-]00/-145).

Discusion

Los caracteres meristicos analizados en el presente
trabajo presentaron un promedio cero para las
diferencias entre lados, coherente con el concepto de
asimetrfa fluctuante. Sin embargo no presentaron
distribucién normal. En una diversidad de especies se ha
observado que los recuentos promedio de caracteres
meristicos bilaterales en las familias estdn positivamente
asociados a los recuentos en los parentales (Leary er al.
1985b). Ademds, evidencias obtenidas en peces
salménidos sugieren la existencia de un componente
genélico tanto para la magnitud como para la direccidén

de la variacidn merfstica inducida por el ambiente en
cstos peces (Leary er gl 19913, Por lo tanto, distintas
poblaciones y familias pueden mostrar respuestas
considerablemente variadas dentro y entre cepas, debido
a diferencias genéticas. Bsto podria dar cuenta de la
ausencia de normalidad. para la distribucién de las
diferencias entre lados.

Por otra parte, se encontré asociacidn entre el
genotipo en el locus PGM-1* y los niveles de asimetria
fluctuante, excepto para el indice de asimetria
correspondiente al nimero de branquispinas de la rama
inferior del primer arco branquial, lo que no es méds que
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lo esperado por simple azar. Esto puede ser atribuido a
la efectiva ausencia de asociacion entre variantes
genotipicas en el locus PGM-7* y estabilidad de
desarrollo o al efecto de caracteristicas genéticas
particulares tanto en las familias como en la cepa de
salmén coho analizadas, lo que dificultaria la deteccién
de una asociacién de este tipo.

Los caracteres que exhiben asimetrfa fluctuante
tienen bajos coeficientes de  variacién vy alla
heredabilidad. Sin embargo, la heredabilidad de la
asimetria es en si muy baja (Leary et al. 1985a), lo cual
implica que ésta es casi enteramente causada por
variacién ambiental (Young er al. 1995) o efectos
genéticos no aditives, como dominancia o interaccién
genctica. Por lo tanto, se predice que las ventajas
asociadas a determinados genotipos se incrementardn
con la heterogencidad ambiental (Mitton & Grant 1984).
En un ambiente de cultivo relativamente constante se
podrian anular o disminuir significativamente los
efectos de las diferencias causadas por determinados
genotipos sobre la homeostasis del desarrollo. Las
condiciones de cultivo en las que son mantenidos los
ejemplares de salmén coha de la cepa Coyhaique
durante la incubacién y el alevinaje son menos
fluctuantes que el ambiente natural y es posible que esta
reducida variabilidad ambiental haya minimizado las
diferencias en asimetria fluctuante entre individuos con
distintos genotipos para PGM-1* Sin embargo, csta
hipétesis no puede ser verificada con la informacién
actualmente disponible.

Se ha postulada que la frecuencia y la magnitud de
las asimetrias bilaterales se correlacionan negativamente
con la tasa de desarrollo  (Allendorf er al
1983, Ferguson 1986), no sélo debido a que los
ejemplares con asas de crecimiento superiores tendrian
una menor probabilidad de experimentar accidentes
durante el perfodo critico en el que los caracteres son
determinados (Danzmann er al. 1986), sino también
porque la asimetrfa fluctuante estd negativamente
relacionada con adecuacién. Los ejemplares de salmdn
coho con distintos genotipos para PGM-/* mostraron
diferencias significativas en el crecimiento durante la
etapa de cultive en agua dulce (Valdivia 1998), pero
iguales niveles de asimetrfa. Esto sugiere que en csta
cepa de salmén coho ambos caracteres, crecimiento ¥
estabilidad del desarrollo, no estarfan asociadas.

En algunos estudios realizados en salménidos se han
encontrado  evidencias que indican que la asimelria
fluctuante no se debe a la heterocigosidad en si.
Hibridos  producidos por cruce de especies  de
salmdénidos son de tres a diez veces mds heterocigotos
en loci enzimdticos que los individuos de las especies
parentales, pero presentan una reducida estabilidad del
desarrollo (Leary er al. 1985b). Por otra parte, estudios

realizados en Q. mykiss indican que los hibridos
producides por cruce de cepas presentan una mayor
estabilidad del desarrollo, pero ésta no se correlaciona
con una mayor heterocigosidad enzimdtica (Ferguson
1986). La homeostasis del desarrollo se aleanza por
medio de lo que Waddington (1942) definié como
canalizacion del desarrallo, la cual determina la
constancia fenotipica de ciertas caracteristicas. Wilkins
ef al. (1995) han poswlado que la canalizacion se
incrementa con el efecto de complejos de genes
coadaptados, combinaciones de genes ligados que
interactian entre sf y con el resto del genoma
(Dobzhansky 1950), de modo de producir un fenatipo
favorable. Esto implica la existencia de un balance
génico que puede tener un papel importanie en la
determinacion de los niveles de asimetrfa. De cste
modo, la mayor asimewia fluctuante en algunos
individuos podria explicarse como efecto de la pérdida
del balance génico, debido al rompimiento de complejos
de genes coadaptados por hibridacién o flujo genético
(Wilkins er al. 1995), asi como también por endogamia
o seleccion. Interacciones alélicas y relaciones de
dominancia, o efectos epistdticos y estructurales,
probablemente también tienen un papel importante en la
determinacién de los niveles de asimetrfa fluctuante
(Wilkins er al. 1995).

Resultados negatvos al intentar relacionar la
heterocigosidad en loci que controlan la expresién de
enzimas con la magnitud de la variabilidad fenotipica se
han descrito en poblaciones silvestres del salmén rosado
(Oncorhynchus gorbuscha) (Beacham & Withler 1983)
y salmén chum (Oncorhynchus keta) (Beacham &
Withler 1984). En cambio, evidencias provenientes del
andlisis de familias en salmén rosado, han evidenciado
asociaciones  positivas  entre  la heterocigosidad
individual en loci enzimdlicos y la homeostasis de
desarrollo (Kartavtsev 1992). Al analizar dentre de
familias la relacion entre la variacién en un locus v la
estabilidad de desarrollo, se maximiza la probabilidad
de detectar los efectos del locus, ya que se reduce el
error de las estimaciones causados por efecto del
genotipo residual, Por lo tanto, la ausencia de aseciacion
entre diferentes genotipos de PGM-1%, en el presente
trabajo, sugiere que esta relacion no existe realmente. Es
probable que la heterocigosidad en un locus particular o
en miltiples loci esté asociada con diferencias cn
asimetria fluctuante en algunas cepas o especies de
salménidos, pero ciertamente no puede considerarse
como una regla general.
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