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RESUMEN

Se ha estudiado el lenguado Solea senegalensis Kaup, 1858 realizando el analisis de 12 loci alo-
zimicos en 92 ejemplares cultivados en piscifactorias. De estos individuos, 30 se obtuvieron de la
empresa Cultivos Piscicolas Marinos (Cupimar) y los restantes fueron proporcionados por la
planta de cultivos marinos de la Facultad de Ciencias del Mar de la Universidad de Cadiz
(Casem). Los loci estudiados fueron MDH-1, MDH-2, PGI-1, PGI-2, PGM, LDH, EM-1, EM-2, AAT-1,
AAT-2, GPD, G-6PDH, y todos resultaron ser monomorficos, excepto el locus LDH en ambas po-
blaciones con el criterio del 95 % (Pg;) y €l PGI-2 en la poblacion del Casem (Pgg). En todos es-
tos sistemas se ha encontrado variabilidad isoenzimatica baja en cuanto al polimorfismo, la he-
terocigosis y el nimero medio de alelos. Las poblaciones analizadas se encuentran en equilibrio
Hardy-Weingerg y la diferenciaciéon genética de las mismas (Fgp) es muy baja. Ademas, se descri-
be por primera vez el cariotipo del lenguado S. senegalensis, que muestra 21 pares cromosémicos
y 48 brazos cromosémicos (NF = 48).
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ABSTRACT
Cytogenetic and isozymatic characterization of the sole Solea senegalensis Kaup, 1858

We analysed 12 allozyme loci in 92 farm-grown specimens of Solea senegalensis Kaup, 1858, with 30
individuals from the Cupimar farm, and the remainder supplied by the Casem marine cultures laboratory.
The loci studied were MDH-1, MDH-2, PGI-1, PGI-2, PGM, LDH, EM-1, EM-2, AAT-1, AAT-2, GPD
and G-6PDH. All loci were monomorphic except for locus LDH in both populations, using the criterion of 95 %
(Pys), and PGI-2 in the Casem specimens (Pyg). A low variability was found in all of these systems at both
the polymorphism and heterozygosity levels, and also regarding the average number of alleles. The studied pop-
ulations are under Hardy-Weinberg equilibrium, and the genetic differentiation between them (Fgr) is very
low. In addition, the karyotype of S. senegalensis is here described for the first time, presenting 21 chromo-
some pairs and 48 chromosome arms (NF = 48).

Keywords: Solea senegalensis, karyotype, isozymes, sole.

INTRODUCCION cas muy similares a las de Solea solea (L., 1758).

Presenta un valor comercial alto y actualmen-

El lenguado Solea senegalensis Kaup, 1858 es un te es cultivado por varias empresas de la Co-

pez plano comun en las aguas del Mediterraneo ~ munidad Auténoma de Andalucia (Dinis et al.,
y el Atlantico sur, con caracteristicas morfologi- 1999).
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La importancia de los marcadores genéticos en
estudios poblacionales es grande, pues su utilizaciéon
permite obtener informacion genética de cada uno
de los individuos que constituyen las poblaciones na-
turales o cultivadas y, por tanto, hacer un uso ade-
cuado de los recursos biologicos existentes. Existen
diversos tipos de marcadores genéticos: de DNA, de
RNA, los proteinicos (proteinas e isoenzimas) y los
citogenéticos, en los que se considera la forma, el
namero y el patron de bandas de los cromosomas.
En particular, las isoenzimas son marcadores protei-
nicos ampliamente utilizados para analizar la estruc-
tura genética de las poblaciones, realizar estudios
filogenéticos y cuantificar caracteres como la hete-
rocigosis o la variabilidad (Skibinski, 1994). Los ci-
togenéticos, por su parte, permiten realizar compa-
raciones taxonomicas y también relacionar las
alteraciones en el nimero cromos6mico con condi-
ciones ambientales, como la presencia de contami-
nantes (Barsiené, 1994; Montero et al., 1994).

Por otro lado, con vistas a futuros programas de
mejora genética por manipulacion cromosémica,
es importante conocer el niimero de cromosomas
que presenta cada especie. Actualmente so6lo se co-
noce el cariotipo de alrededor del 10 % de los pe-
ces. De hecho, se desconoce la composicién cro-
mosomica de muchas de las especies con interés
para la acuicultura. Los estudios citogenéticos en
peces planos son aun mas escasos debido al tama-
no reducido de los cromosomas y a que poseen el
menor contenido de DNA cromosémico entre los
teledsteos (Bouza, Sanchez y Martinez, 1994).

S. senegalensis es poco conocida desde el punto
de vista genético, tanto en el ambito citogenético
como a nivel poblacional. Por esto se ha llevado a
cabo un estudio dirigido a caracterizar poblaciones
cultivadas de esta especie mediante el analisis de
polimorfismos isoenzimaticos y del cariotipo.

MATERIAL Y METODOS

Para el analisis alozimico se analizaron en total
92 individuos de S. senegalensis: 30 se muestrearon
en la empresa Cultivos Piscicolas Marinos (Cupi-
mar) y los restantes se obtuvieron en la planta de
cultivos marinos de la Facultad de Ciencias del Mar
de la Universidad de Cadiz (Casem). El estudio se
realiz6 mediante electroforesis horizontal en gel
de almidon al 10 %. De cada individuo se obtuvo
un trozo de higado y otro de musculo, que fueron
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homogeneizados con mercaptoetanol al 0,1 % en
fosfato potasico 0,2 M, pH 7. Una vez obtenido el
extracto, las muestras fueron almacenadas a —80 °C
hasta el momento de la electroforesis. A partir de
este extracto se estudi6 la actividad de ocho siste-
mas enzimaticos (MDH: malato deshidrogenasa;
PGI: fosfoglucoisomerasa; PGM: fosfoglucomutasa;
LDH: lactato deshidrogenasa; EM: enzima malico;
AAT: aspartato aminotransferasa; GPD: glicerol 3-
fosfato deshidrogenasa; G-6PDH: glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa) controlados, por lo menos, por 12
loci. Los sistemas de tampo6n y tincion utilizados co-
rresponden a los descritos por Pasteur et al. (1985).

El analisis citogenético se llevo a cabo a partir de
larvas completas, y el tratamiento consisti6 en el
mantenimiento durante 3 h de las muestras en col-
chicina (0,01-0,02 %), seguido de un choque hipo-
tonico (KCI 0,4 %) y la fijaciéon con Carnoy. Las
preparaciones cromosomicas obtenidas a partir de
estos tejidos se tineron con Giemsa. Por altimo, se
fotografiaron las mejores metafases para realizar el
cariotipo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se ensayaron ocho siste-
mas enzimaticos. En algunos de ellos se resolvieron
varias zonas de actividad y, por eso, finalmente, se
analizaron los siguientes 12 loci alozimicos: MDH-1,
MDH-2, PGI-1, PGI-2, PGM, LDH, EM-1, EM-2, AAT-
1, AAT2, GPD, G-6PDH. En la tabla I se detallan las
frecuencias alélicas obtenidas en las dos poblacio-

Tabla I. Frecuencias alélicas de los 12 loci isoenzimaticos en
las dos poblaciones de S. senegalensis analizadas. (N): nime-
ro de individuos.

Loci Alelo Cupimar Casem
(N = 30) (N =62)
MDH-1 100 1,0 1,0
MDH-2 100 1,0 1,0
EM-1 100 1,0 1,0
EM-2 100 1,0 1,0
GPD 100 1,0 1,0
G-6PDH 100 1,0 1,0
AAT1 100 1,0 1,0
AAT-2 100 1,0 1,0
LDH 100 0,95 0,984
! 110 0,05 0,016
PGM 100 1,0 1,0
PGI-1 100 1,0 1,0
PGI-2 100 1,0 0,976
" 110 0 0,024
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nes. Se puede observar que todos los loci presenta-
ron un alelo Gnico en las dos poblaciones analiza-
das. Solo el locus LDH presento dos alelos en las dos
poblaciones y el locus PGI-2 mostr6 dos alelos en la
poblacion del Casem.

Para medir la variabilidad alozimica se utilizaron
las magnitudes que se muestran en la tabla II. El
polimorfismo se midi6é con los criterios del 95 y el
99 % (Pgs y Pgg). En la poblacion de Cupimar el va-
lor de polimorfismo fue del 8,3 % bajo ambos cri-
terios. En la del Casem, sin embargo, el 16,6 % de
los loci fue polimorfico para Py, pero, segtiin el cri-
terio mas restrictivo de Pgs, este locus resultd ser
monomo6rfico. Como se puede observar, estos valo-
res resultaron muy bajos, lo cual coincide con lo
expuesto por Bouza, Sanchez y Martinez (1997),
que obtuvieron valores comprendidos entre 5,7-
1,43 (Pgs) v 11,5-22,85 (Pgg) en poblaciones cultiva-
das del rodaballo Scophthalmus maximus (L., 1758).

En cuanto a la heterocigosidad obtenida, los va-
lores fueron de 0,008 y 0,007 en las poblaciones de
Cupimar y Casem, respectivamente. Estos datos son
similares a los obtenidos en poblaciones naturales
de rodaballo S. maximus (Blanquer et al, 1992),
donde los valores de heterocigosidad oscilaron en-
tre 0,008 y 0,027.

Por dltimo, la variabilidad encontrada respecto
al nimero medio de alelos fue de 1,08 en Cupimar
y 1,07 en la poblacion del Casem. En poblaciones
cultivadas de S. maximus (Bouza, Sanchez y Marti-
nez, 1997) el nimero medio de alelos se encontra-
ban en un rango de 1,11 a 1,21.

Teniendo en cuenta todas las propiedades des-
critas, se puede decir que las poblaciones cultiva-
das de S. senegalensis analizadas en este trabajo pre-
sentaron valores muy bajos de variabilidad. Esta
caracteristica ya ha sido descrita previamente en la
literatura para otras especies de peces, y podria de-
berse a diversos factores. En primer lugar, a la exis-
tencia de una baja variabilidad en las poblaciones
naturales de las que se parte para crear la pobla-
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ra en los estadios planctonicos de desarrollo, difi-
cultando, por tanto, el flujo genético entre las po-
blaciones naturales (Borsa, Blanquer y Berrebi,
1997). Ademas, esta baja variabilidad en las pobla-
ciones naturales puede verse intensificada en las
poblaciones cultivadas debido al uso continuado
de reproductores emparentados genéticamente, lo
que produce un aumento de la consanguinidad,
con la ulterior pérdida de variabilidad.

La reduccién de la variabilidad genética en las
poblaciones cultivadas con respecto a las naturales
ha sido ampliamente demostrada. Asi, en un estu-
dio realizado en el rodaballo S. maximus se compro-
b6 que la variabilidad fue menor en las poblaciones
cultivadas que en las naturales, lo que suscito la idea
de la implicacion de un fenémeno de deriva gené-
tica en las poblaciones cultivadas (Bouza, Sanchez y
Martinez, 1997). Crozier (1997) realizé un estudio
en el salmon atlantico Salmo salar L., 1758, y confir-
mo6 que la heterocigosidad media por individuo re-
sultaba ser mayor en las poblaciones naturales que
en las cultivadas. En un trabajo anterior publicado
por Verspoor (1988) sobre poblaciones cultivadas
de salmon atlantico, se demostré la pérdida del 20
al 30 % de heterocigosidad con respecto a las po-
blaciones naturales. Por ultimo, en otra especie de
lenguado, Solea solea, Exadactylos, Geffen y Thorpe
(1999) encontraron, de nuevo, que la variabilidad
genética fue considerablemente menor en pobla-
ciones cultivadas que en naturales.

Por otro lado, se realiz6 un analisis para deter-
minar la existencia de equilibrio Hardy-Weinberg.
En la tabla III se muestra la distribucién genotipica
de los dos loci variables, asi como los valores de pro-
babilidad obtenidos después de realizar la prueba
de X2 de ajuste al equilibrio. Como se puede obser-

Tabla III. Genotipos y valores de X2 de ajuste a las propor-

ciones Hardy-Weinberg en las dos poblaciones de S. senega-

lensis estudiadas. (n): namero de individuos; (GL): grados
de libertad; (P): probabilidad de ajuste al equilibrio.

cion cultivada. Esto podria ser una consecuencia Loci
de la reducida tolerancia a cambios de temperatu- LDH PGI-2
Genotipos Cupimar Casem Casem
Tabla II. Variabilidad alozimica en las dos poblaciones de S. 100,100 97 60 59
senegalensis. (P): polimorfismo; (H): heterocigosidad; (n,): 100/110 3 9 3
namero medio de alelos por locus; (m): monomorfico. 110/110 0 0 0
.. N 30 62 62
Poblacion Pys (%) Py (%) H n, X2 0 0 0
Cupimar 8,3 8,3 0,008 1,08 GL 1 1 1
Casem m 16,6 0,007 1,17 P 1 1 1
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var, los dos loci estaban en equilibrio Hardy-
Weinberg en las poblaciones analizadas. Los datos
existentes en la bibliografia indican que, en gene-
ral, los loci isoenzimaticos de los peces estan en
equilibrio Hardy-Weinberg. Asi, los resultados pu-
blicados sobre la platija Pleuronectes platessa L., 1758
(Purdom y Thompson, 1976), sobre especies de ti-
lapia (Rognon y Guyomard, 1996) y los numerosos
estudios realizados con salmonidos (Guyomard y
Krieg, 1983; Krueger, Perkins y Everett, 1994) con-
firman esta circunstancia.

Por ultimo, se llevo a cabo un estudio para ana-
lizar la diferenciacion genética entre ambas pobla-
ciones. En la tabla IV se pueden observar los valo-
res obtenidos de Fgr, en los que se cuantifica la
variacion en las frecuencias alélicas y también la va-
riacion entre ellas. Los datos de esta tabla indican
un valor muy bajo de diferenciacion genética
(0,010). En estudios realizados en salmoénidos se
puede ver que, por ejemplo, las diferencias entre
poblaciones americanas y europeas de salmon, los
valores de Fgr oscilan entre 0,10y 0,15 (Verspoor y
McCarthy, 1997). Sin embargo, estos valores dismi-

Tabla IV. Diferenciacion genética de los loci PGI-2y LDH en
la dos poblaciones cultivadas de S. senegalensis.

Loci Fis Fir Fgr

PGI-2 —-0,025 -0,012 0,012
LDH —-0,044 —-0,034 0,009
Media -0,038 0,028 0,010
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nuyen a la mitad cuando se estudia la diferencia-
cion entre poblaciones europeas (Blanco et al.,
1992). Cuando se estudian otros grupos de peces,
no obstante, los valores pueden disminuir a valores
entre 0,005-0,007, como describieron Rognon y
Guyomard (1996) en poblaciones de tilapia, en las
que los valores de diferenciacién son aun mas bajos
que los obtenidos en el presente estudio.

Para la caracterizacion citogenética de S. senega-
lensis se observaron mas de 100 placas metafasicasy
se realiz6 el cariotipo con 10 de ellas. En la figura
1 se representa el cariotipo de esta especie, que
comprende un namero diploide de 42 cromoso-
masy 48 brazos cromosémicos (NF). En cuanto a la
forma de las parejas cromosomicas, se observaron
3 parejas metacéntricas, 2 parejas submeta-subtelo-
céntricas, 4 parejas subtelocéntricas y, por ultimo,
12 pares cromosomicos acrocéntricos. Esto eviden-
cia un cariotipo con rango amplio de variacion en
el tamano y la forma de sus cromosomas. Ademas,
en este estudio se encontré polimorfismo en cuan-
to al nimero de cromosomas y brazos cromosomi-
cos (datos no mostrados). También se realizo el
idiograma del complemento cromosoémico de S. se-
negalensis, donde se representan de manera esque-
matica los cromosomas de esta especie clasificados
por forma y tamano (figura 2).

El cariotipo de S. senegalensis es similar al obteni-
do por Bouza, Sanchez y Martinez (1994) en otra
especie de pez plano: el rodaballo S. maximus. En
ese trabajo, en el que se describi6é por primera vez
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21 Figura 1. Cariotipo del lenguado S. senega-
lensis.
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Figura 2. Idiograma de S. senega-

lensis.

Longitud relativa

Metacéntrico Subtel océntrico
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locéntrico

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Par cromosdmico

el cariotipo de esa especie, el rodaballo mostraba
un nimero diploide de 44 cromosomasy 48 brazos
cromosomicos (NF) que estaban distribuidos de la
siguiente manera: 2 pares metacéntricos, 1 par sub-
meta-subtelocéntrico, 5 pares subtelocéntricos y 14
pares acrocéntricos. Como se puede observar, en el
lenguado aparece un par cromosémico metacén-
trico mas y, sin embargo, el nimero de brazos cro-
mosomicos es el mismo que en el rodaballo. Esto
puede ser debido a una reorganizacion cromoso-
mica robertsoniana que implica un cambio en el
numero de cromosomas manteniendo un idéntico
namero de brazos cromos6micos.

En cuanto al polimorfismo encontrado en el ni-
mero de cromosomas, éste ya ha sido descrito en
varias especies de peces, como en la trucha
Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792) (Hartley y
Horne, 1982), en especies del género Hucho
Guinther, 1866 (Frolov y Frolova, 2000) y en el
Scorpaeniforme Chelinodichthys lucerna (Linnaeus,
1758) (Vitturi, 1988; citada como Trigla lucerna),
entre otras. Fan y Fox (1990, 1991), en estudios re-
alizados en peces planos, detectaron una gran va-
riacién en cuanto al niimero de cromosomas en la
platija Pleuronectes platessa (Pleuronectidae). Sin
embargo, en un trabajo realizado por Bouza,
Sanchez y Martinez (1994) en el que se analizaron
varios ejemplares de rodaballo, tanto del medio na-
tural como cultivados, no se observo variacion en
cuanto al nimero de cromosomas y tampoco en
cuanto al nimero de brazos, y todos los individuos
analizados mostraron el mismo cariotipo.
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