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RESUMEN: La enzima octopina deshidrogenasa (E.C. 1.5.1.11, Odh) cataliza la reaccién :‘piruvato + ar;}nina + NADH + H*
octopina + NAD* + H,O, manteniendo el balance redox NADH/NAD para que continte la produccion giucohu.ca de ATP
durante la anoxia muscular producto del ejercicio. Se wtilizé homogeneizado del misculo aductor para la e.lectr?f'oresns en’gcl de
almidén al 10% y posterior tincidn histoquimica. Se analizé en este estudio las fluctuaciones en las frecuc'ncus alélicas del sistema
enzimitico Odh en el molusco bivalvo E. ziczac proveniente de la localidad de Chacopatica, Golfo de Cariaco, Venezuela, entre los
anos 1991 y 2004. En el afio 2004 Odh se observé polimérfica con cuatro alelos con las siguientes frecuencias 0,514-0,284-0,162-0,041
(Ho = 0,378; He = 0,628; D = -0,397) con un valorde X? = 13,204 (p < 0,01). Estas frecuencias son analizadas en forma comparativa
con las encontradas en los afios 1991, 1995, 1999 y 2002. Se discuten las fluctuaciones de las frecuencias génicas y las posibles causas
de la falta de equilibrio de Hardy-Weinberg observada en las muestras de los afios 2002 y 2004.
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ABSTRACT: The enzyme octopine dehydrogenase (E.C. 1.5.1.11, Odh) catalyzes the reaction: pyruvate + arginine + NADH +
H* <> octopine + NAD* + H,O, maintaining the redox balance NADH/INAD so that glycolytic ATP production can continue
during muscular work in anoxia resulting from exercise. Allele frequency fluctuations were analyzed of the Odh enzyme system of
the bivalve mollusk E. ziczac from Chacopatica, in the Cariaco Gulf, Venezuela, between 1991 and 2004. Homogenized tissue from
the mollusk’s adductor muscle was studied using 10% starch gel electrophoresis followed by histochemical staining. In 2004, E,
ziczac allelic frequencies for Odh were polymorphic, 4 alleles showing the following frequencies: 0.514 - 0.284 - 0.162 - 0.041 (Ho =
0.378; He = 0.628; D = -0.397) with a value of X? = 13.204 (p < 0.01). These frequencies were analyzed comparatively with those
found in the years 1991, 1995, 1999, and 2002. The study discusses gene frequency differentiation and the possible causes for Hardy-
Weinberg imbalances observed in population samples from 2002 and 2004.
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INTRODUCCION

Hussy & Lewontiv (1966) y Lewontin & Hussy
(1966) estudiaron la variacién genética enzimética en
poblaciones naturales de Drosophila pseudoobscura. Este
estudio, que analizé la variacién protéica, sorprendi6
al mundo cientifico al sefalar una variacién genética
muy superior a la encontrada hasta ese momento. Estos
autores plantearon tres posibilidades principales para
explicar la variacion por ellos observada: 1) la seleccion
afavor de los heterocigotos; una heterosis bastante fuerte
puede mantener la variacion genética en una poblacién
de cualquier tamafio independientemente de la
mutacion y la migracion; 2) la seleccion tiende a eliminas
los alelos alternativos, pero, la mutacién los restaura:

esta hipétesis se aproxima a la teorfa de los isoalelos
neutrales, pero, las frecuencias génicas de alelos
alternativos observadas requerirfan que los rangos de
mutacion y coeficiente de seleccién sean del mismo
orden de magnitud; 3) los alelos no tienen relevancia
para la seleccién natural, son isoalelos adaptativamente
equivalentes; en tal caso, la deriva genética llevaria a las
poblaciones a la homocigosidad, pero, esta serfa
impedida por la ocurrencia de mutacién y migracién.

Luego, Kimura (1968) postuld la llamada teoria
neutral de la evolucién molecular, la cual sostiene que
la gran mayoria de los cambios evolutivos a nivel
molecular son causados no por seleccién natural
actuando sobre mutantes desventajosos sino por fijacién
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al azar (debido a la deriva genética) de murantes
selectivamente neutrales o muy cercanamente neutrales
bajo la continua presion de mutacion. Los
polimorfismos representarian una fase pasajera de la
evolucién molecular. La teoria neutral enfatiza el papel
predominante que juegan la presion de mutacién y la
deriva genética al azar en los cambios evolutivos a nivel
molecular. No niega el papel de la seleccion natural en
la determinacién de la evolucién adaptativa, pero, se
asume que s6lo una minima fraccién se debe a seleccion.

La variacion genética en las poblaciones determinada
como la cantidad de heterocigosidad en diversos loci
ha sido relacionada con la capacidad adaprativa del
organismo a su ambiente. Asi, VOLCKAERT & ZOUROS
(1989) mostraron una correlacion positiva entre la
heterocigosidad y la acumulacién de octopina en la vieira
Placopecten magellanicus después de la locomocion.
ALFONSI et al. (1995) observaron en la vieira E. ziczac
una correlacién positiva significativa entre
heterocigosidad y la actividad de Odh.

En los moluscos de locomocibn rapida o que
presentan estallidos de actividad muscular de poca
duracién, las opinas deshidrogenasas realizan una
funci6n similar a la de la enzima lactato deshidrogenasa
(Ldh, EC.1.1.1.27) en el musculo estriado de los
vertebrados, manteniendo el balance redox NADH/
NAD para que continte la produccion de ATP en el
tejido durante periodos de anoxia muscular (GApe
1980a), pero, difiere en la reaccién final: la reduccion
de piruvato, que es reemplazada por su condensacion
reductiva para formar un derivado del aminoacido, un
compuesto llamado opina. Cuando el aminodcido que
interviene en la reaccion es la arginina, la opina que se
forma se denomina octopina; esta reaccion es catalizada
por la enzima octopina deshidrogenasa (E. C. 1.5.1.11)
(LivingsToNE 1983).

E. ziczac, es un pectinido hermafrodita funcional con
fertilizacion externa. Una caracteristica de esta especie
es poseer una particular manera de desplazamiento por
propulsién en zig-zag, lograda mediante abertura ¥
cierre de sus valvas de manera rapida y repetitiva, por
accion del musculo aductor (VELEZ ef af. 1990).

En el presente trabajo se analiza el cambio en las
frecuencias alélicas de la enzima octopina
deshidrogenasa, en una poblacién natural de la vieira £.
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ziczac ubicada en Chacopatica, Estado Sucre, Venezuela,
durante un periodo de 14 afios. Se discuten los
resultados bajo los enfoques seleccionista y neutralista
de la evolucion.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de E. ziczac fueron recolectados
mediante buceo auténomo en Chacopatica (10° 30" 10"
Lat. N, 64° 13' 06" Long. W), Golfo de Cariaco, Estado
Sucre, Venezuela durante los afios 1990, 1994, 1998, 2002
y 2004 (CoroNADO et al, 1991; FERNANDEZ 1995;
Ramirez 1999; Moreno 2002 y MORENO et al. 2004).

Las muestras fueron trasladadas vivas o refrigeradas
hasta el Laboratorio de Genética de Organismos
Marinos del Instituto Oceanografico de Venezuela. Una
vez en el laboratorio, una fraccion del misculo de cada
organismo fue homogeneizada en frio en agua destilada
(1:1 m/V), y el homogenado sometido a electroforesis
en gel de almidén al 10% y posterior tincidn
histoquimica segin Morizot & ScumipT (1990).

Los alelos fueron identificados con letras
mintsculas, designandose con la letra 4 al alelo mads
anodal. Las frecuencias alélicas, las desviaciones de los
valores esperados para el equilibrio Hardy-Weinberg,
la deficiencia o exceso de heterocigotos y el nimero
efectivo de alelos en el locus fueron calculados mediante
el programa computarizado Genes en las Poblaciones,
version 2 (PErkins & Pautr 1995).

RESULTADOS Y DISCUSION

La enzima Odh en E. ziczac de la poblacién de
Chacopatica, Golfo de Cariaco, Venezuela, se revel6 en
una sola zona de actividad enzimatica. Las frecuencias
alélicas y los fenotipos electroforéticos obtenidos para
Odh entre los afios 1991 y 2004 se muestran en la TABLA
1 y Fig. 1. En todos los muestreos, el alelo de mayor
frecuencia fue el identificado con la letra ¢, seguido por
d y e. Los alelos con frecuencias mas bajas fueron en
todos los casos 4, by f. Este patrdn en las frecuencias,
observado por alrededor de 14 afios da indicios de un
polimorfismo que tiende a mantenerse en el tiempo, a
pesar de pequeiias fluctuaciones en las frecuencias.

Existen varias causas que podrian explicar la
variacion en la frecuencia de los diferentes alelos y su
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Figura 1. Zimograma representativo y nameros observados de los genotpos de Odh en  Emnla zizac

mantenimiento en la poblacion: a) migracion, cuando
de una poblacién a otra fluyen alelos con frecuencias
diferentes, modificando la frecuencia de los alelos de la
poblacién receptora y aumentando ademis, su
variabilidad genética. Si el flujo génico es bastante
grande, estas poblaciones se vuelven genéticamente
similares. En el caso de la poblacion en estudio, esta
posibilidad se ve disminuida por no existir otros bancos
naturales de esta especie dentro del Golfo de Canaco.
b) mutacién, la variacidén se introduce en el acervo
genético de la poblacidn por este evento, que es la fuente
primaria de todos los alelos nuevos, pero la baja
frecuencia de las mutaciones dificilmente explicaria los
cambios en las frecuencias alélicas. ¢) deriva genética, que
es la produccion de cambios en las frecuencias alélicas al
azar en las poblaciones pequefias, mientras mas pequefia
sea la poblacion, mayor es la probabilidad de una
desviacion significativa de las frecuencias. y d) seleccién
natural, que mediante supervivencia y reproduccién
diferencial de individuos que presentan diferentes
genotipos haria fluctuar las frecuencias alélicas. Estos
dos dltimos procesos, de manera aislada o conjunta,
pudiesen explicar las pequefias fluctuaciones observadas
en un patron de distribucidn de frecuencia mantenido
durante estos 14 afos. La otra posibilidad del
mantenimiento de este polimorfismo, lo plantea la

hipétesis neutralista (KiMura 1989). Los cambios

evolutivos a nivel molecular serian causados por alelos
selectivamente neutrales (o muy cercanos a la
neutralidad) por deriva genética. El polimorfismo serfa
selectivamente neutro. Por otra parte, E. zizac exhibi6
en el locus Odh una deficiencia de heterocigotos que se
ha mantenido en distinto grado desde 1991 y que ha
sufrido incrementos considerables desde el afio 2002
(TABLA 1). La deficiencia de heterocigotos podria
tener varias explicaciones:

Primero, por el efecto Wahlund, es decir, deficiencia
de heterocigotos como resultado del agrupamiento de
subpoblaciones con diferentes frecuencias alélicas. Esta
explicacién no se aplica a E. zizzac, ya que, de tratarse
de subpoblaciones, éstas estarfan ubicadas
geograficamente en dreas muy cercanas y las diferencias
de frecuencias alélicas, de existir, serian minimas.

Segundo, que la deficiencia de heterocigotos sea
debido a la existencia de alelos nulos o silentes, es decir,
genes cuyos productos son inactivos, lo cual conducira
a registrar las combinaciones heterocigotas de estos
alelos con cualesquiera otros como si fuesen
homocigotos (GarrneY e al. 1990). En este caso, habria
que asumir que el homocigoto para el alelo nulo es letal,
pues, no se encontro, wndividuo alguno que no revelara
para el locus Odh, lo que nos lleva a afirmar que los
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TABLA 1. Polimorfismo de Odh en muestras de Exvola ziczac

Frecuencias de heterocigotos

Anos N Frecuencias alélicas Ne Observados Esperados D X

a b c d e f £ A
1991 45 0011 0033 0456 0244 0244 001 3,05 0,533 0,603 012 882 > 0,05
1995 113 0000 0000 0500 0310 0,150 0050 275 0,635 0,636 -00) 476 > 0,05
1999 102 0000 0005 0495 0311 0,165 0024 2,66 0,621 0,631 -0 3 > 005
2002 65 0000 0100 0632 0315 0154 0069 372 0,538 0231 -0264 1701 < 00l
2004 37 0000 0000 0514 0284 0162 0041 2,68 0.378 0,618 -0397 1320 <001

Coronapo et al. 1991
FermAnDEZ, 1995
Ramirez, 1999
Moreno, 2002
MORENO, et al. 2004

N = nimeros de organismos analizados, Ne = n(imero efectivo de alelos, D = desviacion entre los heterogocitos observados y esperados

X? = valor de chi-cuadrado, p = intervalo de confianza.

alelos nulos sélo aparecerian como heterocigotos.
Hoare & BeaumonT (1995) encontraron alelos nulos
homocigotos de Odh en adultos de Mytilus edulis, 1o que
reta la asuncién general que los alelos en loci no
duplicados son invariablemente letales en estado
homocigoto. Los individuos homocigotos para los alelos
nulos de Odh probablemente pueden sobrevivir debido
a que la ruta de Odh puede ser reemplazada por la ruta
de lactato deshidrogenasa o por el ciclo a-glicerol fosfato
(GADE 1980b), lo que nos indicaria que la presencia de
Qdh en M. edulis no es tan importante, como si lo seria
para E. ziczac durante el movimiento de propulsion para
escapar de sus depredadores.

Tercero, por seleccién contra los heterocigotos.
BEAUMONT et al. (1988) sefialan a la seleccion como la causa
de la deficiencia de heterocigotos en el locus Odh del
mejillén Mytilus edulis. La seleccion contra los
heterocigotos eventualmente lleva a la pérdida de
variabilidad. Varios estudios (Koern & SHumway 1982;
Kornn & GAFrNEY 1984; FoLtz & Zouros 1984 y PEREZ
et al. 2000) han demostrado una ventaja de los heterocigotos
en periodos de post-larva y adulto en poblaciones de ostras,
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mejillones, almejas y vieiras. Esta ventaja aparentemente
puede balancear la pérdida de variabilidad por un
incremento en la mortalidad de las larvas heterocigotas.
Ladeficiencia de heterocigotos, al menos en las poblaciones
de E. ziczac, no parece deberse a seleccion en contra de los
heterocigotos, pues, se ha demostrado que éstos estarian
en ventaja selectiva (PEREZ er af. 2000).

Cuarto, E. ziczac presenta un hermafroditismo
funcional, expulsando de manera alternante sus gametos
masculinos y femeninos (VEL£z ez al. 1990). Luego de la
liberacion de los gametos masculinos, los ovocitos en
su salida se rodean de los espermios que han quedado
en el conducto espermatico, y asi se posibilita la
autofecundacién, lo cual aumenta la consanguinidad
(Arronst & PeErez 1998). Por otra parte, esta especie
en los ultimos afios ha sido sometida a una
sobreexplotacion pesquera, lo cual ha reducido
considerablemente el tamafno poblacional. Por
consiguiente, la consanguinidad podria ser el principal
factor que influye en la deficiencia de heterocigotos en
este pectinido.
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En la TABLA 1 se aprecia la pérdida de equilibrio
Hardy-Weinberg en la poblacién de E. ziczac en la
localidad de Chacopatica desde el afio 2002. Las
desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg parecen ser
una caracteristica comun de la estructura genética de los
bivalvos, pues, ocurre también en Veneridae, Mytilidae
y Ostreidae (BeaumonT e al. 1980; Zouros & FoLtz
1984; Borsa et al. 1991 y Passamonti et al. 1999).

En E. ziczac, la deriva genética, actuando sobre una
poblacién cuyo tamaiio ha disminuido por la
sobreexplotacién pesquera, y el aumento de la

consanguinidad posiblemente sean las causas de esta
pérdida de equilibrio.

En biologia de poblaciones hay la tendencia a analizar
laadaptacion y la seleccién en funcién de uno o muy pocos
loci. Aun cuando el analizar las variaciones temporales
en las frecuencias de los distintos alelos del locus Odh en
funcion de seleccién natural es una aproximacion
reduccionista y sabemos que un organismo es mucho més
que la suma de sus genes, consideramos necesario este
analisis, ya que, en estudios previos hemos encontrado
diferencias bioquimicas (ALFonsi et al. 1995, PEreZ et al.
2000) de los diferentes genotipos.

CONCLUSIONES

QOdh en E. ziczac esta determinada por una sola zona
de actividad enzimatica, polimérfica. El polimorfismo
en E. ziczac se caracteriza por la presencia de 5 alelos,
que presentaron ligeras fluctuaciones en las frecuencias
alélicas entre los afios 1991-2004, posiblemente debido a
la accion de la deriva genética. La deficiencia de
heterocigotos, presente en la poblacion estudiada,
incrementada notablemente en los Gltimos afios y la
pérdida del equilibrio de Hardy-Weinberg podrian
explicarse principalmente por la consanguinidad,
provocada por la disminucién del tamafio poblacional
debido a la sobreexplotacion pesquera.
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