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5. GENOMICA MARINA Y LA EXPLORACION DE LA BIODIVERSIDAD MARINA

5.1. INTRODUCCION

LOS OCEANOS CUBREN aproximadamente el 70% de la superficie de la Tierra.
Ademis de proporcionar una tercera parte del oxigeno que respiramos y de actuar
como moduladores del cambio climético global, con una influencia considerable
sobre las poblaciones humanas en el medio ambiente terrestre, también son una
importante fuente de alimentos de alto contenido en proteinas. Los medios mari-
nos y litorales estin compuestos por gran variedad de hdbitats peldgicos y bénti-
cos, como los ecosistemas del océano abierto y los de las grandes profundidades
—entre los que se encuentran las fuentes hidrotermales—, los bosques de sargazo
(algas kelp), los manglares y los arrecifes de coral. A pesar de la abundancia de vida
dentro de estos muy variados entornos, la biodiversidad marina ha despertado
mucho menos interés que su homdloga terrestre, probablemente debido a la anti-
gua creencia de que los océanos eran zonas de poca biodiversidad y a la dificultad
para acceder a los medios marinos. De hecho, atendiendo a diversos criterios, la
biodiversidad marina supera la biodiversidad terrestre. Los biosistemas marinos
han evolucionado 2.700 millones de afios mas que los medios terrestres, y en ellos
pueden encontrarse representantes de practicamente todos los filos descritos,
mientras que en los medios terrestres sélo se hallan representantes de la mitad de
ellos. La diversidad filogenética de los organismos marinos es, por tanto, mayor
que su homdloga terrestre (Ray 1988). Asimismo, es posible que la biodiversidad
marina sea mds amplia en términos funcionales, en el sentido de que los organis-
mos marinos han adoptado muchas estrategias de supervivencia novedosas que no
tienen equivalente en el medio terrestre, como, por ejemplo, las desarrolladas por
los microorganismos y los animales de las fuentes hidrotermales.

Es urgente estudiar la biodiversidad de los océanos con mayor detalle, prestando
especial atencién a las zonas litorales, cada vez mds amenazadas por la contamina-
cién, la sobreexplotacién y los programas de desarrollo mal gestionados. Estas
amenazas pueden adoptar diversas formas y ejercer sus efectos de manera directa
—como en el caso de la contaminacién quimica, la eutrofizacidn, la sobrepesca y
las alteraciones fisicas del litoral- o de manera indirecta —a través de las alteracio-

< Foto 5.1: Alga gigante (Macrocystis pyrifera). Esta alga tiene pneumatocistos llenos de gas que
la mantienen erecta, flotando cerca de la superficie. El genoma de esta especie esta siendo explorado por
un consorcio de laboratorios en Estados Unidos y Europa.
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nes provocadas por el cambio climético global o la introduccién de especies ex6-
ticas—. Como resultado, muchas de las zonas litorales han sufrido una sobreexplo-
tacién y degradacion dificiles de mitigar hoy en dia. En la actualidad, los arrecifes
de coral y los manglares son las zonas de mayor riesgo. La creciente preocupacion
por estos problemas se ha traducido en un incremento del nimero de instrumen-
tos internacionales para proteger la biodiversidad marina y litoral de las amenazas
que la acechan, asi como para preservar los recursos marinos y promover su uso
sostenible. Sin embargo, para que todos estos instrumentos sean efectivos es nece-
sario conocer con mayor detalle los ecosistemas amenazados. Los estudios no
pueden limitarse a censar los organismos de los distintos biosistemas, sino que
deberfan recoger también informacién sobre la estructura genética de las pobla-
ciones que los conforman, sobre aspectos funcionales de las interacciones dentro
de los ecosistemas y sobre la capacidad de adaptacién de las poblaciones ante cam-
bios en el entorno. Actualmente existen varias herramientas para realizar estudios
de este tipo. El presente capitulo analiza de qué manera las técnicas desarrolladas
en el campo de la gendmica pueden aplicarse al estudio de la diversidad marina,
especialmente en lo relativo a la biodiversidad litoral. Nos centraremos en los
organismos eucariotas, que, debido al tamafio generalmente grande de sus geno-
mas, constituyen el mayor reto para la aplicacion de estas técnicas.

5.2. PROGRAMAS GENOMICOS Y BIOLOGIA MARINA

Se espera que el enfoque gendmico proporcione informacién bésica para estudiar,
monitorizar y explotar la biodiversidad de los océanos. En este sentido, si la
extraordinaria diversidad de vida en el mar puede verse como una ventaja por
parte de la comunidad de bidlogos marinos, también tiene algo de desventaja.
Desde un punto de vista optimista, esta gran diversidad parece prometernos una
enorme riqueza a distintos niveles, desde los ecosistemas hasta los genes. Sin
embargo, desde un punto de vista prictico surge el problema de cémo desarrollar
métodos que nos permitan estudiar tan elevado nimero de ecosistemas y organis-
mos. Este problema se agrava cuando nuestro objetivo consiste en aplicar los
enfoques genémicos, ya que en un amplio rango de organismos es dificil aprove-
char este tipo de andlisis a gran escala.

La genémica fue desarrollada inicialmente por bidlogos especializados en el estu-
dio de especies terrestres. Uno de los factores clave para su aparicion fue la exis-
tencia de organismos modelo muy bien conocidos y caracterizados, como la leva-
dura de la cerveza (Saccharomyces cerevisiae), la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster), un nematodo (Caenorbabditis elegans), el verniculo (Arabidopsis
thaliana) y, més recientemente, también el raton (Mus musculus) (Davis 2004).
Estos modelos fueron desarrollados para facilitar el estudio de la biologfa animal
y de las plantas terrestres, y, aunque mucha de la informacién que aportan posee
un valor fundamental, con frecuencia su estudio se ha justificado, y se ha venido
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Foto 5.2: Estrella de mar roja espinosa (Echinaster sepositus). Las estrellas de mar se alimentan
de organismos con defensas quimicas, como es el caso de algunas esponjas, y han desarrollado adapta-
ciones para poder consumir estas presas. Esta «guerra quimica» ha servido de motor evolutivo para la
produccion de compuestos bioactivos.

impulsando, por su utilidad a la hora de abordar problemas concretos significati-
vos y de importancia préctica para el hombre. Estos problemas son basicamente
de dos tipos: en los modelos de animales, las enfermedades, lo que incluye tanto
las infecciosas como las provocadas por alteraciones de procesos, como el cincer;
y en los modelos de plantas, la produccién de alimentos en un sentido amplio,
incluyendo los efectos de los factores de desarrollo y las enfermedades en la pro-
duccién de plantas. Con objeto de transferir y aplicar los conocimientos adquiri-
dos a los humanos y a las plantas de cultivo, los estudios realizados en estos orga-
nismos modelo se han concentrado principalmente en rasgos comunes que en la
mayoria de los casos se conocen con detalle. Este enfoque ha facilitado la consti-
tucién de amplias comunidades de investigadores y la concentracidn de recursos
alrededor de estos sistemas modelo, lo que ha propiciado la transicién hacia una
biologia a escala genémica.

El contexto de la biologia marina es bien diferente, ya que los esfuerzos se han
centrado en comprender cémo funcionan los organismos en el contexto de su eco-
sistema particular, mds que en plantear cuestiones generales sobre su biologia.
Esto no significa que el enfoque genémico no sea importante para la biologia
marina, sino mds bien que ha de aplicarse de una forma distinta. Por ejemplo, el
concepto de «organismo modelo» es mucho mas flexible para los bidlogos mari-
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nos. En algunos contextos puede resultar dtil tener un organismo modelo muy
completo para el que se disponga tanto de la secuencia genémica como de herra-
mientas de gendmica funcional. En otras ocasiones, en cambio, no hay necesidad
de que estos modelos permitan un andlisis tan detallado, y bastaria, por ejemplo,
con la secuencia genémica o incluso con una coleccion de etiquetas de secuencia
expresada (EST, del inglés expressed secuence tags).

En algunas situaciones, incluso el enfoque a nivel de organismo puede no ser impor-
tante. De ahi el desarrollo de enfoques metagenémicos en los que se obtienen y
secuencian muestras de sistemas marinos (Beja et al. 2000; v. también el trabajo de
Venter et al. 2004, quienes realizaron una secuenciacién a gran escala de ADN de
microplancton obtenido cribando agua tomada del mar de los Sargazos con un filtro
de 3 pm). Este tipo de enfoque no sélo representa un método muy interesante para
captar «instantdneas» de la complejidad genética de un biosistema particular, sino que
ademds evita la necesidad de cultivar los organismos de la muestra. La metagenémi-
ca tuvo su primer reconocimiento en el dmbito de la biologia marina y constituye un
buen ejemplo de cémo el enfoque genémico puede adaptarse para resolver algunas
de las cuestiones que se plantean los bi6logos marinos. No obstante, y a pesar de que
la metagendmica nos permite obtener una vision amplia de la composicion genética
de los ecosistemas, andlisis mas detallados requerirdn enfoques centrados en los orga-
nismos. El problema sigue siendo de qué manera deben desarrollarse enfoques gené-
micos que puedan aplicarse a la diversidad de los biosistemas marinos.

5.3. MODELOS GENOMICOS EN BIOLOGIA MARINA: LA NECESIDAD
DE DISPONER DE ORGANISMOS MODELO DISTRIBUIDOS
POR TODO EL ARBOL FILOGENETICO

Los organismos marinos presentan una enorme diversidad filética, y los modelos
genémicos existentes a veces pierden utilidad debido a la gran distancia evolutiva
que los separa de los organismos objeto de estudio. Por ello, un objetivo impor-
tante para proporcionar herramientas adecuadas a los bi6logos marinos estriba en
desarrollar enfoques genémicos, como, por ejemplo, la secuenciacién completa
del genoma y la gendmica funcional, para especies clave del drbol evolutivo. Estas
especies clave podrin utilizarse como modelos «locales» de organismos relaciona-
dos filogenéticamente, al igual que, por ejemplo, la riqueza de informacién gené-
tica de Arabidopsis ha podido ser aprovechada por investigadores que trabajan con
plantas de cultivo (angiospermas) de gran importancia econémica. El primer paso
para establecer y definir estos modelos consiste en obtener la secuencia completa
del genoma —o, en algunos casos, la de las EST-. Como se describe mds adelante,
la coleccion de genomas completos disponible constituird el punto de partida de
tal proyecto; pero, para alcanzar este objetivo, la comunidad de bidlogos marinos
habrd de adoptar medidas de forma concertada y exponer argumentos convincen-
tes que justifiquen un programa de este tipo.
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Hasta hace poco, los proyectos gendmicos se han centrado en organismos mode-
lo u otros organismos, tales como patégenos o plantas de cultivo, que revestian
importancia directa para el hombre. Aunque la posicion filogenética de estos
organismos no fue el motivo principal de su eleccidn, en la actualidad represen-
tan una variada muestra de diversos grupos filogenéticos. La mayoria de los
genomas secuenciados disponibles hoy en dia corresponden a organismos mode-
lo (entendidos como aquellos susceptibles de ser manipulados en el laboratorio)
del linaje de los opistocontos (animales u hongos) o de Viridiplantae (plantas y
algas verdes), a excepcién de Dictyostelium discoideum, un moho mucilaginoso
del filo Amoebozoa. No obstante, la secuenciacién del genoma de algunos paté-
genos humanos ha proporcionado la secuencia de especies eucariotas importan-
tes, entre las que se encuentran una ameba (Entamoeba histolytica), algunos api-
complejos (p. ej., Plasmodium falciparum) y euglenozoos (p. ej., Trypanosoma
brucei).

A medida que se han reducido los costes de los proyectos genémicos se ha podi-
do financiar una mayor diversidad de ellos, incluido, por ejemplo, el de la secuen-
ciacién de genomas de organismos importantes desde el punto de vista medioam-
biental, como Thalassiosira psendonana (una diatomea), que permitié obtener la
primera secuencia completa del genoma de un organismo del linaje de los hetero-
contos. Como es de suponer, la importancia medioambiental de Thalassiosira
psendonana no constituyé la tinica razén para su eleccidn, siendo el argumento
filogenético un factor también importante, junto con el potencial biotecnoldgico
del metabolismo del silicio en esta especie (Thalassiosira psendonana tiene, como
la mayoria de las diatomeas, un exoesqueleto de silice, el frastulo, y los procesos
de formacidn de esta estructura revisten gran interés por sus aplicaciones en nano-
tecnologia). En este sentido, Thalassiosira psendonana supone un buen ejemplo
para los bidlogos marinos sobre cémo combinar los criterios filogenéticos con
otros distintos (p. €j., de naturaleza biotecnoldgica o medioambiental) para con-
vencer a las instituciones u organismos que aportan fondos del interés de secuen-
ciar el genoma de un organismo concreto.

En el cuadro 5.1 se muestra una relacién de todos los organismos eucariotas cuyo
genoma completo ha sido publicado. Una de las principales conclusiones que
pueden extraerse es que los proyectos gendmicos cada vez cubren un mayor
ndmero de linajes de los eucariotas. En la actualidad hay algunos proyectos gené-
micos centrados en el estudio de especies clave, entre las que se incluyen algunas
marinas, como Emiliana huxleyi (un cocolitotérido peldgico), Hydra magnipapi-
llata, Strongylocentrotus purpuratus (erizo de mar), Litopenaeus vannamei (la
gamba blanca del Pacifico) y Amphioxis (el pariente invertebrado vivo més cerca-
no de los vertebrados), ademds de especies importantes de otros medios, como
Phytophthora infectans (un oomiceto) y Chlamydomonas reinhardtii (un alga
verde unicelular para la cual ya se dispone del genoma completo). En el grupo de
los procariotas, los avances son mucho més rapidos y ya disponemos de los geno-
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Cuadro 5.1: Organismos eucariotas cuyo genoma completo ha sido publicado

Especie Clasificacion

Homo sapiens Metazoa, Chordata, Vertebrata
Pan troglodytes Metazoa, Chordata, Vertebrata
Rattus norvegicus Metazoa, Chordata, Vertebrata
Mus musculus Metazoa, Chordata, Vertebrata
Danio rerio Metazoa, Chordata, Vertebrata

Tetraodon nigroviridis
Takifugu rubripes

Metazoa, Chordata, Vertebrata
Metazoa, Chordata, Vertebrata

Ciona intestinalis

Drosophila melanogaster
Bombyx mori

Anopheles gambiae
Caenorhabditis briggsae
Caenorhabditis elegans
Neurospora crassa
Aspergillus fumigatus
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Kluyveromyces lactis

Candida glabrata

Ashbya (Eremothecium) gossypii
Yarrowia lipolytica
Debaryomyces hansenii var. hansenii
Phanerochaete chrysosporium
Cryptococcus neoformans
Encephalitozoon cuniculi
Entamoeba histolytica
Dictyostelium discoideum
Oryza sativa ssp. indica
Oryza sativa ssp. japonica
Arabidopsis thaliana
Cyanidioschyzon merolae
Thalassiosira pseudonana
Plasmodium falciparum
Plasmodium yoelii yoelii
Cryptosporidium hominis
Cryptosporidium parvum
Theileria parva muguga

Metazoa, Chordata
Metazoa, Arthropoda
Metazoa, Arthropoda
Metazoa, Arthropoda
Metazoa, Nematoda
Metazoa, Nematoda
Fungi, Ascomycota
Fungi, Ascomycota
Fungi, Ascomycota
Fungi, Ascomycota
Fungi, Ascomycota
Fungi, Ascomycota
Fungi, Ascomycota
Fungi, Ascomycota
Fungi, Ascomycota
Fungi, Basidiomycota
Fungi, Basidiomycota
Fungi, Microsporidia
Entamoebidae
Mycetozoa, Dictyosteliida
Viridiplantae
Viridiplantae
Viridiplantae

Rhodophyta, Bangiophyceae
Stramenopiles, Bacillariophyta

Alveolata, Apicomplexa
Alveolata, Apicomplexa
Alveolata, Apicomplexa
Alveolata, Apicomplexa
Alveolata, Apicomplexa

Trypanosoma brucei
Trypanosoma cruzi

Euglenozoa, Kinetoplastida
Euglenozoa, Kinetoplastida
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Descripcion

Humano

Chimpancé

Modelo de vertebrado

Modelo de vertebrado

Pez cebra, modelo de vertebrado

Modelo gendmico de pez

Modelo gendmico de pez

Ascidia, cordado basal

Organismo modelo

Gusano de la seda

Mosquito transmisor de la malaria

Modelo de gendmica comparada

Organismo modelo

Organismo modelo

Moho, patdgeno humano oportunista

Organismo modelo

Organismo modelo

Levadura, estudios genéticos y aplicaciones industriales
Patégeno humano oportunista

Patdgeno del algodon y de citricos en el tropico
Frecuente (en alimentos), aplicaciones industriales
Levadura marina halotolerante

Hongo lignolitico, descomposicion de la madera
Patégeno humano oportunista

Patoégeno que afecta al sistema nervioso

Parasito entérico

Moho mucilaginoso, organismo modelo

Cultivo alimentario

Cultivo alimentario

Especie modelo de plantas

Alga roja de manantiales de agua caliente y acida
Diatomea del plancton

Parasito humano transmisor de la malaria

Parasito transmisor de la malaria en roedores
Parasito intestinal

Agente causante de la criptosporoidosis en humanos
Parasito de garrapatas (fiebre de la costa oriental)
Agente causante de la enfermedad del suefio africana
Agente causante de la enfermedad de Chagas

Tamaiio
del genoma
3.300 Mpb
3.100 Mpb
2.800 Mpb
3.454 Mpb
1.700 Mpb
342 Mpb
400 Mpb
160 Mpb
122 Mpb
530 Mpb
26 Mpb
104 Mpb
97 Mpb
38 Mpb
30 Mpb
12,1 Mpb
12,4 Mpb
10,6 Mpb
12,3 Mpb
9,2 Mpb
20,5 Mpb
12,2 Mpb
30 Mpb
24 Mpb
2,8 Mpb
20 Mpb
34 Mpb
390 Mpb
390 Mpb
157 Mpb
16,5 Mpb
34,5 Mpb
22 Mpb
23 Mpb
9 Mpb
10,4 Mpb
8,3 Mpb
35 Mpb
108 Mpb

Criterio
principal®

Gl =EEIEE=ZE B =EOolE=E e

- Q
0

C/1

C/P

O vomm=Z 1T mnm < U T

C/P
C/pP

¢Especie
marina?

Si
Si

Si

Si

1 Motivo principal que llevd a la inclusion de cada especie en el programa del genoma: C: gendmica comparada; E: rele-
vancia filogenética o medioambiental; F: planta de cultivo; I: aplicaciones industriales; M: especie modelo; P: patégeno

humano o de plantas de cultivo.
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mas completos de varios de ellos, algunos de los cuales son también de origen
marino, como es el caso de multiples cepas de las bacterias peldgicas fotosintéti-
cas Synechococcus 'y Prochlorococcus. Asi pues, estamos progresando hacia la
cobertura de todos los principales grupos de eucariotas y procariotas. Sin embar-
go, en un futuro serd necesario canalizar activamente este proceso para dar prio-
ridad a los grupos mds importantes, especialmente a los grupos clave para los bio-
logos marinos, y en particular a los eucariotas, muchos de los cuales poseen
genomas de gran tamaio. Iniciativas como el libro blanco Frontiers in genomics:
insights into protist evolutionary biology (Las fronteras de la genémica: una mira-
da a la biologia evolutiva de los protistas), producto del taller de trabajo interna-
cional organizado por Debashish Bhattacharya en la Universidad de Iowa en 2004
(www.biology.uiowa.edu/workshop/Genomics_of_Eukaryotic_Microbes.html),
son muy importantes en este sentido, porque los argumentos que exponen se
asientan en una perspectiva filogenética amplia. En esta obra se propone la secuen-
ciacién del genoma completo de ciertas especies de protistas escogidos del drbol
evolutivo de los eucariotas basindose en una combinacién de criterios filogenéti-
cos y de otra indole. Las especies propuestas no sélo contribuirian a cubrir los
vacios del drbol filogenético de los eucariotas, sino que también estarian represen-
tados algunos grupos marinos, como los de la clase Chlorarachnea y los foramini-
feros, junto con otros, como los quitridiales y paraphysomonas, en los que se
encuentran algunas especies marinas.

Disponer de la secuencia completa del genoma es, por supuesto, un requisito
esencial para que un organismo pueda servir como organismo modelo. No obs-
tante, su utilidad aumenta de manera importante si ademds se cuenta con herra-
mientas que faciliten el estudio de la funcion génica. La genémica funcional per-
mite descubrir nuevas caracteristicas bioldgicas de grupos definidos de
organismos imposibles de conocer mediante el simple andlisis de la secuencia
genémica. Asimismo, estos dos aspectos (la secuencia genémica y las herramien-
tas funcionales) estin relacionados en la medida en que la disponibilidad de
herramientas para el andlisis de la funcién génica proporcione un argumento adi-
cional para la secuenciacién del genoma. Este fue el caso de modelos clisicos,
como Drosophila y Arabidopsis, y ha sido un factor importante para la seleccion
de Phaeodactylum tricornutum en el segundo proyecto de secuenciacién del
genoma realizado en diatomeas, proyecto que estd a punto de finalizar en el Joint
Genome Institute (JGI).

Evidentemente, resulta dificil imaginar a estas alturas un organismo modelo que
pueda ser dtil a la vez en genémica funcional y como modelo de todos los grupos mas
importantes de eucariotas. Por este motivo convendria definir, como un objetivo ini-
cial, los criterios minimos que deberia cumplir cualquier modelo genémico. Recien-
temente, el Aquaculture Genome Coordinating Committee elabord un informe que
inclufa una propuesta de criterios para promover la genémica en especies cultivadas
(www.animalgenome.org/aquaculture/updates/NRSP8/White_Paper_2005_s.html).
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i

Foto 5.3: Comunidad de fondos rocosos con presencia de varias especies de esponjas. Las
esponjas producen gran variedad de sustancias quimicas para defenderse, de las que ya se han extraido
algunos compuestos de interés farmacéutico.

A continuacién se sugiere como se podrian adaptar estos requisitos al contexto
mds amplio de la biologia marina general.

Propuesta de criterios para definir una especie como modelo genético:

— Contar con una amplia y exhaustiva base de datos de EST (tejidos y ciclos de
desarrollo/vida) en la que se encuentren representados la mayoria de transcrip-
tomas del organismo.

— Poseer genotecas de cromosomas bacterianos artificiales (BAC) de amplia
cobertura con insertos grandes.

— Tener micromatrices con el nimero miximo de genes tnicos identificables.

— Presentar suficientes fragmentos de genoma secuenciado que permitan la iden-
tificacién inicial de genes, del contenido repetido y del polimorfismo.

— En aquellos casos en los que se pueda aplicar un enfoque genético clasico, dis-
poner de un mapa genético con una resolucién <1 centiMorgan.

— Disfrutar de una infraestructura estable, tanto fisica como bioinformaitica,
que asegure el mantenimiento y la disponibilidad publica de recursos gené-
micos.
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Otro objetivo importante para promover la aplicacion de los enfoques gendmicos
a los sistemas marinos consiste en agrupar a toda la comunidad de biélogos mari-
nos para que colaboren entre si y centren sus esfuerzos en un nimero razonable
de especies. Iniciativas de este tipo son importantes para crear grupos de interés
con relevancia suficiente que trabajen en nuevos sistemas modelo, asi como para
favorecer la colaboracién entre investigadores con amplia experiencia en aspectos
bioldgicos clave pero poca en gendmica e investigadores con una dilatada expe-
riencia técnica en gendmica. En Europa, la Red Europea de Excelencia en Gend-
mica Marina (MGE, Marine Genomics Europe) estd realizando grandes esfuerzos
al respecto.

5.4. RED EUROPEA DE EXCELENCIA EN GENOMICA MARINA

La Red Europea de Excelencia en Genémica Marina (www.marine-genomics-
europe.org) estd compuesta por 450 investigadores de 45 instituciones (118 labo-
ratorios o grupos de investigacién) y 16 paises. Su objetivo principal radica en
promover la aplicacién de enfoques genémicos basados en técnicas de secuen-
ciaciéon de alto rendimiento al estudio de los organismos marinos. El método
consiste en agrupar laboratorios de biologia marina en torno a proyectos comu-
nes, con la finalidad de crear la masa critica necesaria para el desarrollo de enfo-
ques gendmicos (esquema 5.1). Ejemplos de este tipo de integracién son la for-
macién de redes de diversas plataformas gendmicas, el establecimiento de una

Esquema 5.1: Red Europea de Excelencia en Gendmica Marina

GENOMICA MARINA EN EUROPA

Estudios o . N
o Integracion Diseminacion
coordinados
Modelo Genomica | Transcriptémica | |  Formacién | Comunidad
bioldgico comparada — cientifica
Protedmica Talleres
5mi — Empresas
Vel Gendmica | ~gecuenciacion/
ecologico funcional Canaiion =
P Construccion Polfticos
— - de la identidad
Modelo Genomica Tecnologia =
econémico ambiental facilitadora | Comunicacion | | Sociedad |
Archaea
) i : Conocimiento
p - Laboratorio | | Plataformas | | Sgstﬁgf dde? disponible para
OICETE i virtual bioinformaticas st H varios usuarios
Eucaria conocimiento e

Biodiversidad marina

Esta representacion esquematica muestra cémo el objetivo principal de la Red Europea de Excelencia en
Genomica Marina («Integracion») se conjuga con el programa de investigacion («Estudios coordinados»)
y con otras actividades, como la interaccién con los responsables politicos y la sociedad («Diseminacidn»).
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infraestructura bioinformdtica comdtn, el lanzamiento de varios y muy impor-
tantes proyectos a gran escala, y la puesta en marcha de un programa de educa-
cién y formacidn para jovenes cientificos. Dentro de la red MGE, los enfoques
gendmicos se utilizan para investigar una amplia gama de asuntos relacionados
con el funcionamiento de los ecosistemas marinos y con la biologia de los orga-
nismos marinos.

La investigacion coordinada (programa de investigacién coordinada) entre
miembros de la red se divide en enfoques gendmicos comparados, funcionales y
ambientales, centrados respectivamente en la comparaciéon de genomas en el
contexto filogenético, en el anilisis de la funcidon genética mediante técnicas de
alto rendimiento y en la aplicacidn de la metodologia genémica al estudio de la
diversidad marina (esquema 5.2). Estos enfoques se utilizan en cuatro «nodos»
que asocian a laboratorios interesados en determinados grupos de organismos:
el nodo microbiano, el nodo de algas, el nodo de evolucién, desarrollo y diver-
sidad, y el nodo de peces y marisco. El programa de investigacion coordinada
fue creado con el fin de obtener datos que pudieran ser aprovechados en los pro-
gramas de gestion de recursos marinos (prediccién de cambios globales en las
poblaciones marinas, conservacién de la biodiversidad, control de la pesca y
mejora de las especies de cultivo), asi como en los proyectos de exploracion
gendémica en temas de salud y biotecnologia. A continuacién se detallan los
objetivos de estos tres tipos de investigacién coordinada (comparada, funcional
y ambiental).

Esquema 5.2: Estructura de la investigacion coordinada de la Red Europea de Excelencia en
Genomica Marinal

Exploracion genémica
en salud
y biotecnologia

RELACIONES
EVOLUTIVAS
ENTRE ARCHAEA,

BACTERIAS Y
EUCARIOTAS

RELACIONES

COMPARADA GENES/FUNCION

Cambios AMBIENTAL
ambientales Gestion de
y climaticos, los recursos

adaptacion marinos
ESTRUCTURA Y
FUNCIONAMIENTO DE
LA BIODIVERSIDAD
MARINA

1 En cursiva se muestran los objetivos principales de la red, que incluyen problemas importantes para la gestion y explo-
tacion de la biodiversidad litoral.
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Foto 5.4: Laboratorio de secuenciacion de DNA en el Instituto de Investigacion Genomica de
Gaithersburg, Maryland, EE. UU. Los rapidos avances en la tecnologia de secuenciacion del DNA estan
permitiendo conocer el genoma de muchos organismos marinos. El reto estriba ahora en interpretar la
informacion que este genoma contiene.

El propésito principal del programa de genémica comparada es identificar y tra-
bajar con organismos marinos modelo que representen los distintos filos del
arbol filogenético. Algunas de las especies identificadas ya han entrado en la era
posgendmica, y la atencidn se ha centrado en entender la funcién de los genes.
La lista de nuevos candidatos crece continuamente. Algunos de ellos son orga-
nismos clave en la evolucidn, ya sea por su novedad filética o porque sus geno-
mas contienen familias de genes de especial interés para realizar un anilisis com-
parativo.

El programa de gendmica funcional investiga las complejas relaciones entre los
estimulos enddgenos y exdgenos, bidticos y abidticos, y la expresiéon génica
mediante la aplicacion de una gran variedad de métodos, entre los cuales se
encuentran el estudio en micromatrices y enfoques protedmicos y metabolémicos.
Estos enfoques se estin desarrollando para organismos modelo seleccionados.

El objetivo principal del programa de genémica ambiental consiste en definir la
estructura y la dindmica de la biodiversidad de los ecosistemas marinos. Actual-
mente existe un gran interés por asociar estos estudios con el programa de gené-
mica funcional, de modo que los datos obtenidos en ambos programas puedan
emplearse en los distintos biosistemas estudiados. Esta articulacion entre el estu-
dio en organismos modelo y la aplicacién directa de enfoques gendmicos en un
contexto ecoldgico es una de las caracteristicas mds destacadas del trabajo de la
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red. En los proximos apartados se amplia este tema a partir de los trabajos reali-
zados en las algas pardas o feoficeas, y en particular en Ectocarpus siliculosus, una
especie modelo.

5.5. ORGANISMOS MODELO COMO TECNICA PARA APLICAR
LOS METODOS GENOMICOS A CUESTIONES MARINAS

Las causas que provocan cambios en los biosistemas marinos sélo pueden com-
prenderse si se conoce con exactitud la biologia de los organismos que los con-
forman. La mejor manera de adquirir dicho conocimiento es mediante la com-
prension exhaustiva de la biologia de organismos modelo seleccionados (anélisis
vertical) y su posterior aplicacién al estudio de otros organismos relacionados
(transferencia horizontal). Asi pues, como ya se dijo anteriormente, la existencia
de un organismo modelo bien caracterizado facilitard la caracterizacion de otro
organismo de un biosistema ecolégico determinado siempre que los dos perte-
nezcan a un mismo grupo filogenético (esquema 5.3). Las feoficeas o algas par-
das, por ejemplo, son los organismos mds abundantes de los ecosistemas rocosos
de la orilla en términos de biomasa, y, en algunas zonas submarinas, los bosques
de sargazo compiten en extensién y en densidad con los bosques terrestres. No
obstante, la informacién disponible sobre las feoficeas es limitada, especialmente
en el nivel molecular. Ademds, otros sistemas modelo, por ejemplo, en los linajes

Esquema 5.3: Ejemplo de como el analisis exhaustivo de un organismo modelo puede emplearse
en el desarrollo de herramientas (tiles para el analisis de la biodiversidad de los ecosistemas

Organismo modelo Especies relacionadas

- -

Organismo Marcadores Marcadores

modelo

Marcadores neutros y Marcadores neutros
seleccionados y seleccionados

Secuencia
del genoma ’

Analisis de la
funcion génica

TRANSFERENCIA HORIZONTAL
HACIA ORGANISMOS
RELACIONADOS
FILOGENETICAMENTE
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de opistocontos o de plantas verdes, son de uso limitado debido a la gran distan-
cia que los separa de las feoficeas (mds de 1.000 millones de afios) en el drbol filo-
genético. Basindonos en estos y otros factores decidimos desarrollar un modelo
de feoficea que fuera vélido para el enfoque genémico y la gendmica funcional.
Los criterios para la seleccion del organismo modelo fueron el tamafio del geno-
ma (tamafio pequefio) y la presencia de caracteristicas que facilitaran los andlisis
genéticos (capacidad para completar su ciclo vital y hacer cruzamientos en el
laboratorio).

Antes del inicio del programa, varias especies de feoficeas habian servido de
modelo en el estudio de su biologia. Por ejemplo, Fucus spp. se utilizé ampliamen-
te en biologia celular (Berger, Taylor y Brownlee 1994; Bouget, Berger y Brown-
lee 1998; Corellou et al. 2000; Goddard et al. 2000; Corellou et al. 2001; Brown-
lee, Bouget y Corellou 2001; Coelho et al. 2002), y se disponia de datos de EST
(Roeder et al. 2004) para Laminaria digitata, un alga marina de gran importancia
econémica (McHugh 2003). Sin embargo, tanto Fucus spp. como Laminaria digi-
tata producen largos talos y su ciclo vital es dificil de completar en el laboratorio.
Asimismo, se sabia que el genoma de L. digitata era muy grande (Le Gall et al.
1993), y determinamos que los genomas de Fucus spp. eran incluso mayores (mds
de 1.000 Mpb; Peters et al. 2004; v. también Kapraun 2005). En cambio, estudios
previos habian descrito que el tamafio del genoma de los ectocarpales era signifi-
cativamente menor (Stache 1993), dato que pudimos confirmar (Peters et al. 2004).
Igualmente, los miembros de este orden son menores y su cultivo en laboratorio
resulta més sencillo. Por ello, tras realizar un estudio comparativo de varios miem-
bros de ectocarpales, propusimos Ectocarpus siliculosus como organismo modelo
para las feoficeas.

5.6. ECTOCARPUS SILICULOSUS: UN ORGANISMO MODELO
PARA LAS FEOFICEAS

Ectocarpus puede cultivarse en el laboratorio en placas de Petri recubiertas de agua
de mar natural o artificial sea cual sea el estadio en que se encuentre de su ciclo
vital. Su ciclo sexual, en el que hay una alternancia de dos generaciones indepen-
dientes (los esporofitos y los gametocitos), puede completarse en tres meses, y los
cruces sexuales pueden realizarse con gametos masculinos y gametofitos femeni-
nos. Otras ventajas a favor de Ectocarpus como organismo modelo son su elevada
fertilidad, la existencia de numerosas cepas en distintas zonas templadas de todo
el mundo, la corta distancia filogenética que separa a ectocarpales y laminariales
—tan importantes desde el punto de vista econémico—, y el hecho afiadido de que
ha sido una de las feoficeas mas estudiadas (v. Peters et al. 2004 y las referencias
que contiene).

En junio de 2004, un consorcio de 35 laboratorios presenté a Genoscope —un cen-
tro francés de secuenciacién— una propuesta para secuenciar el genoma de Ecto-
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Foto 5.5: Algunas herramientas moleculares desarrolladas para Ectocarpus siliculosus, organis-
mo modelo utilizado en el estudio de las algas pardas.

A: Marcadores fluorescentes introducidos dentro de una célula filamentosa de Ectocarpus mediante bio-
listica. Los dos marcadores fluorescentes, FITC (verde) y rojo Texas (rojo), fueron detectados con técni-
cas de microscopia confocal. También se puede observar la autofluorescencia de los cloroplastos (violeta).
Este método permite la introduccion de marcadores fluorescentes en biologia celular, y también se esta
utilizando para optimizar la carga biolistica en el desarrollo de un protocolo de transformacion (colabora-
cion con Colin Brownlee, Marine Biological Association, Plymouth, Reino Unido). B: Ejemplo de una técni-
ca de biologia celular aplicada a Ectocarpus. Imagen de la actina del citoesqueleto de una célula filamen-
tosa de un esporofito obtenida por microscopia confocal. Las células fueron fijadas y tefiidas con
faloidina-alexa-flior. C y D: Microinyeccion de un gameto de Ectocarpus con marcador fluorescente FITC
(C: campo brillante; D: fluorescencia). E y F: Desarrollo de un protocolo de interferencia de ARN. Microin-
yeccion de un esporofito joven de Ectocarpus (ocho células) con ARN de doble hebra y un marcador fluo-
rescente (alexa-fluor 488). G y H: Ejemplo de Ectocarpus mutante aislado de una poblacion irradiada con
UV. El alga mutante inmadura (H) se compara con un esporofito original (sin mutacién) en el mismo esta-
dio (G); ademas se muestran intercalados estadios de desarrollo posteriores.
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carpus. Este proyecto, aceptado en septiembre de ese mismo afio, planteaba una
cobertura del genoma de 10x mediante la técnica de secuenciacion aleatoria shor-
gun (4.280.000 lecturas), mds otras 100.000 lecturas adicionales de secuencias de
ADNCc para obtener el nimero médximo de secuencias de ADNc completas. Se
espera que la fase de secuenciacidn finalice en 2006. En la actualidad, la secuencia
de Ectocarpus puede consultarse en http://genomer.sb-roscoff.fr/Ectocarpus, si
bien para ello es necesario disponer de una clave de acceso.

Paralelamente se estd trabajando en el desarrollo de herramientas moleculares para
Ectocarpus, como la transformacion génica y la tecnologia de ARN de interferen-
cia (ARNi) (foto 5.5). Hasta la fecha se han descrito protocolos de mutagénesis
quimica y por UV (MMS y EMS), y se ha preparado y ensayado una micromatriz
piloto.

En abril de 2005 se celebrd un encuentro internacional sobre Ectocarpus en Roscoff,
en el que participaron cerca de 50 cientificos de paises como Japén, Corea, EE. UU.,
Australia, Chile, Francia, Alemania y Reino Unido (v. www.sb-roscoff.fr/
Esil2005prog.pdf). Esta cita permitié el intercambio de opiniones sobre la coordi-
nacién del proyecto gendmico, ademds de una puesta al dia de las investigaciones
relacionadas con Ectocarpus en una amplia gama de disciplinas, tales como biolo-
gia del desarrollo, biologia celular, fisiologia, ecologia y sistemdtica, ecologia qui-
mica y bioquimica.

5.7. EL PROYECTO GENOMICO DE ECTOCARPUS Y LA BIODIVERSIDAD
LITORAL

¢De qué manera la aplicacién de la gendmica de Ectocarpus nos permitird enten-
der la biodiversidad litoral? Por un lado, Ectocarpus servird como modelo para
estudiar cémo se adaptan las poblaciones de feoficeas al medio; y, por otro, una
vez conocida la estructura del genoma y las funciones génicas, los conocimientos
adquiridos podrdn aplicarse al estudio de otras especies (p. ej., de Fucus) con un
papel mds importante en los ecosistemas litorales. En la actualidad ya se han ini-
ciado estudios para ampliar nuestros conocimientos sobre la ecologia de Ectocar-
pus, tanto a nivel de su distribucién mundial y de la interrelacion entre distintas
variedades, como en un dmbito mds local y ecolégico. En este proyecto, que se
basard en estudios previos (p. €j., Stache 1989), participan varios laboratorios del
Consorcio del Genoma de Ectocarpus.

Respecto a la transferencia de informacién de Ectocarpus a otras feoficeas, cabe
destacar que el conocimiento actual sobre la influencia relativa de factores como
la seleccidn, las mutaciones, la deriva genética y el flujo de genes en la composi-
cién génica de los biosistemas del litoral se ha visto dificultado por la falta de mar-
cadores genéticos adecuados, especialmente marcadores nucleares. En términos
generales, la aplicacion de la gendmica a la genética de poblaciones ha aportado
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Foto 5.6: Actinia o anémona de mar (Anemonia sulcata). Las actinias, junto con otros organismos
sésiles, se cuentan entre los seres vivos marinos mas ricos en sustancias bioactivas y constituyen una
fuente potencial de moléculas para uso farmacéutico.

nuevos datos sobre los procesos genéticos y evolutivos que afectan a la variacién
nuclear de muchos animales y plantas modelo (Mitchell-Olds y Clauss 2002;
Nordberg e Innan 2002; Maloof 2003). En este contexto, el proyecto del genoma
de Ectocarpus ha captado la atencidn de varios grupos interesados en la microevo-
lucién de la genética de poblaciones y la sistemadtica de las feoficeas, algunos de los
cuales aplicardn la informacion del genoma de Ectocarpus al estudio de algas par-
das clave en ecosistemas litorales.

Efectivamente, el genoma de Ectocarpus proporcionard herramientas genéticas
de gran valor para el estudio de los procesos de microevolucién (interespecifica
e intraespecifica) de las feoficeas. A partir del estudio de la conservacion y el
polimorfismo de los Joci homélogos del genoma de Ectocarpus y otras algas, el
analisis detallado del genoma en busca de secuencias codificadoras y no codifi-
cadoras entre distintas distribuciones de especies permitird obtener informacion
sobre la dindmica de procesos evolutivos y genéticos loci especificos (p. ej.,
seleccion, mutaciones, emparejamiento selectivo y recombinacién), asi como
sobre procesos demogrificos que afectan al conjunto del genoma (p. ¢j., deriva
genética, flujo de genes, endogamia; Luikart et al. 2003). La disponibilidad de
secuencias homélogas codificadoras de proteinas posibilitard el estudio de las
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variaciones moleculares adaptativas en este grupo. Por ejemplo, mediante la
comparacién de la genealogia alélica de los loci con secuencias que codifican
multiples proteinas en varias especies, las diferencias en los niveles de polimor-
fismo intra e interespecificos nos proporcionarin informacién clave sobre los
efectos selectivos de los procesos funcionales durante la especiaciéon (Mitchell-
Olds y Clauss 2002). Ademads, la comparacién de las variaciones del fenotipo y
del genotipo entre distintos individuos de una misma especie nos permitird
esclarecer los controles genéticos y factores limitantes que influyen no sélo en
la distribucién de los organismos, sino también en las interacciones ambientales
(Jackson et al. 2002). La comparacién de las variaciones de las secuencias en todo
el genoma entre individuos de una misma poblacién y entre varias poblaciones
facilita la identificacién de los loci verdaderamente no codificantes (Luikart et al.
2003). Estos loci no codificantes resultan imprescindibles para poder estimar con
exactitud pardmetros de genética de poblaciones, como el tamafio efectivo de la
poblacién y la tasa efectiva de migracién. En especies haploides-diploides, como
Ectocarpus, estos parametros son de especial interés para estudiar las consecuen-
cias de la coexistencia de individuos de vida independiente en fase haploide y
diploide en la estructura de la genética de poblaciones (p. ej., Engel, Destombe
y Valero 2004).

5.8. OTROS ORGANISMOS MODELO ACTUALES Y FUTUROS
PARA LOS BIOSISTEMAS MARINOS

Por su biomasa, las rodoficeas (algas rojas), las cloroficeas (algas verdes) y las pra-
deras marinas son, con las feoficeas o algas pardas, los organismos mas importan-
tes de la flora de los biosistemas litorales. Las praderas marinas son angiosper-
mas, por lo que los trabajos previos sobre angiospermas terrestres, como
Arabidopsis o el arroz, podrian aportar datos de interés para su estudio. Sin
embargo, las rodoficeas y cloroficeas se hallan muy alejadas filogenéticamente de
las feoficeas y de otros organismos modelo (en el caso de las cloroficeas marinas,
sin embargo, la situacidn es ligeramente mejor, al pertenecer al grupo mds amplio
de las cloroficeas, Viridiplantae, que también incluyen a las angiospermas).
Recientemente se ha publicado la secuencia del genoma de Cyanidioschyzon
merolae, una rodoficea unicelular (Matsuzaki et al. 2004), pero esta especie se
encuentra relativamente alejada de las rodoficeas pluricelulares y posee un geno-
ma poco comun y muy compacto, probablemente porque habita en fuentes de
agua caliente y 4cidas ricas en sulfato. Por este motivo es importante caracterizar
organismos modelo que permitan estudiar los otros grupos de algas, especial-
mente las rodoficeas, al igual que el desarrollo de Ectocarpus como modelo ha
posibilitado el estudio de las feoficeas.

Una encuesta reciente sobre potenciales modelos para las macroalgas propuso a
Porphyra yezoensis como candidato (Waaland, Stiller y Cheney 2004). La elec-
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ci6n de Porphyra yezoensis se basé en muchos de los criterios que se utilizaron
durante la seleccién de Ectocarpus como modelo de las feoficeas, entre los que
se incluyen el tamafio del genoma (aproximadamente 300 Mpb; Kapraun et al.
1991), la facilidad de cultivo en el laboratorio, la existencia de mutantes (Ohme
y Miura 1988; Mitman y Van der Meer 1994; Yan, Fujita y Aruga 2000), el desarro-
llo de métodos para preparar y regenerar protoplastos (Waaland et al. 1990), y la
gran cantidad de informacién disponible sobre aspectos bioquimicos, fisiolégi-
cos y de cultivo. Otros factores considerados fueron la importancia econémica
de Porphyra (es la base de la multimillonaria industria de las algas nori), su rele-
vancia ecoldgica en algunos habitats litorales, la existencia de EST (Nikaido et
al. 2000; Asamizu et al. 2003) y los avances en transformacién génica (Cheney,
Metz y Stiller 2001; He et al. 2001; Lin et al. 2001). Conjuntamente, estos argu-
mentos para desarrollar Porphyra yezoensis como modelo genémico son bastan-
te consistentes, y es probable que en un futuro préximo se inicie un proyecto
genémico dedicado a este organismo. No obstante, las muestras gendmicas de
rodoficeas no deberfan limitarse a organismos de la clase Bangiophyceae —a la
que pertenecen tanto P. yezoensis como C. merolae—, sino que también habria
que incluir como minimo un miembro de la otra gran clase, Floridiophyceae, en
la que se encuentran organismos econémicamente importantes, como algunos
productores de agar (p. ej., Graccilaria spp.) o carrogenatos (p. €j., Kappaphycus
spp- v Chondrus crispus).

La gendmica de las macroalgas verdes parece no ser un tema prioritario, posible-
mente porque sus aplicaciones industriales son menos evidentes que las de las
rodoficeas y las feoficeas. Independientemente de ello, el mejor candidato para
convertirse en modelo para las cloroficeas probablemente sea Ulva (incluyendo
taxones antiguamente llamados Entheromorpha), debido al gran nimero de publi-
caciones disponibles (Bryhni 1974; Fjeld y Lovle 1976; Reddy, Iima y Fujita 1992),
a la amplia coleccién de EST y a la alta velocidad de multiplicacidn de este orga-
nismo, cuya proliferacion litoral se ve favorecida por los procesos de eutrofizacién
(mareas verdes). No obstante, en la actualidad no existe ningin programa gend-
mico dedicado a Ulva.

La exposicién precedente se ha limitado a las macroalgas como componentes
mds destacados de los biosistemas litorales, pero indudablemente existen tam-
bién otros organismos modelo importantes para los ecosistemas marinos. Den-
tro del grupo de organismos fotosintéticos de la zona peldgica, procariotas como
Synechococcus 'y Prochlorococcus han sido ya estudiados mediante enfoques
gendmicos. Mds recientemente, un eucariota del filo de Prasinophyta, Ostreo-
coccus tauri, un alga verde picoplanctdnica de amplia distribucién en los océa-
nos, se ha convertido también en organismo modelo. Ostreococcus tauri posee el
genoma mds pequefio conocido de todos los eucariotas fotosintéticos de vida
independiente (11,5 Mpb); mide 1,5 pm de didmetro y tiene un cloroplasto y una
mitocondria. Recientemente se ha obtenido su genoma completo en el Labora-
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torio Arago (Banyuls, Francia, miembro de la red MGE). Se trata de un genoma
bastante compacto, con s6lo unos pocos intrones y secuencias intragénicas cor-
tas. Un factor importante para el anélisis genético es su bajo nivel de redundan-
cia genética, con familias de genes pequeiias, generalmente formadas por un
unico gen. En la actualidad estin desarrollindose para este organismo herra-
mientas genéticas como la transformacién génica y el andlisis de la expresion
génica con micromatrices.

En el linaje metazoario estd apareciendo un ndmero considerable de nuevas
especies modelo distribuidas en puntos clave del drbol filogenético, tras la apli-
cacion de enfoques tipo evo-devo (evolucién-desarrollo) para entender la evolu-
cion de la complejidad de este filo. Muchos de estos modelos son de origen
marino.

5.9. CONCLUSION

Las necesidades de la comunidad marina en materia genémica difieren en cierta
medida de las de los bidlogos terrestres, y los enfoques de muestreo generaliza-
do, como la metagendmica, pueden resultar mds relevantes en este contexto. Sin
embargo, el desarrollo en profundidad de la genémica aplicada a organismos
modelo es también importante para que nuestra comprension de los biosistemas
progrese desde un conocimiento descriptivo hacia uno funcional. Una de las
dificultades a las que se enfrenta este tipo de enfoque es la diversidad filogené-
tica de los biosistemas marinos. Como resultado de ello, los organismos mode-
lo suelen encontrarse muy alejados de las especies objeto de estudio, lo que obs-
taculiza su utilizacién. Para abordar este problema es preciso que la
secuenciacién del genoma y otros enfoques gendmicos se apliquen a especies
seleccionadas a lo largo del drbol filogenético, cubriendo asi la mayor parte
posible de su inherente biodiversidad. El futuro desarrollo de algunas de estas
especies como modelos gendmicos completos aportard el conocimiento funcio-
nal exhaustivo que podrd aplicarse a especies relacionadas dentro del mismo
grupo filogenético.
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