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RESUMEN 

El Orden Pleuronectiformes está formado por un gran número de 

especies de peces planos que tienen un gran interés, por un lado, desde el 

punto de vista evolutivo, ya que presentan genomas muy pequeños y variables, 

y por otro, desde el punto de vista económico, pues algunas especies como el 

lenguado, el fletan o el rodaballo son utilizadas en Acuicultura. De hecho, 

existen varios proyectos para analizar sus genomas y utilizar los datos 

obtenidos para la mejora en su cultivo. En este sentido, sería muy interesante 

tener identificados los ADNs repetidos existentes en sus genomas. De hecho, 

hasta hoy, sólo se ha caracterizado un ADN satélite en una especie de pez 

plano endémica de Brasil (Achirus linneatus) y otro en una especie endémica 

del sur de España, la acedía (Dicologoglossa cuneata). En esta Tesis se han 

caracterizado dos ADN satélite centromérico, uno (familia SacI) en el fletan 

(Hippoglosus hipoglosus) en y otro (familia PvuII) en tres especies del Género 

Solea. Discutimos su localización, características moleculares y modo de 

evolución.  

Además, hemos estudiado una secuencia repetida, que hemos 

denominado ACA72, que se ha caracterizado en un extenso grupo de peces 

planos, y que hemos utilizado como marcador para clarificar las relaciones 

filogenéticas dentro del Orden Pleuronectiformes. Además, hemos puesto de 

manifiesto la presencia de dicha secuencia en otros grupos de peces, del 

Orden Perciformes y, analizando las bases de datos, hemos constatado su 

existencia en otros Ordenes de peces, tales como Gasterosteiformes, 

Tetraodontiformes y Cypriniformes, lo que nos ha permitido establecer 

relaciones filogenéticas entre todos estos grupos de peces. 

Con respecto a los esturiones, algunas de las especies de este Orden 

Acipenseriforme, se han venido explotando para la producción de caviar y de 

carne, por lo que son también de gran interés desde el punto de vista 

económico. Adicionalmente hay que resaltar que muchas poblaciones de 

esturiones se encuentran en franco retroceso, estando muchas especies en 

peligro de extinción. Todo ello, hace que su cultivo sea prioritario y se impone 

tener un conocimiento científico adecuado de tales organismos que ayuden a 



 

 

ello. Uno de los principales objetivos es el conocimiento de la determinación y 

diferenciación sexual ya que los esturiones son unos peces que tardan en 

madurar sexualmente de 8 a 10 años, sin que, hasta el final, se pueda 

diferenciar morfológicamente entre sexos. La identificación precoz del sexo en 

los esturiones para poder identificar a las hembras (para la producción de 

caviar) en los primeros estadios es, por lo tanto, de gran interés. En esta 

Memoria, se ha realizado una hibridación sustractiva con tejido gonadal de 

machos y hembras de la especie A. naccarii, obteniéndose una genoteca de 

hembras y una genoteca de machos. Posteriormente, hemos analizado estas 

genotecas, y hemos profundizado en el análisis de los genes que hemos 

considerado podían tener interés en el desarrollo gonadal. Para ello, se ha 

realizado un estudio de expresión diferencial entre sexos por medio de PCR 

cuantitativa, con algunos de los genes seleccionados, tales como ZP3.2, ZP3.3, 

Proteína de unión al calcio y Ferritina, ayudando a dilucidar en cierto modo, la 

importancia de dichos genes en la diferenciación sexual de estos animales. 
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INTRODUCCIÓN 

 

ESTUDIOS GENÓMICOS EN ESPECIES CON INTERÉS EN 

ACUICULTURA. 

Los grandes avances que, en las dos últimas décadas, ha 

experimentado la Acuicultura se han visto propiciados en gran parte por el 

impacto que han tenido en el manejo y cultivo de especies acuícolas las 

investigaciones genéticas, genómicas y biotecnológicas. 

La aparición y el desarrollo de la genómica se ha basado en avances 

tecnológicos importantes (secuenciadores, termocicladores, robotización…) 

que permiten el análisis complejo de las secuencias presentes en los genomas. 

Igualmente, ha sido decisivo el desarrollo de herramientas bioinformáticas que 

han permitido procesar y analizar cientos de miles de datos de forma rápida y 

ordenada, limitando la proporción de errores y automatizando numerosas 

tareas, antes realizadas manualmente. Estos avances han incrementado los 

conocimientos sobre aspectos tales como la estructura, organización, función y 

evolución de los genomas en gran número de especies  vegetales y  animales, 

incluido el hombre. 

En relación con los peces, son cada vez más abundantes los estudios 

genómicos que profundizan en algunos de los aspectos antes señalados y que 

abren nuevas perspectivas e implicaciones en la mejora de los cultivos 

acuícolas, permitiendo además, ampliar el número de especies potenciales 

para tales cultivos en un futuro próximo.  

Uno de los aspectos más importantes en el análisis genómico de las 

especies cultivadas es la obtención de secuencias que puedan servir como 

marcadores moleculares, así como la localización de estas en cromosomas 

concretos del cariotipo y su organización dentro del genoma, lo que permite, 

entre otros,  análisis de sintenia y estudios evolutivos. 

Por otro lado, también en los últimos años, se viene incrementando en 

especies acuícolas con interés comercial, estudios de genómica funcional, 

sobre todo enfocados en el análisis de la expresión de genes implicados en 
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procesos fisiológicos relacionados con el cultivo, tales como resistencia a 

infecciones, a situaciones de estrés o en la determinación sexual. 

En este sentido, y como alternativa a los cultivos tradicionales de peces 

como la dorada o la lubina, el grupo de especies de peces planos, 

encabezados por especies como lenguado (Solea senegalensis), rodaballo 

(Scophthalmus maximus) o platija (Platichthys flesus), se están postulando 

como alternativa para la producción a gran escala. Este hecho está motivando 

importantes  avances en el conocimiento de sus características genéticas. En 

concreto, y en España, en los últimos años se han llevado a cabo diferentes 

proyectos multidisciplinares en los que se ha profundizado en este tipo de 

estudios en peces planos como por ejemplo Pleurogene, Aquageomics… 

En programas más consolidados, debido a su actual importancia 

económica a nivel mundial, se han venido realizando análisis genómicos en 

especies de agua dulce como en el grupo de los salmónidos. Pero en los 

últimos años, se está produciendo un gran interés en el cultivo de especies de 

otro grupo de peces de agua dulce, como son los esturiones, debido, 

principalmente, a su aprovechamiento como productores de carne y caviar. 

Esto, justifica la necesidad de profundizar en análisis genéticos y genómicos en 

este grupo de peces.  

Es en este contexto en el que se ha realizado el presente trabajo de 

investigación. Por un lado, se ha realizado un análisis genómico de secuencias 

de ADN repetido, aislado inicialmente en los genomas de peces planos y 

posteriormente ampliando su estudio a otras especies de peces. Estas 

secuencias se han caracterizado citogenética y molecularmente y comprobado 

tanto in vitro como in silico la conservación de este tipo de secuencias en los 

genomas de peces. 

Por otro lado, hemos comparado mediante hibridación sustractiva y PCR 

cuantitativa los patrones de expresión genética en tejido gonadal de machos y 

hembras de la especie de esturión Acipenser naccarii, una de las principales 

especies cultivadas en Europa Occidental debido a su alto rendimiento 

económico, para tratar de elucidar qué genes presentan una expresión 

diferencial entre ambos sexos. 
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1.1.  Estudios de Genómica Estructural: El ADN repetido. 

1.1.1.  Características. 

El genoma de los eucariotas está compuesto por diversos tipos de 

componentes que van desde genes de copia única, hasta una gran cantidad de 

secuencias repetidas. En este último caso, el ADN repetido se suele clasificar, 

independientemente de su función, organización y localización, según el 

número de repeticiones que presente. Así, encontramos ADN moderadamente 

repetido cuyas repeticiones suelen ir desde dos copias a una docena de veces, 

como pueden ser los genes de diversas familias multigénicas tales como los de 

las histonas o las tubulinas. Una segunda fracción es la compuesta por ADN 

medianamente repetido con un número de copias que puede oscilar entre 

varios cientos hasta miles, como es el caso de los genes ribosómicos. Por 

último, nos encontramos con el componente repetido del genoma más 

abundante, como es el ADN altamente repetido, como el ADN satélite y 

elementos transponibles, cuyo número varía desde cientos de miles a millones 

de copias. Estas repeticiones, como el caso de los ADN satélite, pueden llegar 

a suponer desde el 1% hasta más del 50% del genoma nuclear de una especie 

o llegar hasta el 85% en el caso de los elementos móviles.  

Al contrario que los elementos móviles, cuya localización generalmente 

es dispersa, el ADN satélite forma grandes clusters constituidos por secuencias 

cortas, llamadas monómeros, que se repiten en tándem (Singer., 1982) y 

localizadas en regiones concretas de los cromosomas. Aunque el tamaño de 

las unidades de repetición de diferentes familias de ADN satélite es muy 

variable, éstas suelen tener un tamaño medio entre 100 y 300 pares de bases. 

En cuanto a su composición, se han caracterizado ADNs satélites muy ricos 

tanto en AT como en GC. El margen se puede encontrar entre un 1% de GC en 

el cangrejo Cancer gracillis, hasta un 73% en un tripanosoma Leishmania 

infantum (Graur y Li., 1999).  

1.1.2.  Localización del ADN satélite. 

Dentro de los cromosomas eucariotas, los ADNs se acumulan en 

posiciones concretas formando parte de la heterocromatina constitutiva. Así, y 

mediante técnicas de hibridación in situ fluorescente (FISH), se ha demostrado 
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que podemos encontrarlos en las regiones centroméricas de todos los 

cromosomas, como es el caso de la familia de ADN satélite EcoRI presente en 

los Espáridos (Familia Sparidae) (Garrido-Ramos et al., 1994), o sólo en los 

centrómeros de algunos cromosomas, como el ADN satélite HindIII de los 

esturiones (Familia Acipenseridae) (Robles et al., 2004, 2005). Por otro lado, 

también suelen localizarse en regiones teloméricas y subteloméricas como es 

el caso del ADN satélite DraI de los Espáridos (Garrido-Ramos et al., 1998); De 

la Herrán et al., 2001) o incluso, encontrarse a nivel intersticial de los 

cromosomas, en una sola pareja como por ejemplo, en la planta de la Familia 

de las liliáceas, Muscari comosum. En esta especie, el ADN satélite SacI 

supone un 2,5% de su genoma y se localiza exclusivamente en la 

heterocromatina intercalar del primer par cromosómico (De la Herrán et al., 

2001) 

1.1.3.  Función del ADN satélite.  

La presencia del ADN satélite en todos los organismos eucariotas y la 

tendencia a concentrarse en determinadas zonas cromosómicas, contrasta con 

el hecho de que no se conoce una función definida. Así, y debido a que, como 

veremos más adelante, los ADNs presentan una gran variabilidad y en principio 

no codifican para ningún producto, se les supone una función relacionada con 

procesos de organización y comportamiento cromosómico a lo largo del ciclo 

celular (Choo., 1997; Csink y Henikoff., 1998). Así, los ADN satélite 

centroméricos pueden interactuar con proteínas específicas de unión al ADN 

durante la mitosis controlando, en cierta forma, los movimientos de los 

cromosomas durante este proceso (Plohl et al., 2008). Los ADNs satélites 

subteloméricos, estarían implicados por ejemplo, en facilitar el apareamiento de 

los cromosomas durante la meiosis (Loidl., 1990), y en la protección de los 

extremos cromosómicos (Kipling., 1995). En este sentido,  los telómeros de la 

mayoría de eucariotas están formados por una repetición telomérica o 

repetición terminal, que constituye el extremo de la cadena de ADN del 

cromosoma, mediante la repetición en tándem de un oligonucleótido corto. 

Generalmente esta secuencia telomérica es más rica en G en una de las 

hebras la que forma el extremo 3’, que sobresale unos 12-16 nucleótidos sobre 

la hebra que aporta el extremo 5’. Ese extremo saliente es reconocido por 
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proteínas específicas del telómero (TBP, telomere binding proteins), que actúan 

a modo de caperuza protectora de dicho ADN terminal. Tras estas repeticiones 

teloméricas, en muchos casos, se han encontrado familias de ADN satélite 

formado una región denominada TAS (secuencias asociadas al telómero). 

Entre ambas regiones, podemos encontrar una zona de transición en donde las 

unidades monoméricas del ADN satélite se intercalan con las repeticiones del 

hexanucleótido TTAGGG característico del telómero. Este es el caso de la 

familia de ADN satélite subtelomérico DraI descrito en los espáridos (De la 

Herrán et al., 2001). 

Sin embargo, en los últimos años, se han encontrado familias de ADN 

satélite que pueden ser transcritas a pequeños ARNs (Pezer y Ugarkovi ., 

2008; Carone D.M. et al., 2009). Esta característica abre las puertas a otros 

tipos de funciones a nivel de regulación, por lo que quizás es interesante 

buscarlo en genotecas de ESTs, ya que un porcentaje de estos ARNs suele 

estar poliadenilado (Pezer y Ugarkovi ., 2008). 

1.1.4.  Evolución del ADN satélite. 

Como ya se ha comentado, una de las principales características del 

ADN satélite es que presenta una gran variabilidad. Esta variabilidad es debida 

en primer lugar, a las diferencias en longitud de las unidades de repetición que 

forman parte de las distintas familias de ADN satélite (monómeros), así como a 

la variabilidad en el número de copias de éstos. Pero, además, existen 

diferencias a nivel de secuencias entre las unidades de repetición. Y es que, 

los monómeros que forman un ADN satélite, aunque son muy parecidos entre 

sí, no llegan a ser idénticos en secuencia.  

Esta característica se pone de manifiesto cuando se digiere una familia 

de ADN satélite con enzimas de restricción que tienen dianas dentro de la 

unidad monomérica y, posteriormente, se someten dichas digestiones a una 

electroforesis en gel de agarosa. El patrón que se origina, en forma de 

escalera, refleja que no todas las unidades tienen diana para la enzima, 

generándose una acumulación de repeticiones monoméricas, diméricas, 

triméricas, etc. 
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Según Singer (1982) el porcentaje de variación entre secuencias de una 

familia de ADN satélite de una especie es como mucho del 15%. Pero se han 

descrito porcentajes de variabilidad mayores, como es el caso de la familia de 

ADN satélite del centromérico humano, donde son superiores al 30%. En 

algunos casos, el grado de variabilidad intraespecífica es tan alto entre las 

secuencias monoméricas de una familia de ADN satélite que dentro de esa 

familia se pueden definir distintas subfamilias. Un ejemplo claro se observa 

dentro de la familia α de ADN humano (Alexandrov et al., 1988). En otros 

casos, lo que ocurre es que dentro de una familia de ADN satélite se pueden 

definir distintas subfamilias cuando cada una de ellas se encuentra 

caracterizada por monómeros que presentan zonas que son diferentes de unos 

con respecto a otros, a pesar de ser muy parecidos en secuencia. Esto es lo 

que ocurre, por ejemplo, en los Espáridos con el ADN satélite EcoRI (Garrido-

Ramos et al., 1994) 

Estas variaciones observadas hacen que el ADN satélite presente un 

ritmo de cambio mucho mayor que cualquier otro ADN del genoma (Singer., 

1982). Esto provoca incluso que puedan aparecer y desaparecer familias de 

ADN satélite en tiempos evolutivos relativamente cortos (Miklos., 1985). Así, 

una familia de ADN satélite puede ser exclusiva de una sola especie, como 

ocurre con los ADNs satélites CgoA y CgoB del primate Callimico goeldii 

(Fanning et al., 1989) o estar restringida a unas pocas especies relacionadas 

entre sí, como por ejemplo en el caso de los Espáridos que se pueden separar 

en dos linajes distintos en función de la presencia o ausencia de la familia de 

ADN satélite DraI (Garrido-Ramos et al., 1998; 1999; De la Herrán et al., 2001). 

Sin embargo, la conservación de un ADN satélite puede ser mayor y estar 

presente en conjuntos amplios de especies relacionadas como ocurre con otro 

ADN satélite presente en la Familia Sparidae, con el satélite EcoRI que se 

encuentra en todas las especies de esta Familia de peces (Garrido-Ramos et 

al., 1998, De la Herrán., 2001). Esta conservación puede ser incluso mayor, 

llegando a estar presente en todo un suborden e incluso en todo un Orden, 

como es el caso del satélite PstI de los esturiones, presente en todo el Orden 

Acipenseriforme (Robles et al., 2003). Cuando una familia de ADN satélite está 

restringida a un grupo reducido de especies, puede indicar que esa familia de 
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ADN repetido puede tener un origen relativamente reciente (Singer., 1982). 

Pero si lo que ocurre es que la familia de ADN satélite se encuentra en un 

grupo taxonómico muy amplio, lo que indicaría sería un origen más antiguo de 

esta familia, presentando un mayor grado de conservación y estando presente, 

por lo tanto, en todas o en la mayoría de las especies del grupo.  

Las variaciones que presentan los ADNs satélites y su alto grado de 

cambio son explicadas por su peculiar forma de evolución. Y es que, las 

secuencias repetidas, por lo general, siguen un patrón evolutivo conocido como 

evolución concertada (Dover., 1986).  

Este modo de evolución concertada significa que las unidades de 

repetición no evolucionan de forma independiente, sino que se van 

produciendo intercambios de información de tal forma que se va manteniendo 

un alto grado de homogeneidad intrafamiliar. A través de las interacciones 

génicas entre los miembros de una familia de secuencias repetidas, una familia 

multigénica, evoluciona como una unidad, es decir, de forma concertada. El 

resultado de la evolución concertada es un conjunto de secuencias 

homogeneizadas. Pero la evolución concertada, además de depender de la 

transferencia horizontal de las mutaciones entre los miembros de la familia 

(homogenización) requiere de la expansión de ese cambio a todos los 

individuos de la población, a este proceso se le denomina fijación.  

Por otro lado, la alta tasa de cambio de un ADN repetido como es el 

ADN satélite, es debida a que, al tratarse de secuencias no codificadoras, las 

mutaciones que se producen no están sujetas a la acción de la selección 

natural. A su vez, la tasa a la que se produce la homogeneización 

intraespecífica es mayor que la tasa a la que aparecen las mutaciones y, a la 

vez, menor que la tasa de fijación.  

La evolución concertada, por tanto, conlleva no solo la homogeneización 

intraespecífica sino también la divergencia interespecífica a una velocidad 

mayor que otras partes del genoma. 

La tasa de homogeneización y de fijación de las secuencias repetidas 

depende de sus características. Así, se han propuestos diferentes causas que 

influyen es estos procesos de homogenización y fijación como son el número y 
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disposición de las repeticiones, la estructura de la unidad repetida, el 

requerimiento funcional y la propia estructura genética de las poblaciones 

(Graur y Li., 1999). 

 Con respecto a los mecanismos moleculares de cambio que intervienen 

en el proceso de homogeneización, se han propuesto varios como son la 

transposición, el deslizamiento de la hebra durante la replicación, la 

transferencia a través de intermediarios de ARN o a través de elementos 

circulares extracromosómicos (Dover., 1986). Pero, de todos los mecanismos, 

los que se han considerado principales responsables de llevar a cabo la 

homogenización de las variantes en el proceso de evolución concertada son el 

entrecruzamiento desigual y la conversión génica (Smith., 1976). 

Por lo tanto, el proceso básico de aparición de cualquier familia de 

secuencias repetidas es la amplificación por duplicación de esa secuencia. Una 

vez duplicada, mecanismos como el entrecruzamiento desigual, facilitan una 

amplificación aun mayor. El entrecruzamiento desigual es un mecanismo 

basado en el intercambio desigual entre dos unidades cromosómicas (entre las 

dos cromátidas hermanas del cromosoma durante la mitosis en células 

germinales, o entre dos cromosomas homólogos en la meiosis). Es un proceso 

de recombinación no recíproca que crea una duplicación de la repetición en 

una secuencia y la delección correspondiente a esa repetición en la otra, 

alterándose, por tanto, el número de copias. La acción del entrecruzamiento 

desigual puede producir tanto la amplificación como la reducción del número de 

copias de una familia de secuencias, así como la homogeneización de las 

mismas. En las grandes familias de secuencias repetidas, el entrecruzamiento 

desigual es el proceso más rápido en llevar a cabo la evolución concertada, ya 

que el número de repeticiones que se pueden cambiar entre las secuencias 

puede ser muy grande. 

Otra característica de los ADNs satélite es la presencia en su secuencia 

de repeticiones inversas y regiones palindrómicas. Las repeticiones inversas 

parece que están relacionadas con distintos procesos de amplificación del ADN 

(Ohshima et al., 1992) y las regiones palindrómicas parecen estar relacionadas 

con procesos de recombinación (Higgins et al., 1988). 
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1.1.5.  Uso del ADN satélite par la realización de filogenias. 

Debido a la rápida tasa de evolución, el ADN satélite constituye una 

excelente herramienta  para poder establecer las relaciones filogénicas entre 

especies emparentadas (Arnason., 1990; Bachmann et al., 1993). Así, un ADN 

satélite conservado en diferentes especies con un origen monofilético 

constituye en preciso marcador filogenético pudiendo ser utilizado en 

taxonomía y sistemática. Como se ha comentado, un ADN satélite, debido a su 

forma de evolución, puede ser exclusivo de una especie o de un grupo de 

especies, por lo que en un simple estudio de presencia/ausencia se puede 

establecer relaciones entre estas. Por otro lado, el análisis de las secuencias 

de las unidades de repetición de un ADN satélite compartido por un grupo de 

especies, mediante la comparación de la variación intra- e interespecífica, 

revela la divergencia estimada entre estas especies. En estudios filogenéticos 

utilizando ADN satélite es necesario el uso de secuencias consenso obtenidas 

a partir de la comparación de diferentes monómeros. Además, hay que 

determinar que el grado de evolución concertada de las repeticiones dentro de 

la misma especie es mayor que entre las especies relacionadas (Hillis y Davis., 

1988). Es decir, que la variabilidad intraespecífica de las secuencias debe ser 

menor que la variación interespecífica, y que a mayor diversidad entre las 

secuencias consensos de dos especies, más alejadas filogenéticamente se 

encuentran. Las filogenias realizadas con ADN satélite han sido a menudo 

coincidentes con otras filogenias realizadas con otro tipo de secuencias. Este 

es el caso de la Familia Sparidae, cuya clasificación, basada 

fundamentalmente en la dentición, agrupa a las especies de este grupo de 

peces en cuatro subfamilias (Boopsinae, Denticinae, Pagellinae y Sparinae). 

Mediante el análisis de los ADNs satélites EcoRI y DraI presentes en sus 

genomas, trabajos de Garrido-Ramos et al., 1995 y De la Herrán et al., 2001, 

contradicen esta clasificación morfológica. Así, estos autores, pusieron de 

manifiesto la existencia de dos clados en los cuales se agrupaban especies 

que, en la clasificación morfológica, estaban separadas o viceversa. 

Con posterioridad, y mediante el análisis de otro marcador molecular 

como es el ADN mitocondrial 16S, Orrell y Carpenter en 2004 confirmaron las 
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relaciones filogenéticas y la existencia de dos linajes en los Espáridos, 

previamente propuestos mediante el uso del ADN satélite.  

1.1.6.  Los peces planos. 

Uno de los grupos de peces más interesantes desde el punto de vista 

básico y aplicado es el formado por los peces planos, que se engloban dentro 

del Orden Pleuronectiformes (del griego pleura –lado- y nektos –nadar-). Esta 

forma de nadar es debida a que se trata del único orden de vertebrados cuyos 

individuos presentan una simetría bilateral alterada (peces planos), viviendo 

tendidos sobre fondos arenosos que utilizan para pasar desapercibidos ante 

sus predadores. Las especies pertenecientes a este orden presentan una 

amplia distribución mundial, siendo la mayoría marinas, con unas pocas de 

agua dulce.  

Son estas características, y su éxito evolutivo (por cuanto existen un 

gran número de especies) y anatomía con asimetría externa (cuyo origen y 

evolución es enigmático) las que hacen que este grupo de peces tenga una 

gran importancia desde el punto de vista evolutivo. De hecho, y en este mismo 

sentido, esta asimetría y la ausencia en el registro fósil de clases intermedias 

ha sido una de las cuestiones más debatidas en estudios evolutivos, enfrentado 

por ejemplo inicialmente a Mivart y Darwin en cuanto a la acción de la selección 

natural en el origen de esta morfología (Mivart., 1871) y posteriormente, con 

intentos de explicación mediante el saltacionismo por parte de Goldschmidt o 

más recientemente con el descubrimiento de dos fósiles con una incompleta 

migración orbital que pondrían de manifiesto una evolución gradual de esta 

característica (Friedman., 2008). 

Por otro lado, hay que recordar que dentro de este grupo nos 

encontramos especies como rodaballo, platijas, gallos y  lenguados, con gran 

importancia desde el punto de vista económico, tanto en el sector de la pesca 

como en la industria acuícola, siendo sus cultivos uno de los más productivos 

dentro de los peces (rodaballo en Europa, fletan en América y platija en Asia).  

1.1.7.  Taxonomía de peces planos. 

El grupo de los pleuronectiformes engloba a un grupo de peces muy 

especializado y con una antigüedad todavía por establecer. Este grupo está 
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formado por unas 600 especies y, aproximadamente, 115 géneros (Norman., 

1934; Hubbs., 1945; Amaoka., 1969). 

Su clasificación, más aceptada se detalla a continuación: 

REINO: ANIMALIA 

FIUM: CHORDATA 

SUBFILUM: VERTEBRATA. 

INTRAFILUM: GNATHOSTOMATA 

CLASE: OSTEICHTHYES 

SUBCLASE: ACTINOPTERYGII 

ORDEN PLEURONECTIFORMES: 

Suborden Pleuronectoidei:  

- Familia Achiropsettidae 

- Familia Bothidae  Arnoglossus imperialis, Arnoglossus thori. 

- Familia Citharidae 

- Familia Paralichthyidae  

- Familia Pleuronectidae Pleuronectes platesa, Hippoglossus 

hippoglossus, P. flesus. 

- Familia Scophthalmidae. Scophthalmus rhombus, S. maximus 

Suborden Psettodoidei:  

- Familia Psettodoidae. Psetta maxima 

Suborden Soleoidei:  

- Familia Achiridae  

- Familia Cynoglossidae  

- Familia Soleidae. Microchirus azevía, Dicologoglossa cuneata, 

Solea lascaris, S. senegalensis, Solea solea, Bathysolea 

profundícola, Synaptura lusitanica. 

Sin embargo, la posición de este grupo en relación con otros grupos, y 

las relaciones filogenéticas dentro del propio Orden, se encuentran en la 

actualidad en discusión. Esto, en parte, es debido a que es un grupo en el que, 
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hasta hace muy poco tiempo, no se habían realizado suficientes estudios 

genéticos tanto a nivel cromosómico como molecular. En general, todas sus 

especies presentan un reducido tamaño de genoma (Hinegardner., 1968), en 

comparación con otros grupos de peces e incluso con otros grupos de 

vertebrados, con valores C entre 1,04 pg y 0,73 pg (entre 1000 millones de 

pares de bases y 780 millones de pares de bases) dentro de la familia Soleidae 

(Hardie y Hebert., 2004). Así, sus genomas son solo un 20% respecto al 

genoma de mamíferos (Ohno y Atkin., 1966; Ohno., 1970). Con respecto a los 

rangos en el número cromosómico, se encuentran dentro de los valores 

modales de Teleósteos (Ohno., 1970; Sola et al., 1981). El cariotipo de algunas 

especies oscila en un rango de número diploide 2n=28 a 2n=48 (Azevedo et al., 

2007). En cuanto a las especies de peces planos que hemos analizado en esta 

Memoria, S. senegalensis presenta una cariotipo de 21 pares cromosómicos y 

48 brazos cromosómicos (Vega et al., 2002) al igual que el fletan (H. 

hippoglossus) y la solla (Pleuronectes platessa), mientras que acedía 

(Dicologoglossa cuneata), lenguado común (Solea solea) y lenguadina (Solea 

lascaris) presentan 2n=42. 

Basándose en estos datos cariotípicos y en otros rasgos de tipo 

morfológico, se ha destacado una hipótesis evolutiva para este grupo de peces, 

aceptada por un amplio grupo de autores (Kikuno et al., 1986; Fan y Fox., 

1991; Vitturi et al., 1993), y que propondría una tendencia a la disminución del 

número de cromosomas con igual o mayor número de brazos cromosómicos a 

partir de un cariotipo primitivo constituido por 48 cromosomas acrocéntricos. 

Los dos mecanismos responsables de este cambio cromosómico serían 

reordenaciones tales como fusiones céntricas e inversiones pericéntricas. 

Según ésta hipótesis, dentro del Orden Pleuronectiformes, la familia 

Pleuronectidae englobaría a las especies más primitivas, mientras que la 

familia Paralichthyidae representaría a las más recuentes. 

En cuanto al pariente vivo más próximo del grupo de los peces planos, 

todavía no se ha propuesto ningún candidato, pero según algunos datos 

moleculares, (Miya et al., 2003) han propuesto que debería buscarse entre la 

familia de los Carángidos (caballas y jureles). Aunque también se han 

postulado varios candidatos como la familia de los Serránidos (como meros, 
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cabrillas y maragotas) que debido a sus hábitos conductuales (estos peces 

tienden a echarse sobre un lado con la mitad del cuerpo cubierto por el fondo 

arenoso) el origen de la asimetría se derivaría de un comportamiento peculiar. 

Así se puede señalar que dicha asimetría podría depender tanto de factores 

genéticos como ambientales. 

Si nos centramos en el grupo, las relaciones filogenéticas entre las 

diferentes especies de peces planos son muy debatidas. Concretamente, se 

han realizado filogenias utilizando diferentes marcadores como isoenzimas, 

ADN mitocondrial o ADN ribosómico (Infante et al., 2006, Pardo et al., 2005) 

siendo contradictorios los resultados, y a su vez, no coincidiendo con las 

clasificaciones morfológicas (Hensley y Ahlstrom., 1984, Chapleau., 1993) 

En este sentido, y con el fin de contribuir a aclarar las relaciones entre 

estas especies así como con otras especies de peces, parte de los trabajos de 

esta tesis se centraron en la búsqueda de marcadores que pudieran ser 

utilizados en estudios filogenéticos y taxonómicos. Por lo ya comentado en el 

apartado E, nuestro principal objetivo fue la búsqueda de secuencias repetidas 

en los genomas de estas especies con el fin de utilizarlas como marcadores 

nucleares, que han demostrado un gran poder de resolución para establecer 

relaciones filogenéticas dentro de los peces (Garrido-Ramos et al., 1999; De la 

Herrán et al., 2000; Robles et al., 2004). En una revisión bibliográfica, 

determinamos que solo se ha caracterizado una familia de ADN satélite en una 

especie de pez plano tropical (Achirus lineatus) perteneciente a la familia 

Soleidae. Este ADN satélite (Al-HindIII) se encuentra en la región centromérica 

de todos los cromosomas del cariotipo (Fagundes et al., 2005). Adicionalmente, 

otro ADN satélite centromérico (DraI) se ha caracterizado en la acedía (D. 

cuneata), también perteneciente a la familia Soleidae, cuya secuencia 

consenso consta de 171 pares de bases de longitud (De la Herrán et al., 2008). 

Pero es interesante destacar que, aunque ambas familias se localizan a nivel 

centromérico, y ambas especies pertenecen a la misma familia (Soleidae), no 

se ha encontrado ninguna relación entre ambos ADNs satélites, siendo su 

secuencias monoméricas muy diferentes.  
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1.2.  Estudios de genómica funcional. 

Uno de los principales estudios llevados a cabo dentro de este campo es 

el análisis de la expresión génica diferencial. En ellos se establecen patrones 

de expresión especio-temporal en relación con diferentes procesos biológicos 

tales como desarrollo ontogénico, situaciones de estrés (causadas por 

infecciones, adaptación a cambios ambientales, etc.) o desarrollo y maduración 

sexual. En este sentido, los genes de la determinación y diferenciación sexual 

en peces, son muy variados existiendo gran cantidad de mecanismos de 

determinación, pudiendo influir en ellos tanto factores genéticos como 

ambientales (Devlin y Nagahama,., 2002).  

1.2.1.  Determinación y diferenciación sexual en peces  

Los peces presentan los tres tipos de reproducción conocidos en 

vertebrados: gonocorismo, hermafroditismo y unisexualidad (Price., 1984). La 

determinación del sexo fenotípico en este grupo de vertebrados es muy versátil 

y se debe a un mecanismo dual que controla la expresión de los genes 

relacionados con el desarrollo gonadal. En primer lugar se produce un proceso 

de determinación sexual que define el sexo genético seguido de la 

diferenciación gonadal que define el sexo fisiológico (revisado en Piferrer y 

Guiguen., 2008).  

La determinación sexual es un proceso por el que se establece el género 

masculino o femenino de un individuo (Bull., 1983). Si bien normalmente esta 

determinación es genotípica, e implica la presencia de cromosomas sexuales 

con uno o varios factores principales, o varios factores menores distribuidos en 

los autosomas, en algunas especies, como algunos peces, la determinación del 

sexo puede ser ambiental y responder a variables tales como la temperatura 

(Devlin y Nagahama., 2002). 

Por otro lado, el proceso de diferenciación sexual puede venir propiciado 

por varios genes, principalmente responsables de que la gónada se acabe 

convirtiendo en ovario o testículo y puede/n estar localizado/s en un par 

cromosómico concreto, el par sexual, o distribuidos en distintos lugares de 

genoma.  
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Así, el sexo fisiológico se desarrolla después del sexo genético, durante 

la ontogénesis, a través de procesos bioquímicos bajo control genético, pero 

también puede estar influenciado por factores ambientales. Tales factores 

como la temperatura, hormonas o comportamientos sociales pueden, por tanto, 

modificar la ruta de desarrollo gonadal (Baroiller y D’Cotta., 2001; Piferrer y 

Guiguen., 2008).  

1.2.2.  Determinación sexual monogénica: los cromosomas sexuales 

Como ya se ha comentado, en la determinación monogénica, el sexo 

está determinado por un gen localizado en los cromosomas sexuales y/u otros 

genes con efecto menor localizados en otros cromosomas (Devlin y Nagaha-

ma., 2002).  

En lo que concierne a los cromosomas sexuales, de forma general, los 

peces exhiben una evolución cromosómica primitiva (Wolf., 2005) no 

presentando la mayoría de las especies ningún dimorfismo cromosómico 

sexual. De hecho, sólo alrededor el 10% de las especies presentan 

cromosomas sexuales distintivos, puestos de manifiesto por técnicas 

citogenéticas y de hibridación in situ fluorescente (FISH) (Devlin y Nagahamaa., 

2002), siendo por tanto la mayoría, especies sin cromosomas sexuales 

heteromórficos (Bouza et al., 1994, Carrasco et al., 1999). 

Entre las excepciones, nos encontramos algunos ejemplos como 

Aulopus japonicus (Ota et al., 2003), especies del género Liobagrus (L. 

marginatus y L. styani) (Chen et al., 2008) y especies del género 

Gasterosteidae tales como Gasterosteus wheatlandi (Chen y Reisman., 1970) y 

Apeltes quadracus, (Peichel et al., 2004).  

Entre estas especies con cromosomas sexuales se producen dos tipos 

de mecanismo: especies con machos heterogaméticos (XY) tales como 

medaka (Oryzias latipes, Yamamoto., 1969; Schartl., 2004), trucha arco-iris 

(Oncorhynchus mykiss, Thorgaard., 1977) y tilapia (Oreochromis niloticus, 

Baroiller et al., 1999) y especies con las hembras heterogaméticas (ZW), tales 

como Oreochromis aureus (Mair et al., 1991) y las pertenecientes a los géneros  

Xiphophorus  y Gambusia (Volff y Schartl., 2001) 
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1.2.3.  Genes para la determinación sexual  

En diferentes estudios llevados a cabo en peces, se ha intentado 

caracterizar genes candidatos (o maestros) para la determinación sexual tal 

como el gen SRY previamente identificados en mamíferos (sex determining 

region of the Y chromosome) (Ezaz et al., 2006). Hasta hoy el único gen 

determinante del sexo aislado en peces es el gen  DMY/dmrt1bY en Oryzias 

latipes (Matsuda et al., 2002; Nanda et al., 2002; Schartl., 2004), habiéndose 

demostrado que en esta especie desempeña un papel clave en la 

determinación del sexo (Matsuda et el., 2007). Su función parece estar 

relacionada con la inhibición de la proliferación celular de las células 

germinales (Herpin et al., 2007). En estudios posteriores se determinó que 

otras especies del mismo género no poseían este gen (Wolf et al., 2003) de lo 

que se puede deducir que los peces pueden presentar diferentes líneas 

evolutivas para la determinación sexual.  

Por el contrario, en peces, sí se han encontrado muchos de los genes 

que en otras especies de vertebrados, intervienen en procesos de 

diferenciación gonadal, lo que sugiere la conservación de tales mecanismos.  

Entre estos genes podemos señalar el gen Wt1 que en mamíferos 

codifica un factor de transcripción  que interviene en procesos de diferenciación 

del sistema urogenital y que se ha encontrado en medaka y pez cebra (Perner 

et al., 2007 y Kluver et al., 2009).  

El gen Sox 9, que es un factor de transcripción que contiene la caja 

HMG de unión al ADN que es uno de los principales genes relacionados con la 

diferenciación sexual en vertebrados (Kent al., 1996: Morais da Sílva et al., 

1996) interviniendo en la diferenciación testicular (Wagner et al., 1994; Vidal et 

al., 2001) se ha identificado en varias especies tales como trucha aro-iris 

(Takamatsu et al., 1997; Vizziano et al., 2007), tilapias (Ijiri et al., 2008), pez 

cebra (Chiang et al., 2001; Von Hofsten y Olson., 2005), guppy (Shen et al., 

2007) entre otras. 

Amh (MIS) o gen de la hormona antimulleriana, una glicoproteina que en 

mamíferos interviene en la diferenciación testicular y que se ha caracterizado 
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en varias especies de peces, como puede ser el pejerrey (Odontesthes 

hatcheri, Hattori et al., 2012). 

Cyp, gen que codifica para la enzima citocromo P450 aromatasa que es 

un enzima clave en la conversión de andrógenos en estrógenos, cuya 

proporción es importante para la diferenciación sexual, y que, en peces, se 

conoce la existencia de dos variantes génicas, Cyp19a1 y Cpy19a2 en 

especies como tilapia (Oreochromis niloticus, Kown et al., 2001) o la trucha 

arco-iris (Oncorhynchus mykiss, Liu et al., 2001). 

Fox12 que pertenece a una familia de factores de transcripción 

denominada Forkhead (Füherer., 2002) con expresión específica en hembras 

de vertebrados con función de diferenciación en la diferenciación de ovarios. 

Su acción posiblemente es la de regulación de la transcripción del gen Cyp19 

(Loffler et al., 2003; Liu et al., 2001).  

Dax1 que codifica para un receptor nuclear de hormonas ligado al 

cromosoma X en mamíferos (Zanaria et al., 1994). En peces, Dax1 se ha 

aislado y caracterizado en varias especies tales como tilapia, trucha aro-iris, 

medaka y Dicentrarchus labrax miembros de la familia Moronidae (Wang et al., 

2002; Baron et al., 2005; Martins et al., 2007; Nakamoto et al., 2005) aunque no 

está claro el papel que en este grupo de animales desempeña durante la 

diferenciación sexual. 

De lo expuesto anteriormente, se puede deducir que los estudios 

genéticos y genómicos que se vienen realizando en los últimos años, han 

permitido un mejor conocimiento de los genes determinantes del sexo en 

peces. Esto contribuye a que se comiencen a localizar y caracterizar las 

regiones en donde se localizan tales genes, así como otros ligadas al sexo 

sobre todo en especies modelo de peces cuyos genomas han sido ya 

secuanciados: Xiphophorus maculatus (Froschauer et al., 2002) Gasteorosteus 

aculeatus (Peichel et al., 2004), Takifugu rubripes (cui et ., 2006 Kikuchi et al., 

2007) poner más Danio rerio…… Mediante estudios de sintenia, estas regiones 

también estan siendo analuzadas en especies con interés acuícola como 

Oncorhynchus mykiss (Felip et al., 2005) o S maximus (PAULIANO) 
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1.2.4.  Familia Acipenseridae (Esturiones) 

Los esturiones son peces óseos pertenecientes al Orden 

Acipenseriformes del que se conocen unas 25 especies.  

Se consideran fósiles vivientes con 200 millones de años de antigüedad 

(Gardiner., 1984) que aparecieron en el Jurásico y aún continúan formando 

parte de la fauna actual.  

Presentan un cuerpo alargado y estrecho (escualiforme) su piel carece 

de escamas y en su lugar hay cinco hileras longitudinales de placas romboides 

y puntiagudas (escudetes). La cabeza está cubierta de placas óseas anchas 

subcutáneas. El lóbulo superior de su cola es mucho más grande que el inferior 

(heterocerca). La boca es protráctil, de posición ventral y sin dientes. Se 

alimentan por succión de plantas y pequeños animales detectados por cuatro 

apéndices o barbillas situadas en la parte anterior del hocico, que van 

barriendo el fondo 

Su distribución se restringe al hemisferio norte donde las diferentes 

especies de este grupo se encuentran repartidas en los grandes sistemas 

fluviales, lagos, aguas costeras y mares internos. Si bien los esturiones se 

distribuyen en 4 grandes áreas biogeográficas (Choudhury y Dick., 1998), tanto 

en el pasado, como en la actualidad, se han encontrado ejemplares de 

especies en localizaciones geográficas que no le correspondían (Ludwig et al., 

2002, De La Herrán et al., 2004) 

La mayoría de los esturiones son anfibióticos, tienen sus puestas en 

fondos de grava o de cantos rodados de los ríos. Tras un periodo larvario corto, 

los alevines de uno a tres años migran al mar, a zonas próximas a la costa, 

donde continúan su crecimiento y alcanzan la madurez. En este sentido, hay 

que señalar que los esturiones son gonocóricos, y alcanzan la madurez sexual 

tardíamente, entre los 5-16 años, según la especie, en los machos y entre los 

6-20 años, según la especie, en las hembras (Hochleithner y Gessner., 2001). 

Los esturiones sexualmente maduros regresan a los ríos de origen para 

realizar las puestas. 

Los esturiones son uno de los recursos naturales más valiosos del 

planeta. Estos peces proporcionan productos muy apreciados ya que de ellos 
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se puede aprovechar tanto su carne, piel, cartílago y, por supuesto, el caviar, 

es decir, las huevas no fecundadas de esturión, consideradas como un manjar 

exquisito. Para los países de su área de distribución, se trata de una importante 

fuente de ingresos y de empleo ya que, aunque tienen un crecimiento lento, 

producen altos rendimientos económicos con el comercio internacional de sus 

huevas. Su producción e industria se desarrollaron principalmente en la antigua 

Unión Soviética y en países de Oriente próximo. Sin embargo, en España, 

también existió una explotación del caviar desde tiempos muy antiguos, 

habiendo existido desde el siglo XV una importante industria de producción de 

caviar en Coria del Río, a partir de esturiones capturados en el río Guadalquivir. 

En la actualidad las poblaciones existentes de estos peces se 

encuentran en continua regresión hasta el punto de ser consideradas especies 

en peligro de extinción. En este sentido, la mayoría de las especies están 

recogidas en la Lista Roja de especies amenazadas de la IUCN (Unión 

Internacional para la Conservación de la Naturaleza) y desde hace más de diez 

años, es preciso contar con permisos y certificados CITES (Convención sobre 

el comercio Internacional de Especies Amenazadas y Fauna y Flora Silvestre) 

para proceder al comercio internacional de todos los esturiones y las partes y 

derivados de los mismos (por ejemplo, caviar, carne, piel, etc.). 

La desaparición de las poblaciones de esturión se debe principalmente a 

factores tales como la sobrepesca y capturas ilegales, las dificultades que 

constituyen las presas para las migraciones reproductivas y la contaminación 

de sus hábitats. 

El cultivo del esturión en cautividad está tratando de paliar este 

retroceso. Se potencia la producción de semillas para la repoblación de stock 

naturales y la producción de peces para el mercado. Pero los costes de 

producción del esturión son muy elevados y esto se ve reflejado en la 

comercialización del producto. Y es que, además de los inconvenientes propios 

del cultivo en cautividad, hay que tener en cuenta que, como ya se ha 

comentado, los esturiones maduran a los 8-12 años de edad (de media). 

Una forma eficiente de reducir costes sería separar prematuramente los 

machos y las hembras, de manera que se pueda comercializar la carne de los 

primeros manteniendo a las hembras exclusivamente para la producción de 
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caviar. Sin embargo, la ausencia de dimorfismo sexual externo en los 

esturiones (Holčik., 1986) hace imposible distinguir los machos de las hembras 

en los estadíos larvarios, juveniles e incluso adultos, lo que provoca la 

necesidad de mantener en cultivo a todos los ejemplares de ambos sexos. La 

identificación precoz del sexo es por tanto, de gran interés para el cultivo de 

estos peces, cuando lo que se pretende es producir caviar. 

1.3.  Estudios de determinación y diferenciación sexual en esturiones. 

El interés de los esturiones desde los dos puntos de vista comentados 

anteriormente (conservacionista y comercial) han llevado en los últimos años al 

desarrollo de técnicas para la mejora de su cultivo y a la realización de estudios 

de reproducción en estas especies. Así, se han venido realizando diferentes 

estudios que han intentado conocer el mecanismo de determinación y 

diferenciación sexual en esturiones. Estos estudios se han realizado mediante 

varias aproximaciones tales como análisis a) citogenéticos, b) manipulación 

cromosómica (ginogenéticos) para el estudio de proporción de sexos, c) 

estudios fisiológicos y, d) estudios moleculares (revisado en Keyvanshokooh y 

Gharaei., 2010).  

1.3.1.  Estudios citogenéticos 

Así, en lo que se refiere a estudios citogenéticos, podemos señalar que 

los cariotipos de los esturiones se caracterizan por una gran cantidad de 

cromosomas de los que alrededor de la mitad son minicromosomas. Las 

especies se puede dividir en dos grupos, el primero de ellos compuesto por 

aquellas cuyo número cromosómico es alrededor de 120 cromosomas y con un 

tamaño de genoma (1C) de 1.6-2.5 pg, y el segundo, compuesto por las 

especies cuyo número cromosómico varía entre 240 y 250 y el tamaño del 

genoma entre 4.0 y 4.8 pg (Birstein., 1993 Blackligde y Bidwell., 1993). En 

ninguno de los análisis citogenéticos analizados en las distintas especies de 

esturiones se han identificado cromosomas sexuales (Fontana y Colombo., 

1974; Holcik., 1986, Van Eenennaam., 1997). 

1.3.2.  Técnicas de manipulación cromosómica. 

Como se ha comentado, los esturiones son gonocoristas y en ausencia 

de cromosomas sexuales diferenciados se han realizado otro tipo de 
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aproximaciones para intentar dilucidar su determinación cromosómica sexual. 

Así, en estos estudios de ginogénesis realizados en tres especies, Acipenser 

transmontanus (Van Eenennaam et al., 1997), Huso huso (Omoto et al., 2005) 

y A. brevirostrum (Flynn et al., 2007) se encuentran una gran desviación en la 

proporción de descendencia femenina (desde un 65% un 82% según la 

especie). Estos datos aportan una evidencia en el sentido de que la hembra no 

es el sexo homogamético, al no alcanzar la progenie el 100% de hembras. 

También señalarían que pueden existir otros factores implicados en la 

determinación sexual, al ser la descendencia femenina claramente superior al 

50% en todos los casos. Dado que en los esturiones se han producido 

duplicaciones genómicas en su historia evolutiva (Ludwig et al., 2001) es 

posible que el sexo esté controlado por varios cromosomas con varios loci 

implicados (Flynn et al., 2007). 

1.3.3.  Técnicas físicas y fisiológicas para el estudio de la diferenciación 

sexual. 

La ausencia de cromosomas sexuales y de caracteres morfológicos 

externos diferenciales entre sexos, han propiciado el desarrollo de diferente 

técnicas para tratar de diferenciar machos y hembras de esturiones. Así, se 

han realizado intentos mediante técnicas fisicas y fisiológicas, tales como un 

examen interno de la gónada: con una biopsia de la gónada sexualmente 

diferenciada (Conte et al., 1988), endoscopia (Hurvitz et al., 2007) y de forma 

menos traumática mediante el empleo de un boroscopio a través del tracto 

urogenital (Kynard y Kieffer., 2002) o mediante ecografía (Moghim et al., 2002). 

También se han llevado a cabo estudios de los niveles de esteroides sexuales 

en sangre, considerados como una alternativa a la inspección de la gónada, 

estando esta técnica bien establecida en peces (McMaster et al., 1992). En el 

caso de los esturiones, los niveles de esteroides sexuales son bastante bajos 

hasta el inicio del desarrollo gonadal (Doroshov, Moberg y Van Eenennaam., 

1997). Este procedimiento se podría usar para determinar el sexo, pero resulta 

poco fiable en esturiones, ya que estos valores están influenciados por la edad, 

las condiciones de cría y la temperatura del agua (Feist et al., 2004), por lo que 

se ha optado por el desarrollo de técnicas moleculares. 
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1.3.4.  Estudios moleculares para la determinación del sexo en 

esturiones 

Es evidente que una forma efectiva, rápida, relativamente poco 

traumática y precoz, sería poder disponer de un marcador de ADN que 

diferenciara sin ningún género de duda los individuos machos y hembras de 

esturiones.  

La investigación en este apartado, se ha venido planteado desde tres 

enfoques diferentes:  

1) mediante marcadores moleculares anónimos (RAPD, AFLP, etc.), 2) 

mediante la caracterización y análisis de genes candidatos para el 

determinismo sexual que hayan sido previamente estudiados en otras 

especies, 3) mediante técnicas de sustracción para intentar encontrar 

secuencias diferentes entre los genomas de machos y hembras. 

1.3.4.1.  Búsqueda de marcadores diferenciales entre sexos 

En general, los intentos de caracterizar algún marcador molecular  

asociado al sexo en los esturiones han resultado infructuosos. Así, Wuertz et al 

(2006) se centraron en la identificación de marcadores RAPDs, ISSR y AFLPs 

en cuatro especies de esturión (A. baerii, A. naccarii, A. gueldenstaedtii y A. 

ruthenus), no detectando en ninguno de los casos bandas específica para 

alguno de los sexos. Idéntico resultado, en estos casos, utilizando RAPDs, 

encontraron tanto McCormick et al. (2008) para la especie A. fulvescens y 

Keyvanshokooh et al. (2007) para la especie Huso huso. Recientemente, 

Yarmohammadi et al. (2011), tanto en A. persicus como en H. huso llevaron a 

cabo un análisis de AFLPs llegando a la conclusión que o bien los cromosomas 

sexuales en esturiones no están perfectamente diferenciados o bien las 

técnicas usadas hasta ahora no son lo suficientemente sensibles para llegar a 

diferenciarlos.  

1.3.4.2.  Genes implicados en el determinismo y diferenciación sexual. 

En la búsqueda de genes clave en los mecanismos de diferenciación 

sexual de los esturiones, se ha sugerido la existencia de un gen maestro para 

la determinación sexual en algunas especies de esturiones (Eenennaam., 
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1999; Hett y Ludwig., 2005). Siguiendo este enfoque, se han tratado de 

encontrar en el genoma de los esturiones, genes, implicados en estos procesos 

de determinación y diferenciación sexual, que ya han sido caracterizados en 

otras especies de peces.  

De esta forma, y mediante el uso de cebadores degenerados diseñados 

en regiones conservadas entre especies de peces, se ha puesto de manifiesto 

la presencia de distintos genes implicados en estos mecanismos. Entre ellos, 

podemos destacar, los genes de la familia Sox (Sox2, Sox3, Sox4, Sox9, 

Sox11, Sox17, Sox19 y Sox21) en los genomas de las especies A. sturio (Hett 

y Ludwig., 2005; Hett et al., 2005) y A. fulvencens (McCormick et al., 2008). 

Estos genes están implicados en numerosos procesos del desarrollo y 

determinación sexual en vertebrados y codifican factores de transcripción 

relacionados con el Sry de mamíferos ligado al proceso de formación de 

testículos (Koopman et al., 1991; Wright et al., 1993; Russel et al., 1996).  

Recientemente, (Berbejillo et al., 2012), utilizando también cebadores 

degenerados y diseñados en las regiones conservadas de los genes, se ha 

realizado un análisis de expresión diferencial de algunos de estos genes 

implicados en el desarrollo del testículo. Así, se ha comprobado la presencia en 

el genoma del esturión A. baerii, de los genes Dmrt1 y Sox9 (factores 

transcripción en células de Sertolli), Cyp17a1, y star, (factores de la células de 

Leydig en producción de androgenos), ar (receptor de andrógenos), igf1 (factor 

de crecimiento controlando el desarrollo testicular) y LH (hormona 

gonadotropínica). Estos autores han encontrando un claro dimorfismo sexual 

en la expresión de estos genes (sobre-expresados en testículos) en ejemplares 

juveniles de tres años. 

Sin embargo, y utilizando esta misma técnica usando cebadores 

específicos, no se han podido amplificar estos genes en otras especies de 

esturiones, como A. naccarii (Lopez-Flores et al., 2005) o A. fulvencens (De 

Woody et al., 2010) 

Otros genes, relacionados con el desarrollo gonadal, y que han sido 

analizados en esturión, en este caso en A. sinensis, son los denominados 

genes ZP (proteína de la zona pelúcida). Estos genes ZP codifican proteínas 

con un dominio ZP característico que contiene ocho cisteínas y un grupo 
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interno hidrofóbico muy conservado que juega un papel importante en su 

estructura secundaria y terciaria (Bork y Sander., 1992). Su papel fisiológico es 

el de formar parte de la matriz extracelular del folículo ovárico la denominada 

zona pelúcida. Se han caracterizado numerosas subfamilias de genes ZP 

pudiendo variar su número desde tres a cuatro en mamíferos hasta siete en 

peces habiéndose encontrado en el caso de algunas especies de peces  tales 

como en O. latipes y D. rerio que en concreto el gen ZPC está duplicado 

(Goudet et al., 2008).  

En la especie A sinensis, (Li et al., 2011) analizaron tres genes AsZP3.1 

AsZP3.2 y AsZP.3.3. Estos dos últimos presentan una gran homología entre sí 

(alrededor del 82%) y sólo se expresan en gónadas pero muestran poca 

homología con AsZP3.1 que, por el contrario, presenta una gran amplitud de 

expresión tisular. Ninguno de los genes presenta expresión en estadios 

tempranos de desarrollo incluyendo etapas entre uno y dos años. Es a partir de 

los tres años cuando se observa su expresión en testículos de machos y en los 

ovarios de las hembras. 

1.3.4.3.  Técnicas de hibridación sustractiva para el estudio de la 

diferenciación. 

En tercer tipo de abordaje en el estudio de la determinación sexual 

implica el uso de técnicas sustractivas para encontrar secuencias que son 

diferentes entre los genomas de machos y de hembras (y sin tener 

conocimientos previos de su secuencia o identidad). El sexo heterogamético 

contiene las mismas secuencias que el homogamético excepto aquellos loci 

determinantes del sexo. Esta técnica de hibridación sustractiva por supresión 

(HSS) se ha utilizado con éxito en peces tales como el salmón real 

(Oncorhynchus tshawytscha, Devlin et al., 1991), en la boga (Leporinus 

elongatus, Nakayama et al., 1994) y en la carpa común (Cyprinus carpio, Chen 

et al., 2010), siendo ampliamente utilizada para el estudio de diversos aspectos 

de la fisiología de peces (Larkin et al., 2003). Si bien se ha aplicado esta 

técnica utilizando ADN genómico total en varias especies de esturión, como A. 

transmontanus y A. fulvescens (Van Eenennaam., 1997 y McCormick et al., 

2008, respectivamente), en ningún caso se han encontrado secuencias 

específicas de sexo. Adicionalmente, los análisis proteómicos realizados en A. 
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persicus, han puesto de manifiesto patrones proteicos similares en gónadas 

maduras de machos y hembras en esta especie (Keyvanshokood y Vazari., 

2008; Keyvanshokood et al., 2009) 

Sin embargo, la estrategia basada en la expresión diferencial, utilizando 

la sustracción, podrían dar algún resultado concluyente, y por tanto ser de 

mayor utilidad en esturiones, si partimos de sus transcriptomas (tanto de 

machos como de hembra) y no de su ADN genómico o proteínas, llevado a 

cabo hasta hoy en día y sin mucho éxito.  
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En esta Memoria nos hemos planteado los siguientes objetivos: 

1. Aislar y caracterizar desde el punto de vista citogenético y 

molecular secuencias repetidas presentes en el genoma de 

algunas especies de interés de peces planos (Orden 

Pleuronectiformes). 

2. Comprobar el grado de conservación, tanto in vitro como in silico 

de los ADN repetidos caracterizados previamente en peces 

planos en otros grupos de peces. 

3. Llevar a cabo un estudio evolutivo mediante la comparación de 

las secuencias de las unidades de repetición en las diferentes 

especies analizadas. 

4. Comprobar la utilidad de estas familias de ADN repetido como 

marcador taxonómico y filogenético para poder inferir relaciones 

existentes entre las diferentes especies de peces. 

5. Detectar genes con expresión diferencial entre machos y hembras 

del esturión Acipenser naccarii mediante construcción de 

genotecas procedente de hibridación sustractiva a partir de ARNm 

de gónadas. 

6. Análisis de las genotecas obtenidas para la selección de genes 

candidatos que puedan estar involucrados en el desarrollo 

gonadal. 

7. Estudiar comparativamente la expresión génica de estos genes 

en machos y hembras mediante PCR cuantitativa. 
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3.1.  Material empleado y Procedencia. 

3.1.1.  Peces planos (Orden Pleuronectiformes) 

Para llevar a cabo los objetivos planteados en esta Memoria en relación con 

los peces planos, se han utilizado ejemplares pertenecientes a 15 especies de 

peces distintas. En la TABLA 1 se recoge la información de dichas muestras, su 

clasificación taxonómica y el material de partida con el que se ha trabajado.  

NOMBRE CIENTÍFICO FAMILIA ORDEN 
NOMBRE 

COMÚN 

TIPO DE 

MATERIAL 

Solea senegalensis Soleidae Pleuronectiformes 
Lenguado 

senegalés 
Larvas/ músculo 

Solea solea Soleidae Pleuronectiformes Lenguado común Músculo 

Solea lascaris Soleidae Pleuronectiformes Lenguadina o pegusa Músculo 

Dicologoglossa cuneata Soleidae Pleuronectiformes Acedía Músculo 

Bathysolea profundícola Soleidae Pleuronectiformes Lenguado de fondo Músculo 

Buglossidium luteum Soleidae Pleuronectiformes Acedía o tambor Músculo 

Microchirus  azevia Soleidae Pleuronectiformes Lenguado negro Músculo 

Hippoglossus hippoglossus Pleuronectidae Pleuronectiformes Fletan o Halibut Músculo 

Pleuronectes platessa Pleuronectidae Pleuronectiformes Solla Músculo 

Arnoglossus imperialis Bothidae Pleuronectiformes Peluda imperial Músculo 

Arnoglossus thori Bothidae Pleuronectiformes Peluda Músculo 

Lepidorhombus boscii Scophthalmidae Pleuronectiformes Gallo Músculo 

Lepidorhombus 

whiffiagonis 
Scophthalmidae Pleuronectiformes Gallo del Norte Músculo 

Sparus  aurata Sparidae Perciformes Dorada Músculo 

Trachurus trachurus Carangidae Perciformes Jurel Músculo 

TABLA 1: Resumen de las muestras utilizadas para la caracterización y análisis del 
ADN repetido en los genomas de peces planos. También se han incluido otras 

especies de peces del Orden Pleuronectiformes, que se han analizado en relación 
con este objetivo 

El material utilizado de la especie S. senegalensis consiste en larvas (para la 

obtención de cromosomas) y ejemplares juveniles (para la extracción de ADN). 
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Estos ejemplares han sido obtenidos de las instalaciones del Centro IFAPA “Agua 

del Pino” en Cartaya (Huelva), organismo dependiente de la Consejería de 

Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucía. Por otro lado, el material usado de la 

especie H. hippoglossus (ADN y cromosomas) fue obtenido gracias al Dr. Reith del 

National Research Council-Institute for Marine Biology en Halifax (Canadá). Las 

muestras utilizadas de las otras especies de peces planos S. lascaris, M. azevía, P. 

platessa, D. cuneata, S. lusitanica, C. linguatula, A. thori, A. laterna, S. maximus, S. 

rhombus, L. whiffiagonis y L. boscii fueron cedidas por el grupo del Dr. Martínez 

Portela del Departamento de Genética de la Facultad de Biología de la Universidad 

de Santiago de Compostela. Por último, el material de S. aurata y T. trachurus 

proviene de ejemplares comerciales. 

3.1.2.  Esturiones (Orden Acipenseriformes). 

En esta Memoria se han analizado individuos juveniles pertenecientes a la 

especie de esturiones Acipenser naccarii, de los que se tomaron muestras de 

gónada e hígado. Estas gónadas se encontraban morfológicamente diferenciadas, 

pudiendo conocer el sexo de cada ejemplar. Así, se tomó material de las gónadas y 

el hígado de 5 hembras y 5 machos en los que visualmente, se podían diferenciar 

las gónadas femeninas de las masculinas. En la FIGURA 1, se observan las 

gónadas de una hembra, en la que se distingue la textura grumosa del tejido, que 

en el futuro será el caviar. En la FIGURA 2, se pueden observar las gónadas de 

macho, que no tienen la estructura grumosa, pero se puede observar una zona 

estriada característica de las gónadas de macho. Todos los ejemplares fueron 

proporcionados por el Dr. Alberto Domezain, de la Piscifactoría Sierra Nevada, 

Riofrío, Granada. 
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FIGURA 1: A. Imagen de las gónadas de una de las hembras de A. naccarii, de las 
que se tomaron muestras para realizar este estudio. B. Detalle de la gónada en la 

que se observan los grumos, que se convertirán en caviar 

FIGURA 2: A. Imagen de las gónadas de un macho de A. naccarii, de las que se 
tomaron muestras para realizar este estudio. B. Imagen ampliada de la gónada en 
la que se observa que es lisa, pero que se encuentra estriada en la zona inferior. 
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3.2.  Métodos utilizados. 

3.2.1.  Extracción de ADN. 

La obtención de ADN genómico total a partir de tejido sólido (hígado, 

músculo y/o gónadas) de todas las especies analizadas, se llevó a cabo siguiendo 

el método descrito en Sambrook y Rusell., 2001. El protocolo es el siguiente: 

1. Maceramos 1g de tejido durante 5 horas en un tubo de polipropileno con 

bolas de vidrio al que se añaden 900µl de tampón de extracción 

compuesto por 10mM de Tris-ClH, pH 8; 100mM de EDTA, pH 8; 10 

µg/ml de Proteinasa K y 200 µl de SDS al 0,5%. Mantenemos a 56ºC en 

un baño con agitación suave. 

2. Añadimos 20 ng/ml de ribonucleasa A (ARNasa) y se mantiene a 37ºC 

durante 1 hora en un baño con agitación. 

3. Purificamos el ADN mediante varias extracciones con 1 volumen de fenol 

y una última extracción con 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamílico 

(24:1), centrifugando durante 10 min a 10.000 rpm. 

4. Pasamos el sobrenadante a un tubo limpio y el ADN se precipita con 1/10 

del volumen de acetato sódico y 1 volumen de Isopropanol. 

5. Mezclamos con cuidado, para no degradar el ADN y centrifugamos 

durante 10 min a 10.000 rpm. 

6. Decantamos el sobrenadante eliminando los restos de Isopropanol con 

una pipeta. 

7. Lavamos el pellet obtenido con 1 volumen de etanol al 70%, 

centrifugando nuevamente a 10.000 rpm durante 5 min. 

8. Eliminamos completamente los restos de etanol con una pipeta y dejamos 

secar a temperatura ambiente. 

9. Resuspendemos el pellet añadiendo agua ultrapura. 

La calidad y cantidad del ADN genómico obtenido se determinó mediante 

electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% en tampón TBE 0,5X (Tris 90mM, 

Ácido bórico 90mM, EDTA 1mM) con el uso de marcadores de peso molecular 

conocido (ADN del fago Lambda digerido con HindIII de Roche) y mediante 

espectrofotometría con el bioespectrofotómetro de Eppendorf, (Eppendorf, A. G. 

BioPhotometer 8,5 mm).  
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3.2.2.   Extracción y purificación de ARN. 

El aislamiento de ARN a partir de tejidos se realizó utilizando “Trizol” 

(InvitrogenTM) y siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante: 

1. Homogenizamos de 50 a 100 mg de tejido (gónada, hígado y, músculo) 

en 1 ml de Trizol, mediante un homogeneizador eléctrico (Miccra-D1 de 

ART-Labortechnik), siempre manteniendo el macerado en hielo. 

2. Posteriormente, incubamos el homogeneizado durante 5 min a 

temperatura ambiente (15-30ºC).  

3. Añadimos 200 μl de cloroformo y mezclamos por vórtex 15 s.  

4. Incubamos durante 2-3 min a temperatura ambiente y centrifugamos a 

13000 rpm durante 15 min a 4ºC.  

5. Pasamos la fase acuosa a un tubo limpio que contiene 500 μl de alcohol 

isopropílico y mezclamos por inversión. 

6. Incubamos 10 min a temperatura ambiente y a continuación 

centrifugamos la muestra a 13000 rpm durante 10 min a una temperatura 

de 4ºC.  

7. Eliminamos el sobrenadante y lavamos el pellet con 1 ml de etanol al 75% 

mezclando por inversión. 

8. Realizamos una última centrifugación durante 5 min a 10000 rpm a una 

temperatura de 4ºC.  

9. Decantamos el sobrenadante y secamos el pellet.  

10. Resuspendemos el pellet en agua libre de nucleasas, incubando durante 

10 min a 55-60ºC.  

La purificación de ARN total se llevó a cabo con el kit “RNeasy Protect Mini 

Kit” Quiagen siguiendo las instrucciones del fabricante: 

1. Ajustamos la muestra a un volumen de 100 μl con agua libre de 

nucleasas. 

2. Añadimos 350 μl de buffer de lisis RLT (β-Mercaptoethanol) y mezclamos 

por inversión. 

3. Ponemos 250 μl de etanol 96-100% y mezclamos.  

4. Pasamos todo el volumen de muestra a una columna colocada dentro de 

un tubo colector de 2 ml y se realizamos un centrifugado de 15 sg. a 

10000 rpm.  
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5. Eliminamos el líquido filtrado y añadimos 500 μl de buffer de lavado RPE. 

Seguidamente centrifugamos 15 s. a 10000 rpm. (Repetimos el paso de 

centrifugación 2 min a 10000 rpm para eliminar totalmente los restos de 

etanol)  

6. Cambiamos la columna a un tubo colector de 1,5 ml y añadimos de 30 a 

50 μl de agua libre de RNAsa.  

7. Centrifugamos durante 1 min a 10000 rpm.  

8. El ARN purificado se mantiene a -80ºC. 

La cantidad y calidad del ARN extraído se realizó mediante electroforesis 

automatizada usando el equipo “Experion™ Automated Electrophoresis Station” de 

Bio-Rad. (Resultados, 4.2.1) 

Para realizar dicha electroforesis se utiliza el kit “RNA StdSens (Bio-Rad) Kit” 

y se sigue el protocolo establecido por el fabricante y que se detalla a continuación. 

 Preparación de muestras y reactivos. 

Antes de cada uso, realizamos una limpieza de electrodos para evitar 

cualquier tipo de contaminación. Procedemos de la siguiente forma:  

1. Llenamos un chip de limpieza con 800 µl de la Solución Limpiadora de 

Electrodos de Experion y lo colocamos en la estación de electroforesis 

durante 2 min.  

2. Retiramos la Solución Limpiadora de Electrodos, añadimos al chip de 

lavado 800µl de agua libre de nucleasas y de nuevo lo colocamos en la 

estación de electroforesis durante 5 min. Este lavado lo repetimos una 

segunda vez. Por último se dejamos abierta la tapa durante 1 min para 

permitir que los electrodos se sequen por completo. 

3. Para preparar el gel donde se llevará a cabo la electroforesis virtual, 

centrifugamos 600 µl de ARN-gel, a través de una columna con filtro 

durante 10 min a 10000 rpm. De este preparado se cargan 9µl en el 

pocillo G del chip de análisis. 

4. De la solución ya filtrada pipeteamos 65 µl en un tubo de PCR, añadimos 

1µl de gel stain y mezclamos (la mezcla la protegemos de la luz y la 

guardamos en frío hasta su uso). De este preparado se cargan 9 µl en el 

pocillo denominado GS del chip de análisis. 
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5. Preparamos el patrón (Experion™ RNA Ladder de Bio-Rad) con el que 

compararemos el tamaño de los fragmentos correspondientes a los genes 

28S, 18S y 5S en cada una de las muestras, indicativos de la calida de 

las mismas. Tomamos 2 µl del marcador (ladder) y lo desnaturalizamos 

durante 2 min a 70ºC. Inmediatamente incubamos 5 min en hielo y 

cargamos 1µl del ladder en el pocillo del chip llamado L. 

6. Realizamos el mismo procedimiento para preparar las muestras que 

vamos a cuantificar, dispensando 1 µl de cada una de ellas en los pocillos  

correspondientes a la muestra a analizar del 1 al 12 del chip de análisis. 

Así, para cargar el chip, se llevan a cabo los siguientes pasos: 

1. Se cargan 9 µl de gel stain en el pocillo GS (FIGURA 3). El chip se 

lleva al homogenizador durante 30 s con el programa 1.B. 

2. A continuación se cargan 9 µl del gel filtrado en el pocillo G (FIGURA 

3) y otros 9 µl de gel stain en el pocillo GS. Procurando que no se 

formen burbujas. 

3. Se cargan 5 µl de buffer en todos los pocillos numerados del 1 al 12, y 

en el pocillo L (FIGURA 3).  

4. Se carga 1 µl de muestra en cada pocillo, y 1 µl de ladder en el pocillo 

L.  

5. El chip se mete en la estación vórtex para eliminar las posibles 

burbujas. 

6. A continuación se encaja el chip en la estación de electroforesis, se 

introducen los datos de las muestras y se pone en funcionamiento el 

programa. 

 

FIGURA 3: Chip de carga de Experion™ Automated Electrophoresis Station” de 
Bio-Rad 

Tras realizar la carrera, los resultados aparecen de diferentes formas: 

A. Una imagen virtual de la electroforesis.  
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B. Un electroferograma. 

C. Una serie de datos obtenidos de cada muestra (ARN total, tiempo que 

ha tardado en correr el área de electroforesis, concentración, relación 

que existe entre 28S y 18S, e indicador de calidad de ARN). 

Con la imagen virtual, FIGURA 4, podemos observar la electroforesis, ya que 

en una muestra de calidad aceptable se deben observar dos bandas oscuras bien 

delimitadas que pertenecen a las fracciones de los ARN ribosómicos 28S y 18S. 

 

FIGURA 4: Electroforesis virtual obtenida con la estación de electroforesis 
automatizada Experion de Bio-Rad, de ARN extraído de gónadas de 3 hembras y 

de 3 machos de esturión. Las bandas más intensas y de menor tamaño 
corresponden al ARNr 18S y la banda más intensa y de mayor tamaño corresponde 

a ARNr 28S 

Además, el programa suministra un electroferograma, FIGURA 5, que es una 

gráfica en la que se muestra la relación 28S:18S en un eje de coordenadas de 

fluorescencia emitida/tiempo. Con esta gráfica se observa la calidad de ARN, 

también se pueden observar pequeños picos iniciales que pertenecen a ARNm. 
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FIGURA 5: Electroferograma. Gráfica que proporciona el programa tras realizar la 
electroforesis virtual. En ella se observa fundamentalmente, la relación que existe 

entre los fragmentos 28S y 18S en un lapso de tiempo determinado y dependiendo 
de la fluorescencia que han emitido. 

Una vez corrida la muestra, el programa suministra los datos de 

concentración en ng/µl, y la relación 28S: 18S. (Resultados 4.2.1) 

En este estudio tenemos que asegurarnos que en la muestra no queda 

ningún resto de ADN genómico, por lo que, a pesar de haber extraído con un kit 

que se basa en columnas tratadas con DNasa, se realiza un segundo tratamiento 

del ARN extraído con esta enzima. Para ello, se utiliza el kit “DNaseI, Amplification 

Grade” de InvitrogenTM que se basa en la acción de una Deoxyribonucleasa que 

digiere dobles cadenas de ADN actuando sobre el extremo 5´. 

Para tratar 1 μg de ARN purificado se sigue el siguiente protocolo: 

1. Se añade 1 μl de DNasa (1 U/ μl), al mismo tiempo que un tampón 

(10X DNase I Reaction Buffer), para que las condiciones de reacción 

sean las óptimas, y agua de DEPC hasta un volumen de 10 μl.  

2. La muestra se incuba a temperatura ambiente durante 15 min y a 

continuación, se le añade 1 μl de EDTA (25 mM EDTA pH 8.0) que 

inactiva la reacción, y se deja actuar durante 10 min a una 

temperatura de 65ºC.  

3. Posteriormente, se realiza una electroforesis con la estación de 

electroforesis automatizada Experion de Bio-Rad, ya que con este 

tratamiento se modifica la concentración y calidad del ARN. Datos no 

mostrados. 
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3.2.3.  Síntesis de ADNc. Reacción de Retrotranscripción. 

Una vez obtenido ARN de buena calidad, se procedió a la obtención, 

mediante retrotranscripción, del cDNA. El paso de ARN a cDNA se realizó con el 

“iScript™ cDNA Synthesis Kit” de Bio-Rad. Para 2 μg de muestra de ARN se utilizan 

4 μl de 5X iScrpt reaction mix, 1 μl de enzima (iScript reverse transcriptase) y agua 

libre de nucleasas hasta un volumen total de 20 μl.  

Se mezcla y se introduce en el termociclador con el siguiente ciclo: 5 min a 

25ºC, 30 min a 42ºC, 5 min a 85ºC, y se mantiene en frío (4ºC). 

La concentración y pureza del cDNA se estiman con Biofotómetro 

(Eppendorf, A. G. BioPhotometer) a 260 nm y 280 nm de absorbancia. (Resultados, 

4.2.1) 

El ADNc se guardó a -20 ºC, el cual, posteriormente, fue utilizado tanto para 

realizar la Hibridación sustractiva (Apartado 3.2.5), como las  PCRs cuantitativas de 

los distintos genes analizados. (Apartado 3.2.14) 

3.2.4.  Aislamiento de ADN repetido. 

Basándose en las propiedades de las secuencias de ADN repetido, existen 

varias técnicas para su aislamiento. En esta investigación, hemos usado cuatro 

técnicas para identificar y aislar ADN repetido en las diferentes especies 

analizadas: 

3.2.4.1.   Aislamiento de ADN satélite utilizando enzimas de restricción.  

Esta técnica se ha utilizado para el caso del fletan. El ADN genómico 

extraído se somete a digestión con una batería de enzimas de restricción (HindI, 

AluI, PvuII, RsaI, HaeIII, BamHI, PstI, DraI, SacI, EcoRI). Las digestiones se 

realizaron con 5 unidades de enzima por µg de ADN en el tampón recomendado 

por el fabricante (Roche) durante 16 horas a una temperatura constante de 37ºC. 

Transcurrido este tiempo, los fragmentos generados fueron separados en un gel de 

agarosa al 2% en tampón TBE 0,5X (Tris 90 mM, Ácido bórico 90mM, EDTA 1mM) 

con un contenido de 0,5 µg/ml de SYBR® Green. 

Tras la electroforesis, con alguno de los enzimas utilizados, se pone de 

manifiesto una banda más intensa sobre el rastro generado de ADN genómico total 

digerido, indicando la existencia de cientos de miles de fragmentos de igual tamaño, 
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pudiendo ser por tanto, la unidad de un ADN repetido que presenta una diana 

interna para ese enzima de restricción. 

Se cortaron las bandas que nos interesaban con ayuda de un bisturí y se 

procedió a su purificación con el kit de “Applied Biosystems Illustra GFX PCR DNA 

and Gel Band Purification Kit” siguiendo el protocolo del fabricante GE Healthcare. 

Para determinar si estas bandas pertenecen a una o varias familias de ADN 

satélite, se llevó a cabo la técnica de hibridación tipo Southern-blot cuyo protocolo 

se describe más adelante en el apartado 3.2.6. 

El ADN correspondiente a unidades de repetición de un ADN satélite fue 

clonado siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.2.8.2 y secuenciado 

(Apartado 3.2.10). 

3.2.4.2. Aislamiento de ADN satélite mediante la técnica de self priming PCR. 

Esta técnica, que se ha utilizado en el caso del lenguado senegalés, se basa 

en la posibilidad de utilizar como oligos, para una reacción de PCR, el propio ADN 

que se va a amplificar, esperando que el ADN que se encuentra en una mayor 

proporción en el genoma, como el ADN satélite, sea el que con mayor probabilidad 

se una en la fase de apareamiento de secuencias durante la reacción de 

amplificación.  

Para ello, se desnaturaliza a 100ºC durante 15 min unos 200ng de ADN 

genómico. Transcurrido este tiempo, se añade 1 µg de ADN sin desnaturalizar (que 

es utilizado como sustrato) al ADN desnaturalizado (utilizado como cebador) y con 

las condiciones en las que se realiza una PCR con 4 µl de la mezcla, 0,5 µl de 

dNTPs a 10mM, 3 µl de Buffer 10X, 2 µl de ClMg (50mM), 0,3 µl de Taq Polimerasa 

(5 U/µl de la marca Biotools) y 18 µl de agua ultrapura. Las condiciones de 

amplificación son un primer ciclo a 95ºC durante 10 min seguidos de 35 ciclos a 

95ºC 30 s, 55ºC 2 min, 72ºC 2 min y finalizando con un ciclo de 10 min a 72ºC. 

El resultado de la PCR se sometió a electroforesis en un gel de agarosa y se 

observó la existencia de producto amplificado. Se llevaron a cabo varias rondas de 

reamplificación hasta obtener una cantidad suficiente de producto. Posteriormente, 

el amplificado fue sometido a una digestión con diferentes enzimas de restricción 

(HindI, AluI, PvuII, RsaI, HaeIII, BamHI, PstI, DraI, SacI, EcoRI). Los fragmentos 

generados con 5 U/µg de ADN en el tampón recomendado por el fabricante 
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(Roche) durante 8 a 16 horas a una temperatura de 37ºC. Las digestiones, tras 

precipitación, se sometieron a electroforesis en gel de agarosa del 1,5 – 2% en 

tampón TBE 0,5X (Tris 90 mM, Ácido bórico 90mM, EDTA 1mM) con un contenido 

de 0,5 µg/ml de SYBR® Green. 

Las bandas que aparecen en el gel son escindidas y purificadas siguiendo el 

protocolo con el kit de GE Healthcare de purificación de bandas “Applied 

Biosystems Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” de GE Healthcare. 

Los fragmentos purificados fueron clonados en vectores plasmídicos 

siguiendo el protocolo seguido del apartado 3.2.8.2. 

3.2.4.3. Aislamiento de ADNs repetidos a partir de PCR con oligos diseñados 

específicamente para dicha secuencia. 

Esta técnica fue utilizada para obtener el satélite PvuII del resto de especies 

del género Solea. 

A partir de la secuencia del satélite aislado en S. senegalensis, se diseñaron 

primers específicos, para este fragmento de ADN de tal manera que al realizar una 

PCR, pudieran amplificar la unidad de repetición completa. TABLA 2.  

Esta PCR se realizó con 50 ng/ µl de ADN, 0,5 µl de dNTPs a 10mM, 5 µl de 

Buffer 10X, 2 µl de ClMg (50mM), 0,3 µl de Taq Polimerasa (5U/µl de la marca 

Biotools) y se completa con agua ultrapura hasta un volumen de 50 µl. Las 

condiciones de amplificación fueron un primer ciclo a 95ºC durante 10 min seguidos 

de 35 ciclos a 95ºC 30 s, 52-55ºC 1 min, 72ºC 2 min y finalizando con un ciclo de 10 

min a 72ºC. Para el resto de las especies en las que se amplificó este ADN satélite, 

las condiciones fueron las que se especifican en la TABLA 3. 

 

PRIMERS FORWARD REVERSE 

PvuII 5´-gAg AC ACT AAT AgA AAA-3´ 5´-CTC ACA AAT gaa Gtt AAC-3´ 

TABLA 2: Secuencia de los primers diseñados partir del alineamiento de las 
secuencias del satélite aislado PvuII de Solea senegalensis, para amplificar dicho 

satélite en otras especies de la misma familia. (FIGURA 12 de Resultados). 
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ESPECIES AMPLIFICADAS CON 

PVUII 
TEMPERATURA DE ANNELING 

EN ºC 

S. senegalensis 55 

S. solea 52 

S. lascaris 53 

TABLA 3: Temperatura anneling de la Familia Soleidae para el amplificado del 
satélite PvuII con los primers diseñados. 

Posteriormente las reacciones de PCR se corrieron en gel de agarosa del 1,5 

– 2% en tampón TBE 0,5X (Tris 90 mM, Ácido bórico 90mM, EDTA 1mM) con un 

contenido de 0,5 µg/ml de SYBR® Green. Se cortaron las bandas que coincidían 

con el tamaño buscado. 

3.2.4.4. Aislamiento de ADNs repetidos a partir de librerías genómicas. 

Se realizó un análisis de los diferentes clones obtenidos a partir de una 

genoteca que había sido enriquecida para microsatélites ricos en adeninas y 

timinas en el lenguado senegalés. En esta librería existe un sesgo hacia la 

presencia de secuencias ricas en estos nucleótidos, algo típico en el caso de ADNs 

satélites. Así, las secuencias de estos clones fueron analizadas en búsqueda de un 

patrón repetido dentro de ellas y además, fueron enviadas a la base de datos 

EMBL/GenBank. Uno de estos clones, ACA72, dio homología con un ADN satélite 

llamado BG16 (número de acceso AB095091) de la especie Lepomis macrochirus, 

un pez perteneciente al Orden Perciformes. 

A partir del alineamiento de las secuencias de este clon ACA72 y de la 

unidad de repetición del ADN satélite BG16 de Lepomis, se diseñaron oligos que 

pudieran amplificar en una reacción de PCR, la posible unidad de repetición de este 

ADN repetido en el lenguado. Para ello, los oligos se dispusieron de forma 

enfrentada y separados en unas pocas pares de bases con el fin de amplificar más 

de una unidad de repetición. Además, fueron diseñados en las regiones más 

conservadas entre el satélite de Lepomis y la secuencia ACA72 de lenguado con el 

fin de poder utilizarlos en un grupo amplio de especies de peces. TABLA 4, TABLA 

5. 
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PRIMERS FORWARD REVERSE 

ACA-72 5´-CAG TAA GTG CCT WYT TGT TGR GGT A-3´ 5´-TCA AGT CWR TGC TNR WGT WWG GGT-3´ 

TABLA 4: Secuencia de los primers diseñados partir del alineamiento de las 
secuencias del clon ACA72 y de la unidad de repetición del ADN satélite BG16 de 
Lepomis, para amplificar dicha secuencia repetida en otras especies de peces, del 

mismo y de diferentes Órdenes. 

 

ESPECIES 
TEMPERATURA 
DE UNIÓN EN 

ºC 
S. senegalensis 55 

S. solea 55 
S. lascaris 54 
D. cuneata 54 

B. profundícola 55 
M. azevía 53 
B. luteum 54 

H. hippoglossus 54 
P. platessa 56 
A. imperialis 55 

A. thori 52 
L. boscii 53 

L. whiffiagonis 54 
S. aurata 52 

T. trachurus 55 

TABLA 5: Condiciones de temperatura anneling de los primers ACA-72 para cada 
especie en la que se amplificó esta secuencia del Orden Pleuronectiformes y del 

Orden Perciformes. 

 

Estas reacciones de PCR se realizaron con 50 ng/µl de ADN, 0,5 µl de 

dNTPs a 10mM, 5 µl de Buffer 10X, 2 µl de ClMg (50mM), 0,3 µl de Taq Polimerasa 

(5U/µl de la marca Biotools) y se completa con agua ultrapura hasta un volumen de 

50 µl. Las condiciones de amplificación fueron un primer ciclo a 95ºC durante 10 

min seguidos de 35 ciclos a 95ºC 30 s, 52-56ºC (TABLA 5) 45s, 72ºC 2 min y 

finalizando con un ciclo de 10 min a 72ºC. 

3.2.5.  Aislamiento de secuencias con expresión diferencial: Hibridación 

sustractiva. 

La hibridación sustractiva por supresión (SSH) es una metodología molecular 

usada para identificar los genes que presentan expresión diferencial (Diatchenko et 

al., 1996). Con esta técnica se puede identificar genes expresados diferencialmente 

sin necesidad de clonar previamente el ADN complementario de éstos, así como la 
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normalización y amplificación de los genes expresados a niveles muy bajos 

(Diatchenko et al., 1996).  

 

 

FIGURA 6: Esquema de la hibridación sustractiva por supresión, modificada del 
protocolo de “Clontech PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit”. 

La hibridación sustractiva por supresión (SSH) se ha realizado siguiendo el 

protocolo del kit de “Clontech PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit”. (FIGURA 6) 

1. Los ADNc problema y tester fueron digeridos con la enzima Rsa I, que 

es una enzima de restricción que reconoce cuatro pares de bases (5'–

GTAC–3') y deja extremos romos en el cDNA digerido.  

2. Se realizaron dos hibridaciones sustractivas, una de machos, teniendo 

el cDNA de hembras como tester, y una de hembras teniendo el ADNc 

de machos como tester. 

3. El ADN problema se divide en dos alícuotas y cada una se liga de 

forma separada con los adaptadores 1 y 2 resultando así dos 

poblaciones de ADNc problema.  



3. Material y Métodos 

- 76 - 

4. Se mezcla una pequeña cantidad de cada muestra problema con un 

exceso de su correspondiente cDNA tester (5 µg) posteriormente son 

desnaturalizados por calor, e hibridados durante 8 h a 68 °C.  

5. Las dos muestras de esta primera hibridación se combinan e hibridan 

con un excedente de ADNc tester desnaturalizado toda la noche a 68 

°C. Luego se realiza una PCR para amplificar los ADNc que 

representaban genes expresados diferencialmente. 

6. Posteriormente, se hace una segunda PCR con oligonucleótidos 

consecutivos (1 R y 2 R) para reducir el nivel de amplificación 

inespecífica. 

7. Los productos de amplificación de la segunda PCR son clonados 

siguiendo el protocolo seguido del apartado 3.2.8.2. 

3.2.5.1.  Análisis de las secuencias seleccionadas en la hibridación 

sustractiva.  

Para el análisis de las secuencias, éstas fueron enviadas a la base de datos 

EMBL/ GenBank BlastX, en búsqueda de homologías. Una vez realizada esta 

primera clasificación, fueron alineadas y posteriormente se dispusieron en tabla 

Excel junto con los datos suministrados por EMBL/ GenBank BlastX: especie con la 

que daba homología, número de acceso, E-value, redundancia, tamaño del conting 

más grande, porcentaje de identidad. Además, se sometieron a la búsqueda de 

términos GO a través del software AmiGO v.1.8 (http://www.geneontology.org/) 

(Camon y col., 2004) y se clasificaron en función de estos términos. 

Se seleccionaron aquellos genes que pensamos podían tener un especial 

interés en el desarrollo gonadal de A. naccarii, y se diseñaron primers utilizando 

diferentes técnicas: 

1. Diseñando primers sobre las secuencias obtenidas en las regiones 

conservadas. 

2. Comparando la secuencia analizada con otras secuencias, con una 

alta homología, que se encuentran en otras especies y en las zonas 

más conservadas y diseñando primers sobre ella. 

3. Para el diseño de oligos se usado el programa Primer 3 disponible en 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3 (Rozen y Skaletsky., 2000). 



3. Material y Métodos 

- 77 - 

Los primers diseñados se utilizaron para obtener fragmentos de los genes 

seleccionados más largos. TABLA 6. Y la PCR convencional se realizó con 100 ng/ 

µl de ADN, 0,5 µl de dNTPs a 10mM, 10 µl de Buffer 10X, 2 µl de ClMg (50mM), 0,3 

µl de Taq Polimerasa (5U/µl de la marca Biotools) y se completa con agua ultrapura 

hasta un volumen de 100 µl. Las condiciones de amplificación fueron un primer 

ciclo a 95ºC durante 10 min seguidos de 35 ciclos a 95ºC 30 s, Temperatura 

anneling 45 s, 72ºC 2 min, finalizando con un ciclo de 10 min a 72ºC. 

 

PRIMERS FORWARD REVERSE Tº ANNELING EN 

ºC 

ZP3.2 5´- TGA AAT TGC TGC TTC ACT GC-3´ 5´-CCC AGA GTG GCT TCT ACC AG-

3´ 

45 

ZP3.3 5´-GAG ATA ACT GTT GGT TTG GAA G-
3´ 

5´-GCA ACA TAC AAA TCA GAA T-3´ 45 

FERRITINA 5´-ATG GAG TCT CAG ATT CGC CA-3´ 5´-TTA GCT GCT GCT CTC CAA GGT-

3´ 

57 

CALCIUMBINDING 5´-GTT TGA CGT CAG CGC AGT G-3´ 5´-CCC GTC CTT ATT CTC ATC CA-3´ 51 

TABLA 6: Secuencia de los primers para la amplificación de los genes 
seleccionados en la hibridación sustractiva para obtener una secuencia más 

grande. 

3.2.6.  Hibridación tipo shoutern-blot. 

Restricción del ADN genómico, electroforesis y transferencia a la 

membrana. 

Para el análisis del genoma mediante la técnica del Southern-blot, 5 µg de 

ADN genómico de diferentes peces planos, fueron digeridos con diferentes enzimas 

de restricción (TaqI, DraI, EcoRI, PvuII, RsaI, HaeIII, MspI, NdeII, BamHI, HpaII, 

HindI, PstI, DdeI, AflIII, AluI, ApaI, BglII, HindII)  en las condiciones recomendadas 

por el fabricante. Los fragmentos de restricción resultantes fueron separados 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en TBE 0,5X conteniendo 

0,5µg/ml de SYBR® Green. 

Tras la electroforesis, los fragmentos de restricción se transfirieron a una 

membrana de nylon “Hybon N+” (Amersham Biosciences), siguiendo el protocolo 

propuesto por Sambrook y Rusell (2001) 

La fijación del ADN a la membrana se realizó con NaOH 0,2M durante 2 min, 

tal y como recomienda el fabricante (Amersham Biosciences) para el uso del kit de 

marcaje, hibridación y detección no radiactivo “ECL™ direct nucleic acid labelling” 
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de GE Healthcare. La membrana se lavó con 6XSSC durante 1 min y se dejó secar 

a temperatura ambiente. 

La membrana que contiene el ADN genómico digerido se utilizó para realizar 

la hibridación usando como sonda la propia banda correspondiente a la supuesta 

unidad de repetición. El marcaje de la sonda y la hibridación se llevaron a cabo 

usando el sistema no radiactivo “ECL™ direct nucleic acid labelling and detection 

system” de GE Healthcare, siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.  

Tras la hibridación se lavó la membrana según la astringencia requerida en 

cada caso, siguiendo la fórmula de Meinkoth y Wahl (1984), basada en las 

relaciones de porcentaje de homología entre dos hebras de ADN y la temperatura 

empleada (T): 

T=81,5 + 16,6 logM + 0,41 (%G+C) – 500/n – 0,61 (% formamida) – 1,5 

(%bases no complementarias). 

En la que M es la concentración de iones Na+ y n la longitud de la cadena de 

ADN en pares de bases. 

Las condiciones de alta astringencia permiten detectar secuencias que 

guardan una identidad superior al 95% con la sonda de hibridación, mientras que 

las condiciones de baja astringencia permiten detectar secuencias que tienen una 

identidad superior al 82% con la sonda de hibridación. 

Los lavados fueron seguidos de la detección de los sitios de hibridación 

usando soluciones de detección del kit ECL, que contienen peróxido de hidrógeno y 

luminol. Las membranas fueron expuestas durante 30 min con una película 

autorradiográfica (Hyperfilm ECLTM, Amersham Biosciencies) sensible a la luz que 

se emite en los sitios de hibridación durante la reacción de detección. 

3.2.7.  Hibridación in situ. 

Las hibridaciones in situ de las distintas familias de ADN repetido 

caracterizadas en H. hippoglossus y en S. senegalensis, se realizaron sobre 

preparaciones cromosómicas obtenidas a partir de larvas o de cultivos de sangre 

(De la Herrán et al., 2005, Garrido-Ramos MA et al., 1999). Las sondas se 

marcaron con biotina y digoxigenina mediante el kit de InvitrogenTM, “BioPrimer® 

DNA Labeling System”. Las hibridaciones se realizaron siguiendo el protocolo de 

Schwarzacher et al., 2000 con modificaciones. Tras la hibridación, las 
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preparaciones fueron lavadas y las sondas fueron detectadas con estreptavidina 

siguiendo el protocolo de Schwarzacher et al. Tras la detección, los cromosomas se 

tiñeron con DAPI y PI  y se montaron en “VECTASHIELD® Mounting Medium”. 

3.2.8.  Clonación de secuencias aisladas. 

3.2.8.1.  Clonación de los productos obtenidos mediante digestión con PUC 

18. 

Se procedió a la clonación con el vector PUC18 de las bandas obtenidas  por 

digestión del ADN genómico en el caso del fletan, y por Self Priming en el caso del 

lenguado. 

Para cada caso, el vector PUC18 fue digerido con las mismas enzimas 

utilizadas para aislar las unidades de repetición de los respectivos ADNs satélites. 

Posteriormente el vector digerido y la banda purificada fueron incubados en 

presencia de la enzima ligasa durante toda una noche a temperatura ambiente. 

La mezcla de ligación se utilizó para transformar las células competentes 

DH5α de Escherichia coli. 

Los clones recombinantes se detectaron en placas con medio sólido LB 

(Peptona: Extracto de Levadura: ClNa en una relación w/w 2:1:1 y agar al 15%) 

conteniendo ampicilina (100 µg/ml), IPTG (Isopropil-beta-D-tiogalactósido) y X-gal 

(5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactósido), (Sambrook y Russel., 2001) en las 

que se siembran 100 µl de bacterias. 

Las colonias recombinantes se seleccionaron mediante reacción 

colorimétrica y fueron purificados con el kit de purificación de plásmidos de 

Eppendorf “Quantum Prep®. Plasmid Miniprep” siguiendo las recomendaciones del 

comerciante. 

3.2.8.2.  Clonación de los productos de PCR usando TOPO-TA. 

Este vector sintetizado por InvitrogenTM pertenece al kit “TOPO TA Cloning ® 

Kit for sequencing” y no necesita ser digerido de modo que los fragmentos 

procedentes de la PCR pueden ser directamente ligados al vector. Este protocolo 

fue utilizado en los casos en los se obtuvo el inserto mediante amplificación por 

PCR. Así, se utilizó para los saltélites PvuII del género Solea (Resultados 4.1.2.) 

como para el ADN repetido ACA72 de peces planos (Resultados 4.1.3.). Por otro 



3. Material y Métodos 

- 80 - 

lado, también fue utilizado para la clonación de secuencias obtenidas en la 

hibridación sustractiva en el caso de los esturiones (Resultados 4.2.1). Tras la 

ligación, los clones recombinantes se detectaron en placas con medio LB (Peptona: 

Extracto de Levadura: ClNa en una relación w/w 2:1:1 y agar al 15%) conteniendo 

ampicilina (100 µg/ml). Este vector a diferencia de los otros no necesita de la 

presencia de IPTG (Isopropil-beta-D-tiogalactósido) y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-

indolil-beta-D-galactósido) para la detección de colonias recombinantes y no 

recombinantes, debido a las características que posee. 

Los plásmidos recombinantes fueron purificados con el  kit de purificación de 

plásmidos de Eppendorf “Quantum Prep®. Plasmid Miniprep” siguiendo las 

recomendaciones del comerciante. 

3.2.9.  Análisis de los plásmidos recombinantes. 

Para cerciorarnos de que los plásmidos seleccionados contienen inserto se 

han utilizado varias técnicas: 

3.2.9.1.  Digestión del plásmido con enzimas de restricción: 

Los plásmidos seleccionados se digieren con el enzima adecuado (presenta 

dianas flanqueando el inserto). Tras la digestión, los plásmidos se someten a 

electroforesis y se observa la presencia del inserto así como su tamaño. Los 

plásmidos con el inserto adecuado son secuenciados. 

3.2.9.2.  Amplificación mediante PCR: 

Tras seleccionar las colonias recombinantes, estas son inoculadas en 25 µl 

de agua destilada y son desnaturalizadas calentándolas a 95ºC durante 5 min. Para 

la reacción de PCR se utiliza como sustrato 5 µl de la desanturalización y se siguen 

las siguientes condiciones: en un volumen final de 25 µl mezclamos 5 µl de la 

disolución; 10 mM Tris-ClH pH=8.3; 5 mM NH4C; 50 mM KCl; 0.2 mM de cada 

dNTP; 2.5 unidades de Taq ADN polimerasa (Biotools) y 5 µM de los cebadores 

universales (M13R, M13F,  T7 o sp6) que tienen homología con secuencias 

flanqueantes al sitio de inserción en el plásmido, con el siguiente programa: 94ºC 

30 s, 52ºC 15 s, 72ºC 2 min, durante 30 ciclos. 

El resultado de la PCR se visualizó mediante electroforesis en un gel de 

agarosa al 1% en TBE y con aquellos clones que tienen inserto se continúa el 
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proceso de secuenciación tras un tratamiento con exonucleasa y un ciclo de 37ºC 

15 min y 85ºC 15 min. 

3.2.9.3.  Hibridación tipo DOT-BLOT: 

Las hibridaciones tipo Dot-blot del ADN plasmídico se realizaron siguiendo 

las instrucciones recomendadas por el fabricante de la membrana de nylon 

utilizada, “Hybon N+” (Amersham Biosciences). Para ello, el ADN se desnaturalizó 

en agua hirviendo durante 10 min, se enfrió en hielo durante 5 min y se diluyó en un 

volumen de 20XSSC (1XSSC= NaCl 0.15M, citrato sódico 0,015M). Una muestra 

de aproximadamente 50 ng de cada plásmido fue aplicada a la membrana y se dejó 

secar a temperatura ambiente. El ADN se fijó a la membrana con NaOH 0,2M 

durante 4 min, y la membrana se lavó con 6XSSC durante 1 min y se dejó secar a 

temperatura ambiente. 

La selección de los clones recombinantes con las secuencias de ADN 

satélite se realizó hibridando los plásmidos inmovilizados mediante Dot-blot con 

fragmentos marcados, extraídos a partir de la misma banda del gel que se utilizó 

para clonar. El marcaje y la hibridación se llevaron a cabo usando el kit “ECLTM 

Gene Detection System” (Amersham Biosciences).  

3.2.10.  Secuenciación. 

Las reacciones de secuenciación se realizaron según el método de Sanger et 

al. 1977, utilizando el kit comercial “BigDye Terminator v3.1” (Applied Biosystems). 

Se llevó a cabo con una cantidad de 300-500 ng/µl de plásmido purificado, y en el 

caso de amplificados, escindidos de un gel y posteriormente purificados (como se 

indica en el apartado 2.2.7.B), y digerido previamente con una exonucleasa. En 

ambos casos, a ese ADN se le añade,1µl de BDT, 1 µl de primer universal (M13R, 

M13F, T7 o sp6, dependiendo del vector utilizado) (3,2 pmol), 4 µl de Buffer y 1 µl 

de DMSO y agua ultrapura doblemente autoclavada hasta un volumen final de 20 

µl. Con el siguiente programa: 96ºC 10 s, 50ºC 5 s, 60ºC 4 min, durante 25 ciclos. 

Para la precipitación de las cadenas obtenidas, a los 20 µl de reacción de 

secuenciación se le añadieron 63 µl de Etanol Absoluto, 15 µl de agua ultrapura 

autoclavada y  3 µl  de Acetato sódico 5M. Tras vórtex se incubó a temperatura 

ambiente durante 15 min, posteriormente se centrifugó 15 min a 14000 rpm, se 

eliminó el sobrenadante y se lavó el pellet con Etanol al 70%. Tras centrifugación 
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durante 15 min a 14000 rpm, se eliminó el sobrenadante y se dejó secar en estufa a 

37ºC, posteriormente se resuspendió en 20 µl de Formamida. 

Los productos de secuenciación son analizados con un sistema 

automatizado de láser fluorescente, con un secuenciador “Applied Biosystems ABI 

3100 Avant”. 

3.2.11.  Análisis de las secuencias repetidas. 

El análisis comparativo de las diferentes secuencias de los distintos ADNs 

repetidos caracterizados en esta Memoria requiere del alineamiento previo de 

dichas secuencias, para lo que se utilizó el programa informático MEGA 4 (Tamura 

et al., 2007). 

A nivel intraespecífico, se analizó el porcentaje de identidad entre las 

secuencias monoméricas clonadas, que resulta de la relación entre posiciones 

nucleotídicas que son diferentes entre dos secuencias comparadas y el número 

total de nucleótidos que componen dichas secuencias. La variabilidad total de la 

familia de ADN satélite en una especie se puede evaluar a través del cálculo de la 

Diversidad Nucleotídica (Nei., 1987), que mide el número medio de diferencias 

nucleotídicas entre diferentes secuencias y se calcula como: 

∏= ∑πij/nc 

Donde n es el número de secuencias analizadas, πij es la proporción de 

nucleótidos que son diferentes entre las secuenciasi-ésima y j-ésima y nc  es el 

número total de comparaciones realizadas: n(n-1) /2. 

La divergencia interespecífica se ha calculado siguiendo uno de los métodos 

propuestos por Stracham et al. (1985) Este método mide la variabilidad media por 

posición nucleotídica utilizando todas la combinaciones posibles entre los distintos 

clones de las dos especies que se comparan. Básicamente se calcula de manera 

similar a como se calcula la diversidad nucleotídica dentro de una especie, es decir, 

sumando todas las diferencias nucleótidicas entre cada par de secuencias que se 

comparan y dividiendo dicha suma por el número de comparaciones realizadas.  

3.2.12.  Análisis filogenético. 

El análisis filogenético se ha realizado mediante el programa informático de 

inferencia filogenético “MEGA 4” (Tamura et al., 2007). 
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Para ello, previamente se realizó un alineamiento múltiple mediante los 

programas “CLUSTAL X” (Thompson et al., 1997) y Geneious (4.8.4) created by 

Biomatters. Available from http://www.geneious.com/) 

A partir de los datos de las secuencias se realizaron distintos métodos de 

análisis basados en distancias, las cuales han sido estimadas mediante los 

métodos del vecino más próximo (Neighbor-Joining) y el UPGMA. Para comprobar 

la fiabilidad de los árboles filogenéticos obtenidos se realizó siempre un análisis 

mediante el procedimiento de remuestreo (método de bootstrap de Felsenstein 

1985), que consiste en la obtención de un cierto número de secuencias aleatorias a 

partir de la secuencia alineada original y la obtención de un árbol consenso en el 

que se señala el número de veces que cada grupo monofilético ha aparecido en 

cada réplica aleatoria.  

3.2.13.  Análisis de homologías en bases de datos. 

Las secuencias caracterizadas procedentes de la hibridación sustractiva 

realizada en esturiones fueron comparadas con secuencias depositadas en bases 

de datos en búsqueda de homologías, utilizando el programa Blastx, ofrecido por el 

servidor GenBank (Benson, et al., 2002) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

Las distintas secuencias obtenidas de la hibridación sustractiva fueron 

enviadas a la base de datos, y se fueron clasificando en una tabla Excel (office 

2003), siendo agrupadas por homologías. Posteriormente, una vez hechos los 

distintos grupos, cada conjunto de secuencias con las misma identidad fue alineado 

con el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007) obteniéndose, en la mayoría de los 

casos, una sola secuencia con varios contings. En otros casos, se obtuvieron 

identidades conformadas por un solo conting, al que se le denomina singelton. 

3.2.14.  PCR cuantitativa. (PCRq) 

Se procedió a la optimización de las reacciones de PCRs para cada par de 

primers diseñados, llevándose a cabo tanto en ADN genómico como en cDNA. En 

esta optimización se busca la presencia, en el gel de agarosa de una sola banda de 

amplificado con un tamaño determinado de la secuencia de interés. 

La PCR a tiempo real representa una forma rápida y fiable para la detección 

y cuantificación de mRNA de un determinado gen de interés. En nuestro caso, 

puede ser utilizado para evaluar eficazmente los niveles de expresión de genes en 
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machos y hembras. La sensibilidad de la PCRq permite trabajar con una cantidad 

mínima de material de partida.  

Previamente a la cuantificación, los ensayos de PCR cuantitativa se han 

realizado utilizando el Termociclador “iQ5 Multicolor Real Time PCR” de Bio-Rad.  

Para ello se realizó la siguiente mezcla: 1μg de cDNA, 1 μl de cada 

oligonucleótido R y F diseñado específicamente para cada secuencia (10 μM) 

(TABLA 7), 12.5 μl de “SYBR® Green PCR master mix” de Bio-Rad y agua libre de 

RNasas hasta completar un volumen final de 25μl.  

Las condiciones del ciclo fueron 5 min de desnaturalización a 95 ºC, 

seguidos por 35 ciclos de 1 min a 94 ºC y 1 min a la temperatura anneling requerida 

para cada oligonucleótido (TABLA 7). 

Como control de la expresión del gen (gen de referencia) se ha utilizado una 

pareja de primers del gen de la β-actina que amplifica un fragmento de 216pb (β-

actina F-R) estos primers, se usaron para amplificar dicho gen en la especie de 

esturión A. transmontanus (Osachoff y Skirrow., 2006). 

La cuantificación de la expresión diferencial entre machos y hembras se ha 

llevado a cabo mediente el método 2 delta-delta Ct (2ΔΔCt), en el que se comparan 

directamente los valores de Ct del gen testado y el de referencia (ΔCt) en cada 

muestra y posteriormente se comparan los ΔCt de las muestras objeto de estudio 

con respecto a la muestra control (Pfaffl., 2001, Livak y Schmittgen., 2001). 

Para comprobar si las diferencias de expresión observadas eran o no 

significativas, para cada gen, aplicamos un análisis de varianza de un factor 

(Stat/ANOVA/One-Way) seguido de un análisis MSD (Desviación Cuadrática Media) 

posthoc para comparaciones múltiples. Las diferencias fueron consideradas 

estadísticamente significativas para P<0.01 y para P<0.05. 
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PRIMERS SECUENCIA(5´-3´) TAMAÑO AMPLIFICADO 

(pb) 

TEMPERATURA 

DE UNIÓN ºC 

ZP3.2-F ATC GTC CTG TTT TCA CGA TGG 221 62 

AsZP3.2-RTR TGC AGA GTG TTG TAG CTG CC   

ZP3.3-F GAC ATA ACT GTT TTG GAA G 235 68 

AsZP3.3-RTR ACC ACC ATG TTA TTA CCG GC   

FERRITINA-F ATG GAG TCT CAG ATT CGC CA 800 57.6 

FERRITINA-R TTA GCT GCT GCT CTC CAA GGT   

CALCIUMBINDING-F GTT TGA CGT CAG CGC AGT G 200 60 

CALCIUMBINDING-R CCC GTC CTT ATT CTC ATC CA   

β-ACTINA-F TTG CCA TCC AGG CTG TGC T 216 64 

β-ACTINA-R TCT CGG CTG TGG TGG TGA A   

TABLA 7: En la tabla se muestran los primers diseñados para la cuantificación 
diferencial entre machos y hembras, junto con las condiciones de temperatura de 

unión de cada uno y el tamaño esperado de amplificado. 
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4.1.  Aislamiento y caracterización de ADNs repetidos en peces planos. 

4.1.1.  Familia de ADN satélite SacI en el Fletan atlántico (Hippoglossus 

hippoglossus). 

4.1.1.1.  Aislamiento y caracterización del satéite SacI. 

Tras la digestión del ADN genómico del fletan atlántico con una batería de 

enzimas de restricción (Hind III, AluI, PvuII, RsaI, HaeIII, BamHI, PstI, DraI, SacI y 

EcoRI) y posterior electroforesis, se generaron bandas intensas visibles de 

aproximadamente 350 pares de bases (pb) en el gel de agarosa en las calles 

correspondientes a las enzimas SacI, RsaI y PvuII (FIGURA 7), indicando la posible 

presencia de unidades monoméricas de ADN altamente repetido. Este ADN genómico 

se trasfirió a una membrana de nylon mediante la técnica de Southern-blot. Para 

determinar si estas bandas correspondían a una o a varias familias de ADN satélite, 

10 µg de ADN genómico de fletan fue digerido con la enzima SacI, con el fin de aislar 

la banda de unos 350pb, mediante su escisión y su purificación a partir del gel. Una 

alícuota del fragmento purificado, fue usada como sonda en una hibridación sobre la 

membrana de nylon conteniendo el ADN digerido con la batería de enzimas. 

 

 

La hibridación tipo Southern mostró el mismo patrón para las tres calles 

correspondientes a las enzimas que presentaban bandas visibles (datos no 

FIGURA 7: Electroforesis correspondiente a la digestión del ADN genómico del fletan 
con una batería de enzimas de restricción. En la figura se señalan mediante flechas 

blancas, las bandas correspondientes a las enzimas SacI, RsaI y PvuII visibles de un 
tamaño alrededor de los 350 pares de bases. 
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mostrados), indicando la existencia de una única familia de ADN satélite (que fue 

denominada familia SacI) cuya unidad de repetición, por tanto, tendría diana para 

estas tres enzimas (SacI, RsaI y PvuII). Así, y para llevar a cabo la caracterización de 

esta familia de ADN satélite, los fragmentos generados con la enzima SacI, 

correspondiente a las unidades monoméricas, fueron ligados al vector de clonación 

pUC18. Se seleccionaron cinco plásmidos recombinantes (SacI-2, SacI-9, SacI-12, 

SacI-13, SacI-32) para su secuenciación. La secuencia de estos clones se muestran 

en la FIGURA 8 así como la secuencia consenso que fue obtenida a través del 

alineamiento múltiple. 

 

Del análisis de las secuencias de los clones caracterizados, y del alineamiento 

de éstos, se deduce una longitud monomérica que varía entre 330 y 337 pb. Cuando 

las secuencias son comparadas entre sí, se puede observar que presentan un alto 

grado de homología, entre el 99,8% y el 100% (TABLA 8), siendo la diversidad 

nucleotídica media entre los clones de 0,113. 

 

 

 

 

FIGURA 8: Secuencias de varias unidades monoméricas correspondientes a la 
familia de ADN SacI del genoma del fletan. Como en el resto de tablas SECCONS: 

secuencia consenso y (-) corresponde con ausencia de nucleótido. Sobre el 
alineamiento se ha señalado mediante cajas las dianas que presentan para RsaI (en 

verde) y para PvuII (en azul). 
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 SacI-2 SacI-9 SacI-12 SacI-13 SacI-32 
SacI-2  99,8 99,8 99,8 99,8 
SacI-9   99,8 99,8 99,8 

SacI-12    99,9 99,8 
SacI-13     99,8 
SacI-32      
TABLA 8: Valores de identidad entre los clones correspondiente a diferentes 

unidades monoméricas de la familia de ADN satélite centromérico SacI del fletan 
atlántico (Hippoglossus hippoglossus). 

 

La secuencia de estos clones es rica en AT (56%), encontrándose tramos 

consecutivos de estos nucleótidos. Además, hemos encontrado diversos motivos que 

se repiten de forma directa, los cuales se muestran en la FIGURA 9. También, hemos 

observado la presencia de motivos más o menos conservados en otros ADN satélites 

con localización centromérica. Estas secuencias, resaltadas en le FIGURA 9, son 

similares a motivos CENP-B. 

 

 

4.1.1.2.  Localización cromosómica del satélite SacI en el fletan atlántico. 

En este sentido, la existencia de motivos centroméricos nos puede dar una idea 

de su localización. Así, y para comprobar y corroborar su posible posición 

FIGURA 9: Secuencia consenso de la unidad monomérica del ADN satélite 
SacI en la que se señalan los motivos repetidos de forma directa (flechas) y los 
tramos ricos en A y T consecutivas (sombreado). En las cajas se resaltan los 

motivos centroméricos encontrados. Este tipo de motivo también se ha 
encontrado en una familia de ADN satélite de otra especie de pez plano como 

la acedía (De la Herrán et al., 2008). 
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centromérica, se realizó una hibridación in situ fluorescente (FISH) sobre cromosomas 

metáfásicos de fletan, utilizando como sonda la unidad monomérica de unos de los 

clones (SacI-32). En esta hibridación, mostrada en la FIGURA 10, se observa su 

localización a nivel centromérico, presentando señales de hibridación en la 

constricción primaria de la mayoría de los cromosomas. 

 

En cuanto a su conservación, y para comprobar su presencia en los genomas 

de otras especies de peces planos, se realizaron hibridaciones tipo Southern 

utilizando como sonda la unidad monomérica del ADN satélite SacI del fletan. Así, 

cuando se realizaron las hibridaciones sobre ADN genómico de Solea senegalensis, 

Solea lascaris, D. cuneata y Scohphthalmus maximus no aparecieron señales ni en 

alta ni en baja astringencia (datos no mostrados).  

Adicionalmente, la secuencia de la unidad de repetición de esta familia de ADN 

satélite SacI fue enviada a la base de datos EMBL/ GenBank en búsqueda de 

homologías. No se encontró similitud con ninguna secuencia depositada en estas 

bases.  

Por otro lado, y debido a que en algunos casos se han descrito ADNs satélites 

centroméricos que son transcritos a pequeños ARN (Lee H. Wong et al., 2007; Volpe 

et al., 2003), las secuencias se enviaron en búsqueda de homologías con una bases 

de datos de ESTs (bases de datos construidas y bajo protección del proyecto 

FIGURA 10: Hibridación in situ sobre cromosomas metafásicos de H. hippoglossus 
usando como sonda la unidad monomérica del clon SacI-32. La señal de hibridación 

aparece en el centrómero de la mayoría de los cromosomas, indicándose con 
flechas los cromosomas que carecen de ella. 
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Pleurogene) del propio fletan. Se encontraron identidades con dos secuencias de esta 

base de datos (Números de acceso: EB034238 y EB034087).  

Tras el alineamiento, se puede observar como ambas secuencias se componen 

de un monómero completo y dos incompletos de la familia SacI (FIGURA 11) con una 

homología del 96 % con el AN EB034238 y un E-value 8E-71, y una homología del 

91% y un E-value 5E-68 con el AN EB034087 (Datos tomados de la base de datos de 

EMBL/ GenBank). 

 

 

4.1.2.  Familia de ADN satélite PvuII en el Lenguado senegalés (Solea 

senegalensis). 

4.1.2.1.  Aislamiento y caracterización del satélite PvuII. 

Al igual que en el fletan, el ADN genómico del lenguado se digirió con una 

batería de enzimas de restricción (hasta 20 enzimas fueron probadas). Sin embargo, 

en ningún caso se pudo observar banda visible en el gel de agarosa que indicara la 

presencia de una familia de secuencias repetidas. Por ello, se intentó aislar ADN 

repetido del genoma del lenguado mediante la técnica del self-priming PCR (Buntjer 

and Lenstra., 1998). De esta forma, tras la amplificación y la digestión del ADN, se 

obtuvo una banda de aproximadamente 200 pares de bases fácilmente distinguibles 

en gel de agarosa correspondiente al enzima PvuII (FIGURA 12).  

FIGURA 11: Esquema de regiones de homologías entre la unidad de repetición del 
ADN satélite y las secuencias de ESTs del fletan, con números de acceso 

EB034238 y EB034087. 
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Esta banda fue escindida del gel y purificada. Una alícuota se utilizó como 

sonda para realizar una hibridación tipo Southern sobre una membrana con ADN de 

lenguado senegalés cortado con diferentes enzimas de restricción. El patrón de 

hibridación obtenido para PvuII, que se muestra en la FIGURA 13, es el típico patrón 

en escalera característico de un ADN satélite demostrando, por tanto, que se había 

aislado una familia de este tipo de secuencias repetidas en el lenguado. En esta 

misma hibridación se puede comprobar que este mismo patrón se produce tras la 

digestión con otros enzimas tales como HinfI y AluI debido a que este fragmento, 

como observa en la FIGURA 14, presenta dianas para estos enzimas. 

 

FIGURA 12: Electroforesis del producto obtenido mediante la técnica de Self-priming 
(auto-amplificación y posterior digestión) a partir del ADN genómico de S. 

senegalensis. Se observa una banda más intensa de un tamaño aproximado de 200 
pares de bases correspondiente a la enzima PvuII (Flecha blanca). 
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Las bandas pertenecientes a PvuII fueron escindidas, purificadas, clonadas y, 6 

de los plásmidos recombinantes fueron secuenciados. Las secuencias de estos 

monómeros, así como la secuencia consenso, se muestran en la FIGURA 14. 

 

FIGURA 13: Hibridación tipo Southern-blot utilizando como sonda los fragmentos de 
la banda de 200 pares de bases (unidad monomérica de la familia PvuII de ADN 

satélite de S. senegalensis) sobre ADN genómico del propio lenguado digerido con 
una batería de enzimas de restricción. En la calle correspondiente al enzima PvuII, se 
observa el típico patrón en escalera de un ADN satélite, señalado mediante flechas. 
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El ADN satélite PvuII aislado del genoma del lenguado presenta unidades 

monoméricas entre 177 y 178 pares de bases de longitud. Los monómeros presentan 

un alto contenido en AT con una media del 66% con largos tramos de A y/o T 

consecutivas. Las unidades monoméricas caracterizadas presentan una homología 

media del 92,6% (TABLA 9). 

 

 

 PvuII-2 PvuII-8 PvuII-15 PvuII-18 PvuII-26 PvuII-41 
   PvuII-2  100 88,2 89,8 89,3 95,5 
   PvuII-8   88,2 89,8 89,3 95,5 

PvuII-15    94,4 98,3 88,2 
PvuII-18     95,5 89,8 
PvuII-26      97,2 
PvuII-41       

TABLA 9: Valores de identidad entre los monómeros obtenidos de la familia del ADN 
satélite centromérico PvuII en el lenguado senegalés, con una homología media del 

92,6%. 

FIGURA 14: Secuencia de seis unidades monoméricas y la secuencia consenso 
correspondiente a la familia PvuII en el genoma del lenguado senegalés. Sobre la que 
se han señalado las dianas que presentan para AluI (en azul) y para HinfI (en verde) 
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4.1.2.2.  Localización cromosómica del satélite PvuII en el lenguado senegalés. 

Un análisis exhaustivo de su secuencia, pone de manifiesto la existencia de 

repeticiones tanto directas como invertidas así como la presencia de varios motivos 

centroméricos parciales, que se han localizado en las secuencias de satélites 

centroméricos de otros peces (R. de la Herrán et al., 2008, Garrido-ramos et al., 1995) 

(FIGURA 15) lo que nos da idea de cual es su localización cromosómica. Para 

comprobar esto realizamos una hibridación in situ fluorescente cuyo resultado se 

muestra en la FIGURA 16, en la cual se puede observa la disposición centromérica en 

la mayoría de los cromosomas del lenguado senegalés de este ADN satélite PvuII. 

 

Por otro lado, se analizó la conservación del ADN satélite PvuII del lenguado en 

otras especies pertenecientes al orden Pleuronectiformes. Para ello,  se llevaron a 

cabo hibridaciones tipo Southern utilizando como sonda la unidad monomérica de 

FIGURA 15: Secuencia consenso de la unidad monomérica del ADN satélite 
PvuII del lenguado senegalés en la que se señalan los motivos repetidos de 

forma directa (flechas) y los tramos ricos en A y T consecutivas (sombreado). 
En las cajas se resaltan los motivos centroméricos encontrados. 

FIGURA 16: Hibridación in situ sobre cromosomas de S. senegalensis teñidos con 
DAPI y la sonda (banda cortada y purificada) marcada con biotina. Las flechas 

señalan cromosomas en los cuales no aparecen señales de hibridación. 
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este ADN satélite sobre ADN genómico de diferentes especies de peces planos 

planos digeridos con PvuII y RsaI (S. senegalensis, D. cuneata, S. lusitanica, S. solea, 

S. lascaris, A. laterna, A. thori, M. azevía, C. linguatula, S. maximus). (FIGURA 17). 

 

 

Como se observa en la FIGURA 17, aparecieron señales de hibridación en las 

calles correspondientes a las especies Solea solea, S. lascaris y el propio lenguado 

senegalés (usado como control positivo), poniendo de manifiesto la existencia de esta 

familia de ADN satélite PvuII en el genoma de estas especies.  

Para caracterizar esta secuencia y poder amplificarla en dichas especies, se 

procedió al diseño de primers sobre la propia secuencia del satélite en S. 

senegalensis. (FIGURA 18). 

 

 

FIGURA 17: Hibridación tipo Southern-blot de la banda cortada, purificada y 
marcada (unidad monomérica de la familia PvuII de ADN satélite de lenguado 
senegalés) sobre ADN genómico digerido con PvuII (II) y RsaI (I) de diferentes 

especies de peces planos (S. senegalensis, D. cuneata, S. lusitanica, S. solea, S. 
lascaris, A. laterna, A. thori, M. azevía, C. linguatula, S. maximus) se observan 

señales de hibridación en las calles correspondientes a las especies S.solea, S. 
lascaris y el propio S. senegalensis usado como control positivo 
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Con estos primers se amplificó este ADN satélite en las especies S. solea y S. 

lascaris. Sin embargo, en otras especies de peces planos como M. azevia, y D. 

cuneata. no se obtuvieron amplificados, lo que confirma la ausencia de este ADN 

repetido en el genoma de estas especies.  

En las especies en las que se fue posible su amplificación, los fragmentos 

correspondientes a las unidades de repetición de PvuII fueron clonados. En la especie 

S. lascaris se secuenciaron seis clones. Las secuencias de los monómeros 

presentaron tamaños de longitud entre 151 y 163 pb (FIGURA 19) y una riqueza de 

AT de 65,7%. Éstas secuencias fueron alienadas y presentaron una homología media 

de 91,5% (TABLA 10). 

 

PvuII-F: 5´- ACATCCCAGCAGTGAATTCAT-3´ 

PvuII-R: 5´- TTTTTCTATTAGTGTCTC -3´ 

 

FIGURA 18: En la parte superior de la imagen se muestra la secuencia del monómero 
del satélite PvuII de S. senegalensis sobre la que se han diseñado los primers de 

PvuII. Y debajo, la pareja de primers diseñados para la amplificación de esta 
secuencia en otras peces.  
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 PvuII-SL-11 PvuII-SL-28 PvuII-SL-34 PvuII-SL-41 PvuII-SL-48 PvuII-SL -49 

PvuII-SL-11  95,0 98,8 92,5 86,3 93,0 

PvuII-SL-28   93,8 93,7 83,8 91,3 

PvuII-SL-34    91,9 83,8 91,3 

PvuII-SL-41     83,3 90,7 

PvuII-SL-48      83,3 

PvuII-SL -49       

TABLA 10: Tabla que presenta las homologías entre las distintas secuencias de los 
monómeros analizados para PvuII en S. lascaris, siendo la homología media de 

90,1%. 

 

Con respecto a S. solea, se secuenciaron también seis clones que presentaron 

longitudes entre 173 y 176 pb (FIGURA 20) con una riqueza en AT del 67,9%. Tras el 

alineamiento de las unidades monoméricas caracterizadas, se pudo comprobar la 

existencia de una homología media de 85,7% (TABLA 11). 

 

FIGURA 19: : Alineamiento de la secuencia del satélite PvuII en varios clones junto la 
secuencia consenso, obtenidos como resultado de la amplificación del satélite 

utilizando los primers en la especie S. lascaris, escisión purificación, clonación y 
secuenciación de dicho amplificado. 
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4.1.2.3.  Análisis de la divergencia interespecífica de la familia PvuII.  

Para llevar a cabo el análisis de la divergencia interespecífica, se alinearon 

todas las secuencias monoméricas PvuII de las tres especies en las que se habían 

caracterizado esta familia de ADN satélite. El estudio se llevó a cabo midiendo la 

variabilidad media por posición nucleotídica en las comparaciones entre todos los 

clones de las tres especies (Anexo I). El alineamiento múltiple, a su vez, se utilizó 

para un estudio de las relaciones filogenéticas entre todas las secuencias 

caracterizadas. Para ello, se utilizaron los métodos de inferencia filogenética UPGMA 

y del vecino más próximo, basados en matrices de distancia. Ésta fueron calculadas 

mediante el paquete informático MEGA3, y tras aplicar tanto el método UPGMA como 

el método del vecino más próximo, las unidades monoméricas de una misma especie 

aparecieron más íntimamente relacionadas entre ellas que con respecto a las de las 

otras especies, es decir, son agrupadas por afinidad taxonómica (FIGURA 21). Esta 

 PvuII-SS-14 PvuII-SS-15 PvuII-SS-21 PvuII-SS-31 PvuII-SS-44 PvuII-SS-45 

PvuII-SS-14  86,8 82,5 83,4 80,7 83,3 

PvuII-SS-15   89,8 86,4 87,5 89,7 

PvuII-SS-21    88,1 86,9 86,9 

PvuII-SS-31     84,0 84,1 

PvuII-SS-44      84,4 

PvuII-SS-45       

TABLA 11: Tabla de homologías del satélite PvuII, en la especie S. solea, en la que 
se muestran las distintas homologías entre los clones secuenciados. Entre todos, 

presentan una homología media del 85,7%.  

FIGURA 20: Alineamiento de las secuencias  del satélite PvuII junto la secuencia 
consenso, de la especie S. solea, que presenta un tamaño de 176pb. 
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asociación es reflejo de que la variabilidad intraespecífica es siempre menor que la 

divergencia interespecífica en todos los casos, es decir, la familia de ADN repetido 

PvuII presenta evolución concertada. Así, y utilizando este ADN satélite como 

marcador filogenético, se puede observar como las secuencias de S. senegalensis se 

agrupan con las de S. lascaris y con las de la especie S. solea.  

La variabilidad intraespecífica en S. senegalensis es de 0,08, la de S. lascaris 

es de 0,11 y la de S. solea es de 0,15. 

 

 

 

FIGURA 21: Árbol filogenético realizado en el género Solea, utilizando el satélite 
PvuII como marcador, que permitió realizar un análisis filogenético mediante los 
métodos del vecino más próximo (Neighbor-Joining) y el UPGMA. En el árbol se 

observa como las diferentes muestras se separan y se agrupan según la 
especie a la que pertenecen. 
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Mediante su alineamiento, se llevó a cabo un estudio comparativo entre las 

secuencias consenso que corresponden al monómero del satélite PvuII, de las tres 

especies que conforman este grupo (FIGURA 22). Se realizó el cálculo de las 

homologías interespecíficas, obteniéndose una homología media del 81,5%. S. 

senegalensis con S. lascaris presenta una homología del 79,8%, y con S. solea 

presenta una homología del 84%. S. lascaris y S. solea, presentan una homología del 

monómero de PvuII del 80,7% (TABLA 12). 

 

 

 S. senegalensis S. solea S. lascaris 

S. senegalensis  84,0 79,8 
S. solea   80,7 
S. lascaris    

TABLA 12: Tabla que muestra la homología interespecífica utilizando la secuencia 
consenso de las distintas especies que conforman el género Solea 

 

Llegados a este punto, hay que destacar que el ADN satélite PvuII estaría 

conservado solo en las especies del Género Solea ya que en especies analizadas  de 

la misma familia (Familia Soleidae) pero pertenecientes a otros Géneros, como son 

Microchirus azevía y Dicologoglossa. cuneata, no pudimos poner de manifiesto la 

presencia de este ADN satélite PvuII en sus genomas, ni por hibridación tipo Southern 

ni por PCR. 

 

Por último, no se encontró ninguna homología cuando las secuencias de las 

unidades monoméricas fueron enviadas a la base de datos EMBL/GeneBank. Al igual 

que se realizó en el fletan, las secuencias fueron también enfrentadas con las 

secuencias depositadas en una base de datos de ESTs del propio lenguado 

(realizada también en el proyecto Pleurogene). Al contrario de lo que ocurre con el 

FIGURA 22: Alineamiento de las secuencias consenso de las distintas especies del 
género Solea, entre todas presentan una homología media interespecífica del 81,5%. 
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fletan, en esta ocasión, no se encontraron homologías significativas con ninguna de 

ellas. 

4.1.3.  Familia de ADN repetido ACA72 en peces planos. 

4.1.3.1.  Aislamiento y caracterización de la secuencia ACA 72. 

En el rastreo de una genoteca enriquecida de microsatélites (genoteca H/R 

ACA) generada en el lenguado senegalés, se obtuvo un clon (clon 72) cuyo inserto, 

de 843 pb, presentaba alta homología (88%) con una secuencia (BG16, número de 

acceso AB095087) de la base de datos GenBank/EMBL identificada como un ADN 

satélite (familia BamHI descrita en Takahashi et al., 2001) del pez Lepomis 

macrochirus perteneciente al Orden Perciformes.  

Con el fin de caracterizar esta secuencia y comprobar si en el lenguado 

también formaba parte de un ADN repetido, diseñamos una pareja de primers en las 

zonas que se encontraban más conservadas en el alineamiento entre la unidad de 

repetición del ADN satélite BamHI de Lepomis y la región homóloga en el clon 72 de 

lenguado senegalés. Este alineamiento y la secuencia de los primers diseñados se 

muestra en la  FIGURA 23. 

Estos primers fueron utilizados para llevar a cabo una reacción de amplificación 

mediante PCR utilizando el ADN del lenguado. Si la secuencia asilada inicialmente no 

tuviera un patrón en unidades de repetición en tándem, el amplificado que se 

esperaría sería de una única banda del tamaño correspondiente a la secuencia entre 

ambos primers (unos 200 pb). Sin embargo el resultado de esta PCR en patrón de 

escalera, que se observa en la FIGURA 24, confirma la existencia de una familia de 

ADN repetido en el genoma del lenguado y que denominamos ACA72. Las bandas 

amplificadas correspondientes a las posibles unidades de repetición de alrededor de 

450pb, fueron purificadas, clonadas y secuenciadas (clones ACASSE-5, ACASSE-7, 

ACASSE-11 y ACASSE-25). Las secuencias de estos clones, así como la secuencia 

consenso, se muestran en la FIGURA 25. 
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FIGURA 24: Electroforesis de la amplificación realizada en el genoma de S. 
senegalensis (tras analizar la homología entre ACA72 del lenguado senegalés y el 

satélite BamHI de Lepomis) con los primers diseñados con genoma de dicha especie. 
Se puede observar el patrón en escalera típico de un ADN satélite, señalado mediante 

flechas con un tamaño alrededor de 200pb, 450pb y 600pb. 

 

ACA72-F: 5´-CAGTAAGTGCCTWYTTGTTGRGGTA-3´ 

ACA72-R: 5´-TCAAGTCWRTGCTNRWGTWWGGGT-3´ 

 

FIGURA 23: Fragmento de la zona que se encuentra más conservada en el 
alineamiento entre la unidad de repetición del ADN satélite BamHI de Lepomis y la 

región homóloga en el clon 72 de lenguado, en dicho alineamiento se señala la zona 
donde se diseñaron los primers. Debajo, se muestra la secuencia de los primers 

utilizados para amplificar ACA72 en el lenguado y en las otras especies analizadas en 
esta Memoria 
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La unidad de repetición de esta familia de ADN en el lenguado tiene una 

longitud que varió entre 415 a 425 pares de bases, y un contenido medio en AT del 

62%. Las unidades caracterizadas presentan una homología media del 91,1% 

(TABLA 13).  

 

 ACASSE-5 ACASSE-7 ACASSE-11 ACASSE-25 

ACASSE-5  93,9 90,6 88,9 
ACASSE-7   93 91,5 

ACASSE-11    88,7 
ACASSE-25     

TABLA 13: Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 
ACA72 del lenguado senegalés. Las unidades monoméricas caracterizadas presentan 

una homología entre sí, con una media del 91,1%. 

 

4.1.3.2.  Localización cromosómica de la secuencia ACA 72 en el lenguado. 

Para su caracterización citogenética, se realizaron hibridaciones in situ sobre 

cromosomas mitóticos de S. senegalensis con el fin de poner de manifiesto su 

localización. Esta hibridación mostró que este ADN repetido se encuentra en una 

única pareja de cromosomas del complemento del lenguado FIGURA 26.  

 

FIGURA 25: Secuencias de varias unidades correspondientes a la familia ACA72 
aislada del genoma del lenguado senegalés junto con la secuencia consenso 

generada a partir de sus alineamientos. 
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4.1.3.3.  Conservación de la secuencia ACA 72 en otros peces planos. 

Este análisis se ha realizado, al igual que en las otras familias de ADN repetido 

caracterizadas con anterioridad, con diferentes abordajes. 

Así, en primer lugar, utilizando como sonda la unidad de repetición de ACA72, 

realizamos una hibridación tipo Southern sobre ADN genómico, previamente digerido 

con enzimas (EcoRI, y BamHI) de diferentes especies de peces planos: S. 

senegalensis, B. profundícola, M. azevía, S. solea, A. imperialis, L. boscii y D. 

cuneata. Las señales de hibridación pusieron de manifiesto la presencia de ACA72 en 

el genoma de todas estas especies en mayor o menor medida (FIGURA 27).  

En segundo lugar, utilizando los primers diseñados previamente para el 

lenguado (ACA-72F/R), se realizaron PCRs para intentar amplificar ACA72 en 13 

especies de peces planos: S. solea, S. lascaris, D. cuneata, Bathysolea profundícola, 

Buglossidium luteum, M. azevía, H. hippoglossus, Pleuronectes platessa, Arnoglossus 

thori, Arnoglossus imperialis, Lepidorhombus whiffiagonis, Lepidorhombus boscii  y el 

propio S. senegalensis como control positivo. 

 

 

 

FIGURA 26: Hibridación in situ en cromosomas de S. senegalensis en 
indivíduos diferentes. En la figura A están teñidos con Ioduro de propidio y la 
sonda marcada con digoxigenina. En la figura B están teñidos con DAPI y la 

sonda marcada con biotina. 
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Las bandas que presentaron mayor intensidad del amplificado para cada una 

de las especies fueron clonadas y secuenciadas. Sus secuencias consenso se 

recogen en los anexos al igual  que los porcentajes de homología entre los distintos 

clones (Anexo II). 

Una vez analizadas las distintas secuencias, se comprobó que los tamaños de 

las unidades de repetición variaban entre especies. Así, el tamaño mayor lo 

presentaron las especies H. hippoglossus y A. imperialis con 537 pb y el menor lo 

presentó S. lascaris con 255 pb.  

 

 

FIGURA 27: Hibridación tipo Southern-blot de la unidad monomérica de la familia 
ACA72 de ADN satélite de lenguado senegalés sobre ADN genómico de 

diferentes especies de peces planos (S. senegalensis, B. profundícola, M. azevía, 
S. solea, A. imperialis, L. boscii y D. cuneata). Previamente digerido con dos 

enzimas, EcoRI(I) y BamHI(HI). 
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Esta familia de ADN repetido ACA72 presentó un alto grado de similitud 

intraespecífica en todas las especies analizadas. El tamaño medio de las secuencia 

ACA72 de las especies analizadas así como la homología media entre clones dentro 

de cada especie, se recogen en la TABLA 14. 

 

 

 

 

FIGURA 28: Amplificados obtenidos en las trece especies de peces planos que se 
han analizado en esta Memoria, utilizando los primers diseñados en la secuencia 

ACA72 de lenguado. 
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ESPECIE 

TAMAÑO MEDIO DE LA 
SECUENCIA EN pb 

GRADO DE HOMOLOGÍA 
EN % 

S. senegalensis 425 91,1 

S. solea 425 92,5 

S. lascaris 255 95 

D. cuneata 263 93,1 

B. profundícola 406 89 

M. azevía 422 97,2 

B. luteum 428 90 

H. hippoglossus 535 95 

P. platessa 450 96,4 

A. imperialis 537 94,1 

A. thori 272 97 

L. boscii 466 96,35 

L. whiffiagonis 411 93,31 

TABLA 14: En la tabla se muestran las distintas especies de peces planos en las que 
se ha amplificado la secuencia repetida ACA 72, junto con el tamaño de cada 

secuencia y su homología media correspondiente. 

 

4.1.3.4.  Características de la secuencia ACA 72 en peces planos. 

Se realizó alineamiento múltiple con todas las secuencias consenso con el fin 

de determinar su organización interna. Como ya se comentó en el apartado anterior,  

se han caracterizado secuencias de diferentes tamaños en las distintas 

especies. Mediante este alineamiento de secuencias consenso, hemos podido 

observar que existen tres regiones comunes (que hemos denominado cajas A, B y C) 
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y que presentan un mayor grado de conservación entre especies que el resto de la 

unidad de repetición. Por otro lado, también se pudo deducir que las diferencias en 

tamaño entre las unidades de repetición ACA72 de las distintas especies de peces 

planos, correspondían a la presencia o no de una o varias repeticiones de estas cajas 

o del tamaño de las regiones espaciadoras. Para realizar un análisis más profundo de 

la organización de ACA72, se ha utilizado como referencia la unidad de repetición de 

la especie S. senegalensis, a partir de la cual se detectó esta familia de ADN 

(FIGURA 29A). 

La caja que hemos llamado A, da comienzo con la secuencia homóloga al 

primer ACA-72/F (el cual se utiliza para amplificar ACA72). Esta caja tiene un tamaño 

de alrededor de unos 35 nucleótidos, observándose tramos ricos en T y G 

consecutivas. Tras una secuencia espaciadora de aproximadamente 90 nucleótidos, 

se localiza lo que hemos denominado caja B, una secuencia con un tamaño de unos 

31 nucleótidos. Tras esta caja B, separada por una secuencia de 11 nucleótidos, 

prácticamente formada por timinas, aparece nuevamente la caja A. Ésta, se encuentra 

separada por una secuencia de 72 nucleótidos de la caja C. Esta caja C se encuentra 

conformada por la secuencia más larga ya que está formada por unos 80 nucleótidos. 

Por último, la secuencia ACA-72 en el lenguado, termina con otra caja B en la cual se 

encuentra el primer ACA-72/R (utilizado para su amplificación). Es reseñable que 

ACA72 comienza y termina con una larga secuencia palindrómica de 68 nucleótidos 

con una homología del 74% (FIGURA 29B).   

Adicionalmente, hemos comprobado la existencia de una gran homología entre 

las diferentes cajas. Así, y como consecuencia de que están incluidas dentro del 

palíndromo mencionado, las dos secuencias de las cajas A y las dos secuencias 

inversas complementrias de las cajas B presentan una homología media del 70% 

(FIGURA 29C). Además, hemos constatado que la caja C, es una secuencia 

palindrómica formada por la unión de las cajas A y B, siendo la primera parte de esta  

secuencia C (desde el nucleótido 11 al 46) homóloga a la caja B y a la secuencia 

inversa complementaria de A y la segunda parte (desde el 47 al 81) homóloga a la 

caja A y a la inversa complementaria de B, con una homología media del 57,5% 

(FIGURA 29C)  
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Esta misma organización, la presentaron las especies de peces planos que 

presentaron tamaños similares en la unidad de repetición ACA72 al de S. 

senegalensis. Estas especies son S. solea, Bathysolea profundícola, Buglossidium 

luteum, M. azevía, H. hippoglossus, P. platessa, A. imperialis, L. whiffiagonis, L. 

boscii. Sin embargo, y como ya se ha comentado con anterioridad, existen unidades 

de repetición de menor tamaño. Estas corresponden a las especies S. lascaris, D. 

cuneata y Arnoglossus thori. La determinación de las cajas y el alineamiento múltiple 

nos permitió comprobar que en estas últimas especies, la unidad de repetición 

comenzaba en la segunda caja A, teniendo, por tanto, una organización de A-C-B. 

Esto se podría explicar si en estas tres especies, en la PCR realizada para amplificar 

ACA72, el primer ACA72-F se hubiera unido a la segunda caja A (también zona 

homóloga a él), por lo que no tendríamos el mismo tamaño de repetición, ya que 

faltan las cajas A y B iniciales.  

FIGURA 29: A.Secuencia consenso de S.senegalensis, en la que se muestra el 
esquema general de la secuencia repetida ACA-72 del grupo de peces planos. En 

este esquema se observan las distintas cajas en la que la hemos dividido la secuencia 
repetida ACA-72: caja A, caja B y caja C, y la combinación de estas para conformar la 

unidad de dicha secuencia. Las flechas negras indican el fragmento de secuencia 
palindrómica. B. Alineamiento del palíndromo (Geneious.4.8.4) que forma el inicio y el 
final de la secuencia ACA-72, que muestra una homología del 74,6%. C. Alineamiento 
que explica la estructura palindrómica de la caja C, formada por la unión de las cajas 

A y B, Este alineamiento presenta una homología del 57,5%. 
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4.1.4.  Análisis del ADN repetido ACA72 en otros grupos de peces. 

4.1.4.1.  Aislamiento mediante PCR 

Los primers utilizados para amplificar ACA72 en el lenguado, diseñados en las 

zonas homólogas entre S. senegalensis (pleuronectiforme) y Lepomis macrochirus 

(perciforme), se usaron para intentar amplificar este ADN repetido en otras especies 

fuera de los peces planos. En este sentido, decidimos usar estos primers en dos 

especies del orden Perciforme, al que también pertenece Lepomis tales como la 

dorada (Sparus aurata) y el jurel (Trachurus trachurus). La existencia de bandas de 

amplificación en las diferentes reacciones de PCR, pusieron de manifiesto la 

presencia de este ADN repetido en el genoma de estas dos especies. (FIGURA 30) 

 

 

Las bandas amplificadas fueron clonadas y 6 clones secuenciados. 

Así, la secuencia de la unidad de repetición amplificada en la dorada, presenta 

un tamaño entre 221 pb y 248 pb, y la secuencia consenso presenta un tamaño de 

248pb. En la TABLA 15, con un grado de homología media entre las secuencias de 

los 6 clones analizados del 86,9% y una riqueza en AT del 58,7%. 

FIGURA 30: Electroforesis en la que se muestra los amplificados obtenidos en dos 
especies de perciformes: S. aurata y T. trachurus,  utilizando los primers diseñados 

en la secuencia repetida ACA72 de lenguado. 
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 Por otro lado, el jurel presentó una secuencia con un tamaño entre 420 pb y 

430 pb, con un grado de homología entre sus 6 clones del 94,6% y una riqueza en AT 

de 61,2%.  

 

ESPECIE TAMAÑO MEDIO DE LA 
SECUENCIA EN pb GRADO DE HOMOLOGÍA EN % 

S. aurata 248 86,9 

T. trachurus 435 94, 6 

TABLA 15: Especies del Orden Perciformes analizadas con la secuencia repetida 
ACA-72, el tamaño que presentan para dicha secuencia y el grado de homología 

entre sus secuencias. 

 
La comparación de estas secuencias con las secuencias consensos de los 

peces planos permitió constatar la presencia y conservación de las diferentes cajas 

descritas con anterioridad en ACA72. Sin embargo, el análisis de su organización 

reveló que el número y orden de dichas cajas cambiaba con respecto a los peces 

planos, lo que explica, en parte, las diferencias en tamaño del ACA72 en estas 

especies (FIGURA 31) Así, la secuencia de la dorada, tal y como se muestra en la 

FIGURA 31 es una secuencia más corta, que presenta un esquema A, C, B, sin 

ninguna repetición de las mismas. Mientras que en el jurel, la organización de estas 

cajas conservadas sigue el esquema A, C, B, B. 

Hay que mencionar que los mismos primers fueron utilizados para intentar 

amplificar ACA72 en dos grupos de peces muy alejados filogenéticamente de los 

teleosteos como son los esturiones (Orden Acipenseriforme) y las rayas (Orden 

Rajiformes). En ninguno de los dos casos pudimos obtener amplificado. Esto podría 

ser debido a que en sus genomas no está presente esta secuencia o a que presenta 

un mayor divergencia y los primers no presentaron homología suficiente para poder 

hibridar en la secuencia diana. 

Se realizó un análisis de homologías interespecíficas usando las secuencias 

consenso de ACA72 entre todas las especies de peces estudiados hasta ese 

momento (13 pleuronectiformes y 3 perciformes), presentando unos valores 

relativamente altos, todos ellos por encima del 60%. (Anexo III).  
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b) Búsqueda de homologías en bases de datos. 

Debido a que las cajas A, B y C caracterizadas presentan un alto grado de 

homología entre secuencias de distintas especies, el siguiente paso consistió en 

enviar las secuencias de estas cajas a las bases de datos. Así, encontramos 

homología, como era de esperar, con el clon BG 16A2, de la familia de ADN repetido 

BamHI de Lepomis macrochirus (E-value: 9E-17), ya que fue este clon quien dio la 

pista de la existencia de un ADN repetido. Comparando esta secuencia con las de 

peces planos, hemos podido definir las diferentes cajas conservadas dentro de la 

misma (FIGURA 32), lo que confirma que el ADN satélite descrito para Lepomis es la 

familia ACA72.  

Adicionalmente, en las bases de datos también hemos encontrado homología 

con clones de secuencias genómicas de lubina Dicentrarchus labrax (con un E-

FIGURA 31: Comparación de las unidades de repetición de ACA72 entre 
peces planos (secuencia consenso), y dos especies de perciformes como 
el jurel y la dorada. Las cajas nominadas como A, B y C, marcan regiones 
conservadas dentro de ACA72 entre estas especies. Y en algunos casos, 

estas regiones pueden estar duplicadas en la unidad de repetición. 
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value:2E-13) perteneciente también al orden Perciformes. El análisis de estos clones, 

utilizando como referencia la unidad de repetición ACA72 de lenguado permitió 

también establecer la organización interna de esta secuencia repetida (distribución y 

número de cajas conservadas) en lubina (FIGURA 33). 

 

Estas similitudes de la secuencia ACA72 de Pleurinectiformes con otros peces, 

de otro orden como es Perciformes separados filogenéticamente, sugieren que esta 

familia de ADN repetido podría presentar cierto grado de conservación en el genoma 

de otros órdenes de teleósteos. Por ello, se realizó una búsqueda en las bases de 

datos de los genomas secuenciados de las especies modelo de peces Danio rerio 

(pez cebra), Oryzias latipes (medaka), Tetraodon nigroviridis (tetraodon), 

Gasterosteus gymnurus (Espinoso), y Takifugu rubripes (fugu). Estas especies son 

peces pertenecientes a otros Órdenes como Tetraodontiformes (Fugu y Tetraodon), 

Gasterosteiformes (Espinoso), Beloniformes (Medaka) y Cypriniformes (Pez cebra). 

La organización y tamaño de repetición en estas especies de la familia ACA72 

es variable, así como el cromosoma de su complemento en el que se localiza esta 

secuencia. Tales características se resumen en la FIGURA 33. 

 

FIGURA 32: Homología de ACA72 con las secuencias depositadas en las bases de 
datos. Junto con la organización de las unidades de repetición en Lepomis y Lubina. 
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En esta FIGURA 33 se puede observar como en estas especies modelo, la 

secuencia ACA72 presenta un tamaño superior a la que presenta dicha secuencia en 

los peces planos. Esto es debido a dos causas, Por un lado, a la variación en el 

número de cajas conservadas. Así, se puede comprobar por ejemplo, que en el caso 

del espinoso las cajas A y B se repiten hasta 4 veces dentro de su secuencia y en el 

pez cebra, se observa la duplicidad de la serie A-B-C. La otra causa, es la diferencia 

en tamaño de las regiones espaciadoras de las cajas. Así, por ejemplo, en fugu y 

tetraodon, con organización similar, se diferencian con peces planos, principalmente, 

por la longitud de las secuencias que separan las cajas conservadas.  

A la vista del número de repeticiones que están presente en los genomas 

secuenciados de las especies modelo, podemos concluir que ACA72 es una 

secuencia moderadamente repetida, por lo menos en tales genomas y está 

conservada, al menos ciertas regiones (cajas A, B y C), en todos los grupos de 

Teleósteos analizados en esta Memoria.  

FIGURA 33: Distribución de las distintas unidades de repetición en las 
diferentes especies modelo encontradas en bases de datos. 
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4.1.4.2.  Utilización de la secuencia repetida ACA72 en filogenia 

La presencia de ACA72 en todos los grupos de peces analizados, ya sea 

mediante técnicas moleculares o bien encontrando homologías con secuencias de las 

bases de datos podría ser un indicativo de su posible utilidad como marcador para 

estudios filogenéticos.  

Tal y como se ha puesto de manifiesto en el apartado 4.1.4, la variabilidad 

intraespecífica en cada especie fue muy baja, presentado valores medios de 94,6% 

con secuencia muy homólogas entre los clones de una especie. (Anexo II). 

Adicionalmente, hemos llevado a cabo un estudio de la divergencia interespecífica. 

Para ello, realizamos un análisis con todos las unidades de repetición de todas las 

especies de peces planos (13). Como algunas especies, tenían unidades de 

repetición incompletas (solo se habían podido amplificar parte de la secuencia ACA-

72 ver apartado 4.1.3.4), se decidió utilizar solo la secuencia común a todas las 

especies (secuencia formada por las estructura A-C-B). Teniendo en cuenta esto, se 

alinearon todos los clones y se calculó la variabilidad media en las comparaciones 

entre todos ellos (Anexo IV). Estas datos fueron utilizados para la realización de un 

árbol de distancias usando el método de Neighbor-Joining (Anexo V). Tal como se 

puede observar en esta figura, la secuencias se agruparon por afinidad taxonómica, 

indicando, por tanto, que ACA72 presenta evolución concertada. Esto además, queda 

constatado, en la tabla Anexo IV en donde lo variabilidad intraespecífica es siempre 

menor que la variabilidad interespecífica.  

Así, hemos realizado un estudio filogenético en los peces planos, utilizando 

para ello las secuencias consenso de la unidad de repetición ACA72 de todas las 

especies analizadas. Adicionalmente, hemos incluido en este estudio de divergencia 

interespecífica a las tres especies especies de orden Perciformes analizadas en esta 

Memoria. La secuencia común para todas las especies incluía las cajas A-C-B y las 

secuencias espaciadoras, con un tamaño medio de 290 pb y una homología no 

inferior al 60% en las comparaciones entre cualquier especie. Anexo III.  

El cálculo de las distancias génicas entre todas las secuencias consenso de las 

diferentes especies (TABLA 16), permitió realizar un análisis filogenético mediante el 

método del vecino más próximo (neighbor-joining), cuyo resultado se muestra en la 

FIGURA 34. En el árbol filogenético obtenido, utilizando la secuencia de Lepomis 
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(Orden Perciforme) como outgroup, se puede observar como las distintas especies de 

una misma familia del Orden Pleuronectiforme se agrupan inequívocamente entre sí. 
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TABLA 16: Tabla en la que se muestran las divergencias interespecíficas, con las 
trece especies analizadas de peces planos y las tres de Perciformes, utilizando el 

valor de divergencia intraespecífica de *L. macrochirus calculada a partir de los AN 
suministrados por la base de datos BlastN: AB095091/ AF214109/ AB095090/ 

AB095088/ AB095089/ AB095087. 
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De las 13 especies analizadas de peces planos, siete pertenecen a la familia 

Soleidae: S. solea, S. lascaris, D. cuneata, B. profundícola, B. luteum, M. acevía y S. 

senegalensis, dos de ellas se agrupan en la familia Pleuronectidae: H. hippoglossus y 

P. platessa, dos de ellas en la familia Scophtalmidae como son A. thori y A. imperialis, 

y L. whiffiagonis, L. boscii que se agrupan en la familia Bothidae. 

 

 

Una vez comprobado que este ADN repetido ACA72 tiene la capacidad de 

distinguir entre dos órdenes de peces, nos propusimos usarlo como un marcador 

filogenético entre otros grupos dentro de Teleósteos, dado que hemos comprobado su 

presencia y organización (repetido en tándem) está presente en los genomas de las 

especies modelos. Para ello, y debido a que no todas las especies analizadas tienen 

la misma organización de las cajas conservadas, utilizamos solo las regiones 

comunes en las diferentes especies, como hicimos con anterioridad. En este caso, la 

región común para todos ellos, es la compuesta por la caja A y la caja C y la 

secuencia intermedia, cuya organización se mantiene en todas las especies que 

hemos analizado. Calculando las distancias de las secuencias consenso y utilizando 

FIGURA 34: En la zona superior de la figura se puede observar el árbol filogenético 
realizado que relaciona al grupo de los peces planos con el de los perciformes. 
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el método del vecino más próximo, en el árbol obtenido se puede apreciar cómo las 

especies pertenecientes al Superorden Acantohopterygii aparecen juntas, 

separándose de las del Superorden Ostariophysi. A su vez, dentro de cada uno de 

ellos, se observa la separación de los diferentes órdenes. FIGURA 35. 

 

 

 

 

  

FIGURA 35: En la parte superior de la figura, se muestra el árbol filogenético de diferentes 
grupos de peces basado en las distancias genéticas de la secuencia repetida ACA-72. En la 

parte inferior de la figura se muestra el esquema de la unidad de repetición utilizado para 
realizar el árbol filogenético. 
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4.2.  Estudios de genómica funcional en esturiones. 

4.2.1.  Realización de hibridación sustractiva por supresión (SSH). 

Para la realización de la técnica de hibridación sustractiva se establecieron dos 

tipos de muestras de partida: ARN proveniente de gónadas de machos y ARN 

procedentes de gónadas de hembras. Como se comentó con anterioridad en Material 

y Métodos, las muestras fueron obtenidas en ambos casos de gónadas que podían 

ser identificadas inequívocamente como masculina o femenina. De entre los 

ejemplares seleccionados, se tomaron muestras de aquellos que presentaban 

gónadas en estadio más inmaduro, lo que supone una edad de entre 3 y 4 años en 

todos los casos.  

El ARN obtenido fue en la mayoría de los casos de alta calidad como se 

muestra  en la relación 28S/18S  es se encuentra alrededor de 1,2.  Concentración 

obtenida a partir de la estación de electroforesis virtual Experion (TABLA 17).  

 

Muestra Concentración RNA (ng/µl) Ratio 28S/18S 
♀F1 625,30 1.20 
♀F2 821,30 1.17 
♀F3 766,42 1.21 
♀F4 759,01 1.24 
♀F5 670,95 1.15 

   
♂M1 178,94 1.15 
♂M2 184,15 1.20 
♂M3 198,93 1.17 
♂M4 570,95 1.16 
♂M5 400,09 1.18 

TABLA 17: Concentración del ARN extraído y medido con la estación de 
electroforesis virtual Experion con el parámetro de calidad 28S/18S. 

 

Este ARN se retrotranscribió a ADNc siguiendo el protocolo descrito en Material 

y Métodos 3.2.3. La calidad de este ADNc también es puesta de manifiesto en la 

TABLA 18. 

Se analizaron los parámetros de µg/µl, A260, A280, A230 y A320, el coeficiente 

A260/A280, y el A260/A230, todos ellos indicativos de la calidad del ADNc. Un coeficiente 

A260/A280 de 1,8 indica un ADN puro, nuestras muestras se encuentran alrededor de 

estos valores, teniendo la información de que no hay influencia por contaminación 

proteica de la muestra. 
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Mientras que el coeficiente A260/A230 es un parámetro que nos da información 

sobre la posible contaminación de la muestra por péptidos, fenoles y compuestos 

aromáticos utilizados en la extracción, un valor entre 1,8 y 2,2 es indicativo de una 

buena calidad del ADN, en nuestro caso, los valores de las muestras se encuentran 

en este intervalo de valores, indicando la ausencia de estos compuestos que podrían 

interferir en las siguientes reacciones.  

El parámetro A320, está relacionado con la turbidez de la muestra, siendo los 

valores en los ADNc obtenidos muy bajos, indicando una buena calidad de las 

muestras. 

 

MUESTRA A230 A260 A280 A320 260/280 260/230 CONCENTRACIÓN(µg/µl) 

♀F1 0,285 0,568 0,313 0,002 1,82 1,99 1414 
♀F2 0,244 0,515 0,285 0,007 1.83 2,11 1269 
♀F3 0,253 0,529 0,305 0,037 1,83 2,09 1230 
♀F4 0,235 0,464 0,260 0,001 1,79 1,97 1158 
♀F5 0,244 0,488 0,279 0,014 1,79 2,00 1185 
♂M1 0,239 0,453 0,255 0,000 1,78 1,89 1133 
♂M2 0,260 0,515 0,280 0,000 1,84 1,98 1286 
♂M3 0,246 0,494 0,271 -0,005 1,81 2,01 1248 
♂M4 0,264 0,510 0,281 -0,004 1,80 1,93 1284 
♂M5 0,259 0,513 0,283 -0,004 1,80 1,98 1296 

TABLA 18: Datos sobre la calidad y concentración del ADNc retrotranscrito, obtenidos 
a partir del Biofotómetro 

 

Utilizando estas muestras de ADNc, se llevaron a cabo dos reacciones de 

hibridación:  

1) ADNc de macho usado como tester sobre ADNc de hembra usado como 

driver (ver Material y Métodos) para obtener una librería que hemos 

denominado librería de machos. En esta librería de machos, pretendemos 

encontrar genes con expresión diferencial bien activos solo en machos o 

reprimidos en hembras 

2) ADNc de hembra usado como tester para obtener la librería de hembras, 

donde queremos poner de manifiesto aquellos genes que se activan en 

hembras o bien se inhiben en machos, durante el desarrollo gonadal en los 

ejemplares analizados. 
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Una vez realizadas estas reacciones, los fragmentos seleccionados 

correspondientes ADNc “específico” para cada sexo, fueron clonados. 

4.2.1.1.  Librería de machos. 

En la librería de machos se secuenciaron 400 clones. Las secuencias 

obtenidas fueron enviadas a la base de datos de GenBank usando los algoritmos 

BLASTN y BLASTX en búsqueda de homologías. Hemos encontrando que 241 

(60,25%) no presentaron homología con ninguna de las secuencias depositadas en 

estas bases de datos. El resto, 159 (39,75%), tuvieron alguna coincidencia con 

secuencias depositadas en las bases de datos GenBank. Estas 159 secuencias 

variaron en tamaño entre 167 pb y 1.486 pb, con un tamaño medio de 591 pb. Anexo 

VI. 

Las 159 secuencias con significado se agrupan en un total de 23 genes 

diferentes (FIGURA 36). El rango de distribución de estas secuencias varió de 2 a 19 

secuencias por gen, no encontrando ningún gen que presentara homología con una 

única secuencia. TABLA 19. 

 

 

FIGURA 36: Grafica en la que se observa el tipo de genes encontrados en la 
hibridación sustractiva para la genoteca de machos, relacionados con el número de 

secuencias en las que se han encontrado. 
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TIPO DE PROTEÍNAS GENES 
NÚMERO DE 

SECUENCIAS 

RIBOSOMALES 17 123 

UBIQUITINA 1 6 

ZINC PROTEÍNA 1 3 

INMUNOGLOBULINA 2 8 

INTERFERÓN 1 8 

CITOCROMO-C 1 11 

TABLA 19: Resumen de todas las secuencias con significado encontradas en la 
genoteca de hembra al ser enviadas a la base de datos BlastX. Se indica el número 

de genes totales y de secuencias para esa homología. 

 

Así, del total de 159 secuencias con homología; 123 secuencias (77,36%) 

fueron anotadas como proteínas ribosómicas (correspondientes a 17 genes), 11 

secuencias (6,94%) corresponden al gen de la citocromo-C oxidasa, 8 secuencias 

(5,03%) con homología con inmunoglobulinas (2 genes) y otras 8 homólogas al gen 

del interferon (5,03%). La ubiquitina con 6 secuencias (3,75%) y una proteína de 

unión al Zinc con un porcentaje del (1,89%) son las secuencias con menor porcentaje 

encontradas en este análisis (FIGURA 37). 

Utilizando el programa AmiGO hemos tenido en cuenta los términos GO para 

dividir el conjunto de secuencias en 4 grupos basados en el proceso biológico que 

desempeñan: traducción, transcripción, respuesta inmune y cadena transportadora de 

electrones. La FIGURA 38 y en la TABLA 20 se recoge un resumen de la genoteca 

de machos con respecto al número de secuencias y porcentajes en cada una de las 

categorías de procesos biológicos. 
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FIGURA 37: Porcentajes de las anotaciones encontradas para las diferentes 
homologías procedentes de la hibridación sustractiva usando como tester al macho. 

En la gráfica se pone de manifiesto como las proteínas ribosomales con un porcentaje 
del 77,36%, predominan sobre los otros genes encontrados seguidas por las 
inmunoglobulinas y la proteína interferón con un 5,03% respectivamente, y 

encontramos proteínas del tipo citocromo con un porcentaje del 6,94%, ubiquitina con 
un 3,75% y con el menor porcentaje la proteína de unión al zinc con un 1,89%. 

 

 

FIGURA 38: En la gráfica se ilustra el número de genes para cada término GO 
encontrado junto al número de secuencias. 
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TÉRMINOS GO GENES NÚMERO DE SECUENCIAS PORCENTAJE 

TRADUCCIÓN 18 129 81,13 % 
TRANSCRIPCIÓN 2 11 6,92 % 
RESPUESTA INMUNE 2 8 6,92 % 
CADENA TRANSPORTADORA DE e- 1 11 5,03 % 
TABLA 20: En la tabla se especifica el Término GO, para cada homología encontrada 

en la base de datos BlastX, el número de secuencias que dieron esa homología, el 
número de genes y el porcentaje con respecto al total de secuencias con significado. 

 

Cuando se clasifican las proteínas encontradas en la librería de machos en 

función de los procesos biológicos, el grupo que presenta una mayor frecuencia, como 

era de esperar, es el de traducción que integra a las 17 proteínas ribosómicas y a la 

ubiquitina. Le sigue el grupo de proteínas implicadas en la transcripción, constituido 

por dos proteínas, la proteína de unión al zinc, y el factor interferón regulación factor 

de unión. El grupo de proteínas de respuesta inmune está constituido por dos 

inmunoglobulinas. Por último, el grupo de la cadena transportadora de electrones se 

encuentra integrado por una sola proteína, la citocromo-C oxidasa. 

4.2.1.2.  Librería de hembras. 

Con respecto a la genoteca de hembras, se secuenciaron un total de 500 

clones de los cuales 364 secuencias (72,8%) no tuvieron homología con secuencias 

depositadas en estas bases de datos, el resto, 136 (27,2%), presentaron homología 

con alguna secuencias de la base de datos GenBank. Estas 136 secuencias 

corresponden a un total de 40 genes diferentes. De ellos, 22 tenían homología una 

única secuencia de la genoteca (singleton), mientras que los 18 restantes presentaron 

homología con varias secuencias (de 2 a 23), formando contig. El rango de longitud 

de las secuencias con homología varío entre 139 pb y 869 pb con una media de 624 

pb. (Anexo VII). 

En un análisis de la distribución de secuencias anotadas, hemos realizado tres 

agrupaciones. Una, formada por 84 secuencias (61,76%) que están relacionadas con 

proteínas de la zona pelúcida (correspondientes a 7 genes diferentes). Otra formada 

por 32 secuencias (23,52%) con una redundancia menor (de 1 a 3) y con homologías 

a genes tales como ribosomales, mitocondriales, ferritina, unión al calcio... Que 

conforman un grupo de 23 genes. (Anexo VI). Una última agrupación compuesta por 
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20 secuencias (14,72%) que dan homología con 10 proteínas predictivas o putativas 

(FIGURA 39).  

Así, en la TABLA 21, se enumeran los genes encontrados en esta genoteca de 

hembras. Los porcentajes de estos genes se reflejan en la FIGURA 40. 

 

 

FIGURA 39: Relación entre número y clases de genes encontrados en la hibridación 
sustractiva para la genoteca de hembras con el número de secuencias. 
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HOMOLOGÍAS NÚMERO DE 
GENES 

NÚMERO DE 
SECUENCIAS 

ZONA PELÚCIDA 7 84 
RIBOSOMALES 4 4 
MITOCONDRIALES 3 3 
FERRITINA 1 3 
P. UNIÓN AL CALCIO 1 3 
FACTOR OVÁRICO ESPECÍFICO C1Q 1 1 
LIPASA MADURACIÓN 1 2 
PROTEÍNA CENTROSOMAL 27 KDA 1 1 
CARIOFERINA Α-2 1 1 
P.DE UNIÓN CITOPLASMÁTICA POLY A 1 2 
CITOSOL MALATO DEHIDROGENASA B 1 1 
BYSTIN-LIKE PROTEIN 1 2 
CADENA LIGERA DE DINEÍNA CITOPLASMÁTICA 1 2 
CLAUDINA 4L2 1 1 
QUERATINA, CITOESQUELETO 1 1 
RING DE PROTEÍNAS TRANSMEMBRANA 1 1 
ARAQUIDONATO 12-LIPOXIGENASA 1 1 
PHOSPHORIBOSYLAMINOIMIDAZOLE 
CARBOXILASA 

1 2 

RECEPTOR DE TNF PROTEÍNA ASOCIADA 1 1 
PREDICTIVAS PUTATIVAS 10 20 

TABLA 21: Resumen de todas las secuencias con significado encontradas en la 
genoteca de hembra al ser enviadas a la base de datos BlastX. Se indica el número 

de genes totales y de secuencias para esa homología 

 

 

FIGURA 40: Resumen de las anotaciones encontradas para los diferentes clones 
procedentes de la hibridación sustractiva usando como tester a la hembra, en la que 
se observa la predominancia de proteínas relacionadas con la envoltura del huevo, 

seguidas por un grupo de proteínas muy variado en el que se pueden encontrar 
proteínas estructurales y funcionales. 
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Tal como hemos hecho con las proteínas encontradas de la genoteca de 

machos, hemos clasificado las anotaciones de las genoteca de hembras teniendo en 

cuenta los términos GO, según el programa AmiGO.  

En el mismo análisis hemos señalado la frecuencia que le corresponde a cada 

uno de los grupos que se han formado. TABLA 22. 

La TABLA 22 recoge la información correspondiente al número de secuencias, 

homologías encontradas con secuencias depositadas en la base de datos así como 

los términos GO referidos a Proceso Biológico. 

 

 

FIGURA 41: Gráfica que representa la clasificación de los distintos genes 
encontrados en la genoteca de hembras, teniendo en cuenta los términos GO 

 

 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

V
ES

ÍC
U

LA
 P

A
R

A
 E

X
O

C
IT

O
SI

S …

ZO
N

A
 D

E 
U

N
IÓ

N
 D

EL
 E

SP
ER

M
A

R
EG

U
LA

C
IÓ

N
 N

EG
A

TI
V

A
 D

E 
LA

 …

H
O

M
EO

ST
A

SI
S 

D
E 

IO
N

ES
 D

E …

TR
A

D
U

C
C

IÓ
N

P
R

O
C

ES
O

 C
A

TA
B

Ó
LI

C
O

 D
EL

 A
TP

C
A

D
EN

A
 T

R
A

N
SP

O
R

TA
D

O
R

A
 …

TR
A

N
SP

O
R

TE
 M

IT
O

C
O

N
D

R
IA

L

R
EG

U
LA

C
IÓ

N
 P

O
SI

TI
V

A
 D

E 
LA

 …

O
R

G
A

N
IZ

A
C

IÓ
N

 D
EL

 …

P
R

O
TE

ÍN
A

 IM
P

O
R

TA
D

O
R

A
 …

D
ES

A
R

R
O

LL
O

 E
M

B
R

IO
N

A
R

IO
 …

P
R

O
C

ES
O

 M
ET

A
B

Ó
LI

C
O

 D
E …

B
IO

G
ÉN

ES
IS

 D
E 

LO
S …

O
X

ID
A

C
IÓ

N
-R

ED
U

C
C

IÓ
N

IM
P

 P
R

O
C

ES
O

 B
IO

SI
N

TÉ
TI

C
O

P
LE

G
A

M
IE

N
TO

 D
E 

P
R

O
TE

ÍN
A

S

P
R

O
C

ES
O

 IM
P

LI
C

A
D

O
 E

N
 L

A
 …

G
LU

TA
M

IN
IL

O
-T

R
N

A
 …

R
ES

P
U

ES
TA

 C
EL

U
LA

R
 A

 …

A
D

H
ES

IÓ
N

 C
EL

U
LA

R

LA
 R

ES
P

U
ES

TA
 C

EL
U

LA
R

 A
 L

A
 …

R
EG

U
LA

C
IÓ

N
 N

EG
A

TI
V

A
 D

EL
 …

P
R

O
TE

ÍN
A

 D
E 

U
N

IÓ
N

SE
Ñ

A
L 

TR
A

N
SD

U
C

C
IÓ

N

SI
N

 T
ÉR

M
IN

O
 G

O
 P

A
R

A
 …

6
1 1 1

4
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

7

58

26

3 3 4
1 1 1 1 1 1 2 1 2 1 2 1 2 1 1 1 1 2

5
1

13

GENES NÚMERO DE SECUENCIAS



4. Resultados 

- 131 - 

PROCESO BIOLÓGICO GENES SECUENCIAS PORCENTAJE 
VESÍCULA PARA EXOCITOSIS DEL ACROSOMA 6 58 42,63% 
ZONA DE UNIÓN DEL ESPERMA 1 26 19,12% 
REGULACIÓN NEGATIVA DE LA TRANSCRIPCIÓN DE 
LA POLIMERASA II PROMOTOR DE ARN 1 3 2,20% 

HOMEOSTASIS DE IONES DE HIERRO CELULAR 1 3 2,20% 
TRADUCCIÓN 4 4 2,93% 
PROCESO CATABÓLICO DEL ATP 1 1 0,74% 
CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRONES 1 1 0,74% 
TRANSPORTE MITOCONDRIAL 1 1 0,74% 
REGULACIÓN POSITIVA DE LA ADHESIÓN CÉLULA-
SUSTRATO 1 1 0,74% 

ORGANIZACIÓN DEL CENTROSOMA 1 1 0,74% 
PROTEÍNA IMPORTADORA DEL NÚCLEO 1 1 0,74% 
DESARROLLO EMBRIONARIO DE CORDADOS 1 2 1,47% 
PROCESO METABÓLICO DE CARBOHIDRATOS 1 1 0,74% 
BIOGÉNESIS DE LOS RIBOSOMAS 1 2 1,47% 
OXIDACIÓN-REDUCCIÓN 1 1 0,74% 
IMP PROCESO BIOSINTÉTICO 1 2 1,47% 
PLEGAMIENTO DE PROTEÍNAS 1 1 0,74% 
PROCESO IMPLICADO EN LA DUPLICACIÓN DEL 
CENTROSOMA 1 2 1,47% 

GLUTAMINILO-TRNA AMINOACILACIÓN 1 1 0,74% 
RESPUESTA CELULAR A PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 1 1 0,74% 
ADHESIÓN CELULAR 1 1 0,74% 
LA RESPUESTA CELULAR A LA FALTA DE 
NITRÓGENO 1 1 0,74% 

REGULACIÓN NEGATIVA DEL CICLO CELULAR 
MITÓTICO 1 2 1,47% 

PROTEÍNA DE UNIÓN 1 5 3,67% 
SEÑAL TRANSDUCCIÓN 1 1 0,73% 
SIN TÉRMINO GO PARA PROCESO BIOLÓGICO 7 13 9,55% 
 

 

4.2.1.3.  Comparación entre genotecas. 

Por último, hemos comparado el número y distribución de anotaciones 

encontradas en la genoteca de hembras con las obtenidas en la genoteca de machos 

(FIGURA 42). Hay que destacar la gran diversidad de homologías encontradas en la 

genoteca de hembras con respecto a la genoteca de machos. Mientras que los genes 

de macho se pueden agrupar en ribosomales, mitocondriales, proteínas de unión e 

inmunoglobulinas, en la genoteca de hembras se han encontrado desde genes que se 

TABLA 22: Gráfica y tabla que recogen la información sobre los términos GO en la 
genoteca de hembras, con respecto al proceso biológico. En la gráfica se ilustra el 

número de genes para ese término, junto al número de secuencias que le corresponden. 
En la tabla se especifíca el Término GO para cada homología encontrada en la base de 

datos BlastX, el número de secuencias que dieron esa homología, junto con el número de 
genes y el porcentaje con respecto al total de secuencias. 

http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/term_details?term=GO:0006606&session_id=7298amigo1351160678&
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encuentran en la cubierta del huevo, inmunoglobulinas, proteínas de unión, hasta 

genes con actividad estructural, catalítica o encargados de la regulación del ciclo 

celular, También podemos observar como en la genoteca de hembras aparecen un 

número elevado de proteínas predictivas-putativas (10), mientras que en machos no 

aparece ninguna. Por otro lado, muchos de los genes de la hembra, presentan más 

de un término Go, por lo que su clasificación y posterior comparación con los de la 

genoteca de machos se complica.(TABLA 23). 

 

 

FIGURA 42: Gráfica en la que se compara las homologías encontradas en la 
genoteca de machos y en la genoteca de hembras, para ello, se ha tenido en cuenta 

la homología y el término GO. 
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PROCESO BIOLÓGICO (TÉRMINO GO) GENES 
HEMBRAS 

GENES 
MACHOS 

VESÍCULA PARA EXOCITOSIS DEL ACROSOMA 6 0 
ZONA DE UNIÓN DEL ESPERMA 1 0 
REGULACIÓN NEGATIVA DE LA TRANSCRIPCIÓN DE LA POLIMERASA II 
PROMOTOR DE ARN 1 0 

HOMEOSTASIS DE IONES DE HIERRO CELULAR 1 0 
TRADUCCIÓN 4 18 
TRANSCRIPCIÓN 0 2 
RESPUESTA INMUNE 0 2 
PROCESO CATABÓLICO DEL ATP 1 0 
CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRONES 1 1 
TRANSPORTE MITOCONDRIAL 1 0 
REGULACIÓN POSITIVA DE LA ADHESIÓN CÉLULA-SUSTRATO 1 0 
ORGANIZACIÓN DEL CENTROSOMA 1 0 
PROTEÍNA IMPORTADORA DEL NÚCLEO 1 0 
DESARROLLO EMBRIONARIO DE CORDADOS 1 0 
PROCESO METABÓLICO DE CARBOHIDRATOS 1 0 
BIOGÉNESIS DE LOS RIBOSOMAS 1 0 
OXIDACIÓN-REDUCCIÓN 1 0 
IMP PROCESO BIOSINTÉTICO 1 0 
PLEGAMIENTO DE PROTEÍNAS 1 0 
PROCESO IMPLICADO EN LA DUPLICACIÓN DEL CENTROSOMA 1 0 
GLUTAMINILO-TRNA AMINOACILACIÓN 1 0 
RESPUESTA CELULAR A PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 1 0 
ADHESIÓN CELULAR 1 0 
LA RESPUESTA CELULAR A LA FALTA DE NITRÓGENO 1 0 
REGULACIÓN NEGATIVA DEL CICLO CELULAR MITÓTICO 1 0 
PROTEÍNA DE UNIÓN 1 0 
SEÑAL TRANSDUCCIÓN 1 0 
SIN TÉRMINO GO PARA PROCESO BIOLÓGICO 8 0 

TABLA 23: Tabla en la que se comparan las distintas homologías encontrads para 
machos y para hembras, utilizando los Términos GO relacionados con procesos 

biológicos para realizar esta comparativa. 

 

4.2.2.  Caracterización y expresión de genes de interés. 

Teniendo en cuenta las anotaciones obtenidas en la hibridación sustractiva 

tanto de macho como de hembras, realizamos una selección de aquellos genes que 

pudieran estar involucrados en la diferenciación y desarrollo gonadal. En este sentido, 

ninguna de las secuencias de la genoteca de machos estaban involucradas en este 

proceso. Sin embargo, en la genoteca de hembras, hemos encontrado varios genes 

que son susceptibles de ser utilizados en un estudio de expresión diferencial entre 

sexos. Estos genes son los pertenecientes a la cubierta del huevo (familia de genes 
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de la zona pelúcida), el gen de la ferritina y el gen que codifica para la proteína de 

unión al calcio. 

4.2.2.1.  Genes relacionados con la cubierta del huevo 

Como ya se ha comentado con anterioridad, tras analizar la librería de hembra, 

84 secuencias daban homología con glicoproteínas de la zona pelúcida del huevo (a 

partir de ahora ZP) en otra especie de esturión, concretamente con el esturión chino 

A. sinensis. Esta gran cantidad de secuencias homólogas encontradas en la librería, 

unido a la función protectora de ovocito de esta proteína (Ver introducción) nos llevó a 

seleccionar estos genes para un estudio más profundo. 

En el conjunto de secuencias obtenidas mediante hibridación sustractiva que 

han sido anotadas como pertenecientes a la familia ZP (84), podemos distinguir que 

42 de ellas son pertenecientes a la subfamilia ZP3.  

Debido a que los genes ZP3 presentan una organización compleja de varios 

genes parálogos, se decidió hacer un análisis con las secuencias de todos los clones. 

En primer lugar, las secuencias se agruparon en función de las anotaciones obtenidas 

a partir de las bases de datos (Anexo VI y Anexo VII ). 

Así, del conjunto de 42 secuencias, 26 presentaban una homología media del 

95% con la secuencia nucleotídica de la proteína ZP3.2 de A. sinensis (FJ610234; 

Chuang-Ju et al., 2011). 

El tamaño medio de estas secuencias es de 411.4pb, con 148pb la secuencia 

más corta y 593pb la más larga. 

Realizamos un alineamiento con éstas utilizando el programa Geneious 4.8.4 

(Biomatters. 2009) que nos permitió obtener un contig (incluyendo las 26 secuencias) 

con un tamaño de 596pb. La FIGURA 43 muestra un esquema de las secuencias 

utilizadas y del contig obtenido. 
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El contig obtenido para la proteína ZP3.2 perteneciente a la especie A. naccarii, 

lo alineamos con la secuencia nucleotídica de la misma proteína depositada en la 

base de datos y perteneciente a la especie A. sinensis. La secuencia de la proteína 

ZP3.2 en A. sinensis tiene un total de 1288pb (sin contar la cola de poli-A). La 

secuencia de A. naccarii se alinea entre las posiciones 300 y 896 en la secuencia de 

A. sinensis, con una homología del 97.8% (FIGURA 44). 

 

 

Las 16 secuencias restantes presentan una homología media del 92% con la 

secuencia de la proteína ZP3.3 del esturión A. sinensis (HM067972, Chiang-Ju et al 

2011). El tamaño medio de dichas secuencias es de 335pb, oscilando entre 147pb la 

secuencia más corta y 843pb la secuencia más larga. El alineamiento de las mismas y 

el ensamblaje realizado mediante el programa Geneious, agrupó las secuencias en 

tres contig: el contig 1 engloba a 7 secuencias, el contig 2 incluye 4 secuencias y el 

contig 3 agrupa 4 secuencias; quedando entonces 1 secuencia como singleton. La 

FIGURA 45 muestra como ejemplo la agrupación de secuencias perteneciente al 

contig 1. 

FIGURA 43: Figura realizada por el programa informático Genious que representa el 
alineamiento de las 26 secuencias obtenidas de la hibridación sustractiva que tenían 
homología con ZP3.2 de A. sinensis, y forman un conting con un tamaño de 596pb. 

FIGURA 44: En la que se muestra el alineamiento realizado entre el conting 
de 596pb de ZP3.2 de A. naccarii y la secuencia de A. sinensis. Con una 

homología del 97,8%. 
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Sobre la secuencia de nucleótidos de la proteína ZP3.3 de A. sinensis 

buscamos las posiciones que ocupaban los 3 contig y el singleton, de manera que el 

contig 1 se encuentra entre las posiciones 315 a la 561; el contig 2 entre la 44 y la 

307; el contig 3 entre la 639 y la 902, y el singleton está comprendido entre la posición 

903 y la 1207 de A. sinensis (FIGURA 46). 

 

 

Del análisis de estos contig, se comprobó que en ningún caso se habían 

obtenido las secuencias completas de los genes. Para completar tales secuencias, se 

decidió utilizar la información de los genes ZP3.2 y ZP3.3 de A. sinensis para diseñar 

primers en los extremos de la secuencia de estos genes y poder amplificarlos en A. 

naccarii.  

Así, en el caso de la proteína ZP3.2, los primers forward y reverse diseñados 

se corresponde con las posiciones 1-21 y 1268-1288 respectivamente de la secuencia 

de A. sinensis. Dichos primers amplifican en ADNc de A. naccarii un fragmento de 

aproximadamente 1300pb. En concreto, la secuencia de nucleótidos de ZP3.2 en A. 

naccarii tiene una longitud de 1299pb (sin contar la cola de poli-A). El alineamiento de 

esta secuencia con la secuencia nucleotídica de ZP3.2 de la especie A. sinensis, 

presentaba una homología del 95%. 

FIGURA 45: Conting 1 , con un tamaño de 246 nucleótidos, formado por la 
agrupación de 7 secuencias que dieron homología con la proteína ZP3.3, 

utilizando el programa Geneious. 

FIGURA 46: Ordenamiento de los distintos contings y el singleton, utilizando 
como molde la secuencia de nucleótidos de la proteína ZP3.3 de A. sinensis. 
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Para la proteína ZP3.3, los primers forward y reverse se encuentran localizados 

respectivamente en las posiciones 1-22 y 1255-1273 en el esturión chino. Con estos 

primers amplificamos en cDNA un fragmento de 1273pb en A. naccarii. La homología 

de estas secuencias del gen ZP3.3 entre las dos especies de esturión es del 93.9%. 

En la especie A. naccarii la homología de las secuencias de cDNA para los 

genes ZP3.2 y ZP3.3 es del 86.9%, valor similar al encontrado entre estos dos genes 

en la especie A. sinensis (86%; Chuang-Ju et al 2011). La homología entre las cuatro 

secuencias de estos dos genes entre las dos especies es del 88.4%. 

Las secuencias obtenidas para los genes ZP3.2 y ZP3.3 en A. naccarii fueron 

utilizadas para realizar una análisis filogenético en el cual se utilizaron genes ZP3 de 

varias especies de vertebrados (rana, pollo, humano y peces), incluidos los 

caracterizados en la especie de esturión A. sinensis. El cladograma obtenido se 

muestra en la FIGURA 47. 

Podemos diferenciar dos clados: uno formado por las secuencias ZP3, 

(agrupando juntas las pertenecientes a mamíferos (Hs y Rn), más relacionadas con 

las secuencias de aves (Gg) y anfibios (Xl) y bien separadas de las de peces (As, Dr, 

cc y Cg). El segundo clado engloba las secuencias ZP3.2 y ZP3.3. La del anfibio 

Xenopus tropicalis aparece separada de las secuencias de esturión. En el caso de los 

esturiones vemos que se agrupan juntas las secuencias correspondientes a los genes 

independientemente de la especie de esturión de la que vengan. 
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De esta forma queda probado que hemos amplificado de forma diferencial las 

secuencias correspondientes a los genes ZP3.2 y ZP3.3 en A. naccarii. 

La secuencia ZP3.2 de A. naccarii tiene un marco abierto de lectura de 1185pb 

que comienza con el codón de inicio ATG en la posición 18 y termina con el codón de 

Stop TGA en la posición 1202. Podemos señalar la secuencia de poliadenilación 

(AGTAAA) a 11 posiciones antes de la cola de poli-A.  

De la misma forma que ocurre en A. sinensis, cuando el péptido señal de 20 aa 

es eliminado, el péptido maduro consta de un residuo de 374 aa. Presenta un putative 

N-linked glycosylation site at residue Asn (posición 241)azul, las 8 cisteínas ocupan las 

posiciones 8, 37, 56, 93, 166, 189, 229 y 247 respectivamente rojo y podemos señalar 

los aa conservados de un parche hidrofóbico interno (posiciones 116, 119 y 121)verde. 

(FIGURA 48) 

 

 

 HsZP3
 RnZP3

 GgZP3
 XlZP3.1

 AsZP3.1
 DrZP3

 CcZP3
 CgZP3

 XtZP3.2
 AsZP3.2

 AnZP3.2
 AsZP3.3

 AnZP3.3

FIGURA 47: Homo sapiens (HsZP3, AAA61336); Rattus norvegicus (RnZP3, 
NP_446214); Gallus gallus (GgZP3, NP_989720); Xenopus laevis (XlZP3.1, 
NP_001081657); Xenopus tropicalis (AAI58454); Cyprinus carpio (CcZP3, 

CAA88836); Carassius gibelio (CgZP3, AAD53947); Danio rerio (DrZP3, NP_571406); 
A. sinensis (AsZP3.-1, ACO54852; AsZP3.2, ACO54853; AsZP3.3, ADH93592) 
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FIGURA 48: Secuencia nucleotídica y aminoacídica de A. naccarii, sobre las que se han 
señalado: en cursiva la secuencia de los primers para obtener la secuencia completa; 
subrayados se muestran los 20aa correspondientes al péptido señal y la letra en color 

negro indica el primer aa del péptido maduro; en azul el resíduo Asn (en posición 241) un 
putative N-linked glycosylation site, también se señalan las 8 cisteínas que ocupan las 

posiciones 8, 37, 56, 93, 166, 189, 229 y 247 respectivamente en color rojo y los aa 
conservados de un parche hidrofóbico interno (posiciones 116, 119 y 121) en color verde. 

En amarillo se muestra la secuencia de los primers que se han utilizado para la 
cuantificación. 
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Las 1273pb de la secuencia ZP3.3 de A. naccarii codifican un péptido señal de 

20aa y un péptido de maduro de 377aa. Este péptido maduro contiene un putative N-

linked glycosylation en el residuo Asn (posición 68)azul, y seis sitios O-linked 

glycosylation en las posiciones 5, 42, 138, 174, 268 y 365 (rojo) FIGURA 49. 
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FIGURA 49: Secuencia nucleotídica y aminoacídica de A. naccarii, sobre las que se 
han señalado: en cursiva las secuencias de los primers que se han usado para 

amplificar la secuencia completa. Los aa subrayados indican el péptido señal, el aa 
marcado en color negro indica el inicio de la secuencia del péptido maduro. Un 

putative N-linked glycosylation en el residuo Asn (posición 68) está marcado en azul 
y los seic sitios O-linked glycosylation están marcados en rojo. En verde se muestra 

la secuencia de los primers que se han utilizado para la cuantificación. 
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En este trabajo hemos analizado los niveles de expresión diferencial del gen 

ZP3.2 y ZP3.3 en tejido gonadal de hembras y machos de distintos ejemplares de 

esturión A. naccarii. Para llevar a cabo este objetivo, hemos utilizado los primers que 

cita la bibliografía y que se han usado para la misma tarea en el esturión A. sinensis 

(Chuang-Ju et al., 2011). Las secuencias de las dos parejas de primers están 

señaladas en amarillo y verde respectivamente en la FIGURA 48 y FIGURA 49). 

Con la pareja de primer ZP3.2 y AsZP3.2-RTR hemos amplificado un único 

fragmento de 221pb correspondiente al gen ZP3.2 y con los primers ZP3.3 y AsZP3.3-

RTR se amplifica un fragmento de 235pb correspondiente al gen ZP3.3 en muestras 

de cDNA de gónada de machos y de hembras, mediante PCR convencional (FIGURA 

50). (Las condiciones de amplificación se explican en Material y Métodos apartado 

3.2.14). 

 

Realizamos el análisis de la expresión de estos genes en las muestras de tejido 

gonadal tanto de hembras como de machos mediante PCR cuantitativa. Las 

condiciones de amplificación, réplicas, así como condiciones para amplificar el gen de 

la β-actina se explican en Material y Métodos apartado 3.2.14). 

La cuantificación de la expresión diferencial para el gen ZP3.2 y ZP3.3 entre 

machos y hembras se ha llevado a cabo mediante el método 2 delta-delta Ct (2ΔΔCt) 

que proporciona el software del termociclador iQ5, (Ver Material y Métodos apartado 

3.2.14) y la TABLA 24 muestra los valores medios de Ct así como la desviación 

standar para el gen ZP3.2 y para la β-actina, y la TABLA 25 muestra los valores 

medios de Ct así como la desviación standar para el gen ZP3.3 y para la β-actina. 

FIGURA 50: A. Foto que corresponde al amplificado  de ZP3.2 de 
ambos sexos, con un tamaño de 221pb en A. naccarii utilizando los 

primers que cita la bibliografía. B. Amplificado de Zp3.3 utilizando los 
primers de la bibliografía sobre el ADN de A. naccarii de hembra y de 

macho. 
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Para el gen ZP3.2 observamos un valor medio de Ct más bajo (19.50) en el 

caso de las hembras que en el caso de los machos (28.32), indicando que para las 

primeras, obtenemos amplificado para este gen varios ciclos antes que en machos. 

En el caso del gen de la β-actina, observamos valores similares en Ct para hembras y 

para machos. 

 

Muestras Genes 
Cuantificación 

Relativa 
Rel Quant SD 

Corrected Rel 
Quant SD 

Mean Ct Ct SD 

hembras ZP3.3 1,00000 0,26176 0,26176 18,24 0,37763 

machos ZP3.3 0,00789 0,00747 0,00747 25,23 1,36615 

hembras β-actina 1,00000 0,17554 0,17554 20,59 0,25325 

machos β-actina 0,97538 0,44590 0,44590 20,63 0,65953 

TABLA 25: Tabla suministrada por el programa del termociclador iQ5, en el que se 
muestran los valores medios de Ct, así como la desviación standar para el gen ZP3.3, 

junto los valores para la β-actina. 

 

Para el gen ZP3.3 observamos un valor medio de Ct más bajo (18.24) en el 

caso de las hembras que en el caso de los machos (25.23), indicando que para las 

hembras obtenemos amplificado para este gen varios ciclos antes que en machos. En 

el caso del gen de la β-actina, observamos valores similares en Ct para hembras y 

para machos. 

Si comparamos los valores medios de Ct entre hembras y machos de los 

distintos genes, comprobamos que los valores en las hembras son similares (19.50 y 

18.24) y en los machos (28.32 y 25.23) respectivamente para ZP3.2 y ZP3.3. En 

ambos experimentos, los valores medios de Ct están en torno a 20.5 en ambos sexos 

en la β-actina. 

Muestras Genes 
Cuantificación 

Relativa 
Rel Quant 

SD 

Corrected 
Rel Quant 

SD 
Mean Ct Ct SD 

hembras ZP3.2 1,00000 0,50036 0,50036 19,50 0,72186 

machos ZP3.2 0,00221 0,00439 0,00439 28,32 2,86269 

hembras β-actina 0,93280 0,35754 0,35754 20,47 0,55298 

machos β-actina 1,00000 0,69499 0,69499 20,37 1,00266 

TABLA 24: Tabla suministrada por el programa del termociclador iQ5, en el que se 
muestran los valores medios de Ct, así como la desviación standar para el gen ZP3.2, 

junto los valores para la β-actina 
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Estos valores medios de Ct los podemos representar en una gráfica. Como 

hemos comentado, para el gen de la β-actina no hay diferencias en los niveles de 

expresión en ambos sexos. Para los genes ZP3.2 y ZP3.3, sí se observa una 

expresión diferencial en hembras con respecto a machos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hembras ZP3.2 Hembras ß-actinaMachos ZP3.2 Machos  ß-actina

ZP3.2 ß-actina

Hembras ZP3.2 Hembras ß-actinaMachos ZP3.2 Machos  ß-actina

ZP3.2 ß-actina

FIGURA 51: Gráfica proporcionada por el programa del termociclador iQ5, en el 
que se muestra la expresión diferencial en el gen ZP3.2, entre machos y hembras, 

mientras que el gen de la β-actina, tiene la misma expresión para ambos sexos, 
también se señala la desviación standar para ambos genes. 
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(I) Muestras (J) Muestras 
Diferencia 
de medias 

(I-J) 

Error 
típico Sig. 

Intervalo de confianza 
al 99% 

Intervalo de confianza 
al 95% 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Hembras 
ZP3.2 

Machos 
ZP3.2 -8,80* 1,20 0 -12,62 -4,99 -11,48 -6,12 

Hembras  
β-actina -0,97 1,59 0,55 -6,01 4,07 -4,52 2,57 

Machos  
β-actina -0,86 1,59 0,59 -5,91 4,17 -4,41 2,67 

Machos 
ZP3.2 

Hembras 
ZP3.2 8,80* 1,20 0 4,99 12,62 6,12 11,48 

Hembras  
β-actina 7,83* 1,59 0,001 2,78 12,87 4,28 11,38 

Machos  
β-actina 7,93* 1,59 0,001 2,89 12,98 4,39 11,48 

Hembras  
β-actina 

Hembras 
ZP3.2 0,97 1,59 0,55 -4,07 6,01 -2,57 4,52 

Machos 
ZP3.2 -7,83* 1,59 0,001 -12,87 -2,78 -11,38 -4,28 

Machos  
β-actina 0,10 1,90 0,95 -5,92 6,13 -4,13 4,34 

Machos  
β-actina 

Hembras 
ZP3.2 0,86 1,59 0,59 -4,17 5,91 -2,67 4,41 

Machos 
ZP3.2 -7,93* 1,59 0,001 -12,98 -2,89 -11,48 -4,39 

Hembras  
β-actina -0,10 1,90 0,95 -6,13 5,92 -4,34 4,13 

ZP3.3 ß-actina

Hembras ZP3.3 Hembras ß-actinaMachos ZP3.3 Machos  ß-actina

ZP3.3 ß-actina

Hembras ZP3.3 Hembras ß-actinaMachos ZP3.3 Machos  ß-actina

FIGURA 52: Gráfica proporcionada por el programa del termociclador iQ5, 
en el que se muestra la expresión diferencial en el gen ZP3.3, entre machos 

y hembras, mientras que el gen de la β-actina, tiene la misma expresión 
para ambos sexos, también se señala la desviación standar para ambos 

genes. 
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TABLA 26: El asterisco (*) indica aquellos valores en los que la diferencia de medias 
es significativa al nivel 0.01 y al nivel 0.05. En las tablas se muestran los valores que 
nos indican que las diferencias de expresión son significativas, basándonos en los 

métodos estadísticos que hemos aplicado. 

 

Los valores marcados con un asterisco indican diferencias de medias que son 

consideradas estadísticamente significativas para P<0.01 y para P<0.05. 

Como ya indicábamos, existe expresión diferencial en tejido gonadal entre 

hembras y machos tanto para el gen ZP3.2 como el ZP3.3 (y no hay diferencias de 

expresión en este tejido entre machos y hembras para el gen de la β-actina). 

 

(I) Muestras (J) Muestras 
Diferencia 
de medias 

(I-J) 

Error 
típico Sig. 

Intervalo de confianza al 
95% 

Intervalo de confianza 
al 99% 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Hembras 
ZP3.3 

Machos  
ZP3.3 -6,98* 0,67 0 -8,63 -5,33 -9,49 -4,48 

Hembras  
β-actina -2,69* 0,75 0,01 -4,53 -0,84 -5,49 0,11 

Machos  
β-actina -2,04* 0,75 0,03 -3,89 -0,19 -4,84 0,75 

Machos  
ZP3.3 

Hembras 
ZP3.3 6,98* 0,67 0 5,33 8,63 4,48 9,49 

Hembras  
β-actina 4,29* 0,75 0,001 2,44 6,14 1,49 7,09 

Machos  
β-actina 4,94* 0,75 0,001 3,09 6,79 2,14 7,74 

Hembras  
β-actina 

Hembras 
ZP3.3 2,69* 0,75 0,01 0,84 4,53 -0,11 5,49 

Machos  
ZP3.3 -4,29* 0,75 0,001 -6,14 -2,44 -7,09 -1,49 

Machos  
β-actina 0,64 0,82 0,46 -1,37 2,66 -2,42 3,71 

Machos  
β-actina 

Hembras 
ZP3.3 2,04* 0,75 0,03 0,19 3,89 -0,75 4,84 

Machos  
ZP3.3 -4,94* 0,75 0,001 -6,79 -3,09 -7,74 -2,14 

Hembras  
β-actina -0,64 0,82 0,46 -2,66 1,37 -3,71 2,42 

TABLA 27: El asterisco (*) indica aquellos valores en los que la diferencia de medias 
es significativa al nivel 0.01 y al nivel 0.05. En las tablas se muestran los valores que 
nos indican que las diferencias de expresión son significativas, basándonos en los 

métodos estadísticos que hemos aplicado. 

 

4.2.2.2.  Análisis del gen de la ferritina. 

Tres secuencias de la genoteca de hembras de A. naccarii, con longitudes de 

151pb, 402pb y 408pb, al enviarlas a la base de datos de GenBank, revelaron una 
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homología media del 95%, con la proteína ferritina caracterizada en el esturión chino 

A. sinensis (ABY81252; Xiao-wu et al., 2009). El alineamiento de estas tres 

secuencias de A. naccarii generó un contig con una longitud total de 408pb, 

coincidente con el tamaño de la secuencia mayor.(FIGURA 53). 

 

 

Al comparar ahora las secuencias nucleotídicas entre las dos especies de 

esturión, comprobamos que el contig generado se alinea entre las posiciones 90 y 

497 de la secuencia de A. sinensis, con una homología del 97.3% entre ambas 

(FIGURA 54).  

 

 

Esta secuencia consenso fue enviada a la base de datos GenBank (BlastX), 

obteniéndose una homología del 99% con el cDNA de la ferritina del esturión chino y 

se obtuvo un valor de E-value de 2,00E-80. 

Para poder caracterizar el gen completo en A. naccarii, se diseñaron unos 

primers (FER R/F. Material y métodos.3.2.5.1) usando como base la secuencia de A. 

sinensis. El primer directo se encuentra entre las posiciones 1-20 y el reverso entre la 

511-531 del esturión chino (FIGURA 56). Estos primers permitieron amplificar un 

fragmento de aproximadamente 600pb de este gen en A. naccarii a partir de cDNA de 

tejido gonadal de machos y hembras (FIGURA 55). Las bandas amplificadas, se 

FIGURA 53: Alineamiento realizado con el programa Geneious, en el que se observa 
como las tres secuencias con homología para la ferritina, se solapan generando un 

único conting de 408pb. 

FIGURA 54: Alineamiento realizado con el programa Geneious en el que se 
detalla el alineamiento obtenido entre nuestro conting con la secuencia de la 
ferritina de A. sinensis, ambas secuencias se alinean, con una homología del 

97,3%. 
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escindieron del gel y fueron clonadas por separado, tanto por sexo como por 

individuo. 

Se secuenciaron 8 clones (dos clones por individuo y por sexo) que fueron 

alineados entre sí obteniéndose una homología del 97%. La secuencia consenso de 

estos clones se muestra en la FIGURA 57. 

La traducción de esta secuencia de A.naccarii a proteína mostró un residuo de 

176 aa que presentaba una homología del 98.1% en comparación con la secuencia 

de aa de A. sinensis, comprobando de esta forma que teníamos la secuencia 

completa de la proteína en A. naccarii. En esta secuencia podemos señalar las 

posiciones correspondientes a la Hélice A (11-39), Hélice B (46-73), Hélice C (93-

121), Hélice D (124-155) y Hélice E (161-171) que conforman la proteína en A. 

sinensis. 

Hemos analizado los niveles de expresión diferencial del gen ferritina en tejido 

gonadal de hembras y machos de distintos ejemplares de esturión A. naccarii. Para 

llevar a cabo este objetivo, hemos utilizado los primers que se diseñaron para obtener 

la secuencia completa del gen en A. naccarii. Las secuencias de las dos parejas de 

primers están señaladas en cursiva en la FIGURA 56 y las condiciones de 

amplificación se explican en Material y Métodos apartado 3.2.5.1 
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Realizamos el análisis de la expresión de este gen en las muestras de tejido 

gonadal tanto de hembras como de machos mediante PCR cuantitativa. Las 

condiciones de amplificación, réplicas, así como condiciones para amplificar el gen de 

la β-actina se explican en Material y Métodos apartado 3.2.14. 

La cuantificación de la expresión diferencial para el gen ferritina entre machos y 

hembras, se ha llevado a cabo mediante el método 2 delta-delta Ct (2ΔΔCt) que 

proporciona el software del termociclador iQ5, (Ver Material y Métodos apartado 

3.2.14. ) y la TABLA 28 muestra los valores medios de Ct así como la desviación 

standar para este gen y para la β-actina. 

 

 

 

FIGURA 56: Secuencia de nucleótidos y aa de la proteína ferritina en A. naccarii. 
Los nucleótidos en cursiva indican las posiciones de los primers y los aminoácidos 
subrayados señalan las hélices A, B, C, D y E (11-39; 46-73; 93-121; 124-155; 161-

171) respectivamente. 
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Muestras Genes 
Cuantificación 

relativa 
Rel Quant SD 

Corrected Rel Quant 
SD 

Mean Ct Ct SD 

hembras Ferritina 1,00000 0,38766 0,38766 30,29 0,55927 

machos Ferritina 0,50990 0,18601 0,18601 31,26 0,52630 

hembras  β-actina 1,00000 0,14310 0,14310 19,61 0,20645 

machos  β-actina 0,98721 0,56784 0,56784 19,63 0,82984 

TABLA 28: Tabla suministrada por el programa del termociclador iQ5, en el que se 
muestran los valores medios de Ct, así como la desviación standar para el gen de la 

ferritina, junto los valores para la β-actina 

 
Para el gen ferritina observamos un valor medio de Ct similar tanto en el caso 

de hembras (30.29) como de machos (31.26) en el caso de las hembras que en el 

caso de los machos, indicando que obtenemos amplificado para este gen 

prácticamente al mismo tiempo. En el caso del gen de la β-actina, observamos 

valores similares en Ct para hembras y para machos (19.6) y similares a los obtenidos 

para el análisis de los genes ZP. 

Cuando estos valores medios de Ct los representamos en una gráfica, no hay 

diferencias en los niveles de expresión en ambos sexos en ninguno de los dos genes 

analizados. 

 

 

 

 

 



4. Resultados 

- 151 - 

 

 

Mediante el análisis de varianza de un factor (Stat/ANOVA/One-Way) seguido 

de un análisis MSD (Desviación Cuadrática Media) posthoc para comparaciones 

múltiples, comprobamos que las diferencias no eran significativas, de manera que 

para el gen de la ferritina, no hay expresión diferencial en la gónada de hembras y 

machos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ferritina ß-actina

Hembras Ferritina Hembras ß-actinaMachos Ferritina Machos  ß-actina

Ferritina ß-actina

Hembras Ferritina Hembras ß-actinaMachos Ferritina Machos  ß-actina

FIGURA 57: Gráfica proporcionada por el programa del termociclador 
iQ5, en el que se muestra la expresión del gen de la ferritina, entre 

machos y hembras, observando que en ambos sexos este gen tiene la 
misma expresión,  al igual que el gen usado como referencia, el gen de 
la β-actina. En la gráfica también se observa la desviación standar para 

ambos genes. 
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(I) Muestras (J) 
Muestras 

Diferencia de 
medias (I-J) 

Error 
típico Sig. 

Intervalo de confianza al 
99% 

Intervalo de confianza al 
95% 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Hembras 
Ferritina 

Machos 
Ferritina -81 48,50 0,14 -260,83 98,83 -199,69 37,69 

Hembras  
β-actina 624,50* 54,23 0 423,43 825,56 491,79 757,20 

Machos  
β-actina 613,50* 54,23 0 412,43 814,56 480,79 746,20 

Machos 
Ferritina 

Hembras 
Ferritina 81 48,50 0,14 -98,83 260,83 -37,69 199,69 

Hembras  
β-actina 705,50* 54,23 0 504,43 906,56 572,79 838,20 

Machos  
β-actina 694,50* 54,23 0 493,43 895,56 561,79 827,20 

Hembras  
β-actina 

Hembras 
Ferritina -624,50* 54,23 0 -825,56 -423,43 -757,20 -491,79 

Machos 
Ferritina -705,50* 54,23 0 -906,56 -504,43 -838,20 -572,79 

Machos  
β-actina -11 59,40 0,85 -231,25 209,25 -156,37 134,37 

Machos  
β-actina 

Hembras 
Ferritina -613,50* 54,23 0 -814,56 -412,43 -746,20 -480,79 

Machos 
Ferritina -694,50* 54,23 0 -895,56 -493,43 -827,20 -561,79 

Hembras  
β-actina 11 59,40 0,85 -209,25 231,25 -134,37 156,37 

TABLA 29: El asterisco (*) indica aquellos valores en los que la diferencia de medias 
es significativa al nivel 0.01 y al nivel 0.05. En las tablas se muestran los valores que 
nos indican que la expresión del gen de la ferritina son significativas, basándonos en 

los métodos estadísticos que hemos aplicado. 

 

4.2.2.3.  Análisis del gen de unión al Calcio (S100 CALCIUM BINDING). 

En la hibridación sustractiva se obtuvieron 3 clones con una longitud de 271, 

269 y 271pb respectivamente que presentaron una homología media del 84% con 

secuencias de la proteína de uníon a calcio “S100 calcium binding protein A1” 

pertenecientes a la especie Misgurnus fossilis (Q7LZT1) depositada en la base de 

datos de GenBank. Así, el contig formado por las tres secuencias (FIGURA 58) que 

presenta homología con la proteína S100A1 de este pez se traduce en un residuo de 

74 aa comprendidos entre la metionina inicial (M) y el aminoácido fenilalanina (F) del 

canonical EF hand. La FIGURA 59 muestra la estructura de la proteína S100A1, dos 

bucles de unión al calcio cada uno de ellos flanqueado por dos hélices alpha 

(Marenholz et al., 2004). Los dos bucles de unión al calcio se han señalado en el 

alineamiento de secuencias de diferentes especies de peces donde hemos incluido la 

de A. nacarii. 
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Hemos analizado la expresión del gen S100 calcium binding protein en tejido 

gonadal de machos y hembras del esturión A. naccarii. Para tal fin, hemos diseñado 

una pareja de cebadores usando como base la secuencia consenso de los 3 clones 

obtenidos mediante hibridación substractiva en A. naccarii, y que mediante PCR 

convencional amplifican un fragmento de aproximadamente 200pb en cDNA de 

gónadas de hembras encontrando ausencia de amplificado cuando usamos cDNA de 

gónadas de macho (FIGURA 60). (Las condiciones de amplificación se encuentran 

detalladas en Material y Métodos, apartado 3.2.5.1). 

 

 

A.naccarii 19 YSGKEGDKYKLSKAEMKSLLQGELGCFLSASKDPNVVDQIMRDLDENKDGEVDFPG--- 74

Misgurnus_fossilis_S100A1 18  YSSKEGDKYKLSKAELKSLLQGELNDFLSASKDPMVVEKIMSDLDENQDGEVDFQEFVV 76

Salmo_salar_S100A1 18  YSSKEGDKYKLSKVELKNLLQGELSDFLAACKDPMVVEKIMSDLDENKDGEVDFQEFVI 76

Osmerus_mordax_S100A1 19  YSSKEGDKYKLSKAELKSLLQGELGDFLAASKDPLVVEKIMTDLDENRDGEVDFQEFVL 77

Danio_rerio_S100A1 19  YSSKEGDKYKLSKSELKSLLQGELSDFLAASKDPMVVEKIMSDLDENRDGEVDFQEFVV 77

Takifugu_rubripes_S100A1 19  YSGKEGDKYKLSTLEMKNLLRGELAELLTASRDPMVVDNIMRDLDDNKDGEVDFQEFVV 77

Oryzias_latipes_S100A1 19  YSGKEGDKYKLNKKELKNLLHEELSEFLAGPNEASVVEKIMTDLDENKDGEVDFQEFVV 77

A.naccarii 19 YSGKEGDKYKLSKAEMKSLLQGELGCFLSASKDPNVVDQIMRDLDENKDGEVDFPG--- 74

Misgurnus_fossilis_S100A1 18  YSSKEGDKYKLSKAELKSLLQGELNDFLSASKDPMVVEKIMSDLDENQDGEVDFQEFVV 76

Salmo_salar_S100A1 18  YSSKEGDKYKLSKVELKNLLQGELSDFLAACKDPMVVEKIMSDLDENKDGEVDFQEFVI 76

Osmerus_mordax_S100A1 19  YSSKEGDKYKLSKAELKSLLQGELGDFLAASKDPLVVEKIMTDLDENRDGEVDFQEFVL 77

Danio_rerio_S100A1 19  YSSKEGDKYKLSKSELKSLLQGELSDFLAASKDPMVVEKIMSDLDENRDGEVDFQEFVV 77

Takifugu_rubripes_S100A1 19  YSGKEGDKYKLSTLEMKNLLRGELAELLTASRDPMVVDNIMRDLDDNKDGEVDFQEFVV 77

Oryzias_latipes_S100A1 19  YSGKEGDKYKLNKKELKNLLHEELSEFLAGPNEASVVEKIMTDLDENKDGEVDFQEFVV 77

FIGURA 58: Figura realizada por el programa informático Geneious que representa 
el alineamiento de las 3 secuencias obtenidas de la hibridación sustractiva que 

tenían homología con S100 calcium binding protein A1 de A. sinensis, y forman un 
conting con un tamaño de 271pb 

FIGURA 59: La figura muestra los dos bucles de unión al calcio se han señalado 
en el alineamiento de secuencias de diferentes especies de peces donde hemos 

incluido la de A. nacarii. 
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Para comprobar la ausencia de amplificación en gónadas masculinas, 

realizamos el análisis de la expresión de este gen en las muestras de tejido gonadal 

tanto de hembras como de machos mediante PCR cuantitativa. Las condiciones de 

amplificación, réplicas, así como condiciones para amplificar el gen de la β-actina se 

explican en Material y Métodos apartado 3.2.14). 

De la misma forma que en el estudio de los genes anteriores, la cuantificación 

de la expresión se ha llevado a cabo mediante el método 2 delta-delta Ct (2ΔΔCt) que 

proporciona el software del termociclador iQ5, (Ver Material y Métodos apartado 

3.2.14) y la TABLA 30 muestra los valores medios de Ct así como la desviación 

standar para el gen S100 calcium-binding y para la β-actina. 

 

 

Muestras Genes 
Cuantificación  

relativa 
Rel Quant SD Corrected Rel Quant SD Mean Ct Ct SD 

hembras S100Calcium-binding 1 0,18181 0,18181 21,90 0,26229 

machos S100Calcium-binding 0,00085 0,00017 0,00017 32,09 0,28753 

hembras β-actina 1 0,29521 0,29521 20,35 0,42590 

machos β-actina 0,89152 0,15355 0,15355 20,51 0,24848 

TABLA 30: Tabla suministrada por el programa del termociclador iQ5, en el que se 
muestran los valores medios de Ct, así como la desviación standar para el gen S100 

calcium-binding, junto los valores para la β-actina 

 

FIGURA 60: Electroforesis de la PCR realizada con los primers diseñados para 
Calcium Binding, en cDNA se observa que mientras que en hembras hay 
amplificación de un tamaño de 200pb, en machos no existe amplificado. 
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Para el gen S100 calcium-binding observamos un valor medio de Ct mucho 

más bajo en el caso de las hembras (21.90) en comparación con la de machos 

(32.09). Como ya veníamos observando, en el caso del gen de la β-actina 

encontramos valores similares en Ct para hembras y para machos (alrededor de 20.5) 

y similares a los obtenidos en análisis anteriores. 

Esta diferencia entre hembras y machos de más de 10 puntos en los valores de 

Ct para el gen S100 calcium-binding, se ve reflejada cuando los representamos en 

una gráfica (FIGURA 61).  

Mediante el análisis de varianza de un factor (Stat/ANOVA/One-Way) seguido 

de un análisis MSD (Desviación Cuadrática Media) posthoc para comparaciones 

múltiples, comprobamos que las diferencias eran significativas, de manera que para el 

gen S100 Calcium-binding existe expresión diferencial en tejido gonadal entre 

hembras y machos de esturión (TABLA 31).  

 

 

 

S100Calcium- binding ß-actina

Hembras S100Calcium-binding Hembras ß-actinaMachos S100Calcium-binding Machos  ß-actina

S100Calcium- binding ß-actina

Hembras S100Calcium-binding Hembras ß-actinaMachos S100Calcium-binding Machos  ß-actina

FIGURA 61: Gráfica proporcionada por el programa del termociclador iQ5, en el 
que se muestra la expresión diferencial en el gen Calcium binding, entre machos y 
hembras, mientras que el gen de la β-actina, tiene la misma expresión para ambos 

sexos, también se señala la desviación standar para ambos genes. 
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(I) Muestras (J) Muestras Diferencia 
de medias 

(I-J) 

Error 
típico 

Sig. Intervalo de confianza 
al 99% 

Intervalo de confianza 
al 95% 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

Hembras 
Calcium-
binding 

Machos  
Calcium-binding -10,18* 0,17 0,00 -10,69 -9,68 -10,56 -9,81 
Hembras  
β-actina 1,56* 0,17 0,00 1,05 2,07 1,19 1,93 
Machos  
β-actina 1,39* 0,17 0,00 0,88 1,89 1,01 1,76 

Machos  
Calcium-
binding  

Hembras 
Calcium-binding 10,18* 0,17 0,00 9,68 10,69 9,81 10,56 
Hembras  
β-actina 11,75* 0,17 0,00 11,24 12,26 11,38 12,12 
Machos  
β-actina 11,57* 0,17 0,00 11,07 12,08 11,20 11,95 

Hembras  
β-actina 

Hembras 
Calcium-binding -1,56* 0,17 0,00 -2,07 -1,05 -1,93 -1,19 
Machos 
Calcium-binding -11,75* 0,17 0,00 -12,26 -11,24 -12,12 -11,38 
Machos  
β-actina -,176 0,17 0,33 -0,68 0,33 -0,54 0,19 

Machos  
β-actina 

Hembras 
Calcium-binding -1,39* 0,17 0,00 -1,89 -0,88 -1,76 -1,01 
Machos 
Calcium-binding -11,57* 0,17 0,00 -12,08 -11,07 -11,95 -11,20 
Hembras  
β-actina 0,17 0,17 0,33 -0,33 0,68 -0,19 0,54 

TABLA 31: El asterisco (*) indica aquellos valores en los que la diferencia de medias 
es significativa al nivel 0.01 y al nivel 0.05. En las tablas se muestran los valores que 
nos indican que las diferencias de expresión del gen calcium binding entre machos y 

hembras son significativas, basándonos en los métodos estadísticos que hemos 
aplicado. 
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La discusión de esta Memoria se ha estructurado en dos apartados 

generales que vienen marcados por los dos grupos de especies estudiadas 

(peces planos y esturiones) así como los análisis llevados a cabo en cada uno 

de estos grupos (Genómica estructural y Genómica funcional). Así, se ha 

realizado: (1) un análisis del ADN repetido, inicialmente en especies de peces 

planos y luego ampliado a otros grupos de peces. Se han caracterizado varias 

familias de ADN repetido y se han hecho estudios evolutivos y filogenéticos,  

(2) un estudio de expresión genética diferencial entre machos y hembras del 

esturión Accipenser naccari de genes relacionados con la diferenciación 

gonadal y caracterizados previamente mediante hibridación sustractiva. 

5.1.  Estudios de Genómica estructural: ADN repetido en peces planos. 

5.1.1.  ADN satélite centromérico 

El mayor componente de los genomas eucariota es el que comprende a 

las familias de ADN repetido. Este ADN repetido generalmente puede estar 

organizado bien en bloques en tándem o en secuencias repetidas dispersas 

dependiendo a las distintas organizaciones genómicas. A su vez, el ADN 

repetido puede clasificarse según su abundancia en el genoma como ADN 

altamente repetido o  moderadamente repetido 

El ADN altamente repetido en tándem es el denominado ADN satélite. 

Esta fracción del ADN suele localizarse en bloques heterocromáticos en zonas 

cromosómicas concretas, tales como regiones centroméricas y 

pericentroméricas así como en regiones subteloméricas, existiendo también 

familias de este ADN repetido acumuladas en regiones intersticiales (Plohl et al 

2012). En este trabajo se han caracterizado en el grupo de peces planos 

(Orden Pleuronectiformes) tanto a nivel molecular como citogenético dos 

familias de ADN satélite, la familia SacI en la especie H. hippoglosus (fletan) y 

la familia de ADN satélite PvuII en las especies del Género Solea, S. 

senegalensis, S, solea y S. lascaris. En este sentido, previamente sólo se 

habían caracterizado en este Orden otros dos ADN satélite. La familia Al-HindIII 

en la especie Achirus lineatus (Familia Achiridae) por Azevedo et al. (2005) y el 

ADN satélite DraI de acedía Dicologloglossa cuneata (Familia Soleidae) por De 

la Herrán et al., 2008).  
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5.1.1.1.  Características moleculares. 

La longitud típica de la unidad de repetición del ADN satélite varía entre 

160 y 180 pb o 320-360 pb (Sharman & Raina 2005; Plohl et al., 2008). Los 

ADN satélites caracterizados en peces planos están incluidos dentro de estos 

dos rangos. Así, el ADN satélite aislado en la especie Hippoglossus 

hippoglossus, presentó una longitud de la unidad monomérica entre 330 y 337 

pb. Por otro lado, la secuencia PvuII aislada en especies del Género Solea 

presentaron longitudes entre 160-177 pb en sus secuencias consensos. El 

tamaño de la unidad monomérica del ADN satélite PvuII, se asemeja a los 

tamaños de las unidades de repetición tanto del ADN satélite Al-HindIII 

caracterizado en Achirus, que presenta una longitud de 204 pb y al ADN 

satélite DraI de Dicologloglossa cuneata con una longitud de 171pb. Es 

interesante recalcar que esta última especie, con longitud muy similar, 

pertenece a la misma Familia (Soleidae) al igual que las especies del género 

Solea.  

En general, las longitudes de unidades de repetición de ADN satélite, 

observadas en otras especies de peces, presentan longitudes correspondientes 

al rango menor, sobre todo aquellos ADNs satélites con localización 

centromérica (Choo, 1997), tal como ocurre con los ADN satélites 

centroméricos EcoRI de espáridos (Garrido Ramos et al. 1995 y De la Herrán el 

at., 2001), HpAI de salmón (Viñas et al., 2004) o PstI de esturiones (Robles et 

al. 2005,), y los ya enumerados con anterioridad de peces planos. 

Sin embargo, la longitud del monómero SacI del fletan entraría dentro 

del rango mayor de longitud. Este  tamaño mayor de la unidad de repetición 

viene motivado por la rápida evolución que pueden sufrir estas secuencias en 

los que intervienen fenómenos de duplicación y posterior divergencia. Esto es 

lo que parece haber ocurrido en el caso del satélite EcoRI descrito en De la 

Herran et al., 1998 en la especie Pagellus bogaraveo que presenta una longitud 

de 372, el doble que en el resto de especies de espáridos debido a una 

duplicación de la unidad de repetición.  

En resumen, podríamos decir en peces en general y en planos planos en 

particular, parecen estar favorecidos evolutivamente estos dos rangos de 
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longitud de monómeros para sus ADN satélites, al igual que se ha descrito en 

otro grupos de animales como los insectos (Palomeque y Lorite., 2008). 

En cuanto a su secuencia, podemos señalar que al igual que en los dos 

satélites ya mencionados caracterizados en peces planos y al igual que en 

otras especies de peces tanto de agua dulce como marinos (Ekker, Fritz & 

Westerfield., 1992; Garrido-Ramos et al., 1994; Koehler et al., 1997; Reed, 

Dorschner & Phillips., 1997; Fischer et al., 2000; Robles et al., 2004) presentan, 

tanto PvuII y SacI, un alto porcentaje de A-T, existiendo series cortas 

consecutivas de cada uno de estos nucleótidos a lo largo de la secuencia. 

Asimismo, se puede destacar que, dentro de los ADNs satélites 

analizados, existen regiones que se repiten de forma directa o inversa, lo que 

pondría de manifiesto un posible origen de la unidad de repetición a partir de 

duplicaciones de una secuencia ancestral más pequeña. De hecho, este es el 

caso descrito para el ADN satélite DraI de D. cuneata generado a partir de una 

secuencia inicial de 9 nucleótidos (De la Herrán et al., 2008) 

En cuanto a la homología entre unidades de repetición, en ambos ADN 

satélite hemos encontrado que es muy elevada, alcanzando en el caso del 

satélite SacI del fletan valores del 100% entre algunos clones. Este dato no es 

raro, al menos en este grupo de peces planos, puesto que los dos ADNs 

satélites analizados hasta ahora presentan también una gran homología entre 

sus secuencias (Azevedo  et al. 2005, De la Herrán et al. 2008). Este hecho ha 

sido observado en otros grupos de organismo para otros ADNs satélites como 

los casos de el satélite detectado en Tenebrio molitor (Phohl et al. 1992) y el 

satelite HindIII de especies de los géneros  Ostrea y Crassotrea (López-Flores 

et al., 2009). Dos son las razones aducidas para explicar tan alta identidad 

entre unidades de repetición en la misma especie: por un lado, podría deberse 

a la presencia de una secuencia monomérica “canónica” en el genoma de tales 

especies. Por otro, y como se discutirá posteriormente, puede ser debido a los 

procesos moleculares intrínsecos que operan en este tipo de secuencias 

repetidas, en las cuales, además de los procesos de cambio producidos por 

mutación, intervienen mecanismos de homogenización, tales como 

entrecruzamiento desigual entre cromátidas hermanas y no hermanas, 

conversión génica y transposición (Charlesworth et al., 1994). Por tanto, los 
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datos obtenidos para estos dos ADN satélite caracterizados para peces planos 

en esta Memoria, mostrarían una alta eficacia en los mecanismos de 

homogenización, algo que parece característico en todas las secuencias 

repetidas aisladas hasta este momento en especies de peces planos.  

5.1.1.2.  Localización cromosómica. 

Todas estas características reseñadas en el apartado anterior (tamaño 

de monómero, porcentaje de AT y presencia de motivos repetidos) para las 

familias SacI y PvuII, son comunes a la mayoría de los ADNs centroméricos 

(Singer., 1982; Garrido Ramos et al., 1995; Choo et al., 1977).  

En este sentido, tal como demuestra la hibridación in situ, estas dos 

familias de ADN satélite se localizan en la región centromérica de la mayoría de 

los cromosomas del complemento de cada especie (FIGURA 10y FIGURA 16), 

tal como cabría esperar de sus características moleculares.  

Esta localización es compartida con los otros dos satélites 

caracterizados en estudios previos en peces planos, el de acedía y el de 

Achirus.  

En peces, se ha descrito la presencia de un satélite particular en los 

centrómeros de todos los cromosomas del complemento como ocurre en los 

espáridos (Garrido-Ramos et al., 1999), en Oreochromis niloticus (Ferreria et 

al., 2000; Martin et al., 2008) e incluso, en el pez plano Achirus (Azevedo et al., 

2005). Sin embargo, la ausencia de señales de hibridación en algunas parejas 

cromosómicas, no es un hecho excepcional, puesto que también se ha 

observado en otras especies de peces (Phillips y Reed., 1996; Viñas et al., 

2004, Robles et al., 2003), incluido el ADN satélite DraI de acedía (De la Herrán 

el al., 2008). Según Haaf et al., 1993, esto podría ser explicado por una relativa 

mayor eficacia de la homogenización intracromosómica sobre la expansión y 

homogenización de estas secuencias a través del genoma. 

Este es el caso de los satélites caracterizados tanto en el fletan como en 

el lenguado, los cuales no presentan señales de hibridación en dos parejas 

cromosómicas. Este resultado también podría ser debido al hecho de que la 

cantidad de ADN satélite en estas parejas, como consecuencia de la diferente 
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tasa de expansión intracromosómica, no fuese lo suficientemente elevada para 

que la señal de fluorescencia pueda ser observada.  

5.1.1.3.  Significado funcional de los ADN satélite SacI y PvuII. 

La presencia de al menos una familia de ADN satélite en lo centrómeros 

de los cromosomas eucariotas puede indicar la importancia de estas 

secuencias en la estructura y función del centrómero (Martin., 2007). Sin 

embargo, los mecanismos por los cuales podría llevar a cabo dicha función 

centromérica no están aclarados (Choo., 2000; Henikoff et al., 2012; Pholh et 

al., 2008).  

En este sentido, el porcentaje rico en AT de estas secuencias 

centroméricas así como la presencia de cortas repeticiones espaciadas de 

estos nucleótidos se han relacionado con propiedades estereofísicas del ADN 

como capacidad de curvarse. Estas repeticiones las podemos encontrar en 

ambos satélites descritos en esta Memoria (FIGURA 9 y FIGURA 15). Estos 

sitios han sido propuesto como regiones específicas que inducen plegamientos 

de la cromatina en presencia dominios proteicos HMG (Radic et al 1992), 

dominios conservados e involucrados en la organización de la cromatina de los 

centrómeros de los vertebrados (Slama-Schwok et al., 2000; Klass et al., 2003). 

Otra característica encontrada en ambos ADN satélites es la presencia 

de diferentes motivos centroméricos similares a otros satélites centroméricos 

de vertebrados y puestos de manifiesto en numeroso estudios (Vissel, Nagy & 

Choo, 1992), ratón (Wong & Rattner, 1988), reptiles (Cremisi et al., 1988) and 

peces (Wright, 1989; Denovan & Wright, 1990; Garrido-Ramos et al., 1995).  

 En el caso del ADN satélite SacI y PvuII los motivos encontrados son 

similares a CTG(A/C)A(A/T), GA(C/T/G)AAAAC y a (C/G)AAAA(C/G), descritos 

ya en otros vertebrados (Radic et al., 1992; Gaff et al., 1994; Garrido Ramos et 

al., 1999; De la Herran et al., 2008; Viñas et al., 2008). 

Algunos estudios demuestran que algunos satélites se pueden transcribir 

(Bonaccorsi & Lohe., 1991; Lee H. Wong et al., 2007; Volpe et al., 2003), y en 

algún caso se ha demostrado la transcripción de un satélite sexo específico  

(Rouleux-Bonnin, Bigot & Bigot., 2004). En este sentido el ADN satélite SacI de 

fletan ha sido encontrado en una librería de secuencias transcritas. En 



5. Discusión 

- 164 - 

principio, debido a que los clones encontrados presentan homología a una 

unidad de repetición completa y repeticiones parciales (FIGURA 11) podíamos 

pensar que nos encontramos ante una contaminación de ADN genómico de la 

base de datos de EST de esta especie. Sien embargo, serían necesarios 

estudios adicionales para intentar dilucidar si SacI se transcribe realmente y 

comprender su posible papel a este nivel en el genoma de H. hippoglossus. 

Por último y en cuanto a la caracterización de la secuencia Sac I es de 

destacar que del análisis de su secuencia se puede deducir que presenta dos 

motivos centroméricos con secuencias similares al motivo CENP-B de 

Sacharomyces cerevisiae. Este tipo de motivo también se ha encontrado en 

una familia de ADN satélite de otra especie de pez plano como la acedía (De la 

Herrán et al., 2008). Otros satélites también presentan regiones homologas con 

motivos CENP-B en Lacerta gracea (Capriglione et al., 1998) en Adamussium 

colbecki (Canapa et al., 2000) y en Pipistrellus kuhli (Fantaccione et al., 2005). 

Como resumen, al igual que otras ADN satélites centroméricos, la 

coincidencia de todas estas características descritas nos hace pensar que las 

secuencias SacI y PvuII pueden jugar un posible papel en la función 

centromérica en el fletan y del lenguado respectivamente. 

5.1.1.4.  Análisis evolutivo  y estudios filogenéticos. 

Los ADN satélites centroméricos suelen estar conservados en un 

conjunto de especies relacionadas filogenéticamente, sobre todo, los que han 

sido descritos a nivel centromérico (De la Herrán et al., 2001). Sin embargo, 

cuando se comparan los ADN satélites aislados entre especies de peces 

planos, estos son muy divergentes en sus secuencias monoméricas, siendo 

familias de ADN satélites distintas. Así, tenemos la secuencia SacI que parece 

ser exclusiva del fletan, el ADN satélite PvuII restringido a las especies del 

género Solea, el ADN satélite DraI presente solo en acedía y la secuencia Al-

Hind de Achirus. 

La rápida evolución de estas secuencias produce cambios tanto en su 

secuencia como en su abundancia y a menudo resultan en variantes especie-

específicas y/o en la generación de nuevas familias de secuencias. Por lo tanto 

el estudio comparativo de las secuencias repetidas se puede considerar como 
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una buena herramienta para intentar establecer relaciones filogenéticas  entre 

diferentes grupos de especies. En este sentido hay que señalar que tal y cómo 

sucede con los dos ADNs satélites descritos en peces planos que no 

presentaban homología entre sí, los dos ADN satélites  aislados en este trabajo 

tampoco presenta homología con ninguno de ellos ni entre sí.  

El satélite Sac I del fletan sólo está presente en esta especie no 

presentando  señales de hibridación positiva con el ADN de otras especies de 

peces planos tales como Solea senegalensis, Solea lascaris, Dicologoglossa 

cuneata y Scohphthalmus maximus, indicando que este  ADN satélite no está 

presente en otras familias del Orden Pleuronectiformes. Sin embargo, sería 

necesario profundizar más en este aspecto, y analizar más especies de otras 

familias y fundamentalmente especies de la familia Pleuronectidae a la que 

pertenece el fletan.  

Por otro lado el ADN satélie Pvu II del lenguado sólo parece estar 

presente en las especies del  género Solea no observándose en otros géneros 

de esta misma familia tales como M. azevia y D. cuneata. En este sentido 

también es de resaltar que la secuencia consenso obtenida a partir del 

alineamiento de los diferentes monómeros caracterizados no presenta similitud 

con ninguna secuencia  de las depositadas en las bases de datos EMBL/ 

GenBank. 

 El hecho de que estos ADN satélites estén restringidos a una o a un 

pequeño grupo de especies puede venir provocado por que este tipo de 

secuencias presenta un ritmo de cambio mucho mayor que cualquier otro ADN 

del genoma (Singer., 1982). Esto provocaría, incluso, que puedan aparecer y 

desaparecer familias de ADN satélite en tiempo evolutivo relativamente cortos 

(Miklos., 1985). De hecho se han citado casos tales como lo de  la familia de 

ADNs satélites CgoA y CgoB exclusivas de la especie de primate Callimico 

goeldii (Fanning et al., 1989) o estar restringida a unas pocas especies 

relacionadas entre sí, como por ejemplo en el caso de los Espáridos que se 

pueden separar en dos linajes distintos en función de la presencia o ausencia 

de la familia de ADN satélite DraI (Garrido-Ramos et al., 1998; 1999; De la 

Herrán et al., 2001). 
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La restricción de este satélite a la especie H.hippoglossus de entre todas 

las especies analizadas tal y como hemos comprobado por Southern blot así 

como la alta homología, que presentan los diferentes monómeros que se 

clonaron  y su falta de hibridación con algunos cromosomas puede implicar un 

origen reciente de esta familia repetida. La presencia de repeticiones dentro de 

la secuencia monomérica sugiere que en el origen de esta ADN satélite han 

ocurrido varios procesos de duplicación y posterior divergencia por mutaciones 

tal y como se ha mencionado ha ocurrido en otros ADNs satélites  de peces 

(Garrido-Ramos et., 1985; de la Herrán et al., 2001). 

Por otro lado la secuencia PvuII sí que está presente en más de una 

especie del Género Solea. En concreto Solea Solea, Solea lascaris y Solea 

senegalensis.  Nuestros datos sugieren que esta familia de ADN satélite 

evoluciona de forma concertada. A esta conclusión se llega cuando 

comparando la variabilidad intraespecífica con la divergencia interespecífica se 

observa como la identidad entre los monómeros de una especie es mayor que 

la existente entre  las de dos especies distintas (Dover, 1982, 1986). Esto se ve 

corroborado cuando se realiza un árbol filogenético entre las distintas 

secuencias por el método del vecino más próximo y se comprueba que estas 

se agrupan por especies (FIGURA 15). Se ha propuesto que este hecho es 

consecuencia de la homogenización de las secuencias mediante mecanismos 

de conversión génica, tales como transferencia no recíproca  y  distribución 

aleatoria del material genético en la meiosis y segregación meiótica  (Plohl et 

al., 2012). 

5.1.2.  Secuencia de ADN repetido ACA 72. 

5.1.2.1.  Aislamiento y localización del ADN repetido ACA 72 de Solea 

senegalensis 

En un estudio de aislamiento de microsatélites en Solea senegalensis la 

secuencia de un clon de una de las genotecas obtenidas presentó una 

homología de 88% con 87 pb de un ADN repetido  de Lepomis macrochirus. 

Este dato nos hizo pensar que el inserto contenido en este clon podría 

corresponder a la secuencia de un ADN repetido no detectado hasta ahora en 

el lenguado. 
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Mediante amplificación por PCR con primers diseñados “ex profeso” 

obtuvimos un patrón de amplificado correspondiente a un ADN repetido (Ver 

apartado 4.1.2.1 de Resultados). Uno de los clones obtenidos se utilizó como 

sonda de hibridación sobre cromosomas metafísicos de S. senegalensis. En 

esta hibridación se pudo observar señal positiva sobre una sola pareja de 

cromosomas (FIGURA 16). Esta característica resulta peculiar, ya que, 

generalmente, y tal como hemos señalado anteriormente los ADNs satélites se 

localizan en todos los cromosomas de un cariotipo o en la mayoría de ellos. La 

presencia de un ADN repetido en un único cromosoma del complemento de 

una especie es un caso inusual y generalmente afecta a regiones 

cromosómicas específicas (Jamilena et al., 1993) o cromosomas especiales 

tales como sexuales o cromosomas accesorios (Birchler et al., 1993; Ruiz 

Rejón et al., 1994; Shibata et al., 1999; De la Herrán et al., 2001). En este 

último caso la presencia del ADN repetido en una pareja de cromosomas de la 

lileácea Muscari comosum coincidía con una banda heterocromática, indicando 

que este ADN repetido habría sufrido una gran amplificación.  

Tanto la localización como la abundancia de las familias repetidas en un 

genoma pueden reflejar los diferentes mecanismos mediante los cuales estos 

componentes de los genomas son amplificados y difundidos entre 

cromosomas. Schweizer y Loidl (1987) han sugerido que la evolución inicial de 

un ADN repetido puede estar limitado por propiedades nucleotípicas, por 

ejemplo la disposición espacial de los cromosomas en el núcleo, (Ruiz Rejón et 

al., 1988) y por reordenaciones cromosómicas en interfase. 

En este sentido los datos obtenidos en genomas de peces modelos 

pueden arrojar luz sobre la localización y abundancia de ACA72. Por un lado, 

hemos comprobado que la secuencia ACA72 se localizada en un único locus 

cromosómico de todas las especies modelo (FIGURA 33). Este resultado 

confirma la hibridación in situ, con una única señal de hibridación en el 

complemento del lenguado. Por otro lado, y aunque en esta Memoria no hemos 

analizado la cantidad de ADN repetido que ACA 72 presente en el genoma de 

los peces planos, es de esperar que esta no sea muy elevada, dada la señal de 

hibridación “in situ” que aparece sobre los únicos cromosomas que la 

muestran. Adicionalmente, el análisis de la secuencia en las especies modelo 
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puso de manifiesto la existencia de pocas unidades de repetición (de 7 a 

menos de 30) en sus genomas. Estas observaciones nos hacen suponer que la 

secuencia ACA 72 es una secuencia repetida en tándem, que está poco 

representada en el genoma de peces planos y localizada en un único locus. 

5.1.2.2.  Conservación de la secuencia ACA 72. 

La secuencia consenso del ACA72 fue enviada a la bases de datos 

EMBL/GeneBank en búsqueda de homologías. Como cabía esperar, presentó 

homología con  la secuencia BG16 con accession number AB095087 

perteneciente a un ADN satélite de L. macrochirus  (Perciformes), ya que fue a 

partir de esta comparación como se identificó su existencia. Pero además, 

también mostró homología con una secuencia de un BAC,  DKEY-69C19 con 

accession number BX088538 del pez Danio rerio (pez Zebra), un ciprínido. 

Estas similitudes con otros peces que no son peces planos, nos llevó a 

pensar que este ADN repetido podría estar muy conservado. Para comprobar 

esta idea realizamos distintos análisis. Así, en primer lugar pudimos constatar 

mediante Southern-blot su presencia en mayor o menor medida (FIGURA 27) 

en otras especies de peces planos, pertenecientes a diferentes Familias dentro 

del Orden tales como Microchirus azevía, Solea lascaris,  Dicologoglossa 

cuneata, Solea solea, Synaptura lusitanica, Citharus linguatula, Arnoglossus 

thori, Arnoglossus laterna, Scohphthalmus maximus. También utilizando los 

primers diseñados en el lenguado se  amplificó mediante PCR la secuencia 

ACA72 en el resto de especies analizadas en esta Memoria (FIGURA 28), 

poniendo de manifiesto su presencia en el genoma de todas ellas.  

Los mismos primers sirvieron para amplificar ACA72 en algunas 

especies del orden Perciformes, tales como Sparus y Trachurus, confirmando 

su presencia dentro de este grupo, al igual que en Lepomis. Hay que resaltar 

que estas tres especies, L. macrochirus, S. aurata y T. trachurus, pertenecen a 

Familias diferentes (Familias Centrarchidae, Sapridae y Carangidae, 

respectivamente), por lo que podemos suponer una presencia más extendida 

dentro de este Orden Perciformes.  

Por último, y mediante diferentes motores de búsqueda, pudimos 

encontrar en las bases de datos secuencias homólogas a ACA72 en otros 
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grupos de peces. Así, inicialmente, constatamos la presencia de ACA72 en otra 

especie de Perciforme como la lubina (D. labrax) y también se detectaron 

homologías con secuencias de genomas de peces modelos, tales como fugus, 

tetraodon, medaka, espinoso y pez zebra (FIGURA 33). Esto indicaría la 

existencia de una secuencia repetida y conservada en casi todos los peces. En 

este punto habría que destacar los intentos de amplificar ACA72 en esturiones 

(Orden Acipenseriforme, Subclase Chondrostei) y en rayas (Clase 

Chondrichthyes). En ninguno de los dos casos se obtuvo amplificado. Este 

dato, podría indicar que ACA72 no está presente en los genomas de estas 

especies, originándose después de la diversificación de estos dos grupos. Sin 

embargo, otra explicación sería que ACA72 hubiera divergido en estas 

especies lo suficiente para que no se pudieran amplificar con los primers 

utilizados para el resto de especies.  

En esta Memoria, se ha demostrado la presencia de ACA72 en el 

genoma de dos superórdenes de teleósteos. Zuogang et al. (2006), utilizando 

el genoma del ADN mitocondrial, han datado que la diversificación de algunos 

grupos de teleosteos, entre ellos el superorden Ostariophysi, en el cual se 

incluye el Orden Cypriniforme (analizado en esta Memoria), ocurrió hace unos 

282 millones de años. Este dato, indicaría que ACA72 tiene un origen anterior a 

este suceso, pues también está presente en el Superorden Acanthopterygii (de 

los cuales hemos analizado cinco órdenes) y que se separaron con 

anterioridad. 

Los diferentes tipos de secuencias repetidas, en tándem, dispersa, 

altamente repetidas o con numero bajo de copias, constituyen la arquitectura 

genómica nuclear (Cioffi y Bertollo., 2012). Entre ellas, secuencias repetidas en 

tándem y que se encuentren conservadas han sido descritas ampliamente en la 

bibliografía. Por un lado, aquellas secuencias con función conocida como 

pueden ser los genes del ARN ribosómico o de las histonas, y por otro, 

secuencias no génicas altamente repetidas y generalmente localizadas en 

regiones concretas de los cromosoma como los telómeros y los centrómeros, 

como casos de familias de ADN satélite que están conservadas en grandes 

grupos de especies (esturiones, cetáceos…).  
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La existencia de ADN repetido ha sido estudiada ampliamente en 

invertebrados y mamíferos, siendo hasta ahora escasos los datos en cuanto a 

las especies de peces. No obstante a pesar de esta falta de datos en el 

genoma de peces se ha encontrado toda clase de ADN repetido e incluso en el 

mismo genoma varios tipos (Cioffi y Bertollo., 2012). 

La secuencia ACA72, no puede clasificarse como ADN satélite pues 

presenta un número reducido de repeticiones. Por otro lado, no se localiza en 

centromeros o telómeros. Sería, por tanto, la primera vez que se describe una 

ADN repetido en tándem, conservado en un gran grupo de especies y que se 

localiza en una región concreta de una sola pareja cromosómica. Esta 

observación confirma la gran diversidad de secuencias repetidas que existen 

en los genomas eucariotas (Callaghan et.al., 1996).  

Se han propuesto diversos mecanismos para explicar la distribución en 

los genomas de estas secuencias repetidas como transposición o formación de 

bucles de recombinación.  

La secuencia ACA 72 presenta dos características tales como el poseer 

una  organización interna en la que existen duplicaciones directas e inversas 

así como el hecho de estar flanqueada por dos regiones palindrómicas, como 

veremos posteriormente. Esto induce pensar que su origen podría haber sido 

un elemento móvil que posteriormente ha perdido la capacidad de 

transposición quedando localizado en un solo cromosoma del complemento. El 

origen de un ADN satélite repetido en tándem a partir de un elemento móvil 

esta ampliamente descrito en la bibliografía, siendo un ejemplo e, ADN satélite 

Hindi de ostrás, originado a partir del elemento móvil CvA, de las familia de los 

Perl (López-Flores., 2003) 

Una de las características de este ADN repetido puesta de manifiesto 

tanto in silico como in vitro es que las posibles unidades de repetición en las 

distintas especies, presentaron tamaños diferentes. Esto nos llevó a 

plantearnos un estudio molecular sobre la estructura y organización interna de 

la secuencia ACA72 en todas las especies.     
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5.1.2.3.  Caracterización de la secuencia ACA 72. 

En un primer momento, observamos diferentes tamaños de amplificado 

dentro de los peces planos. Por un lado, está el grupo de especies cuyas 

secuencias presentan un tamaño alrededor 250-270 pb, formado por tres 

especies y por otro el resto de especies analizadas (TABLA 14) cuyo tamaño 

de amplificado varió entre 411-543 pb. Una característica de todas ellas, es una 

gran homología intraespecífica, con valores superiores al 90% en todos los 

casos (Anexo II). Del alineamiento múltiple de las todas secuencias de peces 

planos podemos definir unas regiones que se encuentra más conservadas 

entre especies y que se repiten con cierta periodicidad. A estas regiones las 

hemos denominado cajas A, B y C. Las dos primeras suelen encontrarse 

repetidas varias veces, según la especie, mientras que la tercera  sólo se 

encuentra una vez en cada monómero. La longitud de estas cajas es variable, 

las dos primeras A y B presentan una longitud parecida (30-35 nucleótidos) y la 

tercera la caja C posee una longitud  prácticamente del doble de las dos 

anteriores (72 nucleótidos). Es muy interesante el hecho de la gran homología 

entre estas tres cajas. Así, y tal como se muestra en la FIGURA 29, la caja A 

presenta homología con la inversa complementaria de B y ambas, con la caja 

C, la cual, es una secuencia palindrómica formada por las secuencias directas 

y secuencias inversas complementarias de A y B. De esta forma, ACA72 se 

había generado a partir de una secuencia de unos 35 nucleótidos que se 

encuentran presentes varias veces en el monómero tanto de forma directa 

como su inversa complementaria. La formación de la unidad monomérica de 

una ADN repetido a partir de motivos menores, es habitual y ha sido descrito 

por ejemplo en un ADN satélite de otro pez plano como la acedía, en el cual, se 

puede observar que la familia DraI está originada a partir de duplicaciones de 

un motivo conservado de 9 nucleótidos (De la Herrán et al., 2008). 

Un análisis posterior se realizó para poner de manifiesto la presencia de 

esta secuencia en los genomas de otros peces. De esta forma y después de 

realizar una búsqueda de las regiones conservadas de la secuencia ACA72 en 

las bases de datos de los genomas de las especies modelo de peces, nos 

permitió comprobar, igualmente, que estas regiones se encuentran presentes 

en todos ellos. Su organización y tamaño de repetición es variable (siendo 
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siempre mayor a los amplificados obtenidos en esta Memoria), así como el 

cromosoma del cariotipo en el que se localiza (FIGURA 33).  

Este dato, posiblemente indicaría que en peces planos y en las especies 

de perciformes analizadas, no hayamos caracterizado la unidad de repetición 

completa, debido a la organización interna con motivos repetidos de este 

elemento. 

5.1.2.4.  Utilidad de la secuencia  ACA 72 para estudios filogenéticos. 

Los marcadores moleculares se pueden usar, entre otras aplicaciones,  

para el estudio de las relaciones entre organismos constituyendo una 

herramienta valida para establecer relaciones filogenéticos entre amplios 

grupos taxonómicos. Las filogenias realizadas con ADN repetido han sido a 

menudo coincidentes con otras filogenias realizadas con otro tipo de 

secuencias como puede ser el ADN mitocondrial.  

En este trabajo, en primer lugar,  hemos analizado la variabilidad por 

posición nucleotídica de la secuencia ACA72 en todas las especies de peces 

planos. El análisis de las distancias, permitió realizar un análisis filogenético 

mediante los métodos del vecino más próximo (Neighbor-Joining) y el UPGMA. 

Se pudo comprobar que las secuencias se agrupan por afinidad taxonómica, 

estando todas las secuencias de una especie más próximas entre sí que con 

las secuencias de otras especies lo que puede señalar que la secuencia esta 

sufriendo un proceso de evolución concertada (Dovers et al., 1982). 

Una vez comprobada la evolución concertada de la secuencia ACA 72 y 

que está presente en todos los peces analizados mediante amplificación por 

PCR de la unidad de repetición ACA72, se realizó un árbol filogenético usando 

la información obtenida de su secuencia. Del árbol obtenido es posible inferir 

varios puntos de interés en cuanto a las relaciones filogenéticos de los 

diferentes grupos incluidos. Así en primer lugar comprobamos la separación en 

dos bloques  de las especies del Orden Pleuronectiformes y de las del Orden 

Perciformes. En segundo lugar, dentro del Orden Pleuronectiforme, las distintas 

especies se agrupan en familia, previamente establecida mediante otros 

marcadores (Borsa y Quignard., 2001; Infante et al., 2004; Pardo et al., 2005). 

Se confirma, por tanto,  la estrecha relación existente entre las especies Solea 
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senegalensis, Microchirus azevía, Solea lascaris y Dicologoglossa cuneata, 

puesta previamente de manifiesto en otros estudios genéticos (Infante et al., 

2004; Pardo et al., 2005). Además, también se ha demostrado la estrecha 

relación existente entre Pleuronectes platessa e Hippoglossus hippoglossus, 

ambas consideradas actualmente dentro de la Familia Pleuronectidae 

confirmando así estudios previos como los de Espiñeira et al., 2008.  

Una vez comprobado que este ACA72 también está presente en el 

genoma de peces modelo y dado que habíamos comprobado que ACA 72 es 

capaz de distinguir entre las especies de dos Órdenes de peces diferentes nos 

propusimos la realización de una filogenia. En ella se incluyeron todas las 

especies, tanto de órdenes Pleuronectiformes y Perciformes como las especies 

modelos de Teleósteos. En el árbol obtenido, en este caso utilizando una 

secuencia consenso común se puede apreciar cómo se agrupan por afinidad 

taxonómica todas las especies. Así, las especies pertenecientes al Superorden 

Acantohopterygii aparecen juntas, separándose de las del Superorden 

Ostariophysi. A su vez, dentro de cada uno de ellos, se observa la separación 

de los diferentes órdenes. Estos resultados ponen de manifiesto la relación 

más próxima de Pleuronectiformes (peces planos), con Perciformes (Trachurus 

trachurus, Lepomis macrochirus y Sparus aurata) que con Cypriniformes, al 

cual pertenece el pez cebra (Danio rerio). De hecho, estudios realizados 

mediante otros marcadores moleculares, como el caso gen nuclear RNF213, 

confirman esta misma situación (Li et al., 2008). 

Estos resultados revelan que el ADN repetido ACA72 es un marcador útil 

en estudios filogenéticos y que puede ser, por tanto, una herramienta a 

considerar para el análisis de las relaciones, el origen y la antigüedad de los 

grandes grupos de peces Teleósteos. 

5.2.  Estudios de genómica funcional: hibridación sustractiva en 

esturiones 

La determinación del sexo en las distintas especies de esturiones es un 

proceso que, hasta la fecha, no está nada claro. Tal y como señalan Ludwig et 

al. (2001) el tamaño y la complejidad del genoma de los esturiones pueden ser 

dos factores que contribuyen al aumento de las dificultades para conseguir este 
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objetivo. En el trabajo llevado a cabo en esta Memoria hemos tratado de 

dilucidar este aspecto mediante la técnica de hibridación sustractiva que, de 

acuerdo con Wuertz et al. (2006), compara la expresión diferencial, en nuestro 

caso de gónadas de machos y hembras, y por lo tanto podría ser un abordaje 

que permitiera avanzar en el conocimiento de los genes involucrados en la 

determinación y diferenciación gonadal. 

En este sentido hay que señalar que los distintos marcadores empleados 

(RAPDs, SSCPs, AFLPs  ISSRs) para encontrar marcadores moleculares sexo-

específicos desarrollados en esturiones, no han tenido éxito (Wuertz et al. 

2006; Keyvanshokooh et al. 2007; McCormick et al. (2008  Yarmohammadi et 

al. 2011).  Sin embargo, en esturiones se han llegado a caracterizar y estudiar 

su expresión, algunos genes relacionados con  el determinismo sexual puesto 

de manifiesto previamente en otras especies de peces. Por ejemplo, la especie 

de esturión A. schrenckii presenta expresión diferencial entre machos y 

hembras de genes Sox (Chen et al., 2006). Estos genes codifican para factores 

de transcripción relacionados con el gen Sry de mamíferos. Por su parte, Li et 

al., (2011) en la especie A sinensis analizaron tres genes AsZP3.1 AsZP3.2 y 

AsZP.3.3. Ninguno de los genes presenta expresión en estadios tempranos de 

desarrollo incluyendo etapas entre uno y dos años. Es a partir de los tres años 

cuando se observa su expresión en testículos de machos y en los ovarios de 

las hembras. 

Recientemente (Berbejillo et al., 2012) han analizado la expresión 

diferencial, de algunos genes implicados en la diferenciación sexual, mediante 

la comparación de los patrones de expresión en las gónadas indiferenciadas en 

el esturión Acipenser baerii. En este trabajo se observa un claro dimorfismo en 

la expresión de siete genes que aparecen más sobre-expresado en machos 

que en hembras, manteniéndose esta situación hasta estadios más maduros 

sexualmente.  

5.2.1.  Hibridación sustractiva en A. nacarii 

Este es el primer intento realizado de caracterización de la expresión 

diferencial mediante hibridación sustractiva en esturiones, en concreto se ha 

llevado a cabo en la especie A. naccarii.  
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La hibridación subtractiva es una técnica que ha sido ampliamente 

empleada por numerosos grupos para investigar varios aspectos de la fisiología 

de peces incluyendo reproducción y desarrollo (Larkin et al., 2003,  Hayashi y 

Spencer  2005; Xie et al. 2012) y tradicionalmente se ha utilizado para analizar 

la expresión diferencial de peces en relación con patógenos y productos tóxicos 

(Bayneet al., 2001; Chapman et al., 2004; Tsoi et al., 2004; Wang and Wu, 

2007). 

De los resultados obtenidos en nuestros experimentos de hibridación 

sustractiva se observa que la extracción de ARN tanto en machos cómo en 

hembras se obtuvieron muestras de una calidad aceptable tal y como se puede 

deducir la. En la TABLA 17 este mismo sentido, podemos concluir que los 

resultados obtenidos en el experimento de retranscripción de este ARN a ADNc 

también fueron de buena calidad (TABLA 18) 

 

Los resultados obtenidos en los dos experimentos realizados de 

hibridación sustractiva entre los ADNc de machos y de hembras son diferentes. 

Por un lado en la genoteca de machos, la mayoría de las secuencias obtenidas 

tienen homología con anotaciones de proteínas ribosomales. Este dato podría 

esperarse dado que, como se ha señalado en la bibliografía (Díaz de Cerio et 

al., 2012) en el proceso de maduración de las gónadas se pueden producir 

incrementos en la expresión de lo genes ribosómicos según el estadio de 

desarrollo del individuo. Esto, podría deberse al hecho que en el proceso de 

formación gonadal se necesite una mayor cantidad de síntesis proteica, lo que 

estaría favorecido por  la  síntesis de proteínas ribosómicas. 

Por lo que se refiere a la librería de hembras el porcentaje de 

secuencias con homología en las bases de datos fue menor que en la librería 

de machos, pero sin embargo encontramos mayor diversidad en cuanto al 

número y tipo de genes. Es en esta librería donde hemos encontrado algunos 

genes relacionados con los procesos de desarrollo gonadal tales como los 

genes ZP, proteína de unión al calcio y ferritina, los cuales, fueron analizados 

en esta Memoria. 
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5.2.1.1.  Análisis de los genes de la zona pelúcida (ZP). 

Los ovocitos de los vertebrados están rodeados de una matriz 

extracelular conocida como envoltura vitelina en anfibios, corion en peces, 

membrana perivitelina en reptiles-aves y zona pelúcida en mamíferos.  

Esta matriz consta de entre dos a cuatro glicoproteínas principales 

llamadas proteínas de la zona pelúcida (ZP) (Wassarman et al ., 2008); que 

sirven de protección al embrión durante la segmentación y evita que este se fije 

al oviducto en su migración al útero (Moore y Persaud., 2000). También tiene 

varias funciones fundamentales en la fecundación: por un lado, constituye una 

barrera ante las fecundaciones interespecíficas, ya que participa activamente 

en el reconocimiento y unión específica entre los gametos (función importante 

cuando la fecundación es externa). También facilita la unión del 

espermatozoide al óvulo y da comienzo a la reacción acrosómica una vez 

producida la fusión de éste (Cherr et al., 1986). Por otro lado, evita la 

poliespermia con el endurecimiento posterior a la entrada del espermatozoide, 

que es fundamental para el bloqueo poliespermático. 

Las proteínas ZP están codificadas por familias multigénicas y se 

pueden dividir en seis subfamilias ZPA/ZP2, ZPB/ZP4, ZPC/ZP3,  ZP1, ZPAX,  

ZPD (Goudet et al 2008).  

La zona pelúcida está formada por unos filamentos compuestos, a su 

vez, por dímeros de proteínas ZP2 y ZP3, que a su vez se encuentran unidas 

por la proteína ZP1, formando una especie de malla. La ZP1 es un filamento 

homodimérico que estabiliza las uniones heterodiméricas de ZP2 y ZP3. La 

proteína ZP3 actúa como receptor primario para el espermatozoide mientras 

que la ZP2 sería un receptor secundario que se uniría al acrosoma y 

contribuiría a establecer uniones más estrechas con el espermatozoide. 

Con respecto a ZP3, esta glicoproteína es un componente muy 

importante de la zona pelúcida ya que es esencial para la fecundación, 

actuando como receptor del espermatozoide. 

La estructura del dominio de ZP3 refleja su función biológica dual. La 

mayoría de la proteína se compone de un módulo de polimerización 260 

residuos, el dominio llamado ZP (Bork y Sander., 1992), seguido por una región 
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C-terminal de 40 aminoácidos que es específica para ZP3 y se encuentra 

implicada en la interacción con el espermatozoide (Wassarman y Litscher., 

2008). 

Centrándonos en peces, el gen, ZP3 ha sido descrito en medaka 

(Murata et al., 1995), en la dorada (Del Giacco et al., 1998; Modig et al. 2006), 

en el pez cebra (Wang and Gong., 1999; Del Giacco et al., 2000), en la carpa 

común (Chang et al., 1996), en el carpín (Fan et al., 2001), en la trucha arcoíris 

(Hyllner et al 2001), en el half-smooth tongue sole (Sun et al., 2010) y en el 

esturión chino (Chuang-Ju et al., 2011). 

El lugar de síntesis y regulación de las proteínas ZP varía entre 

especies. Se sintetizan principalmente en el hígado en algunas especies de 

peces teleósteos (Lyons et al., 1993, Hamazaki et al., 1989, Shimizu et al., 

1998, Kanamori et al., 2003 y Hyllner et al., 2001); en el pollo la síntesis ocurre 

en las células de la granulosa y en el hígado (Waclawek et al., 1998; Bausek et 

al., 2000); en el ratón, humanos y Xenopus la síntesis ocurre en los oocitos 

(Epifanio et al., 1995; Wassarman et al., 2004; Yamaguchi et al., 1989); en la 

carpa y el pez cebra tiene lugar en el ovario (Chang et al., 1996, 1997; Wang 

and Gong., 1999); en el esturión chino tiene lugar en hígado, riñón, bazo, 

corazón y ovario si se trata de la proteína ZP3.1 y sólo en la gónada si se trata 

de ZP3.2 y ZP3.3 (Chuan-Ju et al., 2011). 

Por lo que se refiere al estudio llevado a cabo en este trabajo en la 

especie Acipenser naccarii, a partir de la hibridación substractiva hemos 

encontrado un conjunto de secuencias que dan homología con estos genes 

pertenecientes a la familia ZP3 de A. sinensis. Mediante el alineamiento de 

todos los conting obtenidos se ve que, en función de la homología con los 

genes de la familia ZP3 de  A. sinensis se pueden dividir en dos grupos, el 

primero constituido por 26 secuencias que presenta una homología del 95% 

con el gen ZP3.2 de esta especie y un segundo grupo formado por 16 

secuencias que presentan una homología del 92% con el gen ZP3.3.  

Esto puso de manifiesto que en la hibridación sustractiva habíamos 

obtenido dos genes ZP, ZP3.2 y ZP3.3. Para confirmarlo, y a partir de la 

información de estos genes en la especie A. sinensis, se diseñaros parejas de 

primer para ambos genes y se amplificaron en A. naccarii. Las secuencias 
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completas de estos genes en A. naccarii se utilizaron para ensamblar los 

clones obtenidos en la sustractiva. De nuevo, las mismas secuencias se 

agruparon entre sí. Adicionalmente, utilizando la secuencia completa de estos 

genes en varias especies, se realizó una filogenia, la cual puso de manifiesto la 

mayor relación interespecifica entre genes ZP3.3 y ZP3.2, que entre ellos 

mismos (FIGURA 47). Esto indica que los genes ortólogos son más homólogos 

que los genes parálogos, poniendo de manifiesto que la duplicación de estos 

genes surgió ancestralmente, ya que esta organización se mantiene en la 

mayoría de los peces (Goudet et al., 2008).  

 El conjunto de secuencias se separaron en dos grupos, 

pertenecientes a los genes ZP3.2 y ZP3.3. Para el ZP3.2. Las correspondientes 

al ZP3.2 generaron un contig (FIGURA 43) con una longitud de 596 pb que 

presentaba una alta homología (97.8%) con el gen correspondiente de A. 

sinensis, previamente estudiado Chuan-Ju et al., 2011. 

Pero dado que el gen completo de esta especie posee una longitud de 

1.288 pb sólo habíamos conseguido obtener un 46.2 % de la longitud de la 

secuencia en A. naccarii. 

Por otra parte para el gen ZP.3.3 no fue posible generar un conting que 

reuniera todas las secuencias obtenidas en la sustracción, porque no existían 

zonas de solapamiento entre ellas que permitieran su unión. Sin embargo en 

este caso ordenando los diferentes grupos de secuencias obtenidas es posible 

reunir prácticamente todo el gen completo ZP3.3 de A. naccarii (FIGURA 46). 

Se obtuvieron las secuencias completas de ambos genes en A. naccarii 

mediante amplificación con primers diseñados en la secuencia del gen ZP3.3 

de A. sinensis (Chuan-Ju et al., 2011) 

Del análisis de las secuencias completas de ambos genes, se comprobó 

que los genes aislados en este trabajo presentaban, tanto a nivel de secuencia 

de nucleótidos como a nivel de aminoácidos, las características típicas de estas 

proteínas (Bork y Sander., 1992; (Wassarman y Litscher,., 2008). 

Por lo que se refiere a su expresión, y mediante PCR convencional, se 

utilizaron los primers específicos para cada gen diseñados en A. sinensis por Li 

et al., 2011, ya que comprobamos que sus secuencias eran compatibles con 
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las que habíamos obtenido para A. naccarii. Ambos genes ZP3.2 y ZP3.3 dan 

señal positiva tanto en machos como en hembras a partir de ADNc (FIGURA 

50). Este resultado es congruente con los obtenidos por Li et al., 2011, en A. 

sinensis en el que también ambos genes amplifican en los dos sexos, aunque 

en este caso los individuos utilizados tenían edad diferente. 

Sin embargo cuando se analiza la expresión diferencial entre machos y 

hembras mediante PCRq, se encuentra que en los individuos analizados la 

obtención de amplificado en hembras es mucho más prematura que en machos 

(FIGURA 51, FIGURA 52 y TABLA 24, TABLA 25)  siendo las diferencias de 

expresión estadísticamente significativas. Estos resultados, también son 

congruentes con los resultados obtenidos en A. sinensis (Li et al., 2011). 

5.2.1.2.  Análisis del gen la proteína de unión al calcio. 

En la hibridación sustractiva de la genoteca de hembra se obtuvieron 3 

secuencias, dos de ellas con una longitud de 271pb y una tercera con 269pb, 

que presentaron una homología media del 84% (mediante BlastX) con 

secuencias de la proteína de unión a calcio “S100 calcium binding protein A1” 

pertenecientes a la especie de pez Misgurnus fossilis (Q7LZT1) depositada en 

la base de datos de GenBank. 

El término S100 se refiere a una familia multigénica de proteínas de 

unión al calcio  (Moore., 1965). Estas proteínas poseen una estructura común 

de bucles de unión al calcio flanqueados por dos hélices alfa (Marenholz et al 

2004).  

La proteína S100 intervienen en muchos procesos celulares tales como: 

modulación de la actividad de algunas proteín kinasas, modulación de 

actividades enzimática, mantenimiento de la estructura celular y su movimiento,  

modulación de señales de transducción y regulación de la concentración del 

calcio  (Santamaria et al., 2006). 

El patrón de expresión de esta familia multigénica presenta un gran 

grado de especificidad tisular, de forma que muchos tejidos y tipos celulares 

tienen una única enzima con  composición proteica diferencial y con un nivel de 

expresión específico (Saris et al., 1987; Lefranc et al., 2002). 
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Si bien en mamíferos la familia de proteínas S100 Calcium binding ha 

sido objeto de estudio desde hace 40 años, menos datos se tienen de esta 

familia de proteínas en peces. Así, la proteína S100A se ha descrito en los 

huevos del pez Misgurnus fossilis (Ivanenkov et al., 1993), la proteína S100A10 

en Solea senegalensis en relación con la atresia folicular (Tingaud-Sequeira et 

al., 2009) y otras proteínas pertenecientes a esta familia (S100B, S100P, 

S100I, S100V) en diferentes especies de teleósteos (Tetraodon nigroviridis, 

Danio rerio, Osmerux mordaz o Salmo salar), peces cartilaginosos 

(Callorhinchus milii y Squalus acanthias) y lampreas (Petromyzon marinus) 

(Kraemer, Saraiva and Korsching., 2008). 

5.2.1.3.  Análisis del gen de la Ferritina. 

La ferritina es una  proteína evolutivamente muy conservada encargada 

del transporte y almacenaje de los átomos de hierro en los organismos. Está 

constituida por diferentes subunidades, que se diferencian entre sí en función 

de su velocidad de absorción de iones y presentan expresión especifica (Chen 

et la. 2008). En trabajos previos se ha comprobado que existen cambios en la 

expresión de este gen en el desarrollo de ovarios en el salmón  Onconrhynchus 

kisutch (Luckenbach et al., 2008) en el pez cebra (Knoll-Gellida et al., 2006), 

aunque su papel durante este proceso es poco conocido. Dado esta 

información previa y que ya se conocía la secuencia del gen en el esturión 

chino (Chen et al., 2009) se decidió analizar este gen como candidato en el 

estudio de expresión diferencial que hemos realizado A. naccarii. 

Las tres secuencias obtenidas que mostraban homología para este gen 

se reunieron en un único contig de longitud igual al mayor de ellos dado que 

este incluía a los otros dos. Este contig presenta una homología del 97.3% con 

el gen del esturión chino. 

Una vez obtenida la secuencia completa del gen, su homología fue del 

97% a nivel de secuencia de aas con el gen aislado en A. sinensis Esta alta 

homología se mantiene con los genes del salmón (Salmo salar) y de medada 

(Oryzia latipes), confirmando su alto grado de conservación evolutiva. 

Por lo que se refiere a la expresión de este gen, se ha demostrado que 

el gen de la ferritina se expresa ampliamente en muchos órganos del esturión 
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chino, tales como: hígado, páncreas, músculo, cerebro, corazón branquias y 

mucosa gástrica ocurriendo igual en todos los organismo. En este trabajo 

hemos demostrado la expresión de este gen en gónadas de esturión (FIGURA 

55). Adicionalmente, hemos ampliado el estudio al análisis de la expresión 

relativa de este gen entre machos y hembras mediante PCR a tiempo real. 

Hemos analizado la expresión en cDNA en ambos sexos, no habiendo 

encontrado que existan diferencias entre ellos. Tampoco hemos encontrado 

diferencias entre distintos individuos con gonadas más o menos diferenciadas, 

independientemente de que fuera machos o hembras. Y aunque se ha 

demostrado que existen diferencias en cuanto al predominio en la expresión de 

las diferentes subunidades en función del estadio de desarrollo en algunos 

peces como el salmón (Luckenbach et al., 2008), esto no lo hemos detectado 

en los esturiones, ya que quizá los estadíos de desarrollo de los individuos 

utilizados no son lo suficientemente distantes para encontrar diferencias 

significativas en la expresión de este gen. O bien, esto no se cumple en el 

esturión A. naccarii. 
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PRIMERA. Hemos analizado una familia de ADN satélite en el genoma 

del fletan (Hippoglosus hippoglosus) del Orden Pleuronectiformes. Esta ADN 

satélite denominado SacI está localizada a nivel centromérico, tiene una 

longitud aproximada de 239 pares de bases y presenta un alto contenido en 

AT. Esta familia de ADN satélite está ausente en otras especies de peces 

planos. 

SEGUNDA. Hemos aislado y caracterizado otra familia de ADN satélite 

PvuII a partir del genoma de la especie Solea senagalensis, en donde se ha 

localizado a nivel centromético de casi todos sus cromosomas. Este ADN 

satélite, está presente en las otras especies analizadas del género Solea (S. 

solea y S. lascaris) y, sin embargo, no se encuentra en especies muy 

relacionadas con ellas como M. azevia y D. cuneata. La unidad monomérica es 

de 230 pares de bases, presenta un contenido en AT del 65,70% y se han 

detectado motivos centroméricos conservados en otras especies de peces. El 

análisis de las secuencias de las unidades monomérica de las tres especies 

analizadas ha puesto de manifiesto que esta familia de ADN satélite presenta 

evolución concertada.  

TERCERA. El análisis comparativo de las diferentes familias de ADN 

satélite centromérico caracterizadas en esta Memoria, con los dos existentes 

en la bibliografía (Al-Hind de Achirus y ADN satélite DraI de Dicogoglossa 

cuneata) han revelado que, al contrario que en otros grupos de vertebrados, 

que comparten una misma familia de ADN satélite en sus centrómeros, los 

peces planos presentan diferentes secuencias asociadas a la estructura del 

centrómero, pudiendo estar alguna de ellas solo en un grupo reducido de 

especies muy relacionadas o, incluso, ser especie-específica.   

CUARTA. Adicionalmente, se ha aislado una secuencia repetida, 

denominada familia ACA72, del genoma de S. senegalensis. Esta secuencia 

fue detectada en una genoteca de ADN genómico de lenguado por su 

homología con un ADN satélite de una especie de pez del Orden Perciforme, 

Lepomis macrochirus. Mediante hibridación in situ, se ha demostrado que este 

ADN repetido se localiza a nivel intersticial en una única pareja del 

complemento del lenguado. 
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QUINTA. Mediante las técnicas de Southern-blot y de PCR se ha puesto 

de manifiesto la presencia de esta secuencia repetida, no solo en 13 especies 

de peces planos sino, demás, en especies del Orden Perciforme como el ya 

mencionado Lepomis y las especies Sparus aurata y Trachurus trachurus. 

SEXTA. La búsqueda en las bases de datos GenBank ha revelado que 

esta secuencia se encuentra mucho más conservada en Teleósteos pues se 

han encontrado homologías con regiones concretas de una pareja de 

cromosomas en especies modelo de peces.  

SÉPTIMA. La comparación entre las secuencia de ACA72 de todas las 

especies permitió, por un lado, establecer una estructuración interna de la 

unidad de repetición basada en repeticiones internas, tanto directa como 

reversa complementaria, y palíndromos, todos ellos muy conservados, siendo 

las secuencias espaciadoras entre estos motivos conservados las regiones 

más variables. Por otro lado, nos podría indicar que la secuencia aislada a 

partir de PCR tanto en pleuronectiformes como perciformes podría formar parte 

de una estructura mayor. Las características moleculares de ACA72 nos hace 

pensar que su origen pudo producirse a partir de un elemento móvil.  

OCTAVA. Tras el análisis intra e interespecífico de ACA72 podemos 

concluir que este ADN repetido presenta evolución concertada, pudiendo ser 

por tanto, un excelente marcador filogenético para un grupo grande de 

especies. El análisis filogenético realizado demuestra este hecho, pues 

pudimos establecer algunas relaciones entre especies, que son concordantes 

con filogenias realizadas usando otros marcadores filogenéticos. 

NOVENA. Utilizando la técnica de hibridación sustractiva hemos 

construido dos genotecas (una para machos y otra para hembras) de 

secuencias que potencialmente se expresan de forma diferencial en gónadas 

de machos y hembras del esturión A. naccarii. Mientras que en la genoteca de 

machos, no pudimos encontrar ninguna secuencia anotada que pudiera ser de 

interés, en la genoteca de hembras, seleccionamos cuatro genes que podrían 
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estar relacionados con la diferenciación gonadal: dos genes de la cubierta del 

huevo (ZP3.2 y ZP3.3), el gen de unión al calcio y la ferritina. 

DÉCIMA. Para los genes ZP3.2 y ZP3.3 se obtuvieron sus secuencias 

completas y se comprobó su homología con estos mismos genes en el esturión 

A. sinensis.. La PCR cuantitativa ha revelado una expresión diferencial de 

ambos genes, expresándose en hembras  más que en machos.  

UNDÉCIMA. En esta Memoria se describe por primera vez la proteína 

de unión al calcio en esturiones. Aunque se tiene una secuencia parcial, esta 

sirvió para realizar una análisis de expresión en gónadas de A. naccarii. La 

PCR cuantitativa puso de manifiesto que este gen se expresa de forma 

estadísticamente significativa más en hembras que en machos. Aunque habrá 

que ampliar el estudio a gónadas menos diferenciadas, inicialmente, este gen 

puede ser útil para identificar machos y hembras en estadios recientes.  

DUODÉCIMA. Se ha caracterizado el gen completo de la ferritina en A. 

naccarii. Su análisis y comparación con otras especies ha puesto de manifiesto 

que este gen se encuentra muy conservado en peces.. Adicionalmente, hemos 

puesto de manifiesto que tanto en gónada de machos como de hembras este 

gen se expresa a niveles similares. 
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7.1.  Anexo I 

Tabla en la que se muestra la divergencia interespecífica entre todos los clones 

pertenecientes al satélite PvuII en la familia Soleidae. 
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7.2.  Anexo II 

 

 

Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma 

de la especie Solea solea. 

 

 

 SS-10 SS-53 SS-54 SS-103 SS-104 CONSENSO 
SS-10  86.8 96.2 91 97.1 94.6 
SS-53   86.15 93.9 85.9 89.3 
SS-54    90.6 99 96 
SS-103     91 94.13 
SS-104      96 

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Solea solea. Las unidades monoméricas caracterizadas presentan 

una homología entre sí, con una media del 92.5%. 
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Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma 

de la especie Solea lascaris.   

 

 SL-31 SL-35 SL-36 SL-41 SL-42 CONSENSO 

SL-31  93,6 92,8 95,3 99,2 94,9 

SL-35   95,7 95,7 94,5 97,7 

SL-36    94,1 93,7 97,7 

SL-41     95,3 96,5 

SL-42      95,7 

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Solea lascaris. Las unidades monoméricas caracterizadas presentan 

una homología alta entre sí, con una media del 95%. 
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Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma 

de la especie Dicologoglossa cuneata.   

 

 

 DC-
21 DC-23 DC-24 DC-25 DC-26 DC-43 DC-45 CONSENSO 

DC-21  99,2 92 95,3 92 92 89,5 93,8 

DC-23   92,6 95,3 92,6 92,2 89,5 94,6 

DC-24    95,3 98 91,8 93 95,4 

DC-25     95,3 94,6 91,2 95 

DC-26      91,8 93,4 95 

DC-43       88,5 97 

DC-45        92 

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Dicologoglossa cuneata. Las unidades monoméricas caracterizadas 

presentan una homología entre sí, con una media del 93,1% 
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Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma 

de la especie Bathysolea profundícola.  

 

 

 BP-2 BP-7 BP-23 BP-55 BP-58 CONSENSO 

BP-2  81.4 91.39 95.53 93.1 96.1 

BP-7   81 81.4 79.55 82.73 

BP-23    90.5 89.42 94.1 

BP-55     94.1 96.1 

BP-58      92.6 

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Bathysolea profundícola. Las unidades monoméricas caracterizadas 

presentan una homología entre sí, con una media del 90%. 
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Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma 

de la especie Microchirus azevía.   

 

 MA-4 MA-6 MA-21 MA-23 CONSENSO 

MA-4  99 98,5 98,2 99 

MA-4   98 98,8 98,2 

MA-21    97,5 98,4 

MA-23     99,2 

 

Valores de identidad entre los clones de la familia de ADN repetido 

ACA72 de Microchirus azevía. Las unidades monoméricas caracterizadas 

presentan una homología media de 99,9%. 
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Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma 

de la especie Buglossidium luteum. 

 

 BL-2 BL-3 BL-10 BL-11 BL-12 BL-13 CONSENSO 
BL-2  96.9 96.9 95.8 96 96.9 97.4 
BL-3   97.6 96.5 98.1 97.6 99.5 
BL-10    97,4 96,5 95.8 97.6 
BL-11     96.3 94.8 98.1 
BL-12      98.6 98.6 
BL-13       98.1 

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Buglossidium luteum. Las unidades monoméricas caracterizadas 

presentan una homología entre sí, con una media del 97,2%. 
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Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma 

de la especie Hippoglossus hippoglossus.   

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Hippoglossus hippoglossus. Las unidades monoméricas 

caracterizadas presentan una homología alta entre sí, con una media del 95%. 

 

 

 HH-11 HH-16 HH-50 HH-51 HH-54 HH-67 CONSENSO 

HH-11  94,7 96 95,5 94 93,4 96,5 

HH-16   96 96 96,2 94,7 97 

HH-50    98,3 95,7 95,7 98,9 

HH-51     95,7 95,1 97,6 

HH-54      95,1 95 

HH-67       96 
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Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma 

de la especie Pleuronectes platessa.   

 

 PP-19 PP-28 PP-40 PP-43 CONSENSO 
PP-19  95 80 85 78 
PP-28   80 86,3 83 
PP-40    86 94,3 
PP-43     72 

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Pleuronectes platessa. Las unidades monoméricas caracterizadas 

presentan una homología entre sí, con una media del 96,5%. 
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Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma 

de la especie Arnoglossus imperialis. 

 

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Arnoglossus imperialis. Las unidades monoméricas caracterizadas 

presentan una homología entre sí, con una media del 94.1%. 

 

 AI-2 AI-3 AI-5 AI-7 AI-9 AI-10 CONSENS
O 

AI-2  92.6 92.31 94.06 95.54 94.8 97.06 

AI-3   94.3 92.6 94.1 93.9 94.6 

AI-5    91.1 93.4 91.5 93.3 

AI-7     96.6 95.7 96 

AI-9      96.1 98.1 

AI-10       96.3 
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Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma 

de la especie Arnoglossus thorii. 

 

 AT-3 AT-4 AT-5 AT-7 AT-9 AT-10 CONSENS
O 

AT-3  96.7 97.4 97.8 98.4 94.3 98.9 

AT-4   97.8 97 96.7 95.6 97 

AT-5    94.3 98.2 95.5 98.4 

AT-7     97.4 95.9 97.8 

AT-9      95.8 99.6 

AT-10       96.7 

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Arnoglossus thorii. Las unidades monoméricas caracterizadas 

presentan una homología entre sí, con una media del 97%. 
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Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma 

de la especie Lepidorhombus boscii. 

 

 LB-1 LB-8 LB-9 CONSENSO 

LB-1  93.8 95.7 96.2 

LB-8   96.2 96.9 

LB-9    99.3 

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Lepidorhombus boscii. Las unidades monoméricas caracterizadas 

presentan una homología entre sí, con una media del 96.35%. 
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Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma 

de la especie Lepidorhombus whiffiagonis. 

 

 LW-1 LW-3 LW-4 LW-5 LW-7 CONSENSO 
LW-1  92.9 90.75 90.3 95.13 95.9 
LW-3   96 93.4 91.4 97.1 
LW-4    93.8 91.4 94.8 
LW-5     88.9 94.5 
LW-7      93.4 

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Lepidorhombus whiffiagonis. Las unidades monoméricas 

caracterizadas presentan una homología entre sí, con una media del 93.31% 
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Secuencia consenso correspondiente a ACA-72 en el genoma de la 

especie Sparus aurata. 

 

 AU-4 AU-5 AU-6 AU-7 AU-8 AU-9 CONSENSO 

AU-4  85.8 86.7 96.8 96.8 96 95.2 

AU-5   84 85.4 84.3 85.8 84.8 

AU-6    87.1 86 88.4 87.3 

AU-7     96 96 95.6 

AU-8      95.2 94.4 

AU-9       99 

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Sparus aurata. Las unidades monoméricas caracterizadas presentan 

una homología entre sí, con una media del 90%. 
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Secuencia consenso correspondiente a ACA-72 en el genoma de la 

especie Trachurus trachurus. 

 

 

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite 

ACA72 de Trachurus trachurus. Las unidades monoméricas caracterizadas 

presentan una homología entre sí, con una media del 94,6%. 

 

 

  

 TRA-3 TRA-2 TRA-1 TRA-9 TRA-10 TRA-5 CONSENSO 
TRA-3  94.1 96.5 94.1 94.7 95.8 96.9 
TRA-2   94.6 97.9 93.7 95 96.9 
TRA-1    93.6 94.4 95 97.2 
TRA-9     94.4 96.5 96.2 
TRA-10      96.5 96 
TRA-5       98.1 
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7.3.  Anexo III 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Homología que existe entre todas las especies de peces analizadas con 

la secuencia repetida ACA-72 
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7.4.  Anexo IV 

 

 
Distancia media entre todas las unidades monoméricas de ACA-72 

caracterizadas en las especies de peces planos. 
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7.5.  Anexo V 

 

 

Árbol de distancias utilizando la variabilidad media de los clones de las 

especies analizadas de peces planos analizadas con la parte más conservada 

de la secuencia ACA-72. Las secuencias se agrupan por afinidad taxonómica. 
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7.6.  Anexo VI 

HOMOLOGÍA ESPECIES A. NUMBER 

E-
V

AL
U

E
 

TA
M

AÑ
O

 (b
p)

 

R
ED

U
N

D
AN

C
IA

 

% DE 
IDENTIDAD TÉRMINOS GO 

       PROCESO 
BIOLÓGICO FUNCIÓN MOLECULAR COMPONENTE 

CELULAR 
60S Proteína 

ribosómica L35a Salmo salar ACN09951.1 9,00E-46 259 16 75 Traducción  Citosol 

60S Proteína 
ribosómica L13a Salmo salar ACN10380.1 3,00E-18 309 3 66 Traducción  Subunidad grande del 

ribosoma 

60S Proteína 
ribosómica L8 

Squalius 
pyrenaicus 

ACD62234.1 4,00E-42 229 10 100 Traducción Componente estructural 
del ribosoma 

Subunidad grande del 
ribosoma 

60S Proteína 
ribosómica L4-A 

Chanos 
chanos 

ABB22762.1 9,00E-62 731 19 81 Traducción Componente estructural 
del ribosoma  

60S Proteína 
ribosómica L4-B Salmo salar ACH70798.1 2,00E-59 760 4 94 Traducción Componente estructural 

del ribosoma Ribosoma 

Proteína 
ribosómica P0 

Hypophthalmic
hthys molitrix 

ADF97607.1 4,00E-57 316 8 95 Traducción Componente estructural 
del ribosoma Citoplasma 

60S Proteína 
ribosómica L31 Salmo salar ACN09964.1 3,00E-22 315 9 94 Traducción 

Componente estructural 
del ribosoma, RNA 

binding 

Complejo 
ribonucleoproteico 

60S Proteína 
ribosómica L10a Salmo salar ACI69173.1 7,00E-55 167 4 90 Traducción   

60S Proteína 
ribosómica L17 Salmo salar ACI67044.1 9,00E-50 891 14 94 Traducción Componente estructural 

del ribosoma 
Subunidad grande del 

ribosoma 
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HOMOLOGÍA ESPECIES A. NUMBER 

E-
V

AL
U

E
 

TA
M

AÑ
O

 (b
p)

 

R
ED

U
N

D
AN

C
IA

 

% DE 
IDENTIDAD TÉRMINOS GO 

60S Proteína 
ribosómica L34 Salmo salar ACN10048.1 1,00E-47 1486 3 88 Traducción Componente estructural 

del ribosoma 
Complejo 

ribonucleoproteico 

60S Proteína 
ribosómica L21 Danio rerio 

NP_001002155
.1 1,00E-70 547 4 90 Traducción Componente estructural 

del ribosoma Ribosoma 

40S Proteína 
ribosómica S17 Salmo salar ACN09866.1 2,00E-57 502 2 96 Traducción Componente estructural 

del ribosoma 
Citosol, subunidad 

pequeña del ribosoma 

40S Proteína 
ribosómica S9 Salmo salar ACI67297.1 3,00E-11 450 7 96 Traducción Componente estructural 

del ribosoma 
Citosol, subunidad 

pequeña del ribosoma 

40S Proteína 
ribosómica S23 

Epinephelus 
coioides 

ADG29194.1 6,00E-25 796 2 70 Traducción Componente estructural 
del ribosoma 

Citosol, subunidad 
pequeña del ribosoma 

40S Proteína 
ribosómica S12 Salmo salar ACH70842.1 3,00E-70 946 12 93 Traducción Componente estructural 

del ribosoma 
Citosol, subunidad 

pequeña del ribosoma 

40S Proteína 
ribosómica S3B 

Hypophthalmic
hthys molitrix 

ADF97614.1 9,00E-24 195 3 97 Traducción Componente estructural 
del ribosoma Ribosoma 

40S Proteína 
ribosómica S18 Salmo salar ACI70010.1 6,00E-10 800 3 69 Traducción  Citosol, subunidad 

pequeña del ribosoma 

Ubiquitina Salmo salar ACN09942.1 2,00E-48 371 6 96 Traducción Componente estructural 
del ribosoma Ribosoma 

Zinc-proteína Gallus gallus 
XM_00364231

8.1 9,00E-72 423 3 80 Transcripción 
celular Unión zinc  

Inmunoglobulina Callithrix 
jacchus 

AAM89740.1 0,069 760 5 80 Respuesta 
inmune  Componente de la 

membrana 
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HOMOLOGÍA ESPECIES A. NUMBER 

E-
V

AL
U

E
 

TA
M

AÑ
O

 (b
p)

 

R
ED

U
N

D
AN

C
IA

 

% DE 
IDENTIDAD TÉRMINOS GO 

Superfamilia de la 
inmunoglobulina Danio rerio CU638782.1 2,00E-21 749 3 91 Respuesta 

inmune  Membrana 

Citocromo C-
oxidasa 

Acipenser 
sinensis 

YP_002860187
.2 7,00E-29 708 11 93 

Cadena 
transportadora de 

electrones 
 Componente de la 

membrana 

Interferon 
regulación factor 

de unión 

Xenopus 
laevis 

NP_001080568
.1 1,00E-22 892 8 56 Regulación de la 

transcripción Unión a iones metalicos Nucleo 
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7.7.  Anexo VII 

HOMOLOGÍA ESPECIES A.NUMBER E-value 

R
E

D
U

N
D

A
N

C
IA

 

TA
M

A
Ñ

O
 (p

b)
 

%
 D

E
 

ID
E

N
TI

D
A

D
 

TERMINOS GO 

       PROCESO 
BIOLÓGICO FUNCIÓN MOLECULAR COMPONENTE 

CELULAR 

Zona pelúcida 
glicoproteina 2 (ZP2) Mustela erminea AAV31789.2 2,00E-05 3 354 43 

Vesícula para 
exocitosis del 

acrosoma 
Actividad señal transductora Región extracelular 

Zona pelúcida proteína de 
unión esperma-2 

Loxodonta 
africana 

XP_0034189
38.1 1,00E-43 1 498 56 

Vesícula para 
exocitosis del 

acrosoma 
Actividad señal transductora Región extracelular 

Zona pelúcida 
glicoproteina B 

Acipenser 
sinensis 

AEQ59108.1 7,00E-
123 2 483 95 

Vesícula para 
exocitosis del 

acrosoma 
Actividad señal transductora Región extracelular 

Zona pelúcida 
glicoproteina 3 b (ZP3.2) 

Acipenser 
sinensis 

FJ610234 4,00E-
162 26 596 97,8 

Vesícula para 
exocitosis del 

acrosoma 
Actividad señal transductora Región extracelular 

Zona pelúcida 
glicoproteina 3 c (ZP3.3) 

Acipenser 
sinensis 

ADH93592.1 7,00E-
173 16 843 93,9 

Vesícula para 
exocitosis del 

acrosoma 
Actividad señal transductora Región extracelular 

Zona pelúcida proteína X 
(ZPAX) 

Acipenser 
sinensis 

AEQ59107.1 2,00E-82 20 645 84 Zona de unión del 
esperma 

Proteinasa acrosómica de 
unión Gránulo de secreción 

Zona pelúcida proteína X Sparus aurata AAY21008.1 1,00E-32 4 475 52 Zona de unión del 
esperma 

Proteinasa acrosómica de 
unión Gránulo de secreción 

ZPAX proteína Anas 
platyrhynchos 

ABQ09458.1 2,00E-18 2 389 42 Zona de unión del 
esperma 

Proteinasa acrosómica de 
unión Multivesicular 
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HOMOLOGÍA ESPECIES A.NUMBER E-value 

R
E

D
U

N
D

A
N

C
IA

 

TA
M

A
Ñ

O
 (p

b)
 

%
 D

E
 

ID
E

N
TI

D
A

D
 

TERMINOS GO 

Zona pelúcida proteína de 
unión esperma-4 Danio rerio 

XP_0026673
33.2 2,00E-46 6 667 48 

Vesícula para 
exocitosis del 

acrosoma 

Actividad señal transductora, 
Proteinasa acrosómica de 

unión 
Región extracelular 

Zona pelúcida proteína de 
unión esperma-4 

Oreochromis 
niloticus 

XP_0034525
56.1 0,000007 4 557 36 

Vesícula para 
exocitosis del 

acrosoma 

Actividad señal transductora,  
Proteinasa acrosómica de 

unión 
Región extracelular 

Proteína de unión al 
calcio Misgurnus fossilis AAB28829.1 2,00E-34 3 270 85 

Regulación negativa 
de la transcripción de 

la polimerasa 
Proteína de unión al ión calcio Citoplasma, nucleos, 

retículo sarcoplásmico 

Ferritina Acipenser 
sinensis 

ABY81252.1 2,00E-80 3 408 95 Homeostasis de iones 
de hierro celular Unión al hierro  

60S Proteína ribosómica 
L17 Macaca mulatta 

XP_0010824
16.1 8,00E-22 1 405 91 Traducción Componente estructural del 

ribosoma 
Subunidad grande del 

ribosoma 

60S Proteína ribosómica 
L8 

Lateolabrax 
japonicus 

ABQ57487.1 2,00E-48 1 840 96 Traducción Componente estructural del 
ribosoma 

Subunidad grande del 
ribosoma 

60S Proteína ribosómica 
L13 

Solea 
senegalensis 

BAF98660.1 1,00E-12 1 569 88 Traducción Componente estructural del 
ribosoma 

Subunidad grande del 
ribosoma 

40S Proteína ribosómica 
S3 

Solea 
senegalensis 

BAF45890.1 3,00E-33 1 450 100 Traducción Componente estructural del 
ribosoma 

Citosol, subunidad 
pequeña del ribosoma 

Mitocondrial ATP 
sintetasa α Danio rerio 

NP_0010708
23.1 3,00E-64 1 801 98 Proceso catabólico del 

ATP  
Componente de la 

membrana 
mitocondrial 

Citocromo C-oxidasa Acipenser 
naccarii 

AAT28397.1 2,00E-27 1 882 98 Cadena transportadora 
de electrones 

Copper ion binding, 
cytochrome-c oxidase activity 

Componente de la 
membrana 

Proteína de 
desacoplamiento 

mitocondrial 
Danio rerio 

NP_571251.
1| 4,00E-16 1 139 83 Transporte 

mitocondrial  
Componente de la 

membrana 
mitocondrial 
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HOMOLOGÍA ESPECIES A.NUMBER E-value 

R
E

D
U

N
D

A
N

C
IA

 

TA
M

A
Ñ

O
 (p

b)
 

%
 D

E
 

ID
E

N
TI

D
A

D
 

TERMINOS GO 

Factor ovárico específico 
C1q Carassius gibelo AAT76300.1 1,00E-07 1 395 32 

Regulación positiva de 
la adhesión célula-

sustrato, proliferación 
de células epiteliales 

 Colágeno 

Lipasa maduración Danio rerio 
NP_0011222

36.1 7,00E-17 2 187 73   

Endoplasmic reticulum 
membrane, 

Componente de la 
membrana. 

Proteína centrosomal 27 
kDa Salmo salar 

NP_0011347
62.1 5,00E-14 1 949 56 Organización del 

centrosoma Centrosoma  

Carioferina α-2 Xenopus 
tropicalis 

NP_0011355
57.1 5,00E-15 1 767 65 Proteína importadora 

del núcleo 
Proteína actividad 

transportadora Citoplasma 

Proteína de unión 
citoplasmática Poly(A) Ovis aries ABY68599.1 4,00E-56 2 785 83 Desarrollo embrionario 

de cordados Proteína de unión Citoplasma 

Citosol malato 
dehidrogenasa B 

Acipenser 
brevirostrum 

AAO26196.1 3,00E-71 1 859 97 Proceso metabólico de 
carbohidratos Actividad catalítica  

Bystin-like protein Salmo salar 
NP_0011337

92.1 7,00E-44 2 269 91 Biogénesis de los 
ribosomas  Citoplasma 

Cadena ligera de la 
dineína citoplasmática Salmo salar ACI66012.1 2,00E-16 2 858 97   Citoplasma 

Claudina 4L2 Xenopus laevis 
NP_0010867

56.1 1,00E-20 1 650 73  Actividad estructural Componente de la 
membrana 

Queratina, citoesqueleto Acipenser baerii Q7SYF8.1 0,00001 1 256 50  Actividad estructural Filamentos intermedios 
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HOMOLOGÍA ESPECIES A.NUMBER E-value 

R
E

D
U

N
D

A
N

C
IA

 

TA
M

A
Ñ

O
 (p

b)
 

%
 D

E
 

ID
E

N
TI

D
A

D
 

TERMINOS GO 

RING de proteínas 
transmembrana Danio rerio 

NP_0010183
69.1 5,00E-46 1 303 75  Proteína de unión al zinc Componente de la 

membrana 

Araquidonato 12-
lipoxigenasa Danio rerio 

NP_955912.
1 9,00E-43 1 808 64 Oxidación-reducción Unión al hierro  

Phosphoribosylaminoimid
azole carboxilasa Danio rerio AAH48051.1 2,00E-86 2 563 82 IMP proceso 

biosintético Unión ATP Componente celular 

Receptor de TNF proteína 
asociada 

Ictalurus 
punctatus 

AAZ66789.1 2,00E-48 1 829 82 Plegamiento de 
proteínas Unión ATP Citoplasma 

Putative cadena de β 
tubulina variante 

Taeniopygia 
guttata 

ACH46006.1 5E-63 2 478 72 
Proceso implicado en 

la duplicación del 
centrosoma 

Componente estructural del 
citoesqueleto Complejo tubulina 

Putative reverso-
transcriptasa Cicer arietinum CAD59768.1 0,000002 1 842 89 Glutaminilo-tRNA 

aminoacilación Unión ATP Citoplasma 

PREDICTED:Proteína DJ-
1 

Meleagris 
gallopavo 

XP_0032122
26.1 0.004 1 189 61 Respuesta celular a 

peróxido de hidrógeno Actividad peroxidasa Mitocondria y núcleo 

PREDICTED: MAM 
dominio de proteína de 

anclaje 
glicosilfosfatidilinositol 

Danio rerio 
XP_0026652

49.1 2,00E-04 1 619 30 Adhesión celular  Membrana 

PREDICTED: Proteína 
hipotética LOC100083840 

Ornithorhynchus 
anatinus 

XP_0015144
02.2 9,00E-37 2 447 55    

PREDICTED: Ubiquitina 
de modificación de 

activación de la enzima 
de tipo Atg7 

Oreochromis 
niloticus 

XP_0034546
18.1 7,00E-50 1 368 91 La respuesta celular a 

la falta de nitrógeno Proteína actividad ligasa Citosol 
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HOMOLOGÍA ESPECIES A.NUMBER E-value 

R
E

D
U

N
D

A
N

C
IA

 

TA
M

A
Ñ

O
 (p

b)
 

%
 D

E
 

ID
E

N
TI

D
A

D
 

TERMINOS GO 

PREDICTED: Proteína 
BTG4 

Ailuropoda 
melanoleuca 

XP_0029211
51.1 2,00E-06 2 869 41 

Regulación negativa 
del ciclo celular 

mitótico 
  

PREDICTED: No 
caracterizada. Proteína 

LOC580187 

Strongylocentrotu
s purpuratus 

XP_785353.
3 0,01 4 330 48   Membrana 

Hipotética. Proteína 
precursora LOC565426 Danio rerio 

NP_0011390
60.1 2,00E-07 5 192 45 Proteína de unión  Componente de la 

membrana 

Hipotética proteína 
LOC555379 Danio rerio 

NP_0010377
95.1 3,00E-32 1 331 69 Señal transducción Unión GTP Membrana 
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