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RESUMEN

El Orden Pleuronectiformes esta formado por un gran numero de
especies de peces planos que tienen un gran interés, por un lado, desde el
punto de vista evolutivo, ya que presentan genomas muy pequefios y variables,
y por otro, desde el punto de vista econémico, 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, seria muy interesante
tener identificados los ADNSs repetidos existentes en sus genomas. De hecho,
hasta hoy, solo 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 Espafia, la acedia (Dicologoglossa cuneata). En esta Tesis se han
caracterizado dos ADN satélite centromérico, uno (familia Sacl) en el fletan
(Hippoglosus hipoglosus) en y otro (familia Pvull) en tres especies del Género
Solea. Discutimos su localizacién, caracteristicas moleculares y modo de

evolucion.

Ademas, 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. Ademas, 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 produccion de caviar y de
carne, por lo que son también de gran interés desde el punto de vista
economico. Adicionalmente hay que resaltar que muchas poblaciones de
esturiones se encuentran en franco retroceso, estando muchas especies en
peligro de extincion. Todo ello, hace que su cultivo sea prioritario y se impone

tener un conocimiento cientifico adecuado de tales organismos que ayuden a



ello. Uno de los principales objetivos es el conocimiento de la determinacion y
diferenciacion sexual ya que los esturiones son unos peces que tardan en
madurar sexualmente de 8 a 10 afos, sin que, hasta el final, se pueda
diferenciar morfolégicamente entre sexos. La identificacién precoz del sexo en
los esturiones para poder identificar a las hembras (para la produccion de
caviar) en los primeros estadios es, por lo tanto, de gran interés. En esta
Memoria, se ha realizado una hibridacién 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 andlisis de los genes que hemos
considerado podian tener interés en el desarrollo gonadal. Para ello, se ha
realizado un estudio de expresion diferencial entre sexos por medio de PCR
cuantitativa, con algunos de los genes seleccionados, tales como ZP3.2, ZP3.3,
Proteina de unidn al calcio y Ferritina, ayudando a dilucidar en cierto modo, la

importancia de dichos genes en la diferenciacién sexual de estos animales.
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la acedia (De la Herran et al., 2008). .......cccooiiiiiiiiiiieee e 91

FIGURA 10: Hibridacion in situ sobre cromosomas metafasicos de H.
hippoglossus usando como sonda la unidad monomérica del clon Sacl-32. La
sefal de hibridacion aparece en el centrdbmero de la mayoria de los
cromosomas, indicandose con flechas los cromosomas que carecen de ella. 92

FIGURA 11: Esquema de regiones de homologias entre la unidad de repeticion
del ADN satélite y las secuencias de ESTs del fletan, con numeros de acceso
EB034238 y EBO34087 . ......uuuuuueuuiiiiiiiieiieiieiiniiiiiaisaneasnasaassaasssannsasnsnnnnnsnnnnnnnnnes 93
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FIGURA 12: Electroforesis del producto obtenido mediante la técnica de Self-
priming (auto-amplificacién y posterior digestion) a partir del ADN gendémico de
S. senegalensis. Se observa una banda mas intensa de un tamafio aproximado
de 200 pares de bases correspondiente a la enzima Pvull (Flecha blanca). ... 94

FIGURA 13: Hibridacion tipo Southern-blot utilizando como sonda los
fragmentos de la banda de 200 pares de bases (unidad monomeérica de la
familia Pvull de ADN satélite de S. senegalensis) sobre ADN gendmico del
propio lenguado digerido con una bateria de enzimas de restriccion. En la calle
correspondiente al enzima Pvull, se observa el tipico patron en escalera de un
ADN satélite, sefialado mediante flechas. ... 95

FIGURA 14: Secuencia de seis unidades monomeéricas y la secuencia
consenso correspondiente a la familia Pvull en el genoma del lenguado
senegalés. Sobre la que se han sefialado las dianas que presentan para Alul
(en azul) y para Hinfl (€N VEIde)........cccooeiiiiiiiiiiiee e 96

FIGURA 15: Secuencia consenso de la unidad monomérica del ADN satélite
Pvull del lenguado senegalés en la que se sefalan 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..................... 97

FIGURA 16: Hibridacion in situ sobre cromosomas de S. senegalensis tenidos
con DAPI y la sonda (banda cortada y purificada) marcada con biotina. Las
flechas sefialan cromosomas en los cuales no aparecen sefiales de hibridacion.
......................................................................................................................... 97

FIGURA 17: Hibridacion tipo Southern-blot de la banda cortada, purificada y
marcada (unidad monomeérica de la familia Pvull de ADN satélite de lenguado
senegalés) sobre ADN gendmico digerido con Pvull (1) y Rsal (1) de diferentes
especies de peces planos (S. senegalensis, D. cuneata, S. lusitanica, S. solea,
S. lascaris, A. laterna, A. thori, M. azevia, C. linguatula, S. maximus) se
observan sefales de hibridacién en las calles correspondientes a las especies
S.solea, S. lascaris y el propio S. senegalensis usado como control positivo.. 98

FIGURA 18: En la parte superior de la imagen se muestra la secuencia del
monomero del satélite Pvull de S. senegalensis sobre la que se han disefiado
los primers de Pvull. Y debajo, la pareja de primers disefiados para la
amplificacion de esta secuencia en otras Peces. .........cccvvveveivviiiieeeeeeeeeiinnnn 99

FIGURA 19: : Alineamiento de la secuencia del satélite Pvull en varios clones
junto la secuencia consenso, obtenidos como resultado de la amplificacion del
satélite utilizando los primers en la especie S. lascaris, escision purificacion,
clonacion y secuenciacion de dicho amplificado. ........ccoooeeeviiiiiiiiiiiiiieeeees 100

FIGURA 20: Alineamiento de las secuencias del satélite Pvull junto la
secuencia consenso, de la especie S. solea, que presenta un tamano de
L A<] o] o TR TR PPSPPPRR 101

FIGURA 21: Arbol filogenético realizado en el género Solea, utilizando el
satélite Pvull como marcador, que permitié realizar un analisis filogenético
mediante los métodos del vecino mas proximo (Neighbor-Joining) y el UPGMA.
En el arbol se observa como las diferentes muestras se separan y se agrupan
segun la especie a la que PertenNECEeN. ..........ccovviviiiieiiii e 102
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FIGURA 22: Alineamiento de las secuencias consenso de las distintas
especies del género Solea, entre todas presentan una homologia media
interespecifica del 81,5%. ....cooeeereiiii 103

FIGURA 24: Electroforesis de la amplificacién realizada en el genoma de S.
senegalensis (tras analizar la homologia entre ACA72 del lenguado senegalés
y el satélite BamHI de Lepomis) con los primers disefiados con genoma de
dicha especie. Se puede observar el patron en escalera tipico de un ADN
satélite, sefialado mediante flechas con un tamafo alrededor de 200pb, 450pb
17281010 ) o J 105

FIGURA 23: Fragmento de la zona que se encuentra mas conservada en el
alineamiento entre la unidad de repeticion del ADN satélite BamHI de Lepomis
y la region homodloga en el clon 72 de lenguado, en dicho alineamiento se
sefala la zona donde se disefiaron 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...........cccccoeeeeviiiiieiiiiie e, 105

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. ............cccceeviviiiiieieeinin. 106

FIGURA 26: Hibridacion in situ en cromosomas de S. senegalensis en
individuos diferentes. En la figura A estan tefidos con loduro de propidio y la
sonda marcada con digoxigenina. En la figura B estan tefiidos con DAPI y la
sonda marcada con biotina. ... 107

FIGURA 27: Hibridacion tipo Southern-blot de la unidad monomérica de la
familia ACA72 de ADN satélite de lenguado senegalés sobre ADN gendémico de
diferentes especies de peces planos (S. senegalensis, B. profundicola, M.
azevia, S. solea, A. imperialis, L. boscii y D. cuneata). Previamente digerido
con dos enzimas, EcoRI(l) y BamHI(HI)...........cco 108

FIGURA 28: Amplificados obtenidos en las trece especies de peces planos que
se han analizado en esta Memoria, utilizando los primers disefados en la
secuencia ACA72 de lenguado. ............uuueiiiiiiiiiiiiiicce e 109

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
combinacion de estas para conformar la unidad de dicha secuencia. Las
flechas negras indican el fragmento de secuencia palindréomica. B.
Alineamiento del palindromo (Geneious.4.8.4) que forma el inicio y el final de la
secuencia ACA-72, que muestra una homologia del 74,6%. C. Alineamiento
que explica la estructura palindrémica de la caja C, formada por la unién de las
cajas Ay B, Este alineamiento presenta una homologia del 57,5%............... 112

FIGURA 30: Electroforesis en la que se muestra los amplificados obtenidos en
dos especies de perciformes: S. aurata y T. trachurus, utilizando los primers
disenados en la secuencia repetida ACA72 de lenguado. ..........cccevvvvveeeennenn. 113

FIGURA 31: Comparacién de las unidades de repeticion 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
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1.Introduccidén

INTRODUCCION

ESTUDIOS GENOMICOS EN ESPECIES CON INTERES EN
ACUICULTURA.

Los grandes avances que, en las dos ultimas 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 acuicolas las

investigaciones genéticas, gendmicas y biotecnoldgicas.

La aparicidén y el desarrollo de la gendbmica se ha basado en avances
tecnoldégicos importantes (secuenciadores, termocicladores, robotizacion...)
que permiten el analisis complejo de las secuencias presentes en los genomas.
Igualmente, ha sido decisivo el desarrollo de herramientas bioinformaticas que
han permitido procesar y analizar cientos de miles de datos de forma rapida y
ordenada, limitando la proporcion de errores y automatizando numerosas
tareas, antes realizadas manualmente. Estos avances han incrementado los
conocimientos sobre aspectos tales como la estructura, organizacion, funcién y
evolucion de los genomas en gran numero de especies vegetales y animales,

incluido el hombre.

En relacién con los peces, son cada vez mas abundantes los estudios
gendémicos que profundizan en algunos de los aspectos antes sefialados y que
abren nuevas perspectivas e implicaciones en la mejora de los cultivos
acuicolas, permitiendo ademas, ampliar el numero de especies potenciales

para tales cultivos en un futuro proximo.

Uno de los aspectos mas importantes en el analisis gendmico de las
especies cultivadas es la obtencion de secuencias que puedan servir como
marcadores moleculares, asi como la localizacion de estas en cromosomas
concretos del cariotipo y su organizacién dentro del genoma, lo que permite,

entre otros, analisis de sintenia y estudios evolutivos.

Por otro lado, también en los ultimos afios, se viene incrementando en
especies acuicolas con interés comercial, estudios de gendmica funcional,

sobre todo enfocados en el analisis de la expresion de genes implicados en
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procesos fisioldgicos relacionados con el cultivo, tales como resistencia a

infecciones, a situaciones de estrés o en la determinacion 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 estan postulando
como alternativa para la produccion a gran escala. Este hecho esta motivando
importantes avances en el conocimiento de sus caracteristicas genéticas. En
concreto, y en Espafia, en los ultimos afios 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 mas consolidados, debido a su actual importancia
economica a nivel mundial, se han venido realizando analisis genémicos en
especies de agua dulce como en el grupo de los salménidos. Pero en los
ultimos afios, se esta 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 analisis genéticos y gendomicos en

este grupo de peces.

Es en este contexto en el que se ha realizado el presente trabajo de
investigaciéon. Por un lado, se ha realizado un analisis gendmico 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 conservacion de este tipo de secuencias en los

genomas de peces.

Por otro lado, hemos comparado mediante hibridacion sustractiva y PCR
cuantitativa los patrones de expresion genética en tejido gonadal de machos y
hembras de la especie de esturidbn Acipenser naccarii, una de las principales
especies cultivadas en Europa Occidental debido a su alto rendimiento
econdmico, para tratar de elucidar qué genes presentan una expresion

diferencial entre ambos sexos.
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1.1. Estudios de Genomica Estructural: EI ADN repetido.

1.1.1. Caracteristicas.

El genoma de los eucariotas esta compuesto por diversos tipos de
componentes que van desde genes de copia unica, hasta una gran cantidad de
secuencias repetidas. En este ultimo caso, el ADN repetido se suele clasificar,
independientemente de su funcion, organizacién y localizaciéon, segun el
numero de repeticiones que presente. Asi, 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 fraccion es la compuesta por ADN
medianamente repetido con un numero de copias que puede oscilar entre
varios cientos hasta miles, como es el caso de los genes ribosémicos. Por
ultimo, nos encontramos con el componente repetido del genoma mas
abundante, como es el ADN altamente repetido, como el ADN satélite y
elementos transponibles, cuyo numero varia 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 mas del 50% del genoma nuclear de una especie

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

Al contrario que los elementos moviles, cuya localizacién generalmente
es dispersa, el ADN satélite forma grandes clusters constituidos por secuencias
cortas, llamadas monomeros, que se repiten en tandem (Singer., 1982) y
localizadas en regiones concretas de los cromosomas. Aunque el tamano de
las unidades de repeticion de diferentes familias de ADN satélite es muy
variable, éstas suelen tener un tamafo medio entre 100 y 300 pares de bases.
En cuanto a su composicién, 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. Localizacién del ADN satélite.

Dentro de los cromosomas eucariotas, los ADNs se acumulan en
posiciones concretas formando parte de la heterocromatina constitutiva. Asi, y

mediante técnicas de hibridacion 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 Esparidos (Familia Sparidae) (Garrido-Ramos et al., 1994), o s6lo en los
centromeros de algunos cromosomas, como el ADN satélite Hindlll 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 Dral de los Esparidos (Garrido-Ramos et al., 1998); De
la Herran 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 liliaceas, Muscari comosum. En esta especie, el ADN satélite Sacl
supone un 2,5% de su genoma y se localiza exclusivamente en la
heterocromatina intercalar del primer par cromosoémico (De la Herran et al.,
2001)

1.1.3. Funcién del ADN satélite.

La presencia del ADN satélite en todos los organismos eucariotas y la
tendencia a concentrarse en determinadas zonas cromosomicas, contrasta con
el hecho de que no se conoce una funcion definida. Asi, y debido a que, como
veremos mas adelante, los ADNs presentan una gran variabilidad y en principio
no codifican para ningun producto, se les supone una funcién relacionada con
procesos de organizaciéon y comportamiento cromosémico a lo largo del ciclo
celular (Choo., 1997; Csink y Henikoff.,, 1998). Asi, los ADN satélite
centroméricos pueden interactuar con proteinas especificas de unién 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, estarian implicados por ejemplo, en facilitar el apareamiento de
los cromosomas durante la meiosis (Loidl.,, 1990), y en la proteccion de los
extremos cromosodmicos (Kipling., 1995). En este sentido, los teldbmeros de la
mayoria de eucariotas estan formados por una repeticion telomérica o
repeticion terminal, que constituye el extremo de la cadena de ADN del
cromosoma, mediante la repeticion en tandem de un oligonucledétido corto.
Generalmente esta secuencia telomérica es mas rica en G en una de las
hebras la que forma el extremo 3’, que sobresale unos 12-16 nucleétidos sobre

la hebra que aporta el extremo 5’. Ese extremo saliente es reconocido por
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proteinas especificas del teléomero (TBP, telomere binding proteins), que actuan
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 regidon denominada TAS (secuencias asociadas al telémero).
Entre ambas regiones, podemos encontrar una zona de transicién en donde las
unidades monoméricas del ADN satélite se intercalan con las repeticiones del
hexanucleétido TTAGGG caracteristico del telomero. Este es el caso de la
familia de ADN satélite subtelomérico Dral descrito en los esparidos (De la
Herran et al., 2001).

Sin embargo, en los ultimos anos, se han encontrado familias de ADN
satélite que pueden ser transcritas a pequefios ARNs (Pezer y Ugarkovi .,
2008; Carone D.M. et al., 2009). Esta caracteristica abre las puertas a otros
tipos de funciones a nivel de regulacién, por lo que quizas es interesante
buscarlo en genotecas de ESTs, ya que un porcentaje de estos ARNs suele

estar poliadenilado (Pezer y Ugarkovi ., 2008).

1.1.4. Evolucion del ADN satélite.

Como ya se ha comentado, una de las principales caracteristicas 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 repeticion que
forman parte de las distintas familias de ADN satélite (monémeros), asi como a
la variabilidad en el numero de copias de éstos. Pero, ademas, existen
diferencias a nivel de secuencias entre las unidades de repeticiéon. Y es que,
los mondmeros que forman un ADN satélite, aunque son muy parecidos entre

si, no llegan a ser idénticos en secuencia.

Esta caracteristica se pone de manifiesto cuando se digiere una familia
de ADN satélite con enzimas de restriccidon que tienen dianas dentro de la
unidad monomeérica y, posteriormente, se someten dichas digestiones a una
electroforesis en gel de agarosa. El patron que se origina, en forma de
escalera, refleja que no todas las unidades tienen diana para la enzima,
generandose una acumulacion de repeticiones monoméricas, diméricas,

triméricas, etc.
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Segun Singer (1982) el porcentaje de variacion 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 intraespecifica 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 a 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 monémeros 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 Esparidos 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). Asi,
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 si, como por ejemplo en el caso de los Esparidos que se pueden separar
en dos linajes distintos en funcidn de la presencia o ausencia de la familia de
ADN satélite Dral (Garrido-Ramos et al., 1998; 1999; De la Herran et al., 2001).
Sin embargo, la conservacion 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 Herran., 2001). Esta conservacion puede ser incluso mayor,
llegando a estar presente en todo un suborden e incluso en todo un Orden,
como es el caso del satélite Pstl de los esturiones, presente en todo el Orden
Acipenseriforme (Robles et al., 2003). Cuando una familia de ADN satélite esta

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 taxonémico muy amplio, lo que indicaria seria un origen mas antiguo de
esta familia, presentando un mayor grado de conservacion y estando presente,

por lo tanto, en todas o en la mayoria 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 evolucion. Y es que, las
secuencias repetidas, por lo general, siguen un patrén evolutivo conocido como

evolucion concertada (Dover., 1986).

Este modo de evolucidn concertada significa que las unidades de
repeticion no evolucionan de forma independiente, sino que se van
produciendo intercambios de informacion de tal forma que se va manteniendo
un alto grado de homogeneidad intrafamiliar. A través de las interacciones
geénicas 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 evolucibn concertada es un conjunto de secuencias
homogeneizadas. Pero la evolucion concertada, ademas de depender de la
transferencia horizontal de las mutaciones entre los miembros de la familia
(homogenizacion) requiere de la expansion de ese cambio a todos los

individuos de la poblacién, a este proceso se le denomina fijacion.

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 estan sujetas a la accién de la seleccion
natural. A su vez, la tasa a la que se produce la homogeneizacion
intraespecifica es mayor que la tasa a la que aparecen las mutaciones y, a la

vez, menor que la tasa de fijacion.

La evolucion concertada, por tanto, conlleva no solo la homogeneizacién
intraespecifica sino también la divergencia interespecifica a una velocidad

mayor que otras partes del genoma.

La tasa de homogeneizacion y de fijacién de las secuencias repetidas
depende de sus caracteristicas. Asi, se han propuestos diferentes causas que

influyen es estos procesos de homogenizacién y fijacion como son el numero y
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disposicion 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 homogeneizacion, se han propuesto varios como son la
transposicién, el deslizamiento de la hebra durante la replicacion, la
transferencia a través de intermediarios de ARN o a través de elementos
circulares extracromosémicos (Dover., 1986). Pero, de todos los mecanismos,
los que se han considerado principales responsables de llevar a cabo la
homogenizacion de las variantes en el proceso de evolucidén concertada son el

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

Por lo tanto, el proceso basico de aparicion de cualquier familia de
secuencias repetidas es la amplificacion por duplicacion de esa secuencia. Una
vez duplicada, mecanismos como el entrecruzamiento desigual, facilitan una
amplificacion aun mayor. El entrecruzamiento desigual es un mecanismo
basado en el intercambio desigual entre dos unidades cromosdmicas (entre las
dos cromatidas hermanas del cromosoma durante la mitosis en células
germinales, o entre dos cromosomas homologos en la meiosis). Es un proceso
de recombinacién no reciproca que crea una duplicacion de la repeticion en
una secuencia y la deleccion correspondiente a esa repeticion en la otra,
alterandose, por tanto, el numero de copias. La accion del entrecruzamiento
desigual puede producir tanto la amplificacién como la reduccion del numero de
copias de una familia de secuencias, asi como la homogeneizacién de las
mismas. En las grandes familias de secuencias repetidas, el entrecruzamiento
desigual es el proceso mas rapido en llevar a cabo la evolucidén concertada, ya
que el numero de repeticiones que se pueden cambiar entre las secuencias

puede ser muy grande.

Otra caracteristica de los ADNs satélite es la presencia en su secuencia
de repeticiones inversas y regiones palindromicas. Las repeticiones inversas
parece que estan relacionadas con distintos procesos de amplificacion del ADN
(Ohshima et al., 1992) y las regiones palindromicas parecen estar relacionadas

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

Debido a la rapida tasa de evolucion, el ADN satélite constituye una
excelente herramienta para poder establecer las relaciones filogénicas entre
especies emparentadas (Arnason., 1990; Bachmann et al., 1993). Asi, un ADN
satélite conservado en diferentes especies con un origen monofilético
constituye en preciso marcador filogenético pudiendo ser utilizado en
taxonomia y sistematica. Como se ha comentado, un ADN satélite, debido a su
forma de evolucion, 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 analisis de las secuencias
de las unidades de repeticion de un ADN satélite compartido por un grupo de
especies, mediante la comparacion de la variacion intra- e interespecifica,
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 comparacion de diferentes mondmeros. Ademas, hay que
determinar que el grado de evolucion 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 intraespecifica de las secuencias debe ser
menor que la variacion interespecifica, y que a mayor diversidad entre las
secuencias consensos de dos especies, mas 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 Ila Familia Sparidae, cuya clasificacion, basada
fundamentalmente en la denticion, agrupa a las especies de este grupo de
peces en cuatro subfamilias (Boopsinae, Denticinae, Pagellinae y Sparinae).
Mediante el analisis de los ADNs satélites EcoRI y Dral presentes en sus
genomas, trabajos de Garrido-Ramos et al., 1995 y De la Herran et al., 2001,
contradicen esta clasificacion morfologica. Asi, estos autores, pusieron de
manifiesto la existencia de dos clados en los cuales se agrupaban especies
que, en la clasificacion morfolégica, estaban separadas o viceversa.

Con posterioridad, y mediante el andlisis 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 Esparidos,

previamente propuestos mediante el uso del ADN satélite.

1.1.6. Los peces planos.

Uno de los grupos de peces mas interesantes desde el punto de vista
basico 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 unico orden de vertebrados cuyos
individuos presentan una simetria 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 distribucion mundial, siendo la mayoria marinas, con unas pocas de

agua dulce.

Son estas caracteristicas, y su éxito evolutivo (por cuanto existen un
gran numero de especies) y anatomia con asimetria externa (cuyo origen y
evolucion es enigmatico) 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 asimetria y la ausencia en el registro fésil de clases intermedias
ha sido una de las cuestiones mas debatidas en estudios evolutivos, enfrentado
por ejemplo inicialmente a Mivart y Darwin en cuanto a la accion de la seleccion
natural en el origen de esta morfologia (Mivart., 1871) y posteriormente, con
intentos de explicacion mediante el saltacionismo por parte de Goldschmidt o
mas recientemente con el descubrimiento de dos fésiles con una incompleta
migracion orbital que pondrian de manifiesto una evolucion gradual de esta

caracteristica (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 econdmico, tanto en el sector de la pesca
como en la industria acuicola, siendo sus cultivos uno de los mas productivos

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

1.1.7. Taxonomia de peces planos.

El grupo de los pleuronectiformes engloba a un grupo de peces muy
especializado y con una antigledad todavia por establecer. Este grupo esta
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formado por unas 600 especies y, aproximadamente, 115 géneros (Norman.,
1934; Hubbs., 1945; Amaoka., 1969).

Su clasificacién, mas aceptada se detalla a continuacién:

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 azevia, Dicologoglossa cuneata,
Solea lascaris, S. senegalensis, Solea solea, Bathysolea

profundicola, Synaptura lusitanica.

Sin embargo, la posicién de este grupo en relaciéon con otros grupos, y

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

actualidad en discusion. Esto, en parte, es debido a que es un grupo en el que,

-39 .



1. Introduccion

hasta hace muy poco tiempo, no se habian realizado suficientes estudios
genéticos tanto a nivel cromosdmico como molecular. En general, todas sus
especies presentan un reducido tamafio de genoma (Hinegardner., 1968), en
comparacion 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). Asi, sus genomas son solo un 20% respecto al
genoma de mamiferos (Ohno y Atkin., 1966; Ohno., 1970). Con respecto a los
rangos en el numero cromosomico, se encuentran dentro de los valores
modales de Teledsteos (Ohno., 1970; Sola et al., 1981). El cariotipo de algunas
especies oscila en un rango de numero 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 cromosémicos y
48 brazos cromosomicos (Vega et al., 2002) al igual que el fletan (H.
hippoglossus) y la solla (Pleuronectes platessa), mientras que acedia
(Dicologoglossa cuneata), lenguado comun (Solea solea) y lenguadina (Solea

lascaris) presentan 2n=42.

Basandose en estos datos cariotipicos y en otros rasgos de tipo
morfoldgico, se ha destacado una hipétesis 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 propondria una tendencia a la disminucion del
numero de cromosomas con igual o mayor numero de brazos cromosdmicos a
partir de un cariotipo primitivo constituido por 48 cromosomas acrocéntricos.
Los dos mecanismos responsables de este cambio cromosdmico serian
reordenaciones tales como fusiones céntricas e inversiones pericéntricas.
Segun ésta hipotesis, dentro del Orden Pleuronectiformes, la familia
Pleuronectidae englobaria a las especies mas primitivas, mientras que la

familia Paralichthyidae representaria a las mas recuentes.

En cuanto al pariente vivo mas préximo del grupo de los peces planos,
todavia no se ha propuesto ningun candidato, pero segun algunos datos
moleculares, (Miya et al., 2003) han propuesto que deberia buscarse entre la
familia de los Carangidos (caballas y jureles). Aunque también se han

postulado varios candidatos como la familia de los Serranidos (como meros,
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cabrillas y maragotas) que debido a sus habitos conductuales (estos peces
tienden a echarse sobre un lado con la mitad del cuerpo cubierto por el fondo
arenoso) el origen de la asimetria se derivaria de un comportamiento peculiar.
Asi se puede sefalar que dicha asimetria podria 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 ribosémico (Infante et al., 2006, Pardo et al., 2005)
siendo contradictorios los resultados, y a su vez, no coincidiendo con las

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

En este sentido, y con el fin de contribuir a aclarar las relaciones entre
estas especies asi como con otras especies de peces, parte de los trabajos de
esta tesis se centraron en la busqueda de marcadores que pudieran ser
utilizados en estudios filogenéticos y taxonémicos. Por lo ya comentado en el
apartado E, nuestro principal objetivo fue la busqueda de secuencias repetidas
en los genomas de estas especies con el fin de utilizarlas como marcadores
nucleares, que han demostrado un gran poder de resolucién para establecer
relaciones filogenéticas dentro de los peces (Garrido-Ramos et al., 1999; De la
Herran et al.,, 2000; Robles et al., 2004). En una revision bibliografica,
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-Hindlll) se encuentra en la region centromérica
de todos los cromosomas del cariotipo (Fagundes et al., 2005). Adicionalmente,
otro ADN satélite centromérico (Dral) se ha caracterizado en la acedia (D.
cuneata), también perteneciente a la familia Soleidae, cuya secuencia
consenso consta de 171 pares de bases de longitud (De la Herran 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 relacion entre ambos ADNs satélites, siendo su

secuencias monomeéricas muy diferentes.
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1.2. Estudios de gendémica funcional.

Uno de los principales estudios llevados a cabo dentro de este campo es
el andlisis de la expresion génica diferencial. En ellos se establecen patrones
de expresion especio-temporal en relacion con diferentes procesos bioldgicos
tales como desarrollo ontogénico, situaciones de estrés (causadas por
infecciones, adaptacion a cambios ambientales, etc.) o desarrollo y maduracion
sexual. En este sentido, los genes de la determinacion y diferenciacion sexual
en peces, son muy variados existiendo gran cantidad de mecanismos de
determinacion, pudiendo influir en ellos tanto factores genéticos como

ambientales (Devlin y Nagahama,., 2002).

1.2.1. Determinacién y diferenciaciéon sexual en peces

Los peces presentan los tres tipos de reproduccién conocidos en
vertebrados: gonocorismo, hermafroditismo y unisexualidad (Price., 1984). La
determinacion del sexo fenotipico en este grupo de vertebrados es muy versatil
y se debe a un mecanismo dual que controla la expresion de los genes
relacionados con el desarrollo gonadal. En primer lugar se produce un proceso
de determinacion sexual que define el sexo genético seguido de la
diferenciacion gonadal que define el sexo fisiolégico (revisado en Piferrer y
Guiguen., 2008).

La determinacion sexual es un proceso por el que se establece el género
masculino o femenino de un individuo (Bull., 1983). Si bien normalmente esta
determinacion es genotipica, 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 determinacion del
sexo puede ser ambiental y responder a variables tales como la temperatura
(Devlin y Nagahama., 2002).

Por otro lado, el proceso de diferenciacion sexual puede venir propiciado
por varios genes, principalmente responsables de que la génada se acabe
convirtiendo en ovario o testiculo y puede/n estar localizado/s en un par
cromosomico concreto, el par sexual, o distribuidos en distintos lugares de

genoma.
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Asi, el sexo fisioldgico se desarrolla después del sexo genético, durante
la ontogénesis, a través de procesos bioquimicos 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. Determinacién sexual monogénica: los cromosomas sexuales

Como ya se ha comentado, en la determinacion monogeénica, el sexo
esta 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 evolucibn cromosoémica primitiva (Wolf.,, 2005) no
presentando la mayoria de las especies ningun dimorfismo cromosoémico
sexual. De hecho, solo alrededor el 10% de las especies presentan
cromosomas sexuales distintivos, puestos de manifiesto por técnicas
citogenéticas y de hibridacion in situ fluorescente (FISH) (Devlin y Nagahamaa.,
2002), siendo por tanto la mayoria, especies sin cromosomas sexuales

heteromorficos (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 parala determinacion sexual

En diferentes estudios llevados a cabo en peces, se ha intentado
caracterizar genes candidatos (0 maestros) para la determinacion sexual tal
como el gen SRY previamente identificados en mamiferos (sex determining
region of the Y chromosome) (Ezaz et al.,, 2006). Hasta hoy el unico 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 desempefa un papel clave en la
determinacion del sexo (Matsuda et el., 2007). Su funcion parece estar
relacionada con la inhibicion de la proliferacién celular de las células
germinales (Herpin et al.,, 2007). En estudios posteriores se determind que
otras especies del mismo género no poseian este gen (Wolf et al., 2003) de lo
que se puede deducir que los peces pueden presentar diferentes lineas

evolutivas para la determinacion sexual.

Por el contrario, en peces, si se han encontrado muchos de los genes
que en otras especies de vertebrados, intervienen en procesos de

diferenciacién gonadal, lo que sugiere la conservacion de tales mecanismos.

Entre estos genes podemos sefalar el gen Wtl que en mamiferos
codifica un factor de transcripciéon que interviene en procesos de diferenciacion
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 transcripcidn que contiene la caja
HMG de unién al ADN que es uno de los principales genes relacionados con la
diferenciacion sexual en vertebrados (Kent al., 1996: Morais da Silva et al.,
1996) interviniendo en la diferenciacion 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 (ljiri 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

mamiferos interviene en la diferenciaciéon 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 conversion de androgenos en estrogenos, cuya
proporcion es importante para la diferenciacion 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 transcripcion
denominada Forkhead (Fuherer., 2002) con expresion especifica en hembras
de vertebrados con funcién de diferenciacion en la diferenciacion de ovarios.
Su accion posiblemente es la de regulacion de la transcripcion del gen Cyp19
(Loffler et al., 2003; Liu et al., 2001).

Dax1l que codifica para un receptor nuclear de hormonas ligado al
cromosoma X en mamiferos (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
esta claro el papel que en este grupo de animales desempefia durante la

diferenciacion sexual.

De lo expuesto anteriormente, se puede deducir que los estudios
genéticos y genodmicos que se vienen realizando en los ultimos anos, 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, asi 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 mas Danio rerio...... Mediante estudios de sintenia, estas regiones
también estan siendo analuzadas en especies con interés acuicola 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 Oseos pertenecientes al Orden

Acipenseriformes del que se conocen unas 25 especies.

Se consideran fosiles vivientes con 200 millones de afios de antiguedad
(Gardiner., 1984) que aparecieron en el Jurasico y aun continuan 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 esta cubierta de placas 6seas anchas
subcutaneas. El I6bulo superior de su cola es mucho mas grande que el inferior
(heterocerca). La boca es protractil, de posicion ventral y sin dientes. Se
alimentan por succién de plantas y pequeifos animales detectados por cuatro
apéndices o barbillas situadas en la parte anterior del hocico, que van

barriendo el fondo

Su distribucion 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 areas biogeograficas (Choudhury y Dick., 1998), tanto
en el pasado, como en la actualidad, se han encontrado ejemplares de
especies en localizaciones geograficas que no le correspondian (Ludwig et al.,
2002, De La Herran et al., 2004)

La mayoria de los esturiones son anfibidticos, tienen sus puestas en
fondos de grava o de cantos rodados de los rios. Tras un periodo larvario corto,
los alevines de uno a tres afios migran al mar, a zonas préximas a la costa,
donde contindan su crecimiento y alcanzan la madurez. En este sentido, hay
que sefalar que los esturiones son gonocoricos, y alcanzan la madurez sexual
tardiamente, entre los 5-16 afios, segun la especie, en los machos y entre los
6-20 afios, segun la especie, en las hembras (Hochleithner y Gessner., 2001).
Los esturiones sexualmente maduros regresan a los rios de origen para

realizar las puestas.

Los esturiones son uno de los recursos naturales mas valiosos del

planeta. Estos peces proporcionan productos muy apreciados ya que de ellos
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se puede aprovechar tanto su carne, piel, cartilago y, por supuesto, el caviar,
es decir, las huevas no fecundadas de esturion, consideradas como un manjar
exquisito. Para los paises de su area de distribucion, se trata de una importante
fuente de ingresos y de empleo ya que, aunque tienen un crecimiento lento,
producen altos rendimientos econdmicos con el comercio internacional de sus
huevas. Su produccion e industria se desarrollaron principalmente en la antigua
Union Soviética y en paises de Oriente préximo. Sin embargo, en Espaia,
también existi6 una explotacion del caviar desde tiempos muy antiguos,
habiendo existido desde el siglo XV una importante industria de producciéon de

caviar en Coria del Rio, a partir de esturiones capturados en el rio Guadalquivir.

En la actualidad las poblaciones existentes de estos peces se
encuentran en continua regresion hasta el punto de ser consideradas especies
en peligro de extincion. En este sentido, la mayoria de las especies estan
recogidas en la Lista Roja de especies amenazadas de la IUCN (Unidn
Internacional para la Conservacién de la Naturaleza) y desde hace mas de diez
afos, es preciso contar con permisos y certificados CITES (Convencion 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 desaparicion de las poblaciones de esturion se debe principalmente a
factores tales como la sobrepesca y capturas ilegales, las dificultades que
constituyen las presas para las migraciones reproductivas y la contaminacion

de sus habitats.

El cultivo del esturion en cautividad esta tratando de paliar este
retroceso. Se potencia la produccion de semillas para la repoblacion de stock
naturales y la produccion de peces para el mercado. Pero los costes de
produccion del esturion son muy elevados y esto se ve reflejado en la
comercializacion del producto. Y es que, ademas 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 afios de edad (de media).

Una forma eficiente de reducir costes seria 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 produccion de
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caviar. Sin embargo, la ausencia de dimorfismo sexual externo en los
esturiones (HolCik., 1986) hace imposible distinguir los machos de las hembras
en los estadios larvarios, juveniles e incluso adultos, lo que provoca la
necesidad de mantener en cultivo a todos los ejemplares de ambos sexos. La
identificacion 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 determinacion y diferenciacién sexual en esturiones.

El interés de los esturiones desde los dos puntos de vista comentados
anteriormente (conservacionista y comercial) han llevado en los ultimos afios al
desarrollo de técnicas para la mejora de su cultivo y a la realizacion de estudios
de reproduccién en estas especies. Asi, se han venido realizando diferentes
estudios que han intentado conocer el mecanismo de determinacion vy
diferenciacion sexual en esturiones. Estos estudios se han realizado mediante
varias aproximaciones tales como analisis a) citogenéticos, b) manipulacién
cromosdmica (ginogenéticos) para el estudio de proporcidon de sexos, c)
estudios fisiolégicos y, d) estudios moleculares (revisado en Keyvanshokooh y
Gharaei., 2010).

1.3.1. Estudios citogenéticos

Asi, en lo que se refiere a estudios citogenéticos, podemos sefalar 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 numero cromosomico es alrededor de 120 cromosomas y con un
tamano de genoma (1C) de 1.6-2.5 pg, y el segundo, compuesto por las
especies cuyo numero cromosomico varia entre 240 y 250 y el tamafo del
genoma entre 4.0 y 4.8 pg (Birstein., 1993 Blackligde y Bidwell., 1993). En
ninguno de los analisis 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 manipulacién cromosémica.

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 determinacion cromosdémica sexual.
Asi, 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 desviacion en la
proporcién de descendencia femenina (desde un 65% un 82% segun la
especie). Estos datos aportan una evidencia en el sentido de que la hembra no
es el sexo homogameético, al no alcanzar la progenie el 100% de hembras.
También sefalarian que pueden existir otros factores implicados en la
determinacion sexual, al ser la descendencia femenina claramente superior al
50% en todos los casos. Dado que en los esturiones se han producido
duplicaciones gendmicas 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 fisicas y fisioldgicas para el estudio de la diferenciacion

sexual.

La ausencia de cromosomas sexuales y de caracteres morfolégicos
externos diferenciales entre sexos, han propiciado el desarrollo de diferente
técnicas para tratar de diferenciar machos y hembras de esturiones. Asi, se
han realizado intentos mediante técnicas fisicas y fisiolégicas, tales como un
examen interno de la gonada: con una biopsia de la gdénada sexualmente
diferenciada (Conte et al., 1988), endoscopia (Hurvitz et al., 2007) y de forma
menos traumatica mediante el empleo de un boroscopio a través del tracto
urogenital (Kynard y Kieffer., 2002) o mediante ecografia (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 inspecciéon de la gonada,
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 podria usar para determinar el sexo, pero resulta
poco fiable en esturiones, ya que estos valores estan influenciados por la edad,
las condiciones de cria 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 determinacion del sexo en

esturiones

Es evidente que una forma efectiva, rapida, relativamente poco
traumatica y precoz, seria poder disponer de un marcador de ADN que
diferenciara sin ningun género de duda los individuos machos y hembras de

esturiones.

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

enfoques diferentes:

1) mediante marcadores moleculares andénimos (RAPD, AFLP, etc.), 2)
mediante la caracterizacion y analisis de genes candidatos para el
determinismo sexual que hayan sido previamente estudiados en otras
especies, 3) mediante técnicas de sustraccidn para intentar encontrar

secuencias diferentes entre los genomas de machos y hembras.

1.3.4.1. Busqueda de marcadores diferenciales entre sexos

En general, los intentos de caracterizar algun marcador molecular
asociado al sexo en los esturiones han resultado infructuosos. Asi, Wuertz et al
(2006) se centraron en la identificacion de marcadores RAPDs, ISSR y AFLPs
en cuatro especies de esturion (A. baerii, A. naccarii, A. gueldenstaedtii y A.
ruthenus), no detectando en ninguno de los casos bandas especifica 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 analisis de AFLPs llegando a la conclusion que o bien los cromosomas
sexuales en esturiones no estan 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 diferenciacién sexual.

En la busqueda de genes clave en los mecanismos de diferenciacion
sexual de los esturiones, se ha sugerido la existencia de un gen maestro para

la determinacién 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 determinacién y diferenciacion sexual, que ya han sido caracterizados en

otras especies de peces.

De esta forma, y mediante el uso de cebadores degenerados disefiados
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 estan implicados en numerosos procesos del desarrollo y
determinacion sexual en vertebrados y codifican factores de transcripcion
relacionados con el Sry de mamiferos ligado al proceso de formacién de
testiculos (Koopman et al., 1991; Wright et al., 1993; Russel et al., 1996).

Recientemente, (Berbejillo et al., 2012), utilizando también cebadores
degenerados y disefiados en las regiones conservadas de los genes, se ha
realizado un analisis de expresion diferencial de algunos de estos genes
implicados en el desarrollo del testiculo. Asi, se ha comprobado la presencia en
el genoma del esturion A. baerii, de los genes Dmrt1 y Sox9 (factores
transcripcion en células de Sertolli), Cyp17a1, y star, (factores de la células de
Leydig en produccion de androgenos), ar (receptor de andrégenos), igf1 (factor
de crecimiento controlando el desarrollo testicular) y LH (hormona
gonadotropinica). Estos autores han encontrando un claro dimorfismo sexual
en la expresidn de estos genes (sobre-expresados en testiculos) en ejemplares

juveniles de tres anos.

Sin embargo, y utilizando esta misma técnica usando cebadores
especificos, 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 esturidn, en este caso en A. sinensis, son los denominados
genes ZP (proteina de la zona pelucida). Estos genes ZP codifican proteinas

con un dominio ZP caracteristico que contiene ocho cisteinas y un grupo
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interno hidrofébico muy conservado que juega un papel importante en su
estructura secundaria y terciaria (Bork y Sander., 1992). Su papel fisiolégico es
el de formar parte de la matriz extracelular del foliculo ovarico la denominada
zona pelucida. Se han caracterizado numerosas subfamilias de genes ZP
pudiendo variar su numero desde tres a cuatro en mamiferos 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 esta 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 ultimos presentan una gran homologia entre si
(alrededor del 82%) y solo se expresan en gbénadas pero muestran poca
homologia con AsZP3.1 que, por el contrario, presenta una gran amplitud de
expresion tisular. Ninguno de los genes presenta expresion en estadios
tempranos de desarrollo incluyendo etapas entre uno y dos afos. Es a partir de
los tres afios cuando se observa su expresion en testiculos de machos y en los

ovarios de las hembras.

1.3.4.3. Técnicas de hibridacion sustractiva para el estudio de la

diferenciacion.

En tercer tipo de abordaje en el estudio de la determinacion 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 hibridacion sustractiva por supresién
(HSS) se ha utilizado con éxito en peces tales como el salmén real
(Oncorhynchus tshawytscha, Devlin et al., 1991), en la boga (Leporinus
elongatus, Nakayama et al., 1994) y en la carpa comun (Cyprinus carpio, Chen
et al., 2010), siendo ampliamente utilizada para el estudio de diversos aspectos
de la fisiologia de peces (Larkin et al., 2003). Si bien se ha aplicado esta
técnica utilizando ADN gendmico total en varias especies de esturién, como A.
transmontanus y A. fulvescens (Van Eenennaam., 1997 y McCormick et al.,
2008, respectivamente), en ningun caso se han encontrado secuencias

especificas de sexo. Adicionalmente, los analisis protedmicos realizados en A.
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persicus, han puesto de manifiesto patrones proteicos similares en génadas
maduras de machos y hembras en esta especie (Keyvanshokood y Vazari.,
2008; Keyvanshokood et al., 2009)

Sin embargo, la estrategia basada en la expresion diferencial, utilizando
la sustraccion, podrian dar algun 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 gendmico o proteinas, llevado a

cabo hasta hoy en dia y sin mucho éxito.
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2. Objetivos

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).

Comprobar el grado de conservacion, tanto in vitro como in silico
de los ADN repetidos caracterizados previamente en peces
planos en otros grupos de peces.

Llevar a cabo un estudio evolutivo mediante la comparacién de
las secuencias de las unidades de repeticion en las diferentes
especies analizadas.

Comprobar la utilidad de estas familias de ADN repetido como
marcador taxonoémico y filogenético para poder inferir relaciones
existentes entre las diferentes especies de peces.

Detectar genes con expresion diferencial entre machos y hembras
del esturion Acipenser naccarii mediante construccion de
genotecas procedente de hibridacion sustractiva a partir de ARNm
de gbnadas.

Analisis de las genotecas obtenidas para la seleccion de genes
candidatos que puedan estar involucrados en el desarrollo
gonadal.

Estudiar comparativamente la expresion 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)

3. Material y Métodos

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

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

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

clasificacion taxondémica y el material de partida con el que se ha trabajado.

NOMBRE CIENTIFICO  FAMILIA ORDEN NOMON et
Solea senegalensis Soleidae Pleuronectiformes Is‘eenneggl:;gg Larvas/ musculo
Solea solea Soleidae Pleuronectiformes  Lenguado comin Musculo
Solea lascaris Soleidae Pleuronectiformes Lenguadina o pegusa Musculo
Dicologoglossa cuneata Soleidae Pleuronectiformes  Acedia Musculo
Bathysolea profundicola Soleidae Pleuronectiformes  Lenguado de fondo  Musculo
Buglossidium luteum Soleidae Pleuronectiformes  Acedia o tambor Musculo
Microchirus azevia Soleidae Pleuronectiformes  Lenguado negro Mdsculo
Hippoglossus hippoglossus  Pleuronectidae Pleuronectiformes  Fletan o Halibut Mdsculo
Pleuronectes platessa Pleuronectidae Pleuronectiformes  Solla Mdsculo
Arnoglossus imperialis Bothidae Pleuronectiformes  Peluda imperial Musculo
Arnoglossus thori Bothidae Pleuronectiformes  Peluda Mdsculo
Lepidorhombus boscii Scophthalmidae ~ Pleuronectiformes  Gallo Mdsculo
bﬁﬁ;ﬁggﬁ%ﬂbus Scophthalmidae ~ Pleuronectiformes  Gallo del Norte Musculo
Sparus aurata Sparidae Perciformes Dorada Misculo
Trachurus trachurus Carangidae Perciformes Jurel Misculo

TABLA 1. Resumen de las muestras utilizadas para la caracterizacion y analisis 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 relacion
con este objetivo

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

obtencién de cromosomas) y ejemplares juveniles (para la extraccion 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 Consejeria de
Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia. 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 (Canadda). Las
muestras utilizadas de las otras especies de peces planos S. lascaris, M. azevia, 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. Martinez
Portela del Departamento de Genética de la Facultad de Biologia de la Universidad
de Santiago de Compostela. Por ultimo, 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
gonada e higado. Estas gonadas se encontraban morfolégicamente diferenciadas,
pudiendo conocer el sexo de cada ejemplar. Asi, se tomo6 material de las gbnadas y
el higado de 5 hembras y 5 machos en los que visualmente, se podian diferenciar
las gonadas femeninas de las masculinas. En la FIGURA 1, se observan las
gonadas de una hembra, en la que se distingue la textura grumosa del tejido, que
en el futuro sera el caviar. En la FIGURA 2, se pueden observar las génadas de
macho, que no tienen la estructura grumosa, pero se puede observar una zona
estriada caracteristica de las gonadas de macho. Todos los ejemplares fueron
proporcionados por el Dr. Alberto Domezain, de la Piscifactoria Sierra Nevada,

Riofrio, Granada.
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FIGURA 1: A. Imagen de las gonadas de una de las hembras de A. naccarii, de las
que se tomaron muestras para realizar este estudio. B. Detalle de la génada en la
que se observan los grumos, que se convertiran en caviar

FIGURA 2: A. Imagen de las gbnadas de un macho de A. naccarii, de las que se
tomaron muestras para realizar este estudio. B. Imagen ampliada de la génada 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. Extraccion de ADN.

La obtencion de ADN gendmico total a partir de tejido solido (higado,

musculo y/o gbénadas) de todas las especies analizadas, se llevo a cabo siguiendo

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

1.

9.

Maceramos 1g de tejido durante 5 horas en un tubo de polipropileno con
bolas de vidrio al que se afaden 900ul de tampdén de extraccion
compuesto por 10mM de Tris-CIH, pH 8; 100mM de EDTA, pH 8; 10
pMg/ml de Proteinasa Ky 200 yl de SDS al 0,5%. Mantenemos a 56°C en

un bafio con agitacién suave.

. Anadimos 20 ng/ml de ribonucleasa A (ARNasa) y se mantiene a 37°C

durante 1 hora en un baino con agitacion.
Purificamos el ADN mediante varias extracciones con 1 volumen de fenol
y una ultima extraccion con 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamilico

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

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

del volumen de acetato soédico y 1 volumen de Isopropanol.
Mezclamos con cuidado, para no degradar el ADN y centrifugamos

durante 10 min a 10.000 rpm.

. Decantamos el sobrenadante eliminando los restos de Isopropanol con

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

centrifugando nuevamente a 10.000 rpm durante 5 min.

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

secar a temperatura ambiente.

Resuspendemos el pellet afadiendo agua ultrapura.

La calidad y cantidad del ADN gendémico obtenido se determind mediante

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

Acido boérico 90mM, EDTA 1mM) con el uso de marcadores de peso molecular

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

espectrofotometria con el bioespectrofotdmetro de Eppendorf, (Eppendorf, A. G.

BioPhotometer 8,5 mm).
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3.2.2. Extraccién y purificacién de ARN.

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

(Invitrogen™) y siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante:

1.

Homogenizamos de 50 a 100 mg de tejido (génada, higado y, musculo)
en 1 ml de Trizol, mediante un homogeneizador eléctrico (Miccra-D1 de

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

. Posteriormente, incubamos el homogeneizado durante 5 min a

temperatura ambiente (15-30°C).

3. Anadimos 200 pul de cloroformo y mezclamos por vortex 15 s.

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

9.

13000 rpm durante 15 min a 4°C.

Pasamos la fase acuosa a un tubo limpio que contiene 500 ul de alcohol
isopropilico y mezclamos por inversion.

Incubamos 10 min a temperatura ambiente y a continuacion
centrifugamos la muestra a 13000 rpm durante 10 min a una temperatura
de 4°C.

Eliminamos el sobrenadante y lavamos el pellet con 1 ml de etanol al 75%
mezclando por inversion.

Realizamos una ultima centrifugacion durante 5 min a 10000 rpm a una
temperatura de 4°C.

Decantamos el sobrenadante y secamos el pellet.

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

10 min a 55-60°C.

La purificaciéon de ARN total se llevo a cabo con el kit “RNeasy Protect Mini

Kit” Quiagen siguiendo las instrucciones del fabricante:

1.

Ajustamos la muestra a un volumen de 100 pl con agua libre de

nucleasas.

. AAadimos 350 pl de buffer de lisis RLT (B-Mercaptoethanol) y mezclamos

por inversion.

3. Ponemos 250 pl 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 liquido filtrado y afiadimos 500 ul de buffer de lavado RPE.
Seguidamente centrifugamos 15 s. a 10000 rpm. (Repetimos el paso de
centrifugacion 2 min a 10000 rpm para eliminar totalmente los restos de
etanol)

Cambiamos la columna a un tubo colector de 1,5 ml y afiadimos de 30 a
50 pl de agua libre de RNAsa.

7. Centrifugamos durante 1 min a 10000 rpm.

8. EI ARN purificado se mantiene a -80°C.

La cantidad y calidad del ARN extraido se realizé 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 continuacion.

Preparacién de muestras y reactivos.

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

cualquier tipo de contaminacion. Procedemos de la siguiente forma:

1.

Llenamos un chip de limpieza con 800 pl de la Solucién Limpiadora de
Electrodos de Experion y lo colocamos en la estacion de electroforesis

durante 2 min.

. Retiramos la Solucion Limpiadora de Electrodos, afiadimos al chip de

lavado 800ul de agua libre de nucleasas y de nuevo lo colocamos en la
estacion de electroforesis durante 5 min. Este lavado lo repetimos una
segunda vez. Por ultimo se dejamos abierta la tapa durante 1 min para
permitir que los electrodos se sequen por completo.

Para preparar el gel donde se llevara a cabo la electroforesis virtual,
centrifugamos 600 pyl de ARN-gel, a través de una columna con filtro
durante 10 min a 10000 rpm. De este preparado se cargan 9ul en el

pocillo G del chip de analisis.

. De la solucion ya filtrada pipeteamos 65 pl en un tubo de PCR, afiadimos

1ul de gel stain y mezclamos (la mezcla la protegemos de la luz y la
guardamos en frio hasta su uso). De este preparado se cargan 9 pl en el

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

compararemos el tamafo 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 pl del marcador (ladder) y lo desnaturalizamos

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

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

6. Realizamos el mismo procedimiento para preparar las muestras que

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

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

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

1.

Se cargan 9 pl de gel stain en el pocillo GS (FIGURA 3). El chip se
lleva al homogenizador durante 30 s con el programa 1.B.

A continuacién se cargan 9 ul del gel filtrado en el pocillo G (FIGURA
3) y otros 9 ul de gel stain en el pocillo GS. Procurando que no se
formen burbujas.

Se cargan 5 pul de buffer en todos los pocillos numerados del 1 al 12, y
en el pocillo L (FIGURA 3).

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

L.
El chip se mete en la estacidn vortex para eliminar las posibles

burbujas.

. A continuacion se encaja el chip en la estacion 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 area de electroforesis, concentracion, relacion
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 ribosémicos 28S y 18S.

LADDER
HEMBRA 1 HEMBRA 2 HEMERA 3 MACHO 1 MACHO 2
GONADA GONADA GONADA GONADA GONADA Corana

FIGURA 4: Electroforesis virtual obtenida con la estacion de electroforesis
automatizada Experion de Bio-Rad, de ARN extraido de génadas de 3 hembras y
de 3 machos de esturidon. Las bandas mas intensas y de menor tamafio
corresponden al ARNr 18S y la banda mas intensa y de mayor tamafo corresponde
a ARNr 28S

Ademas, el programa suministra un electroferograma, FIGURA 5, que es una
grafica en la que se muestra la relacién 28S:18S en un eje de coordenadas de
fluorescencia emitida/tiempo. Con esta grafica se observa la calidad de ARN,

también se pueden observar pequefios picos iniciales que pertenecen a ARNm.
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M2+DNASA

Fluorescence

FIGURA 5: Electroferograma. Grafica que proporciona el programa tras realizar la

electroforesis virtual. En ella se observa fundamentalmente, la relacion 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

concentracion en ng/pl, y la relacion 28S: 18S. (Resultados 4.2.1)

En este estudio tenemos que asegurarnos que en la muestra no queda
ningun resto de ADN gendmico, por lo que, a pesar de haber extraido con un kit
que se basa en columnas tratadas con DNasa, se realiza un segundo tratamiento
del ARN extraido con esta enzima. Para ello, se utiliza el kit “DNasel, Amplification
Grade” de Invitrogen™ que se basa en la accién de una Deoxyribonucleasa que

digiere dobles cadenas de ADN actuando sobre el extremo 5°.
Para tratar 1 ug de ARN purificado se sigue el siguiente protocolo:

1. Se anade 1 yl de DNasa (1 U/ ul), al mismo tiempo que un tampon
(10X DNase | Reaction Buffer), para que las condiciones de reaccién
sean las optimas, y agua de DEPC hasta un volumen de 10 pl.

2. La muestra se incuba a temperatura ambiente durante 15 min y a
continuacion, se le anade 1 uyl de EDTA (25 mM EDTA pH 8.0) que
inactiva la reaccién, y se deja actuar durante 10 min a una
temperatura de 65°C.

3. Posteriormente, se realiza una electroforesis con la estacién de
electroforesis automatizada Experion de Bio-Rad, ya que con este
tratamiento se modifica la concentracién y calidad del ARN. Datos no

mostrados.
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3.2.3. Sintesis de ADNc. Reaccidn de Retrotranscripcion.

Una vez obtenido ARN de buena calidad, se procedid6 a la obtencion,
mediante retrotranscripcion, del cDNA. El paso de ARN a cDNA se realizé con el
“iScript™ cDNA Synthesis Kit” de Bio-Rad. Para 2 uyg de muestra de ARN se utilizan
4 ul de 5X iScrpt reaction mix, 1 pl de enzima (iScript reverse transcriptase) y agua

libre de nucleasas hasta un volumen total de 20 pl.

Se mezcla y se introduce en el termociclador con el siguiente ciclo: 5 min a
25°C, 30 min a 42°C, 5 min a 85°C, y se mantiene en frio (4°C).

La concentracion y pureza del cDNA se estiman con Biofotometro
(Eppendorf, A. G. BioPhotometer) a 260 nm y 280 nm de absorbancia. (Resultados,
4.2.1)

El ADNc se guardo a -20 °C, el cual, posteriormente, fue utilizado tanto para
realizar la Hibridacion 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.

Basandose en las propiedades de las secuencias de ADN repetido, existen
varias técnicas para su aislamiento. En esta investigacion, 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 restriccion.

Esta técnica se ha utilizado para el caso del fletan. EI ADN gendmico
extraido se somete a digestion con una bateria de enzimas de restriccion (Hindl,
Alul, Pwull, Rsal, Haelll, BamHI, Pstl, Dral, Sacl, EcoRlI). Las digestiones se
realizaron con 5 unidades de enzima por ug de ADN en el tampdn recomendado
por el fabricante (Roche) durante 16 horas a una temperatura constante de 37°C.
Transcurrido este tiempo, los fragmentos generados fueron separados en un gel de
agarosa al 2% en tampén TBE 0,5X (Tris 90 mM, Acido bérico 90mM, EDTA 1mM)
con un contenido de 0,5 ug/ml de SYBR® Green.

Tras la electroforesis, con alguno de los enzimas utilizados, se pone de
manifiesto una banda mas intensa sobre el rastro generado de ADN gendémico total

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

interna para ese enzima de restriccion.

Se cortaron las bandas que nos interesaban con ayuda de un bisturi y se
procedié a su purificacion con el kit de “Applied Biosystems lllustra 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 llevd a cabo la técnica de hibridacion tipo Southern-blot cuyo protocolo

se describe mas adelante en el apartado 3.2.6.

El ADN correspondiente a unidades de repeticion 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 reaccion de PCR, el propio ADN
que se va a amplificar, esperando que el ADN que se encuentra en una mayor
proporcion en el genoma, como el ADN satélite, sea el que con mayor probabilidad
se una en la fase de apareamiento de secuencias durante la reaccién de

amplificacion.

Para ello, se desnaturaliza a 100°C durante 15 min unos 200ng de ADN
gendmico. Transcurrido este tiempo, se afiade 1 ug 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 ul de la mezcla, 0,5 ul de
dNTPs a 10mM, 3 pl de Buffer 10X, 2 ul de CIMg (50mM), 0,3 ul de Taq Polimerasa
(5 U/pl de la marca Biotools) y 18 upl de agua ultrapura. Las condiciones de
amplificacion son un primer ciclo a 95°C durante 10 min seguidos de 35 ciclos a
95°C 30 s, 55°C 2 min, 72°C 2 min y finalizando con un ciclo de 10 min a 72°C.

El resultado de la PCR se sometio a electroforesis en un gel de agarosa y se
observo la existencia de producto amplificado. Se llevaron a cabo varias rondas de
reamplificacion hasta obtener una cantidad suficiente de producto. Posteriormente,
el amplificado fue sometido a una digestion con diferentes enzimas de restriccion
(Hindl, Alul, Pvull, Rsal, Haelll, BamHI, Pstl, Dral, Sacl, EcoRlI). Los fragmentos

generados con 5 U/ug de ADN en el tampdn recomendado por el fabricante
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(Roche) durante 8 a 16 horas a una temperatura de 37°C. Las digestiones, tras
precipitacion, se sometieron a electroforesis en gel de agarosa del 1,5 — 2% en
tampon TBE 0,5X (Tris 90 mM, Acido bérico 90mM, EDTA 1mM) con un contenido
de 0,5 yg/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 purificacion de bandas “Applied
Biosystems lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” de GE Healthcare.

Los fragmentos purificados fueron clonados en vectores plasmidicos

siguiendo el protocolo seguido del apartado 3.2.8.2.

3.2.4.3. Aislamiento de ADNSs repetidos a partir de PCR con oligos disefiados

especificamente para dicha secuencia.

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

del género Solea.

A partir de la secuencia del satélite aislado en S. senegalensis, se disefiaron
primers especificos, para este fragmento de ADN de tal manera que al realizar una

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

Esta PCR se realizdé con 50 ng/ ul de ADN, 0,5 ul de dNTPs a 10mM, 5 ul de
Buffer 10X, 2 ul de CIMg (50mM), 0,3 ul de Taq Polimerasa (5U/ul de la marca
Biotools) y se completa con agua ultrapura hasta un volumen de 50 pl. Las
condiciones de amplificacion fueron un primer ciclo a 95°C durante 10 min seguidos
de 35 ciclos a 95°C 30 s, 52-55°C 1 min, 72°C 2 min y finalizando con un ciclo de 10
min a 72°C. Para el resto de las especies en las que se amplificd este ADN satélite,

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

PRIMERS FORWARD REVERSE

Puull 0" -gAg AC ACT AAT AgA AAA-3 0" -CTC ACA AAT gaa Gtt AAC-3°

TABLA 2: Secuencia de los primers disefiados partir del alineamiento de las
secuencias del satélite aislado Pvull 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 TEMPERATURA DE ANNELING
PVUII EN °C
S. senegalensis 55
S. solea 52
S. lascaris 53

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

Posteriormente las reacciones de PCR se corrieron en gel de agarosa del 1,5
— 2% en tampdn TBE 0,5X (Tris 90 mM, Acido bérico 90mM, EDTA 1mM) con un
contenido de 0,5 pg/ml de SYBR® Green. Se cortaron las bandas que coincidian

con el tamano buscado.
3.2.4.4. Aislamiento de ADNSs repetidos a partir de librerias gendémicas.

Se realizd un analisis de los diferentes clones obtenidos a partir de una
genoteca que habia sido enriquecida para microsatélites ricos en adeninas y
timinas en el lenguado senegalés. En esta libreria existe un sesgo hacia la
presencia de secuencias ricas en estos nucleotidos, algo tipico en el caso de ADNs
satélites. Asi, las secuencias de estos clones fueron analizadas en busqueda de un
patron repetido dentro de ellas y ademas, fueron enviadas a la base de datos
EMBL/GenBank. Uno de estos clones, ACA72, dio homologia con un ADN satélite
llamado BG16 (numero 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 repeticién del ADN satélite BG16 de Lepomis, se disefiaron oligos que
pudieran amplificar en una reaccion de PCR, la posible unidad de repeticion 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 mas
de una unidad de repeticion. Ademas, fueron disefnados en las regiones mas
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-T2 9" -CAG TAA GTG CCT WYTTGT TGR GGTA-3° 9 -TCA AGT CWR TGC TNR WGT WWG GGT-3°

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

mismo y de diferentes Ordenes.

TEMPERATURA

ESPECIES DE UNION EN
°C
S. senegalensis 55
S. solea 55
S. lascaris 54
D. cuneata 54
B. profundicola 55
M. azevia 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 amplifico esta secuencia del Orden Pleuronectiformes y del
Orden Perciformes.

Estas reacciones de PCR se realizaron con 50 ng/ul de ADN, 0,5 pl de
dNTPs a 10mM, 5 pl de Buffer 10X, 2 yl de CIMg (50mM), 0,3 ul de Taq Polimerasa
(5U/ul de la marca Biotools) y se completa con agua ultrapura hasta un volumen de
50 ul. Las condiciones de amplificacion fueron un primer ciclo a 95°C durante 10
min seguidos de 35 ciclos a 95°C 30 s, 52-56°C (TABLA 5) 45s, 72°C 2 min y

finalizando con un ciclo de 10 min a 72°C.

3.2.5. Aislamiento de secuencias con expresién diferencial: Hibridacion

sustractiva.

La hibridacién sustractiva por supresion (SSH) es una metodologia molecular
usada para identificar los genes que presentan expresion diferencial (Diatchenko et
al., 1996). Con esta técnica se puede identificar genes expresados diferencialmente

sin necesidad de clonar previamente el ADN complementario de éstos, asi como la

-74 -



3. Material y Métodos

normalizacion y amplificacion de los genes expresados a niveles muy bajos
(Diatchenko et al., 1996).

Tester cDNA Tester cDNA
Adaptador 1 Driver cDNA Adaptador 2
e — e
— ————
8 Ill— [ a
o —_— PRIMERA -_—- b
— HIBRIDACION —
——— —— <
d{ — }d

SEGUNDA
HIBRIDACION

: -

e — No amplifica.

a
[[r— .
— b No amplifica. Forma bucle
[

¢ Amplificacién lineal.

.:= e Unica forma que puede ser
amplificada por PCR

I

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

La hibridacién sustractiva por supresién (SSH) se ha realizado siguiendo el
protocolo del kit de “Clontech PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit”. (FIGURA 6)

1. Los ADNCc problema y tester fueron digeridos con la enzima Rsa |, que
es una enzima de restriccion 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. ElI ADN problema se divide en dos alicuotas y cada una se liga de
forma separada con los adaptadores 1 y 2 resultando asi dos

poblaciones de ADNc problema.
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4. Se mezcla una pequefa cantidad de cada muestra problema con un
exceso de su correspondiente cDNA tester (5 pg) posteriormente son
desnaturalizados por calor, e hibridados durante 8 h a 68 °C.

5. Las dos muestras de esta primera hibridacion se combinan e hibridan
con un excedente de ADNCc 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 oligonucleétidos
consecutivos (1 R y 2 R) para reducir el nivel de amplificacion
inespecifica.

7. Los productos de amplificacion de la segunda PCR son clonados

siguiendo el protocolo seguido del apartado 3.2.8.2.

3.2.5.1. Andlisis de las secuencias seleccionadas en la hibridacion

sustractiva.

Para el analisis de las secuencias, éstas fueron enviadas a la base de datos
EMBL/ GenBank BlastX, en busqueda de homologias. Una vez realizada esta
primera clasificacion, fueron alineadas y posteriormente se dispusieron en tabla
Excel junto con los datos suministrados por EMBL/ GenBank BlastX: especie con la
que daba homologia, numero de acceso, E-value, redundancia, tamafio del conting
mas grande, porcentaje de identidad. Ademas, se sometieron a la busqueda de
términos GO a través del software AmiGO v.1.8 (http://www.geneontology.org/)

(Camon y col., 2004) y se clasificaron en funcion de estos términos.

Se seleccionaron aquellos genes que pensamos podian tener un especial
interés en el desarrollo gonadal de A. naccarii, y se disefaron primers utilizando

diferentes técnicas:

1. Disefiando primers sobre las secuencias obtenidas en las regiones
conservadas.

2. Comparando la secuencia analizada con otras secuencias, con una
alta homologia, que se encuentran en otras especies y en las zonas
mas conservadas y disefiando primers sobre ella.

3. Para el disefio de oligos se usado el programa Primer 3 disponible en
http://frodo.wi.mit.edu/primer3 (Rozen y Skaletsky., 2000).
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Los primers disefiados se utilizaron para obtener fragmentos de los genes
seleccionados mas largos. TABLA 6. Y la PCR convencional se realizé con 100 ng/
pl de ADN, 0,5 yl de dNTPs a 10mM, 10 ul de Buffer 10X, 2 yl de CIMg (50mM), 0,3
Ml de Taq Polimerasa (5U/ul de la marca Biotools) y se completa con agua ultrapura
hasta un volumen de 100 pl. Las condiciones de amplificacion fueron un primer
ciclo a 95°C durante 10 min seguidos de 35 ciclos a 95°C 30 s, Temperatura

anneling 45 s, 72°C 2 min, finalizando con un ciclo de 10 min a 72°C.

PRIMERS FORWARD REVERSE T ANNELINE EN
P32 a”- TGA AATTGC TGC TTC ACTGC-3-  5”-CCC AGA GTG GCT TCT ACC AG- 4E
P33 2" -GAG ATA ACTGTT GGT TTG GAA G- 97 -GCA ACA TAEBAAA TCA GAAT-3 42
FERRITINA a”-ATG GAG TCT [B'.JAE ATT CGC CA-3~  a"-TTA GCT GCT GCT CTC CAA GGT- a7
CALCIUMBINDING ~ 8°-GTT TGA CGT CAG CGC AGT G-3° & -CCC GTC CTT E\TT CTC ATC CA-3 al

TABLA 6: Secuencia de los primers para la amplificacién de los genes
seleccionados en la hibridacion sustractiva para obtener una secuencia mas
grande.

3.2.6. Hibridacion tipo shoutern-blot.

Restriccion del ADN gendmico, electroforesis y transferencia a la

membrana.

Para el analisis del genoma mediante la técnica del Southern-blot, 5 ug de
ADN gendmico de diferentes peces planos, fueron digeridos con diferentes enzimas
de restriccion (Taql, Dral, EcoRI, Pvull, Rsal, Haelll, Mspl, Ndell, BamHI, Hpall,
Hindl, Pstl, Ddel, Afllll, Alul, Apal, Bglll, Hindll) en las condiciones recomendadas
por el fabricante. Los fragmentos de restriccion resultantes fueron separados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en TBE 0,5X conteniendo
0,5ug/ml de SYBR® Green.

Tras la electroforesis, los fragmentos de restriccidn se transfirieron a una
membrana de nylon “Hybon N*” (Amersham Biosciences), siguiendo el protocolo
propuesto por Sambrook y Rusell (2001)

La fijacion del ADN a la membrana se realizé con NaOH 0,2M durante 2 min,
tal y como recomienda el fabricante (Amersham Biosciences) para el uso del kit de

marcaje, hibridacién y deteccion no radiactivo “ECL™ direct nucleic acid labelling”
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de GE Healthcare. La membrana se lavé con 6XSSC durante 1 min y se dej6 secar

a temperatura ambiente.

La membrana que contiene el ADN gendmico digerido se utilizé para realizar
la hibridacién usando como sonda la propia banda correspondiente a la supuesta
unidad de repeticion. El marcaje de la sonda y la hibridacion 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 hibridacién se lavo la membrana segun la astringencia requerida en
cada caso, siguiendo la férmula de Meinkoth y Wahl (1984), basada en las
relaciones de porcentaje de homologia 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 concentracion 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 hibridacion, mientras que
las condiciones de baja astringencia permiten detectar secuencias que tienen una

identidad superior al 82% con la sonda de hibridacion.

Los lavados fueron seguidos de la deteccién de los sitios de hibridacion
usando soluciones de deteccion del kit ECL, que contienen peroxido de hidrégeno y
luminol. Las membranas fueron expuestas durante 30 min con una pelicula
autorradiografica (Hyperfiim ECLTM, Amersham Biosciencies) sensible a la luz que

se emite en los sitios de hibridacidon durante la reaccion de deteccion.

3.2.7. Hibridacién 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 cromosomicas obtenidas a partir de larvas o de cultivos de sangre
(De la Herran et al.,, 2005, Garrido-Ramos MA et al., 1999). Las sondas se
marcaron con biotina y digoxigenina mediante el kit de Invitrogen™, “BioPrimer®
DNA Labeling System”. Las hibridaciones se realizaron siguiendo el protocolo de
Schwarzacher et al.,, 2000 con modificaciones. Tras la hibridacion, las
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preparaciones fueron lavadas y las sondas fueron detectadas con estreptavidina
siguiendo el protocolo de Schwarzacher et al. Tras la deteccion, los cromosomas se
tineron con DAPIl y Pl y se montaron en “VECTASHIELD® Mounting Medium”.

3.2.8. Clonacion de secuencias aisladas.

3.2.8.1. Clonacién de los productos obtenidos mediante digestion con PUC
18.

Se procedié a la clonacién con el vector PUC18 de las bandas obtenidas por
digestion del ADN gendmico 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 repeticién 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 ligacion se utilizd para transformar las células competentes

DH5a de Escherichia coli.

Los clones recombinantes se detectaron en placas con medio sélido LB
(Peptona: Extracto de Levadura: CINa en una relacion w/w 2:1:1 y agar al 15%)
conteniendo ampicilina (100 pg/ml), IPTG (Isopropil-beta-D-tiogalactosido) y X-gal
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactésido), (Sambrook y Russel., 2001) en las

que se siembran 100 ul de bacterias.

Las colonias recombinantes se seleccionaron mediante reaccién
colorimétrica y fueron purificados con el kit de purificacion de plasmidos de
Eppendorf “Quantum Prep®. Plasmid Miniprep” siguiendo las recomendaciones del

comerciante.

3.2.8.2. Clonacién de los productos de PCR usando TOPO-TA.

Este vector sintetizado por InvitrogenT'\’I 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 amplificacion por
PCR. Asi, se utilizd para los saltélites Pvull del género Solea (Resultados 4.1.2.)

como para el ADN repetido ACA72 de peces planos (Resultados 4.1.3.). Por otro
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lado, también fue utilizado para la clonacion de secuencias obtenidas en la
hibridacién sustractiva en el caso de los esturiones (Resultados 4.2.1). Tras la
ligacién, los clones recombinantes se detectaron en placas con medio LB (Peptona:
Extracto de Levadura: CINa en una relacion w/w 2:1:1 y agar al 15%) conteniendo
ampicilina (100 ug/ml). Este vector a diferencia de los otros no necesita de la
presencia de IPTG (lsopropil-beta-D-tiogalactésido) y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-beta-D-galactésido) para la deteccion de colonias recombinantes y no

recombinantes, debido a las caracteristicas que posee.

Los plasmidos recombinantes fueron purificados con el kit de purificacion de
plasmidos de Eppendorf “Quantum Prep®. Plasmid Miniprep” siguiendo las

recomendaciones del comerciante.

3.2.9. Andlisis de los plasmidos recombinantes.

Para cerciorarnos de que los plasmidos seleccionados contienen inserto se

han utilizado varias técnicas:

3.2.9.1. Digestion del plasmido con enzimas de restriccion:

Los plasmidos seleccionados se digieren con el enzima adecuado (presenta
dianas flanqueando el inserto). Tras la digestion, los plasmidos se someten a
electroforesis y se observa la presencia del inserto asi como su tamafo. Los

plasmidos con el inserto adecuado son secuenciados.

3.2.9.2. Amplificacion mediante PCR:

Tras seleccionar las colonias recombinantes, estas son inoculadas en 25 l
de agua destilada y son desnaturalizadas calentandolas a 95°C durante 5 min. Para
la reaccion de PCR se utiliza como sustrato 5 ul de la desanturalizacion y se siguen
las siguientes condiciones: en un volumen final de 25 ul mezclamos 5 ul de la
disolucion; 10 mM Tris-CIH pH=8.3; 5 mM NH4C; 50 mM KCI; 0.2 mM de cada
dNTP; 2.5 unidades de Taq ADN polimerasa (Biotools) y 5 uM de los cebadores
universales (M13R, M13F, T7 o sp6) que tienen homologia con secuencias
flanqueantes al sitio de insercidén en el plasmido, con el siguiente programa: 94°C
30 s, 52°C 15 s, 72°C 2 min, durante 30 ciclos.

El resultado de la PCR se visualizé mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 1% en TBE y con aquellos clones que tienen inserto se continua el
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proceso de secuenciacion tras un tratamiento con exonucleasa y un ciclo de 37°C
15 min y 85°C 15 min.

3.2.9.3. Hibridacién tipo DOT-BLOT:

Las hibridaciones tipo Dot-blot del ADN plasmidico se realizaron siguiendo
las instrucciones recomendadas por el fabricante de la membrana de nylon

+»

utilizada, “Hybon N (Amersham Biosciences). Para ello, el ADN se desnaturalizd
en agua hirviendo durante 10 min, se enfrié en hielo durante 5 min y se diluy6 en un
volumen de 20XSSC (1XSSC= NaCl 0.15M, citrato sodico 0,015M). Una muestra
de aproximadamente 50 ng de cada plasmido fue aplicada a la membrana y se dej6
secar a temperatura ambiente. EI ADN se fij6 a la membrana con NaOH 0,2M
durante 4 min, y la membrana se lavo con 6XSSC durante 1 min y se dej6é secar a

temperatura ambiente.

La seleccion de los clones recombinantes con las secuencias de ADN
satélite se realizd hibridando los plasmidos inmovilizados mediante Dot-blot con
fragmentos marcados, extraidos a partir de la misma banda del gel que se utilizé
para clonar. El marcaje y la hibridacion se llevaron a cabo usando el kit “ECL™

Gene Detection System” (Amersham Biosciences).

3.2.10. Secuenciacion.

Las reacciones de secuenciacion se realizaron segun el método de Sanger et
al. 1977, utilizando el kit comercial “BigDye Terminator v3.1” (Applied Biosystems).
Se llevé a cabo con una cantidad de 300-500 ng/ul de plasmido 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 aflade,1ul de BDT, 1 pl de primer universal (M13R,
M13F, T7 o sp6, dependiendo del vector utilizado) (3,2 pmol), 4 ul de Buffer y 1 pl
de DMSO vy agua ultrapura doblemente autoclavada hasta un volumen final de 20

pl. Con el siguiente programa: 96°C 10 s, 50°C 5 s, 60°C 4 min, durante 25 ciclos.

Para la precipitacion de las cadenas obtenidas, a los 20 ul de reaccién de
secuenciacion se le afiadieron 63 ul de Etanol Absoluto, 15 pl de agua ultrapura
autoclavada y 3 uyl de Acetato sodico SM. Tras vortex se incubd a temperatura
ambiente durante 15 min, posteriormente se centrifugd 15 min a 14000 rpm, se

elimind el sobrenadante y se lavo el pellet con Etanol al 70%. Tras centrifugacion
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durante 15 min a 14000 rpm, se elimind el sobrenadante y se dej6 secar en estufa a

37°C, posteriormente se resuspendié en 20 ul de Formamida.

Los productos de secuenciacion son analizados con un sistema
automatizado de laser fluorescente, con un secuenciador “Applied Biosystems ABI
3100 Avant”.

3.2.11. Analisis de las secuencias repetidas.

El analisis 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 utilizé el programa informatico MEGA 4 (Tamura
et al., 2007).

A nivel intraespecifico, se analizé6 el porcentaje de identidad entre las
secuencias monomericas clonadas, que resulta de la relacion entre posiciones
nucleotidicas que son diferentes entre dos secuencias comparadas y el numero
total de nucledtidos que componen dichas secuencias. La variabilidad total de la
familia de ADN satélite en una especie se puede evaluar a través del calculo de la
Diversidad Nucleotidica (Nei., 1987), que mide el numero medio de diferencias

nucleotidicas entre diferentes secuencias y se calcula como:
[1= 2mi/nc
Donde n es el numero de secuencias analizadas, Tij es la proporcion de

nucledtidos que son diferentes entre las secuenciasi-ésima y j-ésima y nc es el

numero total de comparaciones realizadas: n(n-1) /2.

La divergencia interespecifica se ha calculado siguiendo uno de los métodos
propuestos por Stracham et al. (1985) Este método mide la variabilidad media por
posicion nucleotidica utilizando todas la combinaciones posibles entre los distintos
clones de las dos especies que se comparan. Basicamente se calcula de manera
similar a como se calcula la diversidad nucleotidica dentro de una especie, es decir,
sumando todas las diferencias nucledtidicas entre cada par de secuencias que se

comparan y dividiendo dicha suma por el numero de comparaciones realizadas.

3.2.12. Anadlisis filogenético.

El analisis filogenético se ha realizado mediante el programa informatico de

inferencia filogenético “MEGA 4” (Tamura et al., 2007).
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Para ello, previamente se realizd un alineamiento multiple 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
analisis basados en distancias, las cuales han sido estimadas mediante los
métodos del vecino mas proximo (Neighbor-Joining) y el UPGMA. Para comprobar
la fiabilidad de los arboles filogenéticos obtenidos se realizé siempre un analisis
mediante el procedimiento de remuestreo (método de bootstrap de Felsenstein
1985), que consiste en la obtencidén de un cierto numero de secuencias aleatorias a
partir de la secuencia alineada original y la obtencién de un arbol consenso en el
que se sefala el numero de veces que cada grupo monofilético ha aparecido en

cada réplica aleatoria.

3.2.13. Analisis de homologias en bases de datos.

Las secuencias caracterizadas procedentes de la hibridacion sustractiva
realizada en esturiones fueron comparadas con secuencias depositadas en bases
de datos en busqueda de homologias, utilizando el programa Blastx, ofrecido por el

servidor GenBank (Benson, et al., 2002) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

Las distintas secuencias obtenidas de la hibridacion sustractiva fueron
enviadas a la base de datos, y se fueron clasificando en una tabla Excel (office
2003), siendo agrupadas por homologias. 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 mayoria 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 procedid a la optimizacion de las reacciones de PCRs para cada par de
primers disefiados, llevandose a cabo tanto en ADN gendmico como en cDNA. En
esta optimizacion se busca la presencia, en el gel de agarosa de una sola banda de

amplificado con un tamafio determinado de la secuencia de interés.

La PCR a tiempo real representa una forma rapida y fiable para la deteccion
y cuantificacion de mRNA de un determinado gen de interés. En nuestro caso,

puede ser utilizado para evaluar eficazmente los niveles de expresion de genes en
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machos y hembras. La sensibilidad de la PCRq permite trabajar con una cantidad

minima de material de partida.

Previamente a la cuantificacion, los ensayos de PCR cuantitativa se han

realizado utilizando el Termociclador “iQ5 Multicolor Real Time PCR” de Bio-Rad.

Para ello se realizd la siguiente mezcla: 1ug de cDNA, 1 ul de cada
oligonucledtido R y F disefnado especificamente para cada secuencia (10 uM)
(TABLA 7), 12.5 yl de “SYBR® Green PCR master mix” de Bio-Rad y agua libre de

RNasas hasta completar un volumen final de 25ul.

Las condiciones del ciclo fueron 5 min de desnaturalizacion a 95 °C,
seguidos por 35 ciclos de 1 min a 94 °C y 1 min a la temperatura anneling requerida

para cada oligonucledétido (TABLA 7).

Como control de la expresion del gen (gen de referencia) se ha utilizado una
pareja de primers del gen de la B-actina que amplifica un fragmento de 216pb (B-
actina F-R) estos primers, se usaron para amplificar dicho gen en la especie de

esturion A. transmontanus (Osachoff y Skirrow., 2006).

La cuantificacion de la expresion diferencial entre machos y hembras se ha
llevado a cabo mediente el método 2 delta-delta Ct (2AACt), en el que se comparan
directamente los valores de Ct del gen testado y el de referencia (ACt) en cada
muestra y posteriormente se comparan los ACt de las muestras objeto de estudio

con respecto a la muestra control (Pfaffl., 2001, Livak y Schmittgen., 2001).

Para comprobar si las diferencias de expresion observadas eran o no
significativas, para cada gen, aplicamos un analisis de varianza de un factor
(Stat/ANOVA/One-Way) seguido de un analisis MSD (Desviacion Cuadratica Media)
posthoc para comparaciones multiples. Las diferencias fueron consideradas

estadisticamente significativas para P<0.01 y para P<0.05.
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PRIMERS SECUENCIAG-3") TAMAND AMPLIFICADD~ TEMPERATURA
(pb) DE UNION °C

P32-F ATC GTC CTG TTT TCA CGA TGG 22 &2
AsZP3.2-RTR TGC AGA BTG TTG TAG CTG CC
IP3.3-F GAC ATA ACTGTT TTG GAA G 233 &8
AsZP3.3-RTR ACC ACC ATG TTA TTA CCG GC
FERRITINA-F ATG GAG TCT CAG ATT CGC CA 800 a1k
FERRITINA-R TTA GCT GCT GCT CTC CAA GGT
CALCIUMBINDING-F GTT TGA CGT CAG CGC AGTG 200 Hi|
CALCIUMBINDING-R CCC GTC CTT ATT CTC ATC CA
[3-ACTINA-F TTG CCA TCC AGG CTG TGC T 216 B4
B-ACTINA-R TCT CGG CTG TGG TGE TGA A

TABLA 7: En la tabla se muestran los primers disefiados para la cuantificacion
diferencial entre machos y hembras, junto con las condiciones de temperatura de
unién de cada uno y el tamano esperado de amplificado.
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4. Resultados

4.1. Aislamiento y caracterizacién de ADNs repetidos en peces planos.

4.1.1. Familia de ADN satélite Sacl en el Fletan atlantico (Hippoglossus
hippoglossus).

4.1.1.1. Aislamiento y caracterizacion del satéite Sacl.

Tras la digestion del ADN gendmico del fletan atlantico con una bateria de
enzimas de restriccion (Hind I, Alul, Pvull, Rsal, Haelll, BamHI, Pstl, Dral, Sacl y
EcoRl) 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 Sacl, Rsal y Pvull (FIGURA 7), indicando la posible
presencia de unidades monomericas de ADN altamente repetido. Este ADN gendmico
se trasfiri6 a una membrana de nylon mediante la técnica de Southern-blot. Para
determinar si estas bandas correspondian a una o a varias familias de ADN satélite,
10 yg de ADN gendmico de fletan fue digerido con la enzima Sacl, con el fin de aislar
la banda de unos 350pb, mediante su escision y su purificacion a partir del gel. Una
alicuota del fragmento purificado, fue usada como sonda en una hibridacién sobre la

membrana de nylon conteniendo el ADN digerido con la bateria de enzimas.

FIGURA 7: Electroforesis correspondiente a la digestiéon del ADN gendmico del fletan

con una bateria de enzimas de restriccion. En la figura se sefialan mediante flechas

blancas, las bandas correspondientes a las enzimas Sacl, Rsal y Pvull visibles de un
tamano alrededor de los 350 pares de bases.

La hibridacion tipo Southern mostré el mismo patrén para las tres calles

correspondientes a las enzimas que presentaban bandas visibles (datos no
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mostrados), indicando la existencia de una unica familia de ADN satélite (que fue
denominada familia Sacl) cuya unidad de repeticion, por tanto, tendria diana para
estas tres enzimas (Sacl, Rsal y Pvull). Asi, y para llevar a cabo la caracterizacién de
esta familia de ADN satélite, los fragmentos generados con la enzima Sacl,
correspondiente a las unidades monoméricas, fueron ligados al vector de clonacion
pUC18. Se seleccionaron cinco plasmidos recombinantes (Sacl-2, Sacl-9, Sacl-12,
Sacl-13, Sacl-32) para su secuenciacion. La secuencia de estos clones se muestran
en la FIGURA 8 asi como la secuencia consenso que fue obtenida a través del

alineamiento multiple.

SacI-2 CTCTCCCCTG CGGCCCTTGG TTGCTCAGCC CGGTTTTCAA AGTTCTGCCA GTTACAGTTC CAAAGATGAT GCCAGAGTCC AGTTGATCCT GAAATCCACA 100
Sacl-13 CTCTCCCCTG CGGCCCTTGG TGGCTCAGCC CGGTTTTCAA ACTTCTGCCA GTTACAGGTC CAAAGATGAT GCCAGAGGCC AGTTGATCCT GAAATCCACA
Sacl-12 CTCTCCCCTG CGGCGCTTGG TGGCTCAGCC CGGTTTTCAA AGTTCTGCCA GTTACAGGTC CAAAGATGAT GCCAGAGGCC AGTTGATCCT GAAATCCACA
Sacl-9 CTCTCCCCTG CGGCCCTTGG TGGCTCAGCC CGGTTTTCAA AGTTCTGCCA GTTACAGGTC CAAAGATGAT GCCAGAGGCC AGTTGATACT GAAATCCACA
SacI-32 CTCTCCCCTG TGGCCCTTGG TGGCTCAGCC CGGTTTTCAA AGTTCTGCCA GTTACAGGTC CAAAGATGAT GCCAGAGGCC AGTTGATCCT GAAATCCACA
SECCONS CTCTCCCCTG TGGCCCTTGG TGGCTCAGCC CGGTTTTCAA AGTTCTGCCA GTTACAGGTC CAAAGATGAT GCCAGAGGCC AGTTGATCCT GAAATCCACA

SacI-2 CAGGTGCAGT TTGGGCCCCG AACCACCCAG GGACCCCATA TTCGCAGCAG AGCTTAAGCA CGGCACCCAG GAGGTGCATG GAAAATCTGG TGGCTC-TAC 200
Sacl-13 CAGGTGCAGT TTGGGCCCCG AATCACCCAG GGACCCCAGA TTCGCAGCAG AGCTTAAGCC CTGCACCCAG NATGTGCATG AAAAATCTGG TGGCTC-TNC
Sacl-12 CAGGTGCAGT TCGGGCCCCG AACCATGCAG GGACCCCAGA TTCGCAGCAG AGCTTAAGCC CGGCCCCCAG NATGTGCATG AAAAATCTGG TGGCTC-TNC
Sacl-9 CAGCTGCAGT TCGGGCCCCG AACCATGCAG GGGCCCCAGA TTCGCAGCAT AGCTTAAGCC CGGCACCCAG GATGTGCATA AAAAATCTGG TGGCTC-TAC
SacI-32 CAGGTGCAGT TCGGGCCCCG AACCATGCAG GGGCCCCAGA TTTGCAGCAG AGCTTAAGCC CGGCACCCAG GATGTGCATG AAACATCTGG TCGCTC-TAC
SECCONS CAGGTGCAGT TCGGGCCCCG AACCATGCAG GGGCCCCAGA TTTGCAGCAG AGCTTAAGCC CGGCACACAG GATGTGCATG AAACATCTGG TCGCTC-TAC

SacI-2 CTCAGCCAGA AGTAAAAAAA ACACCTCT-- AACTTTTGTC TNANANGANG ACTGCACAGA CAGCCTGTM‘ TTNTTNN-NC NTTGAAAANA ANNACTGTCT 300
Sacl-13 CTCAACCAGA AGTAAA-AAA ACACCTCTCA ACCTTTTATC TCANAAGCTG ACTGCACAGA GGGCCTETAC TGAATNNCTC ACTGAAAAAN NNNACTGTCT
Sacl-12 CTCAACCAGA AGTAAA-AAA ACACCTCT-- ANCTTTTGTC TCANAAGNTG ACTGCACAGA GGGCCTGTAC TGNNTCN-TC ACTGAAAAAN GNCACTGTNT
Sacl-9 CTCAACCAGA AGTAAA--AA ACACCTCT-- AACTTTTGTG TCAGNTGCTG ACTGCACAGG CAGCCTGTAT TTTNTCC-CC ACTGAAAAAG NNCACTGTCT
SacI-32 CTCAACCAGA AGTAAA-AAA ACACCTCT-- AACTTTTGTC TCAGCTGCTG ACTGCACAGA GGGCCTGTAC TGAATGG-AC ACTGAAAAGG GCTACTGTCT
SECCONS CTCAACCAGA AGTAAACAAA ACACCTCT-- AACTTTTGTC TCAGCTGCTG ACTGCACAGA GGGCCTG’.I.‘AC TGAATGG-AC ACTGAAAAGG GCTACTGTCT
SacI-2 GGGCCCC-TA GCAGCGAGAG GTCTGAAATT TNGA----- 339
Sacl-13 GCGCCCCTCA GCAGCNAGAG GTCTGAAATT -TGGA----

Sacl-12 GGGCCCCCNN GCAGCGAGAG GTTTGAAATT NNGGA----

Sacl-9 GGGCCCCTNA GCAGCGAGAG GTCTGAAATN TGG------

SacI-32 GGGCCCCTTA GCACCGAGAG GTCTGAAATT TTGGATGAG
SECCONS GGGCCCCTTA GCACCGAGAG GTCTGAAATT TTGGATGAG

FIGURA 8: Secuencias de varias unidades monoméricas correspondientes a la
familia de ADN Sacl del genoma del fletan. Como en el resto de tablas SECCONS:
secuencia consenso Y (-) corresponde con ausencia de nucleétido. Sobre el
alineamiento se ha sefialado mediante cajas las dianas que presentan para Rsal (en
verde) y para Pvull (en azul).

Del analisis de las secuencias de los clones caracterizados, y del alineamiento
de éstos, se deduce una longitud monomérica que varia entre 330 y 337 pb. Cuando
las secuencias son comparadas entre si, se puede observar que presentan un alto
grado de homologia, entre el 99,8% y el 100% (TABLA 8), siendo la diversidad

nucleotidica media entre los clones de 0,113.
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Sacl-2 Sacl-9 Sacl-12 Sacl-13 Sacl-32
Sacl-2 99,8 99,8 99,8 99,8
Sacl-9 99,8 99,8 99,8
Sacl-12 99,9 99,8
Sacl-13 99,8

Sacl-32
TABLA 8: Valores de identidad entre los clones correspondiente a diferentes
unidades monoméricas de la familia de ADN satélite centromérico Sacl del fletan
atlantico (Hippoglossus hippoglossus).

La secuencia de estos clones es rica en AT (56%), encontrandose tramos
consecutivos de estos nucleétidos. Ademas, 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 mas o menos conservados en otros ADN satélites
con localizacion centromérica. Estas secuencias, resaltadas en le FIGURA 9, son

similares a motivos CENP-B.

CTCTCCCCTGTGGCCCT|T GEGTGGCTEAGCCCGETTTTCRAAGT TCTGCCAGT TACAGGTC 60

CAAAGAT GAT GCCAGAGGCC AL GATCCTGAAATCCACACAGGTGCAGITCG CCCCG 120
==

AACCATGCAGGGGCCCCAGATTTGCAGCAGAGCTTAAGCCCGGCACACAGGATGTGCATG 180

AAACATCIGGTCGCTRTACCTCAACCAGAAGT AAACAAAAC CCTCTAACTTTTGICTCA 240
—
GGGCCT ACTGAAT G=ACACT

GCTGdTGACTGCAEAGA CAAAAGEGCTACTGTCTGGGEC 300

CCCTTAGCACCGAGAGGTCT GAAATTTTT GGATGAG 336

FIGURA 9: Secuencia consenso de la unidad monomérica del ADN satélite
Sacl en la que se sefialan los motivos repetidos de forma directa (flechas) y los
tramos ricos en Ay 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 acedia (De la Herran et al., 2008).

4.1.1.2. Localizacion cromosodmica del satélite Sacl en el fletan atlantico.

En este sentido, la existencia de motivos centroméricos nos puede dar una idea

de su localizacion. Asi, y para comprobar y corroborar su posible posicion
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centromérica, se realizdé una hibridacion in situ fluorescente (FISH) sobre cromosomas
metafasicos de fletan, utilizando como sonda la unidad monomérica de unos de los
clones (Sacl-32). En esta hibridacion, mostrada en la FIGURA 10, se observa su
localizacion a nivel centromérico, presentando senales de hibridacion en la

constriccidon primaria de la mayoria de los cromosomas.

FIGURA 10: Hibridacion in situ sobre cromosomas metafasicos de H. hippoglossus
usando como sonda la unidad monomérica del clon Sacl-32. La sefial de hibridacion
aparece en el centromero de la mayoria de los cromosomas, indicandose con
flechas los cromosomas que carecen de ella.

En cuanto a su conservacion, 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 Sacl del fletan. Asi,
cuando se realizaron las hibridaciones sobre ADN gendmico de Solea senegalensis,
Solea lascaris, D. cuneata y Scohphthalmus maximus no aparecieron sefales ni en

alta ni en baja astringencia (datos no mostrados).

Adicionalmente, la secuencia de la unidad de repeticién de esta familia de ADN
satélite Sacl fue enviada a la base de datos EMBL/ GenBank en busqueda de
homologias. No se encontré 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 pequefios ARN (Lee H. Wong et al., 2007; Volpe
et al., 2003), las secuencias se enviaron en busqueda de homologias con una bases

de datos de ESTs (bases de datos construidas y bajo proteccion del proyecto
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Pleurogene) del propio fletan. Se encontraron identidades con dos secuencias de esta
base de datos (Numeros de acceso: EB034238 y EB034087).

Tras el alineamiento, se puede observar como ambas secuencias se componen
de un monémero completo y dos incompletos de la familia Sacl (FIGURA 11) con una
homologia del 96 % con el AN EB034238 y un E-value 8E-71, y una homologia del
91% y un E-value 5E-68 con el AN EB034087 (Datos tomados de la base de datos de
EMBL/ GenBank).

176 336 1 336 1 z0z2
AT satélite
EB034238 1 636
125 aze. 1 335 1 183
AT satélite . I
EEB0=4087
1 738

FIGURA 11: Esquema de regiones de homologias entre la unidad de repeticion del
ADN satélite y las secuencias de ESTs del fletan, con numeros de acceso
EB034238 y EB034087.

4.1.2. Familia de ADN satélite Pvull en el Lenguado senegalés (Solea

senegalensis).

4.1.2.1. Aislamiento y caracterizacion del satélite Pvull.

Al igual que en el fletan, el ADN gendémico del lenguado se digiri6 con una
bateria de enzimas de restriccidon (hasta 20 enzimas fueron probadas). Sin embargo,
en ningun caso se pudo observar banda visible en el gel de agarosa que indicara la
presencia de una familia de secuencias repetidas. Por ello, se intentd aislar ADN
repetido del genoma del lenguado mediante la técnica del self-priming PCR (Buntjer
and Lenstra., 1998). De esta forma, tras la amplificacién y la digestién del ADN, se
obtuvo una banda de aproximadamente 200 pares de bases facilmente distinguibles
en gel de agarosa correspondiente al enzima Pvull (FIGURA 12).
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FIGURA 12: Electroforesis del producto obtenido mediante la técnica de Self-priming
(auto-amplificacion y posterior digestion) a partir del ADN gendmico de S.
senegalensis. Se observa una banda mas intensa de un tamafo aproximado de 200
pares de bases correspondiente a la enzima Pvull (Flecha blanca).

Esta banda fue escindida del gel y purificada. Una alicuota se utiliz6 como
sonda para realizar una hibridacion tipo Southern sobre una membrana con ADN de
lenguado senegalés cortado con diferentes enzimas de restriccion. El patron de
hibridacion obtenido para Pvull, que se muestra en la FIGURA 13, es el tipico patron
en escalera caracteristico de un ADN satélite demostrando, por tanto, que se habia
aislado una familia de este tipo de secuencias repetidas en el lenguado. En esta
misma hibridacion se puede comprobar que este mismo patrén se produce tras la
digestion con otros enzimas tales como Hinfl y Alul debido a que este fragmento,

como observa en la FIGURA 14, presenta dianas para estos enzimas.
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FIGURA 13: Hibridacién tipo Southern-blot utilizando como sonda los fragmentos de
la banda de 200 pares de bases (unidad monomérica de la familia Pvull de ADN
satélite de S. senegalensis) sobre ADN gendmico del propio lenguado digerido con
una bateria de enzimas de restriccion. En la calle correspondiente al enzima Pvull, se
observa el tipico patrén en escalera de un ADN satélite, sefialado mediante flechas.

Las bandas pertenecientes a Pvull fueron escindidas, purificadas, clonadas y, 6
de los plasmidos recombinantes fueron secuenciados. Las secuencias de estos

monomeros, asi como la secuencia consenso, se muestran en la FIGURA 14.
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PvuII-2 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAATA GTGABATGAT TGCAARETGA AACACTGAGG
PvuII-8 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAATA GTGARATCAT TGCAARATCA AACACTGAGG
PvuII-15 GAGACACTAA TAGARAAACA CATCCT--CA GTG AAAAARATCA AACACTGAGG
PvuII-18 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCTTTTCA GTGAI GCA-. “A AACACTGAGG
PvuII-26 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCT--CA GTG CA AACACTGAGG
PvuII-41 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAACA GTGA] IA AAGACTGAGG
SECCONS GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAACA GTG. ATCA AACACTGAGG

PvuII-2 AGTTTTATGT AACGAGAACA GTAGAAAAAT TT. i€ ACGAAACAGC CTTATCTCAG
PvuII-8 AGTTTTATGT AACGAGAACA GTAGAAAAAT TT. g ACGAAACAGC CTTATCTCAG
PvuII-15 AGTTTTATGT AACGAGA-CA GTAGAAAAAT TAAAAAM ACGAAACAGC CTTATCTCAG
PvuII-18 AGTTTTATGT AACGAGA-CA GTAGAAAAAT TAAAAAAGTC ACGAAACAGC CTTATCTCAG
PvuII-26 AGTTTTATGT AACGAGA-CA GTAGAAAAAT TAAAAAAGTC ACGAAACAGC CTTATCTCAG
PvuII-41 AGTTTTATGT AACGAGAGCA GTAGAAAAAT TAT. v ACTAAAC-GC CTTATCTCAG
SECCONS AGTTTTATGT AACGAGAACA GTAGAAAAAT TAAAAAAGTC ACGAAACAGC CTTATCTCAG

GTACAGAA-G TATAGGATTT AAGATGTTAA CTTCATTTGT 100
GTACAGAA-G TATAGGATTT AAGATGTTAA CTTCATTTGT
GTACGGTTCC CATAACTTTT AAGAAGATAA CTTCATTTGT
GTACAGTT-C CATAACTTTT AAGATGTTAA CTTCATTTGT
GTACAGTTTC CATAACTTTT AAGAAGATAA CTTCATTTGT
GTACAGAA-G TATAGATTTT AAGATGTTAA CTTCATTTGT
GTACAGAACG TATAGGTTTT AAGATGTTAA CTTCATTTGT

CTGAATGCGC ACACAAAA
CTGAATGCGC ACACAAAA
CTGAATGCGC ACACAA-A
CTGAATGCGC ACACAAAA
CTGAATGCGC ACACAA-A
CTGAATGCGC ACACAAAA
CTGAATGCGC ACACAAAA

178

FIGURA 14: Secuencia de seis unidades monoméricas y la secuencia consenso
correspondiente a la familia Pvull en el genoma del lenguado senegalés. Sobre la que
se han sefalado las dianas que presentan para Alul (en azul) y para Hinfl (en verde)

El ADN satélite Pvull aislado del genoma del lenguado presenta unidades

monomeéricas entre 177 y 178 pares de bases de longitud. Los mondmeros 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 homologia

media del 92,6% (TABLA 9).

Pvull-2 Pvull-8 Pvull-15 Pvull-18 Pvull-26 Pvull-41
Pvull-2 100 88,2 89,8 89,3 95,5
Pvull-8 88,2 89,8 89,3 95,5
Pvull-15 94,4 98,3 88,2
Pvull-18 95,5 89,8
Pvull-26 97,2
Pvull-41

TABLA 9: Valores de identidad entre los monédmeros obtenidos de la familia del ADN
satélite centromérico Pvull en el lenguado senegalés, con una homologia media del

92,6%.
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N

SECCONS GAGACACTAA TA CA CATCCCAACA GTGAAATCATT GCAAARATCAA ACACTGAGG 60

SECCONS GTACAGAACG TATAGGTTTT AAGATGTTAA CTTCATTTGT GAGTTTIATG TAACG

SECCONS -ﬁ TTCAG CCTTATCTCA G-ETG AATIGCG CAEAC

FIGURA 15: Secuencia consenso de la unidad monomérica del ADN satélite

Pwvull del lenguado senegalés en la que se senalan los motivos repetidos de

forma directa (flechas) y los tramos ricos en Ay T consecutivas (sombreado).
En las cajas se resaltan los motivos centroméricos encontrados.

4.1.2.2. Localizaciéon cromosémica del satélite Pvull en el lenguado senegalés.

Un analisis exhaustivo de su secuencia, pone de manifiesto la existencia de
repeticiones tanto directas como invertidas asi como la presencia de varios motivos
centroméricos parciales, que se han localizado en las secuencias de satélites
centroméricos de otros peces (R. de la Herran et al., 2008, Garrido-ramos et al., 1995)
(FIGURA 15) lo que nos da idea de cual es su localizacion cromosodmica. Para
comprobar esto realizamos una hibridacién in situ fluorescente cuyo resultado se
muestra en la FIGURA 16, en la cual se puede observa la disposicion centromérica en

la mayoria de los cromosomas del lenguado senegalés de este ADN satélite Pvull.

FIGURA 16: Hibridacién in situ sobre cromosomas de S. senegalensis tefiidos con
DAPI y la sonda (banda cortada y purificada) marcada con biotina. Las flechas
sefalan cromosomas en los cuales no aparecen sefiales de hibridacion.

Por otro lado, se analizé la conservacion del ADN satélite Pvull 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
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este ADN satélite sobre ADN gendmico de diferentes especies de peces planos
planos digeridos con Pvull y Rsal (S. senegalensis, D. cuneata, S. lusitanica, S. solea,

S. lascaris, A. laterna, A. thori, M. azevia, C. linguatula, S. maximus). (FIGURA 17).

FIGURA 17: Hibridacién tipo Southern-blot de la banda cortada, purificada y
marcada (unidad monomeérica de la familia Pvull de ADN satélite de lenguado
senegalés) sobre ADN gendmico digerido con Pvull (11) y Rsal (l) de diferentes

especies de peces planos (S. senegalensis, D. cuneata, S. lusitanica, S. solea, S.
lascaris, A. laterna, A. thori, M. azevia, C. linguatula, S. maximus) se observan
sefales de hibridacidon en las calles correspondientes a las especies S.solea, S.
lascaris y el propio S. senegalensis usado como control positivo

Como se observa en la FIGURA 17, aparecieron sefales de hibridacion 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 Pvull en el genoma de estas especies.

Para caracterizar esta secuencia y poder amplificarla en dichas especies, se
procedié al disefio de primers sobre la propia secuencia del satélite en S.
senegalensis. (FIGURA 18).
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PvuII-2
PvuII-8
PvuII-15
PvuII-18
PvulI-26
PvuII-41
SECCONS

PvuII-2
PvuII-8
PvuII-15
PvuII-18
PvuII-26
PvuII-41
SECCONS

Pwull-R Pyvull-I

EACACACTARN TAGARARACA CATCCCAATA GTGAAATCAT TGCAAAATCA AACACTGAGG
GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAATA GTGAAATCAT TGCAAAATCA AACACTGAGG
GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCT--CA GTGAAAGAAA AAAAAAATCA AACACTGAGG
GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCTTTTCA GTGAAAGAAA GCA-AAATCA AACACTGAGG
GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCT--CA GTGAAAGAAA AGAAAAATCA AACACTGAGG
GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAACA GTGAAATCAT TGCAAAATCA AAGACTGAGG
GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAACA GTGAAATCAT TGCAAAATCA AACACTGAGG

AGTTTTATGT AACGAGAACA GTAGAAAAAT TTAAAAAGTC ACGAAACAGC CTTATCTCAG
AGTTTTATGT AACGAGAACA GTAGAAAAAT TTAAAAAGTC ACGAAACAGC CTTATCTCAG
AGTTTTATGT AACGAGA-CA GTAGAAAAAT TAAAAAAGTC ACGAAACAGC CTTATCTCAG
AGTTTTATGT AACGAGA-CA GTAGAAAAAT TAAAAAAGTC ACGAAACAGC CTTATCTCAG
AGTTTTATGT AACGAGA-CA GTAGAAAAAT TAAAAAAGTC ACGAAACAGC CTTATCTCAG
AGTTTTATGT AACGAGAGCA GTAGAAAAAT TATAAAAGTC ACTAAAC-GC CTTATCTCAG
AGTTTTATGT AACGAGAACA GTAGAAAAAT TAAAAAAGTC ACGAAACAGC CTTATCTCAG

4. Resultados

GTACAGAA-G TATAGGATTT AAGATGTTAA CTTCATTTGT 100
GTACAGAA-G TATAGGATTT AAGATGTTAA CTTCATTTGT
GTACGGTTCC CATAACTTTT AAGAAGATAA CTTCATTTGT
GTACAGTT-C CATAACTTTT AAGATGTTAA CTTCATTTGT
GTACAGTTTC CATAACTTTT AAGAAGATAA CTTCATTTGT
GTACAGAA-G TATAGATTTT AAGATGTTAA CTTCATTTGT
GTACAGAACG TATAGGTTTT AAGATGTTAA CTTCATTTGT

CTGAATGCGC ACACAAAA 178
CTGAATGCGC ACACAAAA
CTGAATGCGC ACACAA-A
CTGAATGCGC ACACAAAA
CTGAATGCGC ACACAA-A
CTGAATGCGC ACACAAAA
CTGAATGCGC ACACAAAA

PvuII-F: 5" - ACATCCCAGCAGTGAATTCAT-3°
PvuII-R: 5 - TTTTTCTATTAGTGTCTC -3°

FIGURA 18: En la parte superior de la imagen se muestra la secuencia del monémero
del satélite Pvull de S. senegalensis sobre la que se han disefiado los primers de
Pvull. Y debajo, la pareja de primers disefiados para la amplificacion de esta

secuencia en otras peces.

Con estos primers se amplificd este ADN satélite en las especies S. soleay 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 amplificacion, los fragmentos

correspondientes a las unidades de repeticion de Pvull fueron clonados. En la especie

S. lascaris se secuenciaron seis clones. Las secuencias de los mondémeros

presentaron tamarios de longitud entre 151 y 163 pb (FIGURA 19) y una riqueza de

AT de 65,7%. Estas secuencias fueron alienadas y presentaron una homologia media
de 91,5% (TABLA 10).
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PvuII-SL-11 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAACA GTGAAATCAT TAAAATCAAA CATTGAGGGT ACAGAACTTA -ATCTTTTAA GATGTTAACT TCATTTGTGA 100
PvuII-SL-28 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAACA GTGAAATCAT TAAAATCAAA CAATGAAGGC ACATTA-GTA TATCTTATAA GATGTTAACT TCATTTGTGA
PvuII-SL-34 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAACA GTGAAATCAT TAAAATCAAA CAGTGAGTGT ACAGAACTTA -ATCTTTTAA GATGTTAACT TCATTTGTGA
PvuII-SL-41 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAGCA GTGAATTCAT TAAAATAAAA CACTGAGGGT ACATAA-GTA TATCCTGTAA GATGTTAACT TCATTTGTGA
PvuII-SL-48 GAGACCTCAT AGAAAAAACA CATCCCAACA GTGAATTA-- TAAAATCAAA CACTGACGGT ACAGAA-GTA TATCTTATAT GATGTTAACT TCATTTGTGA
PvuII-SL-49 GAGACACTA- TAGAAAAACA CATCCCAACA GTGAAATCAT TAAAATCAAA CACTGAGGGT ACAGAAAGTA TAACTTT-AA GATGT-AACT CA--TTGTGA
SECCONS GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAACA GTGAAATCAT TAAAATCAAA CACTGAGGGT ACAGAA-GTA TATCTTTTAA GATGTTAACT TCATTTGTGA

PvuII-SL-11 GA-CAGTATC AAACACT-GA AAAAGTCACT AAACGCCTTA TCTCAGCTGA ATGCGCACAC AAA 163
PvuII-SL-28 GA-CAGTATC AAACACT-GA AAAAGTCACT AAACGCCTTA TCTCAGCTGA ATGCGCACAC AAA
PvuII-SL-34 GA-CAGTATC AAACACT-GA AAAAGTCACT AAACGCCTTA TCTCAGCTGA ATGCGCACAC AAA
PvuII-SL-41 GAACAGTATC GAACACT-GA AAAAGTCACT AAACGCCTTA TCTCAGCTGA ATGCGCACAC AAA
PvuII-SL-48 GA-CAGAGTC GAGAACAAGA AAAAGTCACT AAACGCCTTT TCCCCGCTGA ATGCGCACAC AAA
PvuII-SL-49 GA-CAGTATC AAACACT-GA AAAAGTCACT AAACGCCT-A TCTCAGCTGA ATGCGCACAC AAA
SECCONS GA-CAGTATC AAACACT-GA AAAAGTCACT AAACGCCTTA TCTCAGCTGA ATGCGCACAC AAA

FIGURA 19: : Alineamiento de la secuencia del satélite Pvull en varios clones junto la
secuencia consenso, obtenidos como resultado de la amplificacion del satélite
utilizando los primers en la especie S. lascaris, escision purificacion, clonacién y
secuenciacion de dicho amplificado.

Pvull-SL-11 Pvull-SL-28 Pvull-SL-34 Pvull-SL-41 Pvull-SL-48 Pvull-SL -49
Pvull-SL-11 95,0 98,8 92,5 86,3 93,0
Pvull-SL-28 93,8 93,7 83,8 91,3
Pvull-SL-34 91,9 83,8 91,3
Pvull-SL-41 83,3 90,7
Pvull-SL-48 83,3

Pvull-SL -49

TABLA 10: Tabla que presenta las homologias entre las distintas secuencias de los
monomeros analizados para Pvull en S. lascaris, siendo la homologia 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 monomeéricas caracterizadas, se pudo comprobar la
existencia de una homologia media de 85,7% (TABLA 11).
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PvuIlI-SS-14 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAACA GTGAAATCGT TGCAAA-TCA AACACTAAGG GTACAGAAGT ATATATTTTA AGATGTTTAC TTCGTTTGTG 100
PvuII-SS-15 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATGCAAACA GTGAAATCAT TGCAAAA-CA AACACTGAGG GTACAGAAGT ATATCTTATA AGTTGTTTAC TTCATTTGTG
PvuII-SS-21 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCAAACA GTGAAATCAT TGCAAAATCA AACACTGAAG GTACATAAGT ATATCTTATA AGATGTTAAC TTCATTTGTG
PvuII-SS-31 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCAA-CA GTGAATTTAT TGGAAAATCA GACACTGACG GCATATAACT ATATCTTTTA AGATGTTAAC TTCATTTGTG
PvuII-SS-44 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCAAACA GTGAAATCAT TGCAAAATCA AACAGTGAGT GTACAGAACT AAATCTTTTA AGATGTTAAC TTCATTTGTG
PvuII-SS-45 GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCAAACA GTGAACTCTT TGCAAA-TCA AACACTGAGG GTACAGAAGT ATGTC--ATA AGATGTTAAC TTCATTTGTG
SECCONS GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCAAACA GTGAAATCAT TGCAAAATCA AACACTGAAG GTACATAAGT ATATCTTATA AGATGTTAAC TTCATTTGTG

PvuII-SS-14 AGGTTGATGT TATGGGACAG TAGAGAAAGG ATAAAAATCC GGAAACAGGC TTATCTCAGA GTATGGCGCA CTCATG 176
PvuII-SS-15 AGGTTTATAT TATGGGACAG TAGAAAAATG AAAAAA-TCC GGAAACAGCC TTATCTCAGC TGAATGCGCA CAAAAA
PvuII-SS-21 AGTTTTATGT TATGGGACAC CAGAAAAATT AAAAAAATCC TTAAAAAGCC TTATCTCAGC TGAATGA-CA CACAAA
PvuII-SS-31 AGGTTTATGT TATGGGACAG CAGAAAAATT AAAAAAATCC GGAAACAGCC TTATCTCAGC GTTTTGCGCA CACAAA
PvuIlI-SS-44 AGATTAAGGT TATGGGGCAG TAGAAAAATG AAAAAAGTCC GAAAACAGCA TTATCAAAGC TGAATGAGCC CACAAA
PvuII-SS-45 AAGTATATAT TATGGGAGAG TAGAAAAAAG AAAAACATCC GAAAACAGCC TTATCTCAGC ATAATGCGCA CACAAA
SECCONS AGTTTTATGT TATGGGACAC CAGAAAAATT AAAAAAATCC TTAAAAAGCC TTATCTCAGC TGAATGA-CA CACAAA

FIGURA 20: Alineamiento de las secuencias del satélite Pvull junto la secuencia
consenso, de la especie S. solea, que presenta un tamano de 176pb.

Pvull-SS-14 Pvull-SS-15 Pvull-SS-21 Pvull-SS-31 Pvull-SS-44 Pvull-SS-45

Pvull-SS-14 86,8 82,5 83,4 80,7 83,3
Pvull-SS-15 89,8 86,4 87,5 89,7
Pvull-SS-21 88,1 86,9 86,9
Pvull-SS-31 84,0 84,1
Pvull-SS-44 84,4
Pvull-SS-45

TABLA 11: Tabla de homologias del satélite Pvull, en la especie S. solea, en la que
se muestran las distintas homologias entre los clones secuenciados. Entre todos,
presentan una homologia media del 85,7%.

4.1.2.3. Andlisis de la divergencia interespecifica de la familia Pvull.

Para llevar a cabo el analisis de la divergencia interespecifica, se alinearon
todas las secuencias monoméricas Pvull de las tres especies en las que se habian
caracterizado esta familia de ADN satélite. El estudio se llevd a cabo midiendo la
variabilidad media por posicion nucleotidica en las comparaciones entre todos los
clones de las tres especies (Anexo [). El alineamiento multiple, a su vez, se utilizd
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 mas préximo, basados en matrices de distancia. Esta fueron calculadas
mediante el paquete informatico MEGAS3, y tras aplicar tanto el método UPGMA como
el método del vecino mas proximo, las unidades monoméricas de una misma especie
aparecieron mas intimamente relacionadas entre ellas que con respecto a las de las

otras especies, es decir, son agrupadas por afinidad taxonémica (FIGURA 21). Esta
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asociacion es reflejo de que la variabilidad intraespecifica es siempre menor que la
divergencia interespecifica en todos los casos, es decir, la familia de ADN repetido
Pvull presenta evolucion concertada. Asi, 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 intraespecifica en S. senegalensis es de 0,08, la de S. lascaris
es de 0,11 yla de S. solea es de 0,15.

92— S.senegalensis-15
100  S.senegalensis-26
38 S.senegalensis-18
S.senegalensis-02
& 39 | S.senegalensis-03
S.senegalensis-41
| 88— o.lascans-11
L S.lascaris-34
&7 S.lascaris-49
% S.lascaris-48
og [ S.lascaris-28
I 31 S.lascaris-41
r o.s0lea-44
S.s0lea-21
& 28 S.solea-14
B S.solea-31
51 S.solea-15
36 S.solea-45
0.02

FIGURA 21: Arbol filogenético realizado en el género Solea, utilizando el satélite
Pvull como marcador, que permitié realizar un analisis filogenético mediante los
métodos del vecino mas proximo (Neighbor-Joining) y el UPGMA. En el arbol se
observa como las diferentes muestras se separan y se agrupan segun la
especie a la que pertenecen.
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Mediante su alineamiento, se llevd a cabo un estudio comparativo entre las
secuencias consenso que corresponden al mondmero del satélite Pvull, de las tres
especies que conforman este grupo (FIGURA 22). Se realiz6 el célculo de las
homologias interespecificas, obteniéndose una homologia media del 81,5%. S.
senegalensis con S. lascaris presenta una homologia del 79,8%, y con S. solea
presenta una homologia del 84%. S. lascaris y S. solea, presentan una homologia del
mondmero de Pvull del 80,7% (TABLA 12).

SSE GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCTAACA GTGAAAGAAA AGAAAAATCA AACACTGAGG GTACAGTTTC CATAACTTTT AAGAAGATAA CTTCATTTGT 100
SS GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCAAACA GTGAAATCAT TGCAAAATCA AACACTGAAG GTACA-TAAG TATATCTTAT AAGATGTTAA CTTCATTTGT
SL GAGACACTAA TAGAAAAACA CATCCCAACA GTGAAATCAT T--AAAATCA AACACTGAGG GTACA-GAAG TATATCTTTT AAGATGTTAA CTTCATTTGT

SSE GAGTTTTATG TAACGAGACA GTAGAAAAAT TAAAAAAGTC ACGAAACAGC CTTATCTCAG CTGAATGCGC ACACAAA 177

sS GAGTTTTATG TTATGGGACA CCAGAAAAAT TAAAAARATC CTTAAAAAGC CTTATCTCAG CTGAATG-AC ACACAAA
SL GAG----ACA GTATCAAACA CTGAAAAAGT CA-------- -- CTAAACGC CTTATCTCAG CTGAATGCGC ACACAAA

FIGURA 22: Alineamiento de las secuencias consenso de las distintas especies del
género Solea, entre todas presentan una homologia media interespecifica del 81,5%.

S. senegalensis S. solea S. lascaris
S. senegalensis 84,0 79,8
S. solea 80,7

S. lascaris

TABLA 12: Tabla que muestra la homologia interespecifica utilizando la secuencia
consenso de las distintas especies que conforman el género Solea

Llegados a este punto, hay que destacar que el ADN satélite Pvull estaria
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 azevia y Dicologoglossa. cuneata, no pudimos poner de manifiesto la
presencia de este ADN satélite Pvull en sus genomas, ni por hibridacién tipo Southern
ni por PCR.

Por ultimo, no se encontré ninguna homologia cuando las secuencias de las
unidades monomeéricas fueron enviadas a la base de datos EMBL/GeneBank. Al igual
que se realizd6 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
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fletan, en esta ocasion, no se encontraron homologias significativas con ninguna de

ellas.
4.1.3. Familiade ADN repetido ACA72 en peces planos.

4.1.3.1. Aislamiento y caracterizacion 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 homologia (88%) con una secuencia (BG16, numero 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, disefiamos una pareja de primers en las
zonas que se encontraban mas conservadas en el alineamiento entre la unidad de
repeticion del ADN satélite BamHI de Lepomis y la regién homologa en el clon 72 de
lenguado senegalés. Este alineamiento y la secuencia de los primers disefiados se
muestra en la FIGURA 23.

Estos primers fueron utilizados para llevar a cabo una reaccion de amplificacion
mediante PCR utilizando el ADN del lenguado. Si la secuencia asilada inicialmente no
tuviera un patron en unidades de repeticion en tandem, el amplificado que se
esperaria seria de una unica banda del tamafo correspondiente a la secuencia entre
ambos primers (unos 200 pb). Sin embargo el resultado de esta PCR en patrén 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 repeticion de alrededor de
450pb, fueron purificadas, clonadas y secuenciadas (clones ACASSE-5, ACASSE-7,
ACASSE-11 y ACASSE-25). Las secuencias de estos clones, asi como la secuencia

consenso, se muestran en la FIGURA 25.
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GGGGCAGTTTTGTTGGACAATATCAACTGGATGAAT AGCAGAGAAAATGGTTG TG AAC TTCC AACTCGBATCACTTCAGATGGAACCACTCATGATTC
BEGGAGATECTTTTEG —— === == === mm == mm mm m o e e AA--TCACGTTCAGATCACCTC AAATGGAGACACTGATGATTC

TGGACTTCATARGGGCTTCTCTTTGGGGTTGTCTTGGTTGTGATGGGTTCTGCAGTGGAAGCTCTGAATGAACTATCCCARCATCCAATGTGGAGCTC
TTGTGTTCATARAGTGCTTCTCTTTGGGGT TG TCTTGGTTGTGAGTTGTTCARAAGACATATCACTT TCAATTTCACATCATTTTAACCATAACCA— -

ACATI2-F

»

AAATATTCATCACCAACATTACCCAAACACAAGCACTGACTTG-————————— —-CAGTAAGTTCTT TTTGTTGGGGTAGTGTTGGTGATTTTTTGAGG
-TAACTTTGTCACCARCATCACCCAAACACAAGCACTGACTTGAGCTCTGAATTCAGT AAGTGCTTCTIGTTGGGGT AGTGTTGCTGA-CCTCTGAAG

TCACATTTGCTTAAGT TCAGAGGGCAA -~ ——————————————- TCC ———-——-TCTCGGATAACATATTGATATAACACACCCTCTGACATTTCTTG
TCCCAGGATCCCTTTAAGGAATATATT AGAAGAATGATTCTAGATCCCTAAATATAGATGACAATT TTTGGATACATGAAATGATTCTTGCTTTCACA

ACAT2-R

TAAGTCTGTACAAT‘I_—GTGTTI‘TT—TI‘CAGT ————— AAGTGCTACTTGTT
CAAG-CTGTCTTTGGGTCTTGTTGCAG AAAGTGCCTTT TG GAAT AG AAATTCAGTGCT AACTCTGCTTCT TTG TATTGC T TTAAAGTACTCCTGATGG

ACA72-F: 5-CAGTAAGTGCCTWYTTGTTGRGGTA-3"

ACA72-R: 5'-TCAAGTCWRTGCTNRWGTWWGGGT-3’

FIGURA 23: Fragmento de la zona que se encuentra mas conservada en el
alineamiento entre la unidad de repeticién del ADN satélite BamHI de Lepomis y la
region homologa en el clon 72 de lenguado, en dicho alineamiento se sefala la zona
donde se disefaron 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

FIGURA 24: Electroforesis de la amplificacion realizada en el genoma de S.
senegalensis (tras analizar la homologia entre ACA72 del lenguado senegalés y el
satélite BamHI de Lepomis) con los primers disefiados con genoma de dicha especie.
Se puede observar el patron en escalera tipico de un ADN satélite, sefalado mediante

flechas con un tamafio alrededor de 200pb, 450pb y 600pb.

- 105 -



4. Resultados

ACA-SSE-5 CAGTRAGAGT CATTTGTTGG GGTAGTGTTG GTGATTTTTT GAGGTCATAT TTGCCCA-GT TCAGAGGGCA ATCCTCTTGG ATAACATAAT GATATAACAC 100
ACA-SSE-T7 CAGTAAGTGC TTTTTGTTGG GGTAGTGTGG TGAGTTTTTT GAGGTCATAT TTGCTTAAGT TCAGAGGGCA ATCCTCTCGG ATAACATAAT GATATAACAC
ACA-SSE-25 CAGTA-G-TG AATCAGITGG GGTAGGGTGG GAGATTTTTT GAGGTCATAT TTGCTTAAGT TCAGAGGGCA ATCCTCTCGG ATACCATAAA GATATAARCAC
ACA-SSE-11 CAGTAAGTTC TTTTTGTTGG GGTAGTGTTG GTGATTTTTT GAGGTCACAT TTGCTTAAGT TCAGAGGGCA ATCCTCTCGG ATAACATATT GATATTACAC
SSE-SECCONS CAGTAAGTTC TTTTTGITGG GGTAGTGTTG GTGATTTTTT GAGGTCACAT TTGCTTARGT TCAGAGGGCA ATCCTCTCGG ATAACATATT GATATAACAC

ACA-SSE-5 ARCCTCTGAC ATTTCTTGTA AGTCTGTACA ATTACCCTAAR CTTTAGCATT GACTTGAGTG TTTTTTTCAG TAARGTGCTAC TTGTTGGGGC AGTITTTGTTG 200
ACA-SSE-T7 AACCTCTGAC ATTTCTTGTA AGTCTGTACA ATTACCCTAA CTTTAGCATT GACTTGGGTG TTTTTTTCAG TAAGTGCTAC TTGTTGGGGC AGTTTTGTTG
ACA-SSE-25 AACCTCTGAC ATTTCTTGTA AGTCTGTACA ATTACCCTAC CTTTAGCATT GACTTGGGTG TTTTTTTTAT TACGCGCICT TTGTTGAGGT AGTTTTGTTG
ACA-SSE-11 ACCCTCTGAC ATTTCTTGTA AGTCTGTTCA ATTACCCTAA CTTTAGCATT GACTTGAGTG TTTTTTTCAA TAAGTGCTAC TTGTTGGGGC AAARTTTGTTG
SSE-SECCONS ACCCTCTGAC ATTTCTTGTA AGTCTGTACA ATTACCCTAA CTTTAGCATT GACTTGAGTG TTTTTTTCAG TAAGTGCTAC TTGTTGGGGC AGTTTTGTTG

ACA-SSE-5 GACAATATCA ACTGAATGAA TAGCAAAGAA AATGGTT--- —-———-— CCAAC TCG-ACCACT TCAGATGGAAR CCACTCATGA TTCTGGACTT CATAAGTGCT 300
ACA-SSE-T7 GACAATATCA ACTGAATGAA TAGCAGAGAA AATGGTTGTG AGCTTCCAAC TCGGATCACT TCAGATGGAA CCACTCATGA TTCTGGACTT CATAAGTGCT
ACA-SSE-25 GACAARTATCA ACTGAATGAAR TAGCARAGAA GATGGTTGTG AARCTTCCAARC TCAGACCACT TCAGATGGAAR CCACTCATGA TTCTGGACTT CATAAGTGCT
ACA-SSE-11 GAARAARTGTCA ACTGGATGAAR TAGCAGAGAA AATGGTTGTG AARCTTCCAARC TCGTATCACT TCAGATGGAAR CCACTCATGA TTCTGGACTT CATAAGGGCT
SSE-SECCONS GACAATATCA ACTGGATGAA TAGCAGAGAA AATGGTTGTG AACTTCCAAC TCGGATCACT TCAGATGGAA CCACTCATGA TTCTGGACTT CATAAGGGCT
ACA-SSE-5 TCTCTTTGGG GTTGTCTTGG TTGTGATGGG TTCTGCAGTG GARARGCTCTG ARTGAACTAT CCCARAATCC AATGTGGAGC TCARAATATTC ATCACCAACA 400
ACA-SSE-T TCTCTTTGGG GTTGTCTTGG TTGTGATGGG TTCTGCAGTG GAAAGCTCTG AATGAACTAT CCCAAAARTCC AATGAGGAGC TCAAATATTC ATCACCAACA
ACA-SSE-25 TCTCTTTGGG GTTGTTTTGG TTGTGATGGG ATCTGCAGTG ARACTGTCTA AATGAACTCT CCTGAAATCC AATGTGGAAT TCARATATGT ATCACCAGCA
ACA-SSE-11 TCTCTTTGGG GTTTTCTTGG TTGAGATGGG TTCTGCAATG CAA-GCTCTG AATARACTAT CCCATCATCC AATGTGGAGC TCACATATTC ATCACCAACA
SSE-SECCONS TCTCTTTGGG GTTGTCITGG TTGTGATGGG TTCTGCAGTG GAA-GCTCTG AATGAACTAT CCCAACATCC AATGTGGAGC TCAAATATTC ATCACCAACA
ACA-SSE-5 TTACCCRRAC ACAAGCACAG ACTTG 425
ACA-SSE-T TTACCCARTAC ACAAGCAGTG ACTTG

ACA-SSE-25 TTACCCTTAC ACAAGCACAG ACTTG

ACA-SSE-11 TTACCCAARAC ACARAGCACTG ACTTG

SSE-SECCONS TTACCCAAAC ACAAGCACTG ACTTG

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.

La unidad de repeticion de esta familia de ADN en el lenguado tiene una
longitud que varié entre 415 a 425 pares de bases, y un contenido medio en AT del
62%. Las unidades caracterizadas presentan una homologia 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 homologia entre si, con una media del 91,1%.

4.1.3.2. Localizacion cromosémica de la secuencia ACA 72 en el lenguado.

Para su caracterizacién citogenética, se realizaron hibridaciones in situ sobre
cromosomas mitoéticos de S. senegalensis con el fin de poner de manifiesto su
localizacion. Esta hibridacion mostré que este ADN repetido se encuentra en una

unica pareja de cromosomas del complemento del lenguado FIGURA 26.
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FIGURA 26: Hibridacién in situ en cromosomas de S. senegalensis en
individuos diferentes. En la figura A estan tefiidos con loduro de propidio y la
sonda marcada con digoxigenina. En la figura B estan tefiidos con DAPI y la

sonda marcada con biotina.

4.1.3.3. Conservacion de la secuencia ACA 72 en otros peces planos.

Este analisis se ha realizado, al igual que en las otras familias de ADN repetido

caracterizadas con anterioridad, con diferentes abordajes.

Asi, en primer lugar, utilizando como sonda la unidad de repeticion de ACA72,
realizamos una hibridacion tipo Southern sobre ADN gendmico, previamente digerido
con enzimas (EcoRIl, y BamHI) de diferentes especies de peces planos: S.
senegalensis, B. profundicola, M. azevia, S. solea, A. imperialis, L. boscii y D.
cuneata. Las sefales de hibridacion 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 disefiados 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 profundicola,
Buglossidium luteum, M. azevia, H. hippoglossus, Pleuronectes platessa, Arnoglossus
thori, Arnoglossus imperialis, Lepidorhombus whiffiagonis, Lepidorhombus boscii vy el

propio S. senegalensis como control positivo.
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FIGURA 27: Hibridacién tipo Southern-blot de la unidad monomérica de la familia
ACA72 de ADN satélite de lenguado senegalés sobre ADN gendmico de
diferentes especies de peces planos (S. senegalensis, B. profundicola, M. azevia,
S. solea, A. imperialis, L. boscii y D. cuneata). Previamente digerido con dos
enzimas, EcoRI(l) y BamHI(HI).

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 homologia entre los distintos
clones (Anexo ).

Una vez analizadas las distintas secuencias, se comprobd que los tamanos de
las unidades de repeticion variaban entre especies. Asi, el tamafo mayor lo

presentaron las especies H. hippoglossus y A. imperialis con 537 pb y el menor lo
presento S. lascaris con 255 pb.
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FIGURA 28: Amplificados obtenidos en las trece especies de peces planos que se
han analizado en esta Memoria, utilizando los primers disefiados en la secuencia
ACA72 de lenguado.

Esta familia de ADN repetido ACA72 presentd un alto grado de similitud
intraespecifica en todas las especies analizadas. El tamafio medio de las secuencia
ACA72 de las especies analizadas asi como la homologia media entre clones dentro

de cada especie, se recogen en la TABLA 14.
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TAMANO MEDIO DE LA GRADO DE HOMOLOGIA
ESPECIE SECUENCIA EN pb EN %
S. senegalensis 425 91,1
S. solea 425 92,5
S. lascaris 255 95
D. cuneata 263 93,1
B. profundicola 406 89
M. azevia 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 tamafo de cada
secuencia y su homologia media correspondiente.

4.1.3.4. Caracteristicas de la secuencia ACA 72 en peces planos.

Se realizé alineamiento multiple con todas las secuencias consenso con el fin

de determinar su organizacion interna. Como ya se comenté en el apartado anterior,

se han caracterizado secuencias de diferentes tamafios en las distintas

especies. Mediante este alineamiento de secuencias consenso, hemos podido

observar que existen tres regiones comunes (que hemos denominado cajas A, By C)
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y que presentan un mayor grado de conservacion entre especies que el resto de la
unidad de repeticidén. Por otro lado, también se pudo deducir que las diferencias en
tamano entre las unidades de repeticion ACA72 de las distintas especies de peces
planos, correspondian a la presencia o no de una o varias repeticiones de estas cajas
o del tamafo de las regiones espaciadoras. Para realizar un analisis mas profundo de
la organizacion de ACA72, se ha utilizado como referencia la unidad de repeticion de
la especie S. senegalensis, a partir de la cual se detect6 esta familia de ADN
(FIGURA 29A).

La caja que hemos llamado A, da comienzo con la secuencia homodloga al
primer ACA-72/F (el cual se utiliza para amplificar ACA72). Esta caja tiene un tamafo
de alrededor de unos 35 nucledtidos, observandose tramos ricos en T y G
consecutivas. Tras una secuencia espaciadora de aproximadamente 90 nucleétidos,
se localiza lo que hemos denominado caja B, una secuencia con un tamafo de unos
31 nucledtidos. Tras esta caja B, separada por una secuencia de 11 nucledtidos,
practicamente formada por timinas, aparece nuevamente la caja A. Esta, se encuentra
separada por una secuencia de 72 nucleoétidos de la caja C. Esta caja C se encuentra
conformada por la secuencia mas larga ya que esta formada por unos 80 nucleétidos.
Por ultimo, 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 amplificacion). Es resefable que
ACA72 comienza y termina con una larga secuencia palindrémica de 68 nucleétidos
con una homologia del 74% (FIGURA 29B).

Adicionalmente, hemos comprobado la existencia de una gran homologia entre
las diferentes cajas. Asi, y como consecuencia de que estan incluidas dentro del
palindromo mencionado, las dos secuencias de las cajas A y las dos secuencias
inversas complementrias de las cajas B presentan una homologia media del 70%
(FIGURA 29C). Ademas, hemos constatado que la caja C, es una secuencia
palindrémica formada por la unién de las cajas A y B, siendo la primera parte de esta
secuencia C (desde el nucleétido 11 al 46) homodloga a la caja B y a la secuencia
inversa complementaria de A y la segunda parte (desde el 47 al 81) homdloga a la
caja A y a la inversa complementaria de B, con una homologia media del 57,5%
(FIGURA 29C)
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=5 1
STGTTGGTGATTTTTTGAGGTCACATTTGCTTAAGTTCAGAGGGCAATCCTCTCGGATAACATATTGATATAACACACCCTCTGACATTTCT

1
CAGTAAGTTCTTTTTGTTGGGG! °

A TGTAAGTCTGTACAATTACCCTAACTTTAGCATTGACTTGAGTGTTTTTTT CAGTARGTGCTACT TG TTGGGGCAGTTTTGTTGGACAATATCAACTGGATGAATAGCAGAGARRA ~
Cc

348
TGGTTGTCAACT ECCAACTCCGATCACTT CAGATGCAACCACT CATGATT CTGGACTTCATAAGGECTTCTCTTTCGEETTCTCTTCCTTETGATGCGTTCTGCAGTGGAAGCTCT :

424
GAATGAACTATCCCAACATCCAATGTGGAGCTCAAATA’IT(‘ATCACCAACATT

C
—— ——I— |

1 10 20 30 40 50 50
B PALINDROMO 1 CA~-GTAAGTTICTTTTTEGTT TAGTGTT PGAT==<=TPTTTTGA TC=ACATTTGC
PALINDROMO 2INV.. CAAGTCAGTGCT-TGTGTTT TAATGTT TGATGAATATTTGAGCTCCACATT A
' I ] i ] | '
A1 INVERSA + A1 ATCAC--CAACACTACCCCAACAAAAAGAACTTAC-THCAGTAAGTT TAG TG TPGG TGAT
C A2 INVERSA + A2 TCCAA--CAAAACTGCCCCAACAAGTAGCACTTAC-THCAGTAAGT CAGTTTTG TTGGA
B1 +B1 INVERSO TACAATTACCCTAACTT-TAGCATTGACTTHCAAG TCAAT TAATTGTA
B2 + B2 INVERSO TCAC--CAACATTACCCAAACAC-AACCACTCACTTHCAAG TCAGTGCY TAATG TTGG TGA
CAJAC CCAACTCGGATCACTTCAGATGGAACCACTCATGATTC-TGGACTT-CATAA TT TTGTCTTGG TTGTGA

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 combinacion de estas para conformar la
unidad de dicha secuencia. Las flechas negras indican el fragmento de secuencia
palindrémica. B. Alineamiento del palindromo (Geneious.4.8.4) que forma el inicio y el
final de la secuencia ACA-72, que muestra una homologia del 74,6%. C. Alineamiento
que explica la estructura palindromica de la caja C, formada por la unién de las cajas
Ay B, Este alineamiento presenta una homologia del 57,5%.

Esta misma organizacion, la presentaron las especies de peces planos que
presentaron tamafos similares en la unidad de repeticion ACA72 al de S.
senegalensis. Estas especies son S. solea, Bathysolea profundicola, Buglossidium
luteum, M. azevia, H. hippoglossus, P. platessa, A. imperialis, L. whiffiagonis, L.
boscii. Sin embargo, y como ya se ha comentado con anterioridad, existen unidades
de repeticion de menor tamano. Estas corresponden a las especies S. lascaris, D.
cuneata y Arnoglossus thori. La determinacion de las cajas y el alineamiento multiple
nos permiti6 comprobar que en estas ultimas especies, la unidad de repeticion
comenzaba en la segunda caja A, teniendo, por tanto, una organizacion de A-C-B.
Esto se podria 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
homoéloga a él), por lo que no tendriamos el mismo tamafo de repeticion, ya que

faltan las cajas A y B iniciales.
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4.1.4. Anélisis 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, disefiados en las
zonas homologas 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
amplificacion en las diferentes reacciones de PCR, pusieron de manifiesto la

presencia de este ADN repetido en el genoma de estas dos especies. (FIGURA 30)

=
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FIGURA 30: Electroforesis en la que se muestra los amplificados obtenidos en dos
especies de perciformes: S. aurata y T. trachurus, utilizando los primers disefiados
en la secuencia repetida ACA72 de lenguado.

Las bandas amplificadas fueron clonadas y 6 clones secuenciados.

Asi, la secuencia de la unidad de repeticion amplificada en la dorada, presenta
un tamafo entre 221 pb y 248 pb, y la secuencia consenso presenta un tamano de
248pb. En la TABLA 15, con un grado de homologia media entre las secuencias de
los 6 clones analizados del 86,9% y una riqueza en AT del 58,7%.
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Por otro lado, el jurel presentd una secuencia con un tamafo entre 420 pb y
430 pb, con un grado de homologia entre sus 6 clones del 94,6% y una riqueza en AT
de 61,2%.

TAMANO MEDIO DE LA

ESPECIE SECUENCIA EN pb GRADO DE HOMOLOGIA 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 tamafo que presentan para dicha secuencia y el grado de homologia
entre sus secuencias.

La comparacion de estas secuencias con las secuencias consensos de los
peces planos permitié constatar la presencia y conservacion de las diferentes cajas
descritas con anterioridad en ACA72. Sin embargo, el analisis de su organizacion
reveld que el numero y orden de dichas cajas cambiaba con respecto a los peces
planos, lo que explica, en parte, las diferencias en tamafo del ACA72 en estas
especies (FIGURA 31) Asi, la secuencia de la dorada, tal y como se muestra en la
FIGURA 31 es una secuencia mas corta, que presenta un esquema A, C, B, sin
ninguna repeticion de las mismas. Mientras que en el jurel, la organizacion 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 podria
ser debido a que en sus genomas no esta presente esta secuencia o a que presenta
un mayor divergencia y los primers no presentaron homologia suficiente para poder

hibridar en la secuencia diana.

Se realizé un analisis de homologias interespecificas 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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Secuencia consenso de S. senegalensis

116
SIRSTGTTGCTGATTTTTTGAGGTCACATTTGCTTAAGTTCAGAGGGCAATCCTCTCGGATAACATATTGATATAACACACCCTCTGACATTTCT ®

TGTAAGTCTGTACAATTACCCTAACTTTAGCATTGACTTGAGTGTTTTTTTCACGTAAGTGCTACTTGTTGG!

AGTTTTGTTGGACAATATCAACTGGATGAATAGCAGAGAARA

348

TGGTTCTGAACT fCCAACTCGGAT CACT TCAGATGGAACCACTCATGAT TCTGGACT T CATAAGGGCTTCTCT T TGGEGTTGTCTIGET TG TGATGGGTTCTGCAGTGGAAGCTCT

424

GAATGAACTATCCCAACATCCAATGTGGAGCTCAAATATTCATCACCAACATTACTCARACACAAGCACTGACTTG

T |
— —
Secuencia jurel

CAGTAGTGCTATTTGTTGGGGTAGTTGTAGTGTCACAARATCAACTGTATGCCAAGGACTCAAATTCCTAATGGAATCCAATTCAGATAL| S0

[CCTCARATGAAGACACTGATGATTCTTTTCCTTGCTCATAAGTGCTTCTCTTTGGGGTTGTCTTAGTTGTGAMATGCGCCACTAGTGTAC 180

AGATTGCCTGTTCAATTTGATTTCAGAAAAAACAGCAAAGTGCATTCGTTTATCACCAATATTCCCCTAACACAAGCACAGACTTGACTT 270

GTCARAGCAGTAAGTGCTTTTTGTTGGGGTAGTGTIGT IGATATCAGAAGCCACAAGGGCAACCATTCCAGACAATATGTATACTGTTGG 360

ATGAGCAARATCAATTTCAAACTTCTGCGAGTCACCACTATTACCCTAACACAAGCACAGACTTG 425
gy A ———————— ) ]

Secuencia dorada

CAGTAAGTGCTATTTGT TGGGGTAGTT GCAT T TGACAAAATCATCAACTGCAATAGGAGGACATCAGGTAAAGCAT TGGAATAAGACTAA 20

[GACCACCACGAATGGAGACAGT AAT GAT TT T T CTGTACAT AAGTGCT TCT CTT TGEGGTT GCCTT GAY TGTGAAT TCACCATCACTAAAA 180

AAACAACTTTTCACGCGACCAGCCAAACCTTT TGT CACCAAGATTACCCATACAT AAGCACAGACTTG 248

c =
[

FIGURA 31: Comparacioén de las unidades de repeticion 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 repeticion.

b) Busqueda de homologias en bases de datos.

Debido a que las cajas A, B y C caracterizadas presentan un alto grado de
homologia entre secuencias de distintas especies, el siguiente paso consistio en
enviar las secuencias de estas cajas a las bases de datos. Asi, encontramos
homologia, 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 homologia

con clones de secuencias gendmicas de lubina Dicentrarchus labrax (con un E-
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value:2E-13) perteneciente también al orden Perciformes. El analisis de estos clones,
utilizando como referencia la unidad de repeticion ACA72 de lenguado permitid
también establecer la organizacion interna de esta secuencia repetida (distribucion y

numero de cajas conservadas) en lubina (FIGURA 33).

Lo A N

C C

Lubina clon35m13 (826 nt)

o]
— ([ HE— .

FIGURA 32: Homologia de ACA72 con las secuencias depositadas en las bases de
datos. Junto con la organizacién de las unidades de repeticiéon en Lepomis y Lubina.

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 podria presentar cierto grado de conservacion en el genoma
de otros d6rdenes de teledsteos. Por ello, se realizd una busqueda 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 Ordenes como Tetraodontiformes (Fugu y Tetraodon),

Gasterosteiformes (Espinoso), Beloniformes (Medaka) y Cypriniformes (Pez cebra).

La organizacion y tamafio de repeticion en estas especies de la familia ACA72
es variable, asi como el cromosoma de su complemento en el que se localiza esta

secuencia. Tales caracteristicas se resumen en la FIGURA 33.
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FIGURA 33: Distribucion de las distintas unidades de repeticién en las
diferentes especies modelo encontradas en bases de datos.

En esta FIGURA 33 se puede observar como en estas especies modelo, la
secuencia ACA72 presenta un tamafio superior a la que presenta dicha secuencia en
los peces planos. Esto es debido a dos causas, Por un lado, a la variaciéon en el
numero de cajas conservadas. Asi, 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 tamano de las regiones espaciadoras de las cajas. Asi, por ejemplo, en fugu y
tetraodon, con organizaciéon similar, se diferencian con peces planos, principalmente,

por la longitud de las secuencias que separan las cajas conservadas.

A la vista del numero de repeticiones que estan 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 esta
conservada, al menos ciertas regiones (cajas A, B y C), en todos los grupos de

Teledsteos analizados en esta Memoria.
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4.1.4.2. Utilizacién 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 homologias con secuencias de las
bases de datos podria 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
intraespecifica en cada especie fue muy baja, presentado valores medios de 94,6%
con secuencia muy homodlogas entre los clones de una especie. (Anexo |I).
Adicionalmente, hemos llevado a cabo un estudio de la divergencia interespecifica.
Para ello, realizamos un analisis con todos las unidades de repeticion de todas las
especies de peces planos (13). Como algunas especies, tenian unidades de
repeticion incompletas (solo se habian podido amplificar parte de la secuencia ACA-
72 ver apartado 4.1.3.4), se decidio utilizar solo la secuencia comun a todas las
especies (secuencia formada por las estructura A-C-B). Teniendo en cuenta esto, se
alinearon todos los clones y se calculd la variabilidad media en las comparaciones
entre todos ellos (Anexo 1V). Estas datos fueron utilizados para la realizacién de un
arbol de distancias usando el método de Neighbor-Joining (Anexo V). Tal como se
puede observar en esta figura, la secuencias se agruparon por afinidad taxonémica,
indicando, por tanto, que ACA72 presenta evolucién concertada. Esto ademas, queda
constatado, en la tabla Anexo IV en donde lo variabilidad intraespecifica es siempre

menor que la variabilidad interespecifica.

Asi, hemos realizado un estudio filogenético en los peces planos, utilizando
para ello las secuencias consenso de la unidad de repeticion ACA72 de todas las
especies analizadas. Adicionalmente, hemos incluido en este estudio de divergencia
interespecifica a las tres especies especies de orden Perciformes analizadas en esta
Memoria. La secuencia comun para todas las especies incluia las cajas A-C-B y las
secuencias espaciadoras, con un tamafio medio de 290 pb y una homologia no

inferior al 60% en las comparaciones entre cualquier especie. Anexo lll.

El calculo de las distancias génicas entre todas las secuencias consenso de las
diferentes especies (TABLA 16), permitio realizar un analisis filogenético mediante el
método del vecino mas proximo (neighbor-joining), cuyo resultado se muestra en la

FIGURA 34. En el arbol 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 inequivocamente entre si.
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TABLA 16: Tabla en la que se muestran las divergencias interespecificas, con las
trece especies analizadas de peces planos y las tres de Perciformes, utilizando el
valor de divergencia intraespecifica 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. profundicola, B. luteum, M. acevia 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.
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FIGURA 34: En la zona superior de la figura se puede observar el arbol filogenético
realizado que relaciona al grupo de los peces planos con el de los perciformes.

Una vez comprobado que este ADN repetido ACA72 tiene la capacidad de
distinguir entre dos 6rdenes de peces, nos propusimos usarlo como un marcador
filogenético entre otros grupos dentro de Teledsteos, dado que hemos comprobado su
presencia y organizacion (repetido en tandem) esta presente en los genomas de las
especies modelos. Para ello, y debido a que no todas las especies analizadas tienen
la misma organizacion de las cajas conservadas, utilizamos solo las regiones
comunes en las diferentes especies, como hicimos con anterioridad. En este caso, la
region comun para todos ellos, es la compuesta por la caja A y la caja C y la
secuencia intermedia, cuya organizacion se mantiene en todas las especies que

hemos analizado. Calculando las distancias de las secuencias consenso y utilizando
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el método del vecino mas préoximo, en el arbol obtenido se puede apreciar como las
especies pertenecientes al Superorden Acantohopterygii aparecen juntas,
separandose de las del Superorden Ostariophysi. A su vez, dentro de cada uno de

ellos, se observa la separacion de los diferentes 6rdenes. FIGURA 35.
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31
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100 Solea-senagalensis

Buglossidium-luteum
41 54L|_EMicrochirus-azevia
87 L Bathysolea-profundicola > ORDEN PLEURONECTIFORMES SUPERORDEN
I Hippoglossus-hippoglossus ACANTHOPTERYGII
99— Pleuronectes-platesa

Lepidorhombus-boscii

Lepidorhombus-whiffiagonis

Arnoglossus-imperialis

Arnoglossus-thori }

Trachurus-trachurus

Sparus-aurata } ORDEN PERCIFORMES

Lepomis-macrochirus
Gasterosteus-aculeatus === ORDEN GASTEROSTEIFORMES

Takifugu-rubripes == ORDEN TETRAODONTIFORMES
Oryzias-latipes =$0.BELONIFORME S

Danio-reric  =———p ORDEN CYPRINIFORMES SUPERORDEN
OSTARIOPHYSI

10 : c
—

FIGURA 35: En la parte superior de la figura, se muestra el arbol 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 repeticion utilizado para
realizar el arbol filogenético.
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4.2. Estudios de genomica funcional en esturiones.

4.2.1. Realizacién de hibridacién sustractiva por supresiéon (SSH).

Para la realizacion de la técnica de hibridacidén sustractiva se establecieron dos
tipos de muestras de partida: ARN proveniente de goénadas de machos y ARN
procedentes de gonadas de hembras. Como se comenté con anterioridad en Material
y Métodos, las muestras fueron obtenidas en ambos casos de gonadas que podian
ser identificadas inequivocamente como masculina o femenina. De entre los
ejemplares seleccionados, se tomaron muestras de aquellos que presentaban
gonadas en estadio mas inmaduro, lo que supone una edad de entre 3 y 4 afos en

todos los casos.

El ARN obtenido fue en la mayoria de los casos de alta calidad como se
muestra en la relaciéon 28S/18S es se encuentra alrededor de 1,2. Concentracion

obtenida a partir de la estacion de electroforesis virtual Experion (TABLA 17).

Muestra Concentracion RNA (ng/ul) Ratio 28S/18S
QF1 625,30 1.20
QF2 821,30 1.17
QF3 766,42 1.21
QF4 759,01 1.24
QF5 670,95 1.15
aM1 178,94 1.15
dM2 184,15 1.20
3M3 198,93 1.17
dM4 570,95 1.16
3M5 400,09 1.18

TABLA 17: Concentracion del ARN extraido y medido con la estacién de
electroforesis virtual Experion con el parametro de calidad 28S/18S.

Este ARN se retrotranscribié 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 parametros de ug/ul, Azeo Azso. A2so Y Aszo, €l coeficiente
AosolAzso, Y €l Ageo/Azso, todos ellos indicativos de la calidad del ADNc. Un coeficiente
Azs0/A2s0 de 1,8 indica un ADN puro, nuestras muestras se encuentran alrededor de
estos valores, teniendo la informacion de que no hay influencia por contaminacién

proteica de la muestra.
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Mientras que el coeficiente Azso/A230 €S un parametro que nos da informacion
sobre la posible contaminacion de la muestra por péptidos, fenoles y compuestos
aromaticos utilizados en la extraccion, 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 podrian

interferir en las siguientes reacciones.

El parametro A320, esta 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 CONCENTRACION(ug/l)

QF1 0,285 0,568 0,313 0,002 1,82 1,99 1414
QF2 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
QF4 0,235 0464 0,260 0,001 1,79 1,97 1158
?F5 0,244 0488 0,279 0,014 1,79 2,00 1185
aM1 0,239 0453 0,255 0,000 1,78 1,89 1133
adM2 0,260 0,515 0,280 0,000 1,84 1,98 1286
dM3 0,246 0,494 0,271 -0,005 1,81 2,01 1248
IdM4 0,264 0,510 0,281 -0,004 1,80 1,93 1284
dM5 0,259 0,513 0,283 -0,004 1,80 1,98 1296

TABLA 18: Datos sobre la calidad y concentracion del ADNc retrotranscrito, obtenidos
a partir del Biofotometro

Utilizando estas muestras de ADNc, se llevaron a cabo dos reacciones de

hibridacién:

1) ADNc de macho usado como tester sobre ADNc de hembra usado como
driver (ver Material y Métodos) para obtener una libreria que hemos
denominado libreria de machos. En esta libreria de machos, pretendemos
encontrar genes con expresion diferencial bien activos solo en machos o
reprimidos en hembras

2) ADNc de hembra usado como tester para obtener la libreria 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 “especifico” para cada sexo, fueron clonados.

4.2.1.1. Libreria de machos.

En la libreria 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 busqueda de homologias. Hemos encontrando que 241
(60,25%) no presentaron homologia 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 tamano entre 167 pb y 1.486 pb, con un tamafio 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 distribucion de estas secuencias vari6é de 2 a 19
secuencias por gen, no encontrando ningun gen que presentara homologia con una

Unica secuencia. TABLA 19.
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FIGURA 36: Grafica en la que se observa el tipo de genes encontrados en la
hibridacién sustractiva para la genoteca de machos, relacionados con el numero de
secuencias en las que se han encontrado.
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TIPO DE PROTEINAS GENES NUMERO DE
SECUENCIAS
RIBOSOMALES 17 123
UBIQUITINA 1 6
ZINC PROTEINA 1 3
INMUNOGLOBULINA 2 8
INTERFERON 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 numero
de genes totales y de secuencias para esa homologia.

Asi, del total de 159 secuencias con homologia; 123 secuencias (77,36%)
fueron anotadas como proteinas ribosémicas (correspondientes a 17 genes), 11
secuencias (6,94%) corresponden al gen de la citocromo-C oxidasa, 8 secuencias
(5,03%) con homologia con inmunoglobulinas (2 genes) y otras 8 homodlogas al gen
del interferon (5,03%). La ubiquitina con 6 secuencias (3,75%) y una proteina de
union al Zinc con un porcentaje del (1,89%) son las secuencias con menor porcentaje

encontradas en este analisis (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 biolégico que
desempenfan: traduccion, transcripcion, 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 numero de secuencias y porcentajes en cada una de las

categorias de procesos biologicos.

-125-



4. Resultados

FIGURA 37: Porcentajes de las anotaciones encontradas para las diferentes
homologias procedentes de la hibridacion sustractiva usando como tester al macho.
En la grafica se pone de manifiesto como las proteinas ribosomales con un porcentaje
del 77,36%, predominan sobre los otros genes encontrados seguidas por las
inmunoglobulinas y la proteina interferén con un 5,03% respectivamente, y
encontramos proteinas del tipo citocromo con un porcentaje del 6,94%, ubiquitina con
un 3,75% y con el menor porcentaje la proteina de union al zinc con un 1,89%.
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FIGURA 38: En la grafica se ilustra el numero de genes para cada término GO

encontrado junto al numero de secuencias.
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TERMINOS GO GENES NUMERO DE SECUENCIAS PORCENTAJE
TRADUCCION 18 129 81,13 %
TRANSCRIPCION 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 homologia encontrada
en la base de datos BlastX, el numero de secuencias que dieron esa homologia, el
numero de genes y el porcentaje con respecto al total de secuencias con significado.

Cuando se clasifican las proteinas encontradas en la libreria de machos en
funcién de los procesos bioldgicos, el grupo que presenta una mayor frecuencia, como
era de esperar, es el de traduccidn que integra a las 17 proteinas ribosomicas y a la
ubiquitina. Le sigue el grupo de proteinas implicadas en la transcripcion, constituido
por dos proteinas, la proteina de union al zinc, y el factor interferén regulacion factor
de union. El grupo de proteinas de respuesta inmune esta constituido por dos
inmunoglobulinas. Por ultimo, el grupo de la cadena transportadora de electrones se

encuentra integrado por una sola proteina, la citocromo-C oxidasa.

4.2.1.2. Libreriade hembras.

Con respecto a la genoteca de hembras, se secuenciaron un total de 500
clones de los cuales 364 secuencias (72,8%) no tuvieron homologia con secuencias
depositadas en estas bases de datos, el resto, 136 (27,2%), presentaron homologia
con alguna secuencias de la base de datos GenBank. Estas 136 secuencias
corresponden a un total de 40 genes diferentes. De ellos, 22 tenian homologia una
unica secuencia de la genoteca (singleton), mientras que los 18 restantes presentaron
homologia con varias secuencias (de 2 a 23), formando contig. El rango de longitud
de las secuencias con homologia vario entre 139 pb y 869 pb con una media de 624
pb. (Anexo VII).

En un analisis de la distribucion de secuencias anotadas, hemos realizado tres
agrupaciones. Una, formada por 84 secuencias (61,76%) que estan relacionadas con
proteinas de la zona pelucida (correspondientes a 7 genes diferentes). Otra formada
por 32 secuencias (23,52%) con una redundancia menor (de 1 a 3) y con homologias
a genes tales como ribosomales, mitocondriales, ferritina, uniéon al calcio... Que

conforman un grupo de 23 genes. (Anexo VI). Una ultima agrupacién compuesta por
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20 secuencias (14,72%) que dan homologia con 10 proteinas predictivas o putativas
(FIGURA 39).

Asi, 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.
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FIGURA 39: Relacién entre numero y clases de genes encontrados en la hibridacion
sustractiva para la genoteca de hembras con el numero de secuencias.

-128 -



4. Resultados

HOMOLOGIAS NUMERO DE NUMERO DE
GENES SECUENCIAS
ZONA PELUCIDA 7 84
RIBOSOMALES 4 4
MITOCONDRIALES 3 3
FERRITINA 1 3
P. UNION AL CALCIO 1 3
FACTOR OVARICO ESPECIFICO C1Q 1 1
LIPASA MADURACION 1 2
PROTEINA CENTROSOMAL 27 KDA 1 1
CARIOFERINA A-2 1 1
P.DE UNION CITOPLASMATICA POLY A 1 2
CITOSOL MALATO DEHIDROGENASA B 1 1
BYSTIN-LIKE PROTEIN 1 2
CADENA LIGERA DE DINEINA CITOPLASMATICA 1 2
CLAUDINA 4L2 1 1
QUERATINA, CITOESQUELETO 1 1
RING DE PROTEINAS TRANSMEMBRANA 1 1
ARAQUIDONATO 12-LIPOXIGENASA 1 1
PHOSPHORIBOSYLAMINOIMIDAZOLE 1 2
CARBOXILASA
RECEPTOR DE TNF PROTEINA 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 nUmero
de genes totales y de secuencias para esa homologia
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FIGURA 40: Resumen de las anotaciones encontradas para los diferentes clones
procedentes de la hibridacion sustractiva usando como tester a la hembra, en la que
se observa la predominancia de proteinas relacionadas con la envoltura del huevo,

seguidas por un grupo de proteinas muy variado en el que se pueden encontrar

proteinas estructurales y funcionales.
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Tal como hemos hecho con las proteinas encontradas de la genoteca de
machos, hemos clasificado las anotaciones de las genoteca de hembras teniendo en

cuenta los términos GO, segun el programa AmiGO.

En el mismo analisis hemos sefialado la frecuencia que le corresponde a cada

uno de los grupos que se han formado. TABLA 22.

La TABLA 22 recoge la informacion correspondiente al numero de secuencias,
homologias encontradas con secuencias depositadas en la base de datos asi como

los términos GO referidos a Proceso Bioldgico.
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FIGURA 41: Grafica que representa la clasificacion de los distintos genes
encontrados en la genoteca de hembras, teniendo en cuenta los términos GO
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PROCESO BIOLOGICO GENES SECUENCIAS PORCENTAJE
VESICULA PARA EXOCITOSIS DEL ACROSOMA 6 58 42.63%
ZONA DE UNION DEL ESPERMA 1 26 19,12%
REGULACION NEGATIVA DE LA TRANSCRIPCION DE 1 3 2 20%
LA POLIMERASA Il PROMOTOR DE ARN ’
HOMEOSTASIS DE IONES DE HIERRO CELULAR 1 3 2,20%
TRADUCCION 4 4 2,93%
PROCESO CATABOLICO DEL ATP 1 1 0,74%
CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRONES 1 1 0,74%
TRANSPORTE MITOCONDRIAL 1 1 0,74%
REGULACION POSITIVA DE LA ADHESION CELULA- 1 1 0.74%
SUSTRATO ’
ORGANIZACION DEL CENTROSOMA 1 1 0,74%
PROTEINA IMPORTADORA DEL NUCLEO 1 1 0,74%
DESARROLLO EMBRIONARIO DE CORDADOS 1 2 1,47%
PROCESO METABOLICO DE CARBOHIDRATOS 1 1 0,74%
BIOGENESIS DE LOS RIBOSOMAS 1 2 1,47%
OXIDACION-REDUCCION 1 1 0,74%
IMP PROCESO BIOSINTETICO 1 2 1,47%
PLEGAMIENTO DE PROTEINAS 1 1 0,74%
PROCESO IMPLICADO EN LA DUPLICACION DEL 1 5 147%
CENTROSOMA ’
GLUTAMINILO-TRNA AMINOACILACION 1 1 0,74%
RESPUESTA CELULAR A PEROXIDO DE HIDROGENO 1 1 0,74%
ADHESION CELULAR 1 1 0,74%
LA RESPUESTA CELULAR A LA FALTA DE 1 1 0.74%
NITROGENO ’
REGULACION NEGATIVA DEL CICLO CELULAR 1 9 147%
MITOTICO ’
PROTEINA DE UNION 1 3,67%
SENAL TRANSDUCCION 1 1 0,73%
SIN TERMINO GO PARA PROCESO BIOLOGICO 7 13 9,55%

TABLA 22: Grafica y tabla que recogen la informacion sobre los términos GO en la
genoteca de hembras, con respecto al proceso biolégico. En la grafica se ilustra el
numero de genes para ese término, junto al numero de secuencias que le corresponden.
En la tabla se especifica el Término GO para cada homologia encontrada en la base de
datos BlastX, el numero de secuencias que dieron esa homologia, junto con el numero de
genes y el porcentaje con respecto al total de secuencias.

4.2.1.3. Comparacién entre genotecas.

Por ultimo, hemos comparado el numero y distribucion 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 homologias 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, proteinas de unién e

inmunoglobulinas, en la genoteca de hembras se han encontrado desde genes que se
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encuentran en la cubierta del huevo, inmunoglobulinas, proteinas de unién, hasta
genes con actividad estructural, catalitica o encargados de la regulacién del ciclo
celular, También podemos observar como en la genoteca de hembras aparecen un
numero elevado de proteinas predictivas-putativas (10), mientras que en machos no
aparece ninguna. Por otro lado, muchos de los genes de la hembra, presentan mas
de un término Go, por lo que su clasificacion y posterior comparacion con los de la

genoteca de machos se complica.(TABLA 23).
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FIGURA 42: Grafica en la que se compara las homologias encontradas en la
genoteca de machos y en la genoteca de hembras, para ello, se ha tenido en cuenta
la homologia y el término GO.
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PROCESO BIOLOGICO (TERMINO GO)

GENES
HEMBRAS MACHOS

GENES

VESICULA PARA EXOCITOSIS DEL ACROSOMA
ZONA DE UNION DEL ESPERMA

REGULACION NEGATIVA DE LA TRANSCRIPCION DE LA POLIMERASA I

PROMOTOR DE ARN
HOMEOSTASIS DE IONES DE HIERRO CELULAR

TRADUCCION

TRANSCRIPCION

RESPUESTA INMUNE

PROCESO CATABOLICO DEL ATP

CADENA TRANSPORTADORA DE ELECTRONES
TRANSPORTE MITOCONDRIAL

REGULACION POSITIVA DE LA ADHESION CELULA-SUSTRATO
ORGANIZACION DEL CENTROSOMA

PROTEINA IMPORTADORA DEL NUCLEO

DESARROLLO EMBRIONARIO DE CORDADOS

PROCESO METABOLICO DE CARBOHIDRATOS
BIOGENESIS DE LOS RIBOSOMAS
OXIDACION-REDUCCION

IMP PROCESO BIOSINTETICO

PLEGAMIENTO DE PROTEINAS

PROCESO IMPLICADO EN LA DUPLICACION DEL CENTROSOMA
GLUTAMINILO-TRNA AMINOACILACION

RESPUESTA CELULAR A PEROXIDO DE HIDROGENO
ADHESION CELULAR

LA RESPUESTA CELULAR A LA FALTA DE NITROGENO
REGULACION NEGATIVA DEL CICLO CELULAR MITOTICO
PROTEINA DE UNION

SENAL TRANSDUCCION

SIN TERMINO GO PARA PROCESO BIOLOGICO
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TABLA 23: Tabla en la que se comparan las distintas homologias encontrads para
machos y para hembras, utilizando los Términos GO relacionados con procesos

biolégicos para realizar esta comparativa.

4.2.2. Caracterizacion y expresion de genes de interés.

Teniendo en cuenta las anotaciones obtenidas en la hibridacién sustractiva

tanto de macho como de hembras, realizamos una seleccion de aquellos genes que

pudieran estar involucrados en la diferenciacion 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 expresion diferencial entre

sexos. Estos genes son los pertenecientes a la cubierta del huevo (familia de genes
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de la zona pelucida), el gen de la ferritina y el gen que codifica para la proteina de

union al calcio.

4.2.2.1. Genes relacionados con la cubierta del huevo

Como ya se ha comentado con anterioridad, tras analizar la libreria de hembra,
84 secuencias daban homologia con glicoproteinas de la zona pelucida del huevo (a
partir de ahora ZP) en otra especie de esturién, concretamente con el esturion chino
A. sinensis. Esta gran cantidad de secuencias homadlogas encontradas en la libreria,
unido a la funcién protectora de ovocito de esta proteina (Ver introduccién) nos llevo a

seleccionar estos genes para un estudio mas profundo.

En el conjunto de secuencias obtenidas mediante hibridacion 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 organizacion compleja de varios
genes paralogos, se decididé hacer un analisis con las secuencias de todos los clones.
En primer lugar, las secuencias se agruparon en funcién de las anotaciones obtenidas

a partir de las bases de datos (Anexo VIy Anexo VIl ).

Asi, del conjunto de 42 secuencias, 26 presentaban una homologia media del
95% con la secuencia nucleotidica de la proteina ZP3.2 de A. sinensis (FJ610234;
Chuang-Ju et al., 2011).

El tamafio medio de estas secuencias es de 411.4pb, con 148pb la secuencia

mas corta y 593pb la mas larga.

Realizamos un alineamiento con éstas utilizando el programa Geneious 4.8.4
(Biomatters. 2009) que nos permitié obtener un contig (incluyendo las 26 secuencias)
con un tamano de 596pb. La FIGURA 43 muestra un esquema de las secuencias

utilizadas y del contig obtenido.
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FIGURA 43: Figura realizada por el programa informatico Genious que representa el
alineamiento de las 26 secuencias obtenidas de la hibridacion sustractiva que tenian
homologia con ZP3.2 de A. sinensis, y forman un conting con un tamafo de 596pb.

El contig obtenido para la proteina ZP3.2 perteneciente a la especie A. naccarii,
lo alineamos con la secuencia nucleotidica de la misma proteina depositada en la
base de datos y perteneciente a la especie A. sinensis. La secuencia de la proteina
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 homologia del 97.8% (FIGURA 44).

i 100 200 300 400 500 a0 700 800 ano 1,000 1,100 1,200 1,320
1.ZP3.2 sin 2.

1 101 201 ani 401 595
2,ZP3.2 nac == ——————————]

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
homologia del 97,8%.

Las 16 secuencias restantes presentan una homologia media del 92% con la
secuencia de la proteina ZP3.3 del esturiéon A. sinensis (HM067972, Chiang-Ju et al
2011). El tamano medio de dichas secuencias es de 335pb, oscilando entre 147pb la
secuencia mas corta y 843pb la secuencia mas larga. El alineamiento de las mismas y
el ensamblaje realizado mediante el programa Geneious, agrupé las secuencias en
tres contig: el contig 1 engloba a 7 secuencias, el contig 2 incluye 4 secuencias vy el
contig 3 agrupa 4 secuencias; quedando entonces 1 secuencia como singleton. La
FIGURA 45 muestra como ejemplo la agrupacion de secuencias perteneciente al

contig 1.
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FIGURA 45: Conting 1, con un tamafo de 246 nucleotidos, formado por la
agrupacion de 7 secuencias que dieron homologia con la proteina ZP3.3,
utilizando el programa Geneious.

Sobre la secuencia de nucleétidos de la proteina 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 esta comprendido entre la posicién
903 y la 1207 de A. sinensis (FIGURA 46).
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FIGURA 46: Ordenamiento de los distintos contings y el singleton, utilizando
como molde la secuencia de nucledtidos de la proteina ZP3.3 de A. sinensis.

Del analisis de estos contig, se comprobé que en ningun caso se habian
obtenido las secuencias completas de los genes. Para completar tales secuencias, se
decidié utilizar la informacién de los genes ZP3.2 y ZP3.3 de A. sinensis para disefar
primers en los extremos de la secuencia de estos genes y poder amplificarlos en A.

naccarii.

Asi, en el caso de la proteina ZP3.2, los primers forward y reverse disefiados
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 nucledtidos 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 nucleotidica de ZP3.2 de la especie A. sinensis,

presentaba una homologia del 95%.
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Para la proteina ZP3.3, los primers forward y reverse se encuentran localizados
respectivamente en las posiciones 1-22 y 1255-1273 en el esturiéon chino. Con estos
primers amplificamos en cDNA un fragmento de 1273pb en A. naccarii. La homologia

de estas secuencias del gen ZP3.3 entre las dos especies de esturién es del 93.9%.

En la especie A. naccarii la homologia 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 homologia 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 analisis 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 esturion 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 mamiferos (Hs y Rn), mas relacionadas con
las secuencias de aves (Gg) y anfibios (XI) 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 esturién. En el caso de los
esturiones vemos que se agrupan juntas las secuencias correspondientes a los genes

independientemente de la especie de esturion de la que vengan.
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FIGURA 47: Homo sapiens (HsZP3, AAA61336); Rattus norvegicus (RnZP3,
NP_446214); Gallus gallus (GgZP3, NP_989720); Xenopus laevis (XIZP3.1,
NP_001081657); Xenopus tropicalis (AAI58454); Cyprinus carpio (CcZP3,
CAAB88836); Carassius gibelio (CgZP3, AAD53947); Danio rerio (DrZP3, NP_571406);
A. sinensis (AsZP3.-1, AC0O54852; AsZP3.2, ACO54853; AsZP3.3, ADH93592)

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 codon de inicio ATG en la posicion 18 y termina con el codén de
Stop TGA en la posicion 1202. Podemos senalar la secuencia de poliadenilaciéon

(AGTAAA) a 11 posiciones antes de la cola de poli-A.

De la misma forma que ocurre en A. sinensis, cuando el péptido senal 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 (posicion 241)azul, las 8 cisteinas ocupan las
posiciones 8, 37, 56, 93, 166, 189, 229 y 247 respectivamente rojo y podemos sefalar
los aa conservados de un parche hidrofébico interno (posiciones 116, 119y 121)verde.
(FIGURA 48)
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1 ATCETOCTGEITTTCACGATEERGTT ATTTCT GAGCAGTGTTT TGTIGGECC S0
M EL FL S S VLUL A -11

S1 CTTTGCTGTATTCCCTTITGCAGCACCACAGGACGCT GEGACT GTAGTCIG 100
-20L C C I P FAaAaaPODAGT VYV R 8

101 TGETGIGGACTCTGTCAGTG TGAGAGTGTIGCTGAACATTGEGCAGGCTC 150
6 VD 38V SVRVLILLUNTIGAGQATZL2Z2S

151 TTCOCCTGGACCCCAAAGGCTTTCT ATTGGGAAGCT GCTCTCOGTCCACT 200
PLDP KGFLZLGSJ|s?P ST 4

201 GGCAGCTACAACACTGTGCAGTTCCAATCOGGGCTGCTTIGACTGCAGGTT 250
€ S Y NTVQFEFQSGLLDIJRTE SE

251 TATGOGCATGGTTACTTCCAGCATCATCAGT TACAT GAATGT GCTGACST 200
M RM VT S S8 I IS YMMNVVILILTZYT

201 ACCAGCCCACCCAGAGTGECTTCTACCAGACTCCAT TCACTCAGGCTATT 2350
QP T Q 3 & E Y Q@I EE TIQ AE" 51

2351 GIGTGCACCTACACCARAACT TTCTGGCTGGACTCCT CCAGTGTATAACCC 400
V. T Y T KL 86 WT PPV ITN P 108

401 TGCACTTGGGGATGCTICTGGGTTT GEGAMGCTGGAGTTTACAATGEGGA 450
A LGDAGSGES GKT EBETF BETMG I125

451 TTATGAATGAGGAATTCTCAGCCCCCCGCACCTCCAGTCTGTTCTICCTS S00
M 8 E E E 3 A B RISV Lol E L, 14X

501 GGGTCOCCCATCAACATCOGC AGCCGCAGTGAAGCAGCAATTT CACATGLC S50
¢ S P EIN-TXUXACAVCKQQF HM B 1SS

551 GCTGATGGTCTACGTGGAMG AGTGT GTOGCT GOCAGCACTCCACAGCTGA 600
L MV YVEET PRVAASTTEPEPAQL 8175

601 GCCCTTCAAGCCAGACCTACCOCCT CATCGC CAACCACGGATGCTTTGTA 650
BEE B Q T ¥ BEL FACNIEEGISE VS 301

651 GATGGOCAGGCTGCTAGCTCCAGGT TICTGCCCAGAGTCCAGACCTCCGA 700
D 6Q A A S S RFLPRVWYQTS E 208

701 GATCCGTCTHGTTGTCCAGGCCTTCAAGTTTACACAACTGAACACAGATS 750
I RLVVQATFTI KTETAO QLOMNTD V225

751 TCTATATCCATTGCCAGYHGCTGGCCTGGRACCCTGCCCAGCTMAGT ARC BOOD
¥ I HJjJ QRLAWYNUPAQL S § 211

E01 COCACCAAGAAAGCCTGTTCATTCAACCAGAGATCCAGGAGCTGGGAGCT B850
P TKZKAI ST EDNOQRSRSWEL 258

ESL CCTGGATAACCCTGGTCAGAGCTCT GTGTGCAGCTGCTGTACCTCCARALT S00
L DN PGQS 8 VCSCCT S N C275

S01 GCAATATGAGGAAGAGGAGAGACACAGCTGAAGAGGGACTGAGACGCALT 950
¥N M RKRRDTAETEGULRRBRT 291

851 GCAGTGCT GEGACCOCTGAGGATCCTICCTGARGAGCTGTCT GCTGGAMG 1000
A VL 6PLRTILUPETELSAGS 208

1001 CCAGGAAT TCTACCAGAGGAGCCCT GCTCTATCACT GGAGGAACCARAGC 1050
Q@ EF YQ RS P AL SLEEUPIK Qazs

1051 AGGCTCTGGECCTGECTGCCT GTCCT GECTEGCTCCCT TGCTCATGATSGTIT 1100
A LAWUILUPVELIL AAPLILILMNMNYV 241

1101 GTCCTGEGAGCCCT GTCTCT GAGCT ACTACATGTGCGTGTSGCAACATCC 1150
vV L 6AL 8L 83Y Y M CVWQH P 38

1151 CAGACTTGACTCAAAGTCCAGOGET AGAATT CTCAT TCCTGCACCCCACT 1200
R LD SK S3SS 6 RIULTIUZPATPH +274

1201 GATGAAAT TCACACAGCAGT CGGCACGGTTT CCATCAGTTCGCCAGCACA 1250
1251 GCAATACTGGITICATCTITTGTATGCTGATGAGTRAAATGT CTGCCOGER. 1200
1301 AAMAMAMAAMAMARG 1315
FIGURA 48: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de A. naccarii, sobre las que se han
sefalado: en cursiva la secuencia de los primers para obtener la secuencia completa;
subrayados se muestran los 20aa correspondientes al péptido sefial y la letra en color
negro indica el primer aa del péptido maduro; en azul el residuo Asn (en posicion 241) un
putative N-linked glycosylation site, también se sefalan las 8 cisteinas que ocupan las
posiciones 8, 37, 56, 93, 166, 189, 229 y 247 respectivamente en color rojo y los aa
conservados de un parche hidrofébico interno (posiciones 116, 119y 121) en color verde.
En amarillo se muestra la secuencia de los primers que se han utilizado para la
cuantificacion.
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Las 1273pb de la secuencia ZP3.3 de A. naccarii codifican un péptido senal de
20aa y un péptido de maduro de 377aa. Este péptido maduro contiene un putative N-
linked glycosylation en el residuo Asn (posicion 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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B TGGGETGC TTGTGGAARTGTGITITGT S0
M 6GC LW KCVWVZLI L-10

S$1 TGGTCCTT TECTGT ATTCCCTITGCAGCACCACAGGAAGCTGTGAGT ATA 100
=200 WL CE€ I F P A LP QO EXANJI: 6

101 GOCTGOGGTETGGACTCTGT GECTGTGAGGGTGTIGTIGGAT TACTCTCS 150
A CGVDSVAVRYVLLDYS SR 22

151 ATCGGOGT TECCTCTGEACCOGAGT GECCTCCTECT GGGACCCTSTCCIC 200
SALPL DP S GLLLGPEPCEP P4S

TCCAGT ACGGGCTG 250

201 CATCCAGCAGCAGC CORGETARTARCRICETEET
V. v Q ¥Y 6 L 56

S g s s

251 CTGGACTGCCGCTT TATGOGCATGE TTACTGCCAAT GTTACCAGTTACAT 200
L DCRFEFMPERMVYVTAERNVT S Y M 72

201 GAATGTGCTGACCT ACAAGCCCACCCAGAGAGGCTT CTACCAGACTCCAT 350
- ECE Y RP T QR 6 F Y Q B ES

2351 TCAATCAGGCTATT GTGTGCACCTATACCAAACCTGCTGECT GGACTCCT 400
N QX-FT ¥V CT Y LK PRAE G W TR 1086

401 CCAGTGTATAACCCTGCACT COGGGATGCCT CTGGETTTGEGAMGCTGGA 450
P VY NP ALGDA ASGTEFG KL E 122

451 GTTTACCATGGGGATTATGAATGAT GACTTCTCAGCCTCACGCACCTOCA S00
EETMM G6GI MYNDDTESASR RIS sis0

501 GTCTGITCTTCCTGEGETCCCOCAT CAACAT COOGGCTGCAGTGAAGCAG S50
L FFLGS PINTIEIAALALAAYTYIEKZQ 156

551 CRATTCCACATGCCGCTGAT TGETCTACATGGAAGAGTGTGT TGCTGCCA 600
QF H MP L IV LB -6 K"V €€ €0 Y12

601 GCACTCCAGAGCTGAGCCCT TCAAGCCAGACCTACCOGCTCATCACCARC 650
] SRAEPFKPDLEPAHEGQ P19

651 CACGGGTCTTTGTAGACGGCCAGGT TGTAACTTCCAGGTTICTGCOCCAGA 700
R-YWEF'VYV D & @ V- VT S ROE L PR 206

701 ATCCAGACCTCTGAGATCOGTCTGE TTGTCCAGGCCTICAGG TTTACACA 750
I QT SETIRULVYVYVYVQATFRTET Q 222

751 AAAGAATACAGATGTATATATCCAT TGCCGGTTGCT GECCTGGEACCCTS EOOD
KONV~ HC. R I L AW KB A2

E0L CCCAGCTCAATGACCCCACCAAGAAAGTCTGTTCAT TCAACCAGAGAACC BS0
QL ND PT K K V.C S E-N-Q. :R:T: 256

ESL AGGAGCTGGGAGCT CCTGGATARCCCTGETCAGAGC TCTGTGTGCAGCTG 900
R SWELIULDDNEPGGQI SV Cs cC 272

901 CTGTACCT CCAACT GCAATT TGAGGAAGAGG AGGGACACGECTGAAGAGG S50
C TS ¥NC NL RKRRIDTATETE 629

851 GACTGAGACACACT GCAGTGCTGGGACCCCT GAGGATCCTICCTGAAGAG 1000
LRHETAVULGEPLRTIULZPTETE 2306

1001 CTGTCTGCTGGAAGCCAGGAATTCT ACCAGAGGAGC CCTGCT CTGTCALT 1050
L 3A GS3S QEVFY QR S PAL S L 222

1051 GGAGGAGCCCCAGCAGGCTCTEECCTEECTGCCTGT CCTGECTECTCCCC 1100
EEPQQALAGWNLUPVVLAAPL?Z2%

1101 TGCTCCTGATGECT GTCCTEGEAGC CCTGTCTCTGEGCTACT ACATGTSC 1150
L L MAVLGALGSTILSGT YJYMOC 356

1151 GITGTGGCOGTCATCCCAGACT CTGCT CCAAGT CCAGCAGTGAGCTCCTTCS 1200
V WR HP RL CJ KBS S SB8EZLTLR 372

1201 TTCCTGTCGCTGTT GATGAR ATGCACACAGCAGTIGGCACGETTTCCAGC 1250
S R 377

1251 AGGTCGCCAGCAAAGCAATTCTGATTIGTATGTIGCAA 12EE

FIGURA 49: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de A. naccarii, sobre las que se
han sefalado: en cursiva las secuencias de los primers que se han usado para
amplificar la secuencia completa. Los aa subrayados indican el péptido sefal, el aa
marcado en color negro indica el inicio de la secuencia del péptido maduro. Un
putative N-linked glycosylation en el residuo Asn (posicion 68) estd marcado en azul
y los seic sitios O-linked glycosylation estdn marcados en rojo. En verde se muestra
la secuencia de los primers que se han utilizado para la cuantificacion.
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En este trabajo hemos analizado los niveles de expresion diferencial del gen
ZP3.2 y ZP3.3 en tejido gonadal de hembras y machos de distintos ejemplares de
esturion A. naccarii. Para llevar a cabo este objetivo, hemos utilizado los primers que
cita la bibliografia y que se han usado para la misma tarea en el esturion A. sinensis
(Chuang-Ju et al.,, 2011). Las secuencias de las dos parejas de primers estan

sefaladas 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 unico
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 gonada de machos y de hembras, mediante PCR convencional (FIGURA
50). (Las condiciones de amplificacion se explican en Material y Métodos apartado
3.2.14).

——

| =
' - e -
Lo ez =
A B”

FIGURA 50: A. Foto que corresponde al amplificado de ZP3.2 de
ambos sexos, con un tamafno de 221pb en A. naccarii utilizando los
primers que cita la bibliografia. B. Amplificado de Zp3.3 utilizando los
primers de la bibliografia sobre el ADN de A. naccarii de hembra y de
macho.

Realizamos el analisis de la expresion de estos genes en las muestras de tejido
gonadal tanto de hembras como de machos mediante PCR cuantitativa. Las
condiciones de amplificacion, réplicas, asi como condiciones para amplificar el gen de

la B-actina se explican en Material y Métodos apartado 3.2.14).

La cuantificacion de la expresion 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 (2AACt)
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 asi como la desviacion
standar para el gen ZP3.2 y para la (B-actina, y la TABLA 25 muestra los valores

medios de Ct asi como la desviacion standar para el gen ZP3.3 y para la B-actina.
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. . Corrected
Muestras Genes Cuantlﬁ(_:aqon el Qi Rel Quant Mean Ct Ct SD
Relativa SD 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 B-actina 0,93280 0,35754 0,35754 20,47 0,55298
machos B-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, asi como la desviacion standar para el gen ZP3.2,
junto los valores para la $-actina

Para el gen ZP3.2 observamos un valor medio de Ct mas 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 B-actina, observamos valores similares en Ct para hembras y

para machos.

Muestras Genes Cug!etllgltcisglon Rel Quant SD C%Legf%gel 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 B-actina 1,00000 0,17554 0,17554 20,59 0,25325
machos B-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, asi como la desviacion standar para el gen ZP3.3,
junto los valores para la $-actina.

Para el gen ZP3.3 observamos un valor medio de Ct mas 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 B-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 estan en torno a 20.5 en ambos sexos

en la B-actina.
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Estos valores medios de Ct los podemos representar en una grafica. Como
hemos comentado, para el gen de la B-actina no hay diferencias en los niveles de
expresion en ambos sexos. Para los genes ZP3.2 y ZP3.3, si se observa una

expresion diferencial en hembras con respecto a machos.

- ZP3.2 - R-actina

1,50—

1,00—

Relative Fold Expression

0,50—]

0,00—

Hembras ZP3.2 Machos ZP3.2 Condition Hembras R-actina Machos R-actina

FIGURA 51: Grafica proporcionada por el programa del termociclador iQ5, en el
que se muestra la expresion diferencial en el gen ZP3.2, entre machos y hembras,
mientras que el gen de la B-actina, tiene la misma expresion para ambos sexos,
también se sefala la desviacidn standar para ambos genes.
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B 73 Bl cctina

1,40 —

1,20 —

1,00 —

0,80 —

Relative Fold Expression

0,60 —

0,40 —

0,20 —

0,00 —

Hembras ZP3.3 Machos ZP3.3 Hembras B-actina Machos R-actina

Condition

FIGURA 52: Grafica proporcionada por el programa del termociclador iQ5,
en el que se muestra la expresion diferencial en el gen ZP3.3, entre machos
y hembras, mientras que el gen de la B-actina, tiene la misma expresion
para ambos sexos, también se sefala la desviacion standar para ambos

genes.
. _ Intervalo de confianza | Intervalo de confianza
Diferencia | ¢ . _ al 99% al 95%
(I) Muestras  (J) Muestras | de medias tioi Sig. — — — —
(I-J) Ipico Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
Machos *
7P3.2 -8,80 1,20 0 -12,62 -4,99 -11,48 -6,12
Hembras Hembras
7P3.2 B-actina -0,97 1,59 0,55 -6,01 4,07 -4,52 2,57
Machos -0,86 159 | 059 -5,91 417 4,41 2,67
B-actina
Hembras *
7P3.2 8,80 1,20 0 4,99 12,62 6,12 11,48
Machos Hembras *
7P3.2 B-actina 7,83 1,59 0,001 2,78 12,87 4,28 11,38
Machos 7,93 159 | 0,001 2.89 12,98 4,39 11,48
B-actina
Hembras
7P3 2 0,97 1,59 0,55 -4,07 6,01 -2,57 4,52
Hembras Machos *
B-actina 7P3.2 -7,83 1,59 0,001 -12,87 -2,78 -11,38 -4,28
Machos 0,10 19 | 095 5,92 6,13 413 434
B-actina
Hembras
7P3 2 0,86 1,59 0,59 -4.17 5,91 -2,67 4,41
Machos Machos *
B-actina 7P3.2 -7,93 1,59 0,001 -12,98 -2,89 -11,48 -4,39
Hembras -0,10 1,90 | 095 6,13 5,92 4,34 413
B-actina
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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 expresion son significativas, basandonos en los
meétodos estadisticos que hemos aplicado.

Los valores marcados con un asterisco indican diferencias de medias que son

consideradas estadisticamente significativas para P<0.01 y para P<0.05.

Como ya indicabamos, existe expresion diferencial en tejido gonadal entre
hembras y machos tanto para el gen ZP3.2 como el ZP3.3 (y no hay diferencias de

expresion en este tejido entre machos y hembras para el gen de la B-actina).

Dif . Intervalo de confianza al | Intervalo de confianza
iferencia 95% al 99%
(I) Muestras (J) Muestras | de medias Er_ror Sig.
(1) tipico Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
'\’é"’l‘fggs 6,98 0,67 0 -8,63 -5,33 -9,49 4,48
rompras homores 269 | 075 | o001 | 453 084 | -549 0,11
g"zzgﬁz 2,04 075 | 003 -3,89 -0,19 484 0,75
H;ngs 6,08 0,67 0 5,33 8,63 4,48 9,49
Machos Hembras 4,29° 0,75 | 0,001 2,44 6,14 1,49 7,09
ZP3.3 B-actina ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
g"z‘égﬁz 4,94 0,75 | 0,001 3,09 6,79 214 7,74
H;g‘gﬁs 269" 075 | 0,01 0,84 453 -0,11 5.49
"é‘fgtt’i;aas N;‘fg%s -4,29' 0,75 | 0,001 -6,14 -2,44 -7,09 -1,49
g/'zg:g: 0,64 082 | 046 1,37 2,66 2,42 3,71
H;’F’,“gg"s 2,04 075 | 003 0.19 3,89 075 4.84
E"g‘ég;’; 'V;I‘fg‘%s 4,94 0,75 | 0,001 6,79 -3,09 7,74 2,14
v 0,64 082 | 046 | -266 137 | 371 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 expresion son significativas, basandonos en los
meétodos estadisticos que hemos aplicado.

4.2.2.2. Andlisis 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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homologia media del 95%, con la proteina ferritina caracterizada en el esturion chino
A. sinensis (ABY81252; Xiao-wu et al., 2009). El alineamiento de estas tres
secuencias de A. naccarii generdé un contig con una longitud total de 408pb,

coincidente con el tamafo de la secuencia mayor.(FIGURA 53).

| 25 3 75 100 125 150 175 200 25 250 275 300 325 350 375 408
Consensus ‘wr mtmrr e v em e ' s sest s d sesmsds woodnr s m e dmosn sk e oes reems e e we o

ettty e e | et e £ el o Gt 17 |

1.17K91 ' '
2.17K152 ! '
3.17K100 - o n

FIGURA 53: Alineamiento realizado con el programa Geneious, en el que se observa
como las tres secuencias con homologia para la ferritina, se solapan generando un
unico conting de 408pb.

Al comparar ahora las secuencias nucleotidicas entre las dos especies de
esturidon, comprobamos que el contig generado se alinea entre las posiciones 90 y

497 de la secuencia de A. sinensis, con una homologia del 97.3% entre ambas

(FIGURA 54).

I 50 5 2 2% 5 5

1. feTitina Sinensis £ 457 5
2 201 HI 31 408
2. consenso nac feritina subst - S

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 homologia del
97,3%.

Esta secuencia consenso fue enviada a la base de datos GenBank (BlastX),
obteniéndose una homologia del 99% con el cDNA de la ferritina del esturién chino y

se obtuvo un valor de E-value de 2,00E-80.

Para poder caracterizar el gen completo en A. naccarii, se disefaron 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 esturion 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
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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 si obteniéndose una homologia del 97%. La secuencia consenso de

estos clones se muestra en la FIGURA 57.

La traduccién de esta secuencia de A.naccarii a proteina mostré un residuo de
176 aa que presentaba una homologia del 98.1% en comparacion con la secuencia
de aa de A. sinensis, comprobando de esta forma que teniamos la secuencia
completa de la proteina en A. naccarii. En esta secuencia podemos senalar 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 proteina en A.

sinensis.

Hemos analizado los niveles de expresion diferencial del gen ferritina en tejido
gonadal de hembras y machos de distintos ejemplares de esturion A. naccarii. Para
llevar a cabo este objetivo, hemos utilizado los primers que se disefiaron para obtener
la secuencia completa del gen en A. naccarii. Las secuencias de las dos parejas de
primers estan sefialadas en cursiva en la FIGURA 56 y las condiciones de

amplificacion se explican en Material y Métodos apartado 3.2.5.1
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1 ATGGAGTCTCAGATTCGCCAGAACTACCACCGTGACTGCGAGGCAGCCGTCAATCGCATG 60
1M E S Q@ I R Q N Y H R D C E A A V N R M 20

61 GTCAACATGGAGCTGTTTGCGTCCTACACGTACCTGTCGATGGCTCACTATTTCTCCCGC 120
21 vV N M E L F A §$ YT YL S M A H Y F S R 40

121 GATGATGTCGCTCTGAAGGGCTTCTCCAAGTTCTTCAAGGAGCAGAGCGAGGAGGAGCGG 180
41 D D V A L K G F S K F F K E @ S E E E R 60

181 GAGCACGCGGACARAGCTCCTGTCCTTCCAGAACAAGAGAGGAGGCCGCATCTTCCTGCAG 240
61 EE B A D K L L S EFE O N K R G 66 R I E L @ 80

241 GACATCAAGAAACCCGAGAAGGACGAGTGGGGCTCTGGGCTGGAGGCTCTGCAGTCGGCT 300
81 D I K K P E K D E W G S G L E A L @ S A 100

301 CTGGTGCTGGAGAAGAACGTGAACCAGGCTCTGCTGGACCTGCACAAGATCGCCTCCGAG 360
101 L v L E K N vV N 9 A L L DL H K I A S E 120

361 ARAAACTGACCCGCACATGTGTGATTTCCTGGAGACACATTACCTCAACGAGCAGGTCGAA 420
122K T D P H M C D F I B2 T H ¥ LT N B Q V E 140

421 GCCATCAAGARACTGGGAGACCACATCACCAACCTCAAGAAGATGGGAGCTCCCAGCARAT 480
141 A I K K L G b H I T N L K K M G A P S N 160

481 GGCATGGCAGAGTACCTGTTCGACAAGCTCACCTTGGAGAGCAGCAGCTAA 531
11 G M A E Y L F D K L T L E S S s * 176

FIGURA 56: Secuencia de nucledtidos y aa de la proteina ferritina en A. naccarii.
Los nucledtidos en cursiva indican las posiciones de los primers y los aminoacidos
subrayados sefalan las hélices A, B, C, Dy E (11-39; 46-73; 93-121; 124-155; 161-

171) respectivamente.

Realizamos el analisis de la expresion de este gen en las muestras de tejido
gonadal tanto de hembras como de machos mediante PCR cuantitativa. Las
condiciones de amplificacion, réplicas, asi como condiciones para amplificar el gen de

la B-actina se explican en Material y Métodos apartado 3.2.14.

La cuantificacion de la expresion diferencial para el gen ferritina entre machos y
hembras, se ha llevado a cabo mediante el método 2 delta-delta Ct (2AACt) 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 asi como la desviacion

standar para este gen y para la B-actina.
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Cuantificacion Corrected Rel Quant

Muestras Genes : Rel Quant SD Mean Ct Ct SD
relativa 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 B-actina 1,00000 0,14310 0,14310 19,61 0,20645

machos B-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, asi como la desviacion standar para el gen de la
ferritina, junto los valores para la B-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
practicamente al mismo tiempo. En el caso del gen de la B-actina, observamos
valores similares en Ct para hembras y para machos (19.6) y similares a los obtenidos

para el analisis de los genes ZP.

Cuando estos valores medios de Ct los representamos en una grafica, no hay
diferencias en los niveles de expresion en ambos sexos en ninguno de los dos genes

analizados.
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FIGURA 57: Grafica proporcionada por el programa del termociclador
iQ5, en el que se muestra la expresion del gen de la ferritina, entre
machos y hembras, observando que en ambos sexos este gen tiene la
misma expresion, al igual que el gen usado como referencia, el gen de
la B-actina. En la grafica también se observa la desviacion standar para
ambos genes.

Mediante el analisis de varianza de un factor (Stat/ANOVA/One-Way) seguido
de un analisis MSD (Desviacion Cuadratica Media) posthoc para comparaciones
multiples, comprobamos que las diferencias no eran significativas, de manera que
para el gen de la ferritina, no hay expresién diferencial en la gbnada de hembras y

machos.
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Intervalo de confianza al Intervalo de confianza al
- - 99% 95%
(I) Muestras ) Diferencia de | - Error | , , . .
Muestras | medias (I-J) tipico Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
yac.h.os -81 4850 | 014 | -26083 08,83 -199,69 37,69
erritina
Hembras  Hembras 624,50" 5423 0 423,43 825,56 491,79 757.20
Ferritina B-actina
Machos 613,50 54,23 0 412,43 814,56 480,79 746,20
B-actina
"F'em.b.ras 81 48,50 | 0,14 98,83 260,83 -37,69 199,69
erritina
Machos Hembras 705,50" 54,23 0 504,43 906,56 572,79 838,20
Ferritina B-actina
Machos 694,50 5423 0 493,43 895,56 561,79 827,20
B-actina
Hembras 624,50 54,23 0 -825,56 423,43 -757,20 -491,79
Ferritina
Hembras Machos -705.50" 5423 0 906,56 | -50443 | -83820 572,79
B-actina Ferritina
Machos 11 5940 | 0,85 | -23125 | 209,25 -156,37 134,37
B-actina
“F'em.b.ras -613,50° 5423 0 81456 | -412.43 | -746.20 -480,79
erritina
Machos Machos -694.50" 5423 0 89556 | -49343 | -827.20 -561,79
B-actina Ferritina
Hembras 11 5040 | 0,85 | -20925 | 231,25 134,37 156,37
B-actina

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 expresion del gen de la ferritina son significativas, basandonos en
los métodos estadisticos que hemos aplicado.

4.2.2.3. Andlisis del gen de unién al Calcio (5100 CALCIUM BINDING).

En la hibridacion sustractiva se obtuvieron 3 clones con una longitud de 271,
269 y 271pb respectivamente que presentaron una homologia media del 84% con
secuencias de la proteina de union a calcio “S100 calcium binding protein A1’
pertenecientes a la especie Misgurnus fossilis (Q7LZT1) depositada en la base de
datos de GenBank. Asi, el contig formado por las tres secuencias (FIGURA 58) que
presenta homologia con la proteina S100A1 de este pez se traduce en un residuo de
74 aa comprendidos entre la metionina inicial (M) y el aminoacido fenilalanina (F) del
canonical EF hand. La FIGURA 59 muestra la estructura de la proteina S100A1, dos
bucles de unién al calcio cada uno de ellos flanqueado por dos hélices alpha
(Marenholz et al., 2004). Los dos bucles de uni6n al calcio se han senalado en el
alineamiento de secuencias de diferentes especies de peces donde hemos incluido la

de A. nacarii.
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FIGURA 58: Figura realizada por el programa informatico Geneious que representa
el alineamiento de las 3 secuencias obtenidas de la hibridacidén sustractiva que
tenian homologia con S100 calcium binding protein A1 de A. sinensis, y forman un
conting con un tamano de 271pb

5100 EF Zanonical
Helix 1 Hand CBD Helix I1 Hinge  Helix IIT  EF Hand Helix IW
M \ c
A.naccarii 19 YSGKEGDKYKLSKAEMKSLLQGELGCFLSASKDPNVVDQIMRDLDENKDGEVDEFPG--- 74
Mi sgurnus_fos sili s_S 100A1 18 YSSKEGDKYKLSKAELKSLLQGELNDFLSASKDPMVVEKIMSDLDENQDGEVDFQEFVV 76
Salmo_salar_S 100a1 18 YSSKEGDKYKLSKVELKNLLQGELSDFLAACKDPMVVEKIMSDLDENKDGEVDFQEFVI 76
Osmerus_mordax_s 100A1 19 YSSKEGDKYKLSKAELKSLLQGELGDFLAASKDPLVVEKIMTDLDENRDGEVDFQEFVL 77
Danio_rerio_s 100a1 19 YSSKEGDKYKLSKSELKSLLQGELSDFLAASKDPMVVEKIMSDLDENRDGEVDFQEFVV 77
Taki fugu_rubripe S_Sl 00Al 19 YSGKEGDKYKLSTLEMKNLLRGELAELLTASRDPMVVDNIMRDLDDNKDGEVDFQEFVV 77
Oryzias latipes S100A1 19 YSGKEGDKYKLNKKELKNLLHEELSEFLAGPNEASVVEKIMTDLDENKDGEVDFQEFVV 77

FIGURA 59: La figura muestra los dos bucles de union al calcio se han senalado
en el alineamiento de secuencias de diferentes especies de peces donde hemos
incluido la de A. nacarii.

Hemos analizado la expresién del gen S100 calcium binding protein en tejido
gonadal de machos y hembras del esturién A. naccarii. Para tal fin, hemos disefiado
una pareja de cebadores usando como base la secuencia consenso de los 3 clones
obtenidos mediante hibridacion substractiva en A. naccarii, y que mediante PCR
convencional amplifican un fragmento de aproximadamente 200pb en cDNA de
gonadas de hembras encontrando ausencia de amplificado cuando usamos cDNA de
gonadas de macho (FIGURA 60). (Las condiciones de amplificacién se encuentran

detalladas en Material y Métodos, apartado 3.2.5.1).
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FIGURA 60: Electroforesis de la PCR realizada con los primers disefiados para
Calcium Binding, en cDNA se observa que mientras que en hembras hay
amplificacion de un tamano de 200pb, en machos no existe amplificado.

Para comprobar la ausencia de amplificacion en gdénadas masculinas,
realizamos el analisis de la expresion de este gen en las muestras de tejido gonadal
tanto de hembras como de machos mediante PCR cuantitativa. Las condiciones de
amplificacion, réplicas, asi como condiciones para amplificar el gen de la B-actina se

explican en Material y Métodos apartado 3.2.14).

De la misma forma que en el estudio de los genes anteriores, la cuantificacion
de la expresién se ha llevado a cabo mediante el método 2 delta-delta Ct (2AACt) 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 asi como la desviacion

standar para el gen S100 calcium-binding y para la p-actina.

Muestras Genes Cua:_r;;féic\?aclon Rel Quant SD Corrected Rel Quant SD Mean Ct Ct SD
hembras S100Calcium-binding 1 0,18181 0,18181 2190 0,26229
machos  S100Calcium-binding 0,00085 0,00017 0,00017 32,09 0,28753
hembras B-actina 1 0,29521 0,29521 20,35 0,42590
machos B-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, asi como la desviacion standar para el gen S100
calcium-binding, junto los valores para la $-actina
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Para el gen S100 calcium-binding observamos un valor medio de Ct mucho
mas bajo en el caso de las hembras (21.90) en comparacién con la de machos
(32.09). Como ya veniamos observando, en el caso del gen de la B-actina
encontramos valores similares en Ct para hembras y para machos (alrededor de 20.5)

y similares a los obtenidos en analisis anteriores.

Esta diferencia entre hembras y machos de mas de 10 puntos en los valores de
Ct para el gen S100 calcium-binding, se ve reflejada cuando los representamos en
una grafica (FIGURA 61).

Mediante el analisis de varianza de un factor (Stat/ANOVA/One-Way) seguido
de un analisis MSD (Desviacion Cuadratica Media) posthoc para comparaciones
multiples, comprobamos que las diferencias eran significativas, de manera que para el
gen S100 Calcium-binding existe expresion diferencial en tejido gonadal entre

hembras y machos de esturion (TABLA 31).

- S100Calcium- binding - B-actina

1,20 —

1,00 —

0,80 —

Relative Fold Expression

0,60 —

0,40 —

0,20

Hembras S100Calcium-binding Machos S100Calcium-binding Hembras B-actina Machos B-actina

Condition

FIGURA 61: Gréafica proporcionada por el programa del termociclador iQ5, en el
que se muestra la expresion diferencial en el gen Calcium binding, entre machos y
hembras, mientras que el gen de la B-actina, tiene la misma expresion para ambos

sexos, también se sefala la desviacion standar para ambos genes.
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(I) Muestras  (J) Muestras Diferencia Error Sig. | Intervalo de confianza | Intervalo de confianza
de medias tipico al 99% al 95%
(=) Limite | Limite | Limite | Limite

inferior superior inferior superior

ol binding -10,18'|  047| oo00| -1069| 968 -1056| -9.81

Hembras  Practna 156 |  017| 000| 1,05 2,07 1,19 1,93
gigl:; E"gﬁ:ﬂz 139" 07| 0,00 0,88 1,89 1,01 1,76
e inding 1018 | 017| 000| 968 1069 981 1056

Machos Eznc“t?r:gs 11,75 0,17| 0,00 11,24 12,26 11,38 12,12
gigl:; E"gﬁ:ﬂz 11,57 017| o000| 11,07 12,08 11,20 11,95
e inding 456 | 017 000| 207 105 193 119

g:lf;ri]l?;-binding 11,75 0,17| 0,00[ -12,26 -11,24 12,12 -11,38

Ei”c“t?r:gs g"i‘;:gz 76| 017| 033| 068 0,33 0,54 0,19
e sinding 139|017 o00| 189  -08|  -176[ 1,01

“Cﬂjli?f;_binding 157 047| o000| -1208| 1107 -1195] -11.20

Bt i 017 017| 033| 0,33 068 -019| 054

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 expresion del gen calcium binding entre machos y
hembras son significativas, basandonos en los métodos estadisticos que hemos
aplicado.
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5. Discusion

La discusion de esta Memoria se ha estructurado en dos apartados
generales que vienen marcados por los dos grupos de especies estudiadas
(peces planos y esturiones) asi como los analisis llevados a cabo en cada uno
de estos grupos (Gendmica estructural y Gendmica funcional). Asi, se ha
realizado: (1) un analisis 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 expresion genética diferencial entre machos y hembras del
esturion Accipenser naccari de genes relacionados con la diferenciacion

gonadal y caracterizados previamente mediante hibridacion sustractiva.
5.1. Estudios de Gendmica 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 tandem o0 en secuencias repetidas dispersas
dependiendo a las distintas organizaciones gendmicas. A su vez, el ADN
repetido puede clasificarse segun su abundancia en el genoma como ADN

altamente repetido o moderadamente repetido

El ADN altamente repetido en tandem es el denominado ADN satélite.
Esta fraccion del ADN suele localizarse en bloques heterocromaticos en zonas
cromosdémicas concretas, tales como regiones centroméricas Yy
pericentroméricas asi 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 Sacl en la especie H. hippoglosus (fletan) y
la familia de ADN satélite Pvull en las especies del Género Solea, S.
senegalensis, S, solea y S. lascaris. En este sentido, previamente sélo se
habian caracterizado en este Orden otros dos ADN satélite. La familia Al-Hindlll
en la especie Achirus lineatus (Familia Achiridae) por Azevedo et al. (2005) y el
ADN satélite Dral de acedia Dicologloglossa cuneata (Familia Soleidae) por De
la Herran et al., 2008).
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5.1.1.1. Caracteristicas moleculares.

La longitud tipica de la unidad de repeticion del ADN satélite varia entre
160 y 180 pb o 320-360 pb (Sharman & Raina 2005; Plohl et al., 2008). Los
ADN satélites caracterizados en peces planos estan incluidos dentro de estos
dos rangos. Asi, el ADN satélite aislado en la especie Hippoglossus
hippoglossus, presentd una longitud de la unidad monomérica entre 330 y 337
pb. Por otro lado, la secuencia Pvull aislada en especies del Género Solea
presentaron longitudes entre 160-177 pb en sus secuencias consensos. El
tamafno de la unidad monomérica del ADN satélite Pvull, se asemeja a los
tamafos de las unidades de repeticion tanto del ADN satélite Al-Hindlll
caracterizado en Achirus, que presenta una longitud de 204 pb y al ADN
satélite Dral de Dicologloglossa cuneata con una longitud de 171pb. Es
interesante recalcar que esta ultima 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 repeticion de ADN satélite,
observadas en otras especies de peces, presentan longitudes correspondientes
al rango menor, sobre todo aquellos ADNs satélites con localizacion
centromérica (Choo, 1997), tal como ocurre con los ADN satélites
centroméricos EcoRI de esparidos (Garrido Ramos et al. 1995 y De la Herran el
at., 2001), HpAl de salmén (Vinas et al., 2004) o Pstl de esturiones (Robles et

al. 2005,), y los ya enumerados con anterioridad de peces planos.

Sin embargo, la longitud del monémero Sacl del fletan entraria dentro
del rango mayor de longitud. Este tamafio mayor de la unidad de repeticidn
viene motivado por la rapida evolucion que pueden sufrir estas secuencias en
los que intervienen fendmenos de duplicacion 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 esparidos debido a una
duplicacién de la unidad de repeticion.

En resumen, podriamos 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 mondémeros 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 sefialar 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 Pvull y Sacl, un alto porcentaje de A-T, existiendo series cortas

consecutivas de cada uno de estos nucledtidos 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
pondria de manifiesto un posible origen de la unidad de repeticion a partir de
duplicaciones de una secuencia ancestral mas pequefa. De hecho, este es el
caso descrito para el ADN satélite Dral de D. cuneata generado a partir de una

secuencia inicial de 9 nucleodtidos (De la Herran et al., 2008)

En cuanto a la homologia entre unidades de repeticion, en ambos ADN
satélite hemos encontrado que es muy elevada, alcanzando en el caso del
satélite Sacl 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 homologia entre
sus secuencias (Azevedo et al. 2005, De la Herran 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 Hindlll de especies de los géneros Ostrea y Crassotrea (Lopez-Flores
et al.,, 2009). Dos son las razones aducidas para explicar tan alta identidad
entre unidades de repeticién en la misma especie: por un lado, podria deberse
a la presencia de una secuencia monomerica “canénica” en el genoma de tales
especies. Por otro, y como se discutira posteriormente, puede ser debido a los
procesos moleculares intrinsecos que operan en este tipo de secuencias
repetidas, en las cuales, ademas de los procesos de cambio producidos por
mutacion, intervienen mecanismos de homogenizacién, tales como
entrecruzamiento desigual entre cromatidas hermanas y no hermanas,
conversion génica y transposicion (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, mostrarian una alta eficacia en los mecanismos de
homogenizacion, algo que parece caracteristico en todas las secuencias

repetidas aisladas hasta este momento en especies de peces planos.

5.1.1.2. Localizacién cromosémica.

Todas estas caracteristicas resenadas en el apartado anterior (tamafo
de mondmero, porcentaje de AT y presencia de motivos repetidos) para las
familias Sacl y Pvull, son comunes a la mayoria de los ADNs centroméricos
(Singer., 1982; Garrido Ramos et al., 1995; Choo et al., 1977).

En este sentido, tal como demuestra la hibridacion in situ, estas dos
familias de ADN satélite se localizan en la region centromérica de la mayoria de
los cromosomas del complemento de cada especie (FIGURA 10y FIGURA 16),

tal como cabria esperar de sus caracteristicas moleculares.

Esta localizacion es compartida con los otros dos satélites
caracterizados en estudios previos en peces planos, el de acedia y el de

Achirus.

En peces, se ha descrito la presencia de un satélite particular en los
centromeros de todos los cromosomas del complemento como ocurre en los
esparidos (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 senales de hibridacidon en algunas parejas
cromosomicas, no es un hecho excepcional, puesto que también se ha
observado en otras especies de peces (Phillips y Reed., 1996; Vifas et al.,
2004, Robles et al., 2003), incluido el ADN satélite Dral de acedia (De la Herran
el al., 2008). Segun Haaf et al., 1993, esto podria ser explicado por una relativa
mayor eficacia de la homogenizacién intracromosdmica sobre la expansion y

homogenizacion 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 sefales de hibridacion en dos parejas
cromosomicas. Este resultado también podria 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 expansion intracromosomica, no fuese lo suficientemente elevada para

que la sefal de fluorescencia pueda ser observada.

5.1.1.3. Significado funcional de los ADN satélite Sacl y Pvull.

La presencia de al menos una familia de ADN satélite en lo centrémeros
de los cromosomas eucariotas puede indicar la importancia de estas
secuencias en la estructura y funcién del centrémero (Martin., 2007). Sin
embargo, los mecanismos por los cuales podria llevar a cabo dicha funcién
centromérica no estan aclarados (Choo., 2000; Henikoff et al., 2012; Pholh et
al., 2008).

En este sentido, el porcentaje rico en AT de estas secuencias
centroméricas asi como la presencia de cortas repeticiones espaciadas de
estos nucledtidos se han relacionado con propiedades estereofisicas 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 especificas que inducen plegamientos
de la cromatina en presencia dominios proteicos HMG (Radic et al 1992),
dominios conservados e involucrados en la organizacion de la cromatina de los

centromeros de los vertebrados (Slama-Schwok et al., 2000; Klass et al., 2003).

Otra caracteristica 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), ratéon (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 Sacl y Pvull los motivos encontrados son
similares a CTG(A/C)A(A/T), GA(C/T/IG)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; ViAas 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
algun caso se ha demostrado la transcripcion de un satélite sexo especifico
(Rouleux-Bonnin, Bigot & Bigot., 2004). En este sentido el ADN satélite Sacl de

fletan ha sido encontrado en una libreria de secuencias transcritas. En
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principio, debido a que los clones encontrados presentan homologia a una
unidad de repeticion completa y repeticiones parciales (FIGURA 11) podiamos
pensar que nos encontramos ante una contaminacion de ADN genomico de la
base de datos de EST de esta especie. Sien embargo, serian necesarios
estudios adicionales para intentar dilucidar si Sacl se transcribe realmente y

comprender su posible papel a este nivel en el genoma de H. hippoglossus.

Por ultimo y en cuanto a la caracterizacion de la secuencia Sac | es de
destacar que del analisis 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 acedia (De la
Herran 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 centromeéricos, la
coincidencia de todas estas caracteristicas descritas nos hace pensar que las
secuencias Sacl y Pvull pueden jugar un posible papel en la funcion

centromérica en el fletan y del lenguado respectivamente.

5.1.1.4. Andlisis 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 Herran et al., 2001). Sin embargo,
cuando se comparan los ADN satélites aislados entre especies de peces
planos, estos son muy divergentes en sus secuencias monomeéricas, siendo
familias de ADN satélites distintas. Asi, tenemos la secuencia Sacl que parece
ser exclusiva del fletan, el ADN satélite Pvull restringido a las especies del
geénero Solea, el ADN satélite Dral presente solo en acedia y la secuencia Al-
Hind de Achirus.

La rapida evolucion de estas secuencias produce cambios tanto en su
secuencia como en su abundancia y a menudo resultan en variantes especie-
especificas y/o en la generacion 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 sefalar que tal y como
sucede con los dos ADNs satélites descritos en peces planos que no
presentaban homologia entre si, los dos ADN satélites aislados en este trabajo

tampoco presenta homologia con ninguno de ellos ni entre si.

El satélite Sac | del fletan soélo estd presente en esta especie no
presentando sefales de hibridacion 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 esta
presente en otras familias del Orden Pleuronectiformes. Sin embargo, seria
necesario profundizar mas en este aspecto, y analizar mas especies de otras
familias y fundamentalmente especies de la familia Pleuronectidae a la que

pertenece el fletan.

Por otro lado el ADN satélie Pvu Il del lenguado sélo parece estar
presente en las especies del género Solea no observandose 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 mondmeros 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
pequefio 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 provocaria, 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 si, como por ejemplo en el caso de los Esparidos que se
pueden separar en dos linajes distintos en funcion de la presencia o ausencia
de la familia de ADN satélite Dral (Garrido-Ramos et al., 1998; 1999; De la
Herran et al., 2001).

-165 -



5. Discusion

La restriccidn de este satélite a la especie H.hippoglossus de entre todas
las especies analizadas tal y como hemos comprobado por Southern blot asi
como la alta homologia, que presentan los diferentes mondmeros que se
clonaron vy su falta de hibridacion 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 duplicacién 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 Herran et al., 2001).

Por otro lado la secuencia Pvull si que esta presente en mas 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 conclusion se llega cuando
comparando la variabilidad intraespecifica con la divergencia interespecifica se
observa como la identidad entre los mondmeros 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 arbol filogenético entre las distintas
secuencias por el método del vecino mas proximo y se comprueba que estas
se agrupan por especies (FIGURA 15). Se ha propuesto que este hecho es
consecuencia de la homogenizacion de las secuencias mediante mecanismos
de conversion génica, tales como transferencia no reciproca y distribucion
aleatoria del material genético en la meiosis y segregacion meidtica (Plohl et
al., 2012).

5.1.2. Secuencia de ADN repetido ACA 72.

5.1.2.1. Aislamiento y localizacion 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 presentd una
homologia de 88% con 87 pb de un ADN repetido de Lepomis macrochirus.
Este dato nos hizo pensar que el inserto contenido en este clon podria
corresponder a la secuencia de un ADN repetido no detectado hasta ahora en

el lenguado.
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Mediante amplificacion por PCR con primers disefiados “ex profeso”
obtuvimos un patron de amplificado correspondiente a un ADN repetido (Ver
apartado 4.1.2.1 de Resultados). Uno de los clones obtenidos se utilizé como
sonda de hibridacién sobre cromosomas metafisicos de S. senegalensis. En
esta hibridaciéon se pudo observar sefal positiva sobre una sola pareja de
cromosomas (FIGURA 16). Esta caracteristica resulta peculiar, ya que,
generalmente, y tal como hemos sefialado anteriormente los ADNs satélites se
localizan en todos los cromosomas de un cariotipo o en la mayoria de ellos. La
presencia de un ADN repetido en un unico cromosoma del complemento de
una especie es un caso inusual y generalmente afecta a regiones
cromosdmicas especificas (Jamilena et al., 1993) o cromosomas especiales
tales como sexuales o cromosomas accesorios (Birchler et al.,, 1993; Ruiz
Rejon et al., 1994; Shibata et al., 1999; De la Herran et al., 2001). En este
ultimo caso la presencia del ADN repetido en una pareja de cromosomas de la
lledcea Muscari comosum coincidia con una banda heterocromatica, indicando

que este ADN repetido habria sufrido una gran amplificacion.

Tanto la localizacion 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 evolucién inicial de
un ADN repetido puede estar limitado por propiedades nucleotipicas, por
ejemplo la disposicion espacial de los cromosomas en el nucleo, (Ruiz Rején et

al., 1988) y por reordenaciones cromosdémicas en interfase.

En este sentido los datos obtenidos en genomas de peces modelos
pueden arrojar luz sobre la localizacion y abundancia de ACA72. Por un lado,
hemos comprobado que la secuencia ACA72 se localizada en un unico locus
cromosdmico de todas las especies modelo (FIGURA 33). Este resultado
confirma la hibridacién in situ, con una unica sefial de hibridacion 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 senal de
hibridacion “in situ” que aparece sobre los unicos cromosomas que la

muestran. Adicionalmente, el analisis de la secuencia en las especies modelo
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puso de manifiesto la existencia de pocas unidades de repeticion (de 7 a
menos de 30) en sus genomas. Estas observaciones nos hacen suponer que la
secuencia ACA 72 es una secuencia repetida en tandem, que esta poco

representada en el genoma de peces planos y localizada en un unico locus.

5.1.2.2. Conservacion de la secuencia ACA 72.

La secuencia consenso del ACA72 fue enviada a la bases de datos
EMBL/GeneBank en busqueda de homologias. Como cabia esperar, presentd
homologia con la secuencia BG16 con accession number AB095087
perteneciente a un ADN satélite de L. macrochirus (Perciformes), ya que fue a
partir de esta comparacion como se identificé su existencia. Pero ademas,
también mostré homologia con una secuencia de un BAC, DKEY-69C19 con

accession number BX088538 del pez Danio rerio (pez Zebra), un ciprinido.

Estas similitudes con otros peces que no son peces planos, nos llevo a
pensar que este ADN repetido podria estar muy conservado. Para comprobar
esta idea realizamos distintos analisis. Asi, 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 azevia, Solea lascaris, Dicologoglossa
cuneata, Solea solea, Synaptura lusitanica, Citharus linguatula, Arnoglossus
thori, Arnoglossus laterna, Scohphthalmus maximus. También utilizando los
primers disefiados en el lenguado se amplific6 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 mas extendida

dentro de este Orden Perciformes.

Por ultimo, y mediante diferentes motores de busqueda, pudimos

encontrar en las bases de datos secuencias homologas a ACA72 en otros
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grupos de peces. Asi, inicialmente, constatamos la presencia de ACA72 en otra
especie de Perciforme como la lubina (D. labrax) y también se detectaron
homologias con secuencias de genomas de peces modelos, tales como fugus,
tetraodon, medaka, espinoso y pez zebra (FIGURA 33). Esto indicaria la
existencia de una secuencia repetida y conservada en casi todos los peces. En
este punto habria 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, podria indicar que ACA72 no esta presente en los genomas de estas
especies, originandose después de la diversificacion de estos dos grupos. Sin
embargo, otra explicacion seria 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 superordenes de teledsteos. Zuogang et al. (2006), utilizando
el genoma del ADN mitocondrial, han datado que la diversificacién de algunos
grupos de teleosteos, entre ellos el superorden Ostariophysi, en el cual se
incluye el Orden Cypriniforme (analizado en esta Memoria), ocurrié hace unos
282 millones de anos. Este dato, indicaria que ACA72 tiene un origen anterior a
este suceso, pues también esta presente en el Superorden Acanthopterygii (de
los cuales hemos analizado cinco o6rdenes) y que se separaron con

anterioridad.

Los diferentes tipos de secuencias repetidas, en tandem, dispersa,
altamente repetidas o con numero bajo de copias, constituyen la arquitectura
genodmica nuclear (Cioffi y Bertollo., 2012). Entre ellas, secuencias repetidas en
tandem y que se encuentren conservadas han sido descritas ampliamente en la
bibliografia. Por un lado, aquellas secuencias con funcién conocida como
pueden ser los genes del ARN ribosdmico o de las histonas, y por otro,
secuencias no geénicas altamente repetidas y generalmente localizadas en
regiones concretas de los cromosoma como los teldmeros y los centromeros,
como casos de familias de ADN satélite que estan conservadas en grandes

grupos de especies (esturiones, cetaceos...).

-169 -



5. Discusion

La existencia de ADN repetido ha sido estudiada ampliamente en
invertebrados y mamiferos, 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 numero reducido de repeticiones. Por otro lado, no se localiza en
centromeros o teldmeros. Seria, por tanto, la primera vez que se describe una
ADN repetido en tandem, conservado en un gran grupo de especies y que se
localiza en una region concreta de una sola pareja cromosémica. Esta
observacion 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 distribucion en
los genomas de estas secuencias repetidas como transposicion o formacion de

bucles de recombinacion.

La secuencia ACA 72 presenta dos caracteristicas tales como el poseer
una organizacion interna en la que existen duplicaciones directas e inversas
asi como el hecho de estar flanqueada por dos regiones palindromicas, como
veremos posteriormente. Esto induce pensar que su origen podria haber sido
un elemento moévil que posteriormente ha perdido la capacidad de
transposicion quedando localizado en un solo cromosoma del complemento. El
origen de un ADN satélite repetido en tandem a partir de un elemento movil
esta ampliamente descrito en la bibliografia, siendo un ejemplo e, ADN satélite
Hindi de ostras, originado a partir del elemento mévil CvA, de las familia de los
Perl (Lopez-Flores., 2003)

Una de las caracteristicas de este ADN repetido puesta de manifiesto
tanto in silico como in vitro es que las posibles unidades de repeticidn en las
distintas especies, presentaron tamanos diferentes. Esto nos llevd a
plantearnos un estudio molecular sobre la estructura y organizacion interna de

la secuencia ACA72 en todas las especies.
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5.1.2.3. Caracterizacion de la secuencia ACA 72.

En un primer momento, observamos diferentes tamanos de amplificado
dentro de los peces planos. Por un lado, esta el grupo de especies cuyas
secuencias presentan un tamafo alrededor 250-270 pb, formado por tres
especies y por otro el resto de especies analizadas (TABLA 14) cuyo tamafo
de amplificado varié entre 411-543 pb. Una caracteristica de todas ellas, es una
gran homologia intraespecifica, con valores superiores al 90% en todos los
casos (Anexo Il). Del alineamiento multiple de las todas secuencias de peces
planos podemos definir unas regiones que se encuentra mas 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, segun la especie, mientras que la tercera sélo se
encuentra una vez en cada mondémero. La longitud de estas cajas es variable,
las dos primeras A y B presentan una longitud parecida (30-35 nucleétidos) y la
tercera la caja C posee una longitud practicamente del doble de las dos
anteriores (72 nucledtidos). Es muy interesante el hecho de la gran homologia
entre estas tres cajas. Asi, y tal como se muestra en la FIGURA 29, la caja A
presenta homologia con la inversa complementaria de B y ambas, con la caja
C, la cual, es una secuencia palindromica formada por las secuencias directas
y secuencias inversas complementarias de A y B. De esta forma, ACA72 se
habia generado a partir de una secuencia de unos 35 nucledtidos que se
encuentran presentes varias veces en el monémero tanto de forma directa
como su inversa complementaria. La formacion 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 acedia, en el cual, se
puede observar que la familia Dral esta originada a partir de duplicaciones de

un motivo conservado de 9 nucleétidos (De la Herran et al., 2008).

Un analisis posterior se realizé para poner de manifiesto la presencia de
esta secuencia en los genomas de otros peces. De esta forma y después de
realizar una busqueda de las regiones conservadas de la secuencia ACA72 en
las bases de datos de los genomas de las especies modelo de peces, nos
permiti6 comprobar, igualmente, que estas regiones se encuentran presentes

en todos ellos. Su organizaciéon y tamafio de repeticién es variable (siendo
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siempre mayor a los amplificados obtenidos en esta Memoria), asi como el

cromosoma del cariotipo en el que se localiza (FIGURA 33).

Este dato, posiblemente indicaria que en peces planos y en las especies
de perciformes analizadas, no hayamos caracterizado la unidad de repeticion
completa, debido a la organizacion 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 taxondémicos. 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
posicion nucleotidica de la secuencia ACA72 en todas las especies de peces
planos. El andlisis de las distancias, permitié realizar un analisis filogenético
mediante los métodos del vecino mas proximo (Neighbor-Joining) y el UPGMA.
Se pudo comprobar que las secuencias se agrupan por afinidad taxonémica,
estando todas las secuencias de una especie mas proximas entre si que con
las secuencias de otras especies lo que puede senalar que la secuencia esta

sufriendo un proceso de evolucién concertada (Dovers et al., 1982).

Una vez comprobada la evolucién concertada de la secuencia ACA 72 y
que esta presente en todos los peces analizados mediante amplificacion por
PCR de la unidad de repeticion ACA72, se realizd un arbol filogenético usando
la informacion obtenida de su secuencia. Del arbol obtenido es posible inferir
varios puntos de interés en cuanto a las relaciones filogenéticos de los
diferentes grupos incluidos. Asi en primer lugar comprobamos la separacion 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 relacion existente entre las especies Solea
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senegalensis, Microchirus azevia, Solea lascaris y Dicologoglossa cuneata,
puesta previamente de manifiesto en otros estudios genéticos (Infante et al.,
2004; Pardo et al.,, 2005). Ademas, también se ha demostrado la estrecha
relacion existente entre Pleuronectes platessa e Hippoglossus hippoglossus,
ambas consideradas actualmente dentro de la Familia Pleuronectidae

confirmando asi estudios previos como los de Espifieira et al., 2008.

Una vez comprobado que este ACA72 también esta presente en el
genoma de peces modelo y dado que habiamos comprobado que ACA 72 es
capaz de distinguir entre las especies de dos Ordenes de peces diferentes nos
propusimos la realizacion de una filogenia. En ella se incluyeron todas las
especies, tanto de érdenes Pleuronectiformes y Perciformes como las especies
modelos de Teledsteos. En el arbol obtenido, en este caso utilizando una
secuencia consenso comun se puede apreciar como se agrupan por afinidad
taxondmica todas las especies. Asi, las especies pertenecientes al Superorden
Acantohopterygii aparecen juntas, separandose de las del Superorden
Ostariophysi. A su vez, dentro de cada uno de ellos, se observa la separacion
de los diferentes 6rdenes. Estos resultados ponen de manifiesto la relaciéon
mas préxima 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 situacién (Li et al., 2008).

Estos resultados revelan que el ADN repetido ACA72 es un marcador util
en estudios filogenéticos y que puede ser, por tanto, una herramienta a
considerar para el analisis de las relaciones, el origen y la antiguedad de los

grandes grupos de peces Teledsteos.

5.2. Estudios de gendémica funcional: hibridacién sustractiva en

esturiones

La determinacion del sexo en las distintas especies de esturiones es un
proceso que, hasta la fecha, no esta nada claro. Tal y como senalan Ludwig et
al. (2001) el tamanio 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 hibridacién sustractiva que, de
acuerdo con Wuertz et al. (2006), compara la expresion diferencial, en nuestro
caso de gonadas de machos y hembras, y por lo tanto podria ser un abordaje
que permitiera avanzar en el conocimiento de los genes involucrados en la

determinacion y diferenciacion gonadal.

En este sentido hay que sefialar que los distintos marcadores empleados
(RAPDs, SSCPs, AFLPs ISSRs) para encontrar marcadores moleculares sexo-
especificos 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 expresion, algunos genes relacionados con el determinismo sexual puesto
de manifiesto previamente en otras especies de peces. Por ejemplo, la especie
de esturion A. schrenckii presenta expresion diferencial entre machos y
hembras de genes Sox (Chen et al., 2006). Estos genes codifican para factores
de transcripcion relacionados con el gen Sry de mamiferos. 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 expresion en estadios tempranos de
desarrollo incluyendo etapas entre uno y dos anos. Es a partir de los tres afios
cuando se observa su expresion en testiculos de machos y en los ovarios de

las hembras.

Recientemente (Berbejillo et al., 2012) han analizado la expresion
diferencial, de algunos genes implicados en la diferenciacion sexual, mediante
la comparacion de los patrones de expresion en las gonadas indiferenciadas en
el esturion Acipenser baerii. En este trabajo se observa un claro dimorfismo en
la expresion de siete genes que aparecen mas sobre-expresado en machos
que en hembras, manteniéndose esta situacion hasta estadios mas maduros

sexualmente.

5.2.1. Hibridacién sustractiva en A. nacarii

Este es el primer intento realizado de caracterizacion de la expresion
diferencial mediante hibridacidon sustractiva en esturiones, en concreto se ha

llevado a cabo en la especie A. naccarii.
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La hibridacion subtractiva es una técnica que ha sido ampliamente
empleada por numerosos grupos para investigar varios aspectos de la fisiologia
de peces incluyendo reproduccién y desarrollo (Larkin et al., 2003, Hayashi y
Spencer 2005; Xie et al. 2012) y tradicionalmente se ha utilizado para analizar
la expresioén diferencial de peces en relacion con patégenos y productos téxicos
(Bayneet al., 2001; Chapman et al., 2004; Tsoi et al., 2004; Wang and Wu,
2007).

De los resultados obtenidos en nuestros experimentos de hibridacion
sustractiva se observa que la extraccion de ARN tanto en machos como 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 retranscripcion de este ARN a ADNc
también fueron de buena calidad (TABLA 18)

Los resultados obtenidos en los dos experimentos realizados de
hibridacién sustractiva entre los ADNc de machos y de hembras son diferentes.
Por un lado en la genoteca de machos, la mayoria de las secuencias obtenidas
tienen homologia con anotaciones de proteinas ribosomales. Este dato podria
esperarse dado que, como se ha sefalado en la bibliografia (Diaz de Cerio et
al., 2012) en el proceso de maduracion de las génadas se pueden producir
incrementos en la expresion de lo genes ribosomicos segun el estadio de
desarrollo del individuo. Esto, podria deberse al hecho que en el proceso de
formacion gonadal se necesite una mayor cantidad de sintesis proteica, lo que

estaria favorecido por la sintesis de proteinas ribosémicas.

Por lo que se refiere a la libreria de hembras el porcentaje de
secuencias con homologia en las bases de datos fue menor que en la libreria
de machos, pero sin embargo encontramos mayor diversidad en cuanto al
numero y tipo de genes. Es en esta libreria donde hemos encontrado algunos
genes relacionados con los procesos de desarrollo gonadal tales como los
genes ZP, proteina de unién al calcio y ferritina, los cuales, fueron analizados

en esta Memoria.
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5.2.1.1. Andlisis de los genes de la zona pelGcida (ZP).

Los ovocitos de los vertebrados estan rodeados de una matriz
extracelular conocida como envoltura vitelina en anfibios, corion en peces,

membrana perivitelina en reptiles-aves y zona pelucida en mamiferos.

Esta matriz consta de entre dos a cuatro glicoproteinas principales
llamadas proteinas de la zona pelucida (ZP) (Wassarman et al ., 2008); que
sirven de proteccion al embrion durante la segmentacion y evita que este se fije
al oviducto en su migracién al utero (Moore y Persaud., 2000). También tiene
varias funciones fundamentales en la fecundacién: por un lado, constituye una
barrera ante las fecundaciones interespecificas, ya que participa activamente
en el reconocimiento y union especifica entre los gametos (funcion importante
cuando la fecundacidn es externa). También facilita la union del
espermatozoide al 6vulo y da comienzo a la reaccion acrosdmica una vez
producida la fusién 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 poliespermatico.

Las proteinas ZP estan 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 pelucida esta formada por unos filamentos compuestos, a su
vez, por dimeros de proteinas ZP2 y ZP3, que a su vez se encuentran unidas
por la proteina ZP1, formando una especie de malla. La ZP1 es un filamento
homodimérico que estabiliza las uniones heterodiméricas de ZP2 y ZP3. La
proteina ZP3 actua como receptor primario para el espermatozoide mientras
que la ZP2 seria un receptor secundario que se uniria al acrosoma y

contribuiria a establecer uniones mas estrechas con el espermatozoide.

Con respecto a ZP3, esta glicoproteina es un componente muy
importante de la zona pelucida ya que es esencial para la fecundacion,

actuando como receptor del espermatozoide.

La estructura del dominio de ZP3 refleja su funcién bioldgica dual. La
mayoria de la proteina se compone de un moédulo de polimerizacion 260
residuos, el dominio llamado ZP (Bork y Sander., 1992), seguido por una region
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C-terminal de 40 aminoacidos que es especifica para ZP3 y se encuentra
implicada en la interaccion con el espermatozoide (Wassarman y Litscher.,
2008).

Centrandonos 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
comun (Chang et al., 1996), en el carpin (Fan et al., 2001), en la trucha arcoiris
(Hyliner et al 2001), en el half-smooth tongue sole (Sun et al.,, 2010) y en el

esturion chino (Chuang-Ju et al., 2011).

El lugar de sintesis y regulacion de las proteinas ZP varia entre
especies. Se sintetizan principalmente en el higado en algunas especies de
peces teledsteos (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 sintesis ocurre
en las células de la granulosa y en el higado (Waclawek et al., 1998; Bausek et
al., 2000); en el raton, humanos y Xenopus la sintesis 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 esturion chino tiene lugar en higado, rindn, bazo,
corazén y ovario si se trata de la proteina ZP3.1 y solo en la gbnada 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 hibridaciéon substractiva hemos
encontrado un conjunto de secuencias que dan homologia con estos genes
pertenecientes a la familia ZP3 de A. sinensis. Mediante el alineamiento de
todos los conting obtenidos se ve que, en funciéon de la homologia 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 homologia del 95%
con el gen ZP3.2 de esta especie y un segundo grupo formado por 16
secuencias que presentan una homologia del 92% con el gen ZP3.3.

Esto puso de manifiesto que en la hibridacién sustractiva habiamos
obtenido dos genes ZP, ZP3.2 y ZP3.3. Para confirmarlo, y a partir de la
informacion de estos genes en la especie A. sinensis, se disefaros 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 si. Adicionalmente, utilizando la secuencia completa de estos
genes en varias especies, se realizé una filogenia, la cual puso de manifiesto la
mayor relacion interespecifica entre genes ZP3.3 y ZP3.2, que entre ellos
mismos (FIGURA 47). Esto indica que los genes ortélogos son mas homologos
que los genes paralogos, poniendo de manifiesto que la duplicacién de estos
genes surgid ancestralmente, ya que esta organizacion se mantiene en la

mayoria 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 homologia (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 so6lo habiamos 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 sustraccion, porque no existian
zonas de solapamiento entre ellas que permitieran su unién. Sin embargo en
este caso ordenando los diferentes grupos de secuencias obtenidas es posible

reunir practicamente todo el gen completo ZP3.3 de A. naccarii (FIGURA 46).

Se obtuvieron las secuencias completas de ambos genes en A. naccarii
mediante amplificacion con primers disenados en la secuencia del gen ZP3.3
de A. sinensis (Chuan-Ju et al., 2011)

Del andlisis de las secuencias completas de ambos genes, se comprobo
que los genes aislados en este trabajo presentaban, tanto a nivel de secuencia
de nucledtidos como a nivel de aminoacidos, las caracteristicas tipicas de estas
proteinas (Bork y Sander., 1992; (Wassarman y Litscher,., 2008).

Por lo que se refiere a su expresiéon, y mediante PCR convencional, se
utilizaron los primers especificos para cada gen disefiados en A. sinensis por Li

et al.,, 2011, ya que comprobamos que sus secuencias eran compatibles con
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las que habiamos obtenido para A. naccarii. Ambos genes ZP3.2 y ZP3.3 dan
sefal 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 tenian edad diferente.

Sin embargo cuando se analiza la expresion diferencial entre machos y
hembras mediante PCRq, se encuentra que en los individuos analizados la
obtencién de amplificado en hembras es mucho mas prematura que en machos
(FIGURA 51, FIGURA 52 y TABLA 24, TABLA 25) siendo las diferencias de
expresion estadisticamente significativas. Estos resultados, también son

congruentes con los resultados obtenidos en A. sinensis (Li et al., 2011).

5.2.1.2. Andlisis del gen la proteina de unién al calcio.

En la hibridacién 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 homologia media del 84% (mediante BlastX) con
secuencias de la proteina de unién 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 proteinas de
unién al calcio (Moore., 1965). Estas proteinas poseen una estructura comun
de bucles de unién al calcio flanqueados por dos hélices alfa (Marenholz et al
2004).

La proteina S100 intervienen en muchos procesos celulares tales como:
modulacién de la actividad de algunas protein kinasas, modulacién de
actividades enzimatica, mantenimiento de la estructura celular y su movimiento,
modulacion de sefales de transduccion y regulacién de la concentracion del

calcio (Santamaria et al., 2006).

El patron de expresion de esta familia multigénica presenta un gran
grado de especificidad tisular, de forma que muchos tejidos y tipos celulares
tienen una unica enzima con composicién proteica diferencial y con un nivel de

expresion especifico (Saris et al., 1987; Lefranc et al., 2002).
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Si bien en mamiferos la familia de proteinas S100 Calcium binding ha
sido objeto de estudio desde hace 40 afios, menos datos se tienen de esta
familia de proteinas en peces. Asi, la proteina S100A se ha descrito en los
huevos del pez Misgurnus fossilis (Ivanenkov et al., 1993), la proteina S100A10
en Solea senegalensis en relacion con la atresia folicular (Tingaud-Sequeira et
al., 2009) y otras proteinas pertenecientes a esta familia (S100B, S100P,
S100I, S100V) en diferentes especies de teledsteos (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. Andlisis del gen de la Ferritina.

La ferritina es una proteina evolutivamente muy conservada encargada
del transporte y almacenaje de los atomos de hierro en los organismos. Esta
constituida por diferentes subunidades, que se diferencian entre si en funcion
de su velocidad de absorcidén de iones y presentan expresion especifica (Chen
et la. 2008). En trabajos previos se ha comprobado que existen cambios en la
expresion de este gen en el desarrollo de ovarios en el salmén 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
informacion previa y que ya se conocia la secuencia del gen en el esturion
chino (Chen et al., 2009) se decididé analizar este gen como candidato en el

estudio de expresion diferencial que hemos realizado A. naccarii.

Las tres secuencias obtenidas que mostraban homologia para este gen
se reunieron en un unico contig de longitud igual al mayor de ellos dado que
este incluia a los otros dos. Este contig presenta una homologia del 97.3% con

el gen del esturion chino.

Una vez obtenida la secuencia completa del gen, su homologia fue del
97% a nivel de secuencia de aas con el gen aislado en A. sinensis Esta alta
homologia se mantiene con los genes del salmén (Salmo salar) y de medada

(Oryzia latipes), confirmando su alto grado de conservacién evolutiva.

Por lo que se refiere a la expresion de este gen, se ha demostrado que

el gen de la ferritina se expresa ampliamente en muchos 6rganos del esturidon
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chino, tales como: higado, pancreas, musculo, cerebro, corazén branquias y
mucosa gastrica ocurriendo igual en todos los organismo. En este trabajo
hemos demostrado la expresion de este gen en gonadas de esturion (FIGURA
55). Adicionalmente, hemos ampliado el estudio al analisis de la expresién
relativa de este gen entre machos y hembras mediante PCR a tiempo real.
Hemos analizado la expresion en cDNA en ambos sexos, no habiendo
encontrado que existan diferencias entre ellos. Tampoco hemos encontrado
diferencias entre distintos individuos con gonadas mas o menos diferenciadas,
independientemente de que fuera machos o hembras. Y aunque se ha
demostrado que existen diferencias en cuanto al predominio en la expresiéon de
las diferentes subunidades en funcién del estadio de desarrollo en algunos
peces como el salmoén (Luckenbach et al., 2008), esto no lo hemos detectado
en los esturiones, ya que quiza los estadios de desarrollo de los individuos
utilizados no son lo suficientemente distantes para encontrar diferencias
significativas en la expresion de este gen. O bien, esto no se cumple en el

esturion 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 Sacl estd 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 esta ausente en otras especies de peces

planos.

SEGUNDA. Hemos aislado y caracterizado otra familia de ADN satélite
Pvull 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, esta 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
analisis de las secuencias de las unidades monomérica de las tres especies
analizadas ha puesto de manifiesto que esta familia de ADN satélite presenta

evolucion concertada.

TERCERA. EIl analisis comparativo de las diferentes familias de ADN
satélite centromérico caracterizadas en esta Memoria, con los dos existentes
en la bibliografia (Al-Hind de Achirus y ADN satélite Dral de Dicogoglossa
cuneata) han revelado que, al contrario que en otros grupos de vertebrados,
que comparten una misma familia de ADN satélite en sus centromeros, los
peces planos presentan diferentes secuencias asociadas a la estructura del
centromero, pudiendo estar alguna de ellas solo en un grupo reducido de

especies muy relacionadas o, incluso, ser especie-especifica.

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 gendmico de lenguado por su
homologia con un ADN satélite de una especie de pez del Orden Perciforme,
Lepomis macrochirus. Mediante hibridacion in situ, se ha demostrado que este
ADN repetido se localiza a nivel intersticial en una Uunica 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, demas, en especies del Orden Perciforme como el ya

mencionado Lepomis y las especies Sparus aurata y Trachurus trachurus.

SEXTA. La busqueda en las bases de datos GenBank ha revelado que
esta secuencia se encuentra mucho mas conservada en Teledsteos pues se
han encontrado homologias con regiones concretas de una pareja de

cromosomas en especies modelo de peces.

SEPTIMA. La comparacion entre las secuencia de ACA72 de todas las
especies permitié, por un lado, establecer una estructuracién interna de la
unidad de repeticion basada en repeticiones internas, tanto directa como
reversa complementaria, y palindromos, todos ellos muy conservados, siendo
las secuencias espaciadoras entre estos motivos conservados las regiones
mas variables. Por otro lado, nos podria indicar que la secuencia aislada a
partir de PCR tanto en pleuronectiformes como perciformes podria formar parte
de una estructura mayor. Las caracteristicas moleculares de ACA72 nos hace

pensar que su origen pudo producirse a partir de un elemento movil.

OCTAVA. Tras el analisis intra e interespecifico de ACA72 podemos
concluir que este ADN repetido presenta evolucién concertada, pudiendo ser
por tanto, un excelente marcador filogenético para un grupo grande de
especies. El andlisis 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 hibridacion sustractiva hemos
construido dos genotecas (una para machos y otra para hembras) de
secuencias que potencialmente se expresan de forma diferencial en génadas
de machos y hembras del esturién 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 podrian
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estar relacionados con la diferenciacién gonadal: dos genes de la cubierta del

huevo (ZP3.2 y ZP3.3), el gen de union al calcio y la ferritina.

DECIMA. Para los genes ZP3.2 y ZP3.3 se obtuvieron sus secuencias
completas y se comprobd su homologia con estos mismos genes en el esturion
A. sinensis.. La PCR cuantitativa ha revelado una expresion diferencial de

ambos genes, expresandose en hembras mas que en machos.

UNDECIMA. En esta Memoria se describe por primera vez la proteina
de union al calcio en esturiones. Aunque se tiene una secuencia parcial, esta
sirvié para realizar una analisis de expresion en génadas de A. naccarii. La
PCR cuantitativa puso de manifiesto que este gen se expresa de forma
estadisticamente significativa mas en hembras que en machos. Aunque habra
que ampliar el estudio a gonadas menos diferenciadas, inicialmente, este gen

puede ser util para identificar machos y hembras en estadios recientes.

DUODECIMA. Se ha caracterizado el gen completo de la ferritina en A.
naccarii. Su analisis y comparacion con otras especies ha puesto de manifiesto
que este gen se encuentra muy conservado en peces.. Adicionalmente, hemos
puesto de manifiesto que tanto en génada de machos como de hembras este

gen se expresa a niveles similares.
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Tabla en la que se muestra la divergencia interespecifica entre todos los clones

pertenecientes al satélite Pvull en la familia Soleidae.
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7.2. Anexo Il

SS-CONSENSO-ACA

1 10 20 30 40 50
I I I I I I
CAGTAAGTGCTTTTTGTTGGGGTAGTGTTGGTGATTTTTTGATGTCATAT
TTGCATAATTTCAGAGGTCAGTCTTTTTGGATACCATATTGATAAACACA
ACCTCTGACATTTCTTGTACGTCTGTACAATTACCCTAACTTTAGCATTG
ACTTGAGTGTTTTTTTCAGTAAGTGCTACTTGTTGGGGCAGTTTTGTTTG
ACAATATCAACTGAATGAACAGCCAAGGAAATGGCTGTGAGCTTCCAACT
CGGATCACCTCAGATGGAACCACTCATGATTCTGGACTTCATAAGTGCTT
CTCTTTGGGGTTGTCTTGGTTGTGATGGGATCTGCAGTGGAAAAGGTCTA
AATGAACTTTCCTAAAATCCAACTTGCAATTCARATATTTAATACACCTG
CATACCCAAACATAAGCACAGACTG

Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma

de la especie Solea solea.

SS-10 SS-53 SS-54 SS-103 S5S-104 CONSENSO
§S-10 86.8 96.2 91 971 94.6
S§S-53 86.15 93.9 85.9 89.3
5S-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 homologia entre si, con una media del 92.5%.
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SL-CONSENSO-ACA

1 10 20 30 40 50
I I I I I I
CAGTAAGTGCTTCTTGTTGGGGTAGTTTTGTTTGACAATATCAACTGAAT
GAATAGCAAAGGAAAAGGTTGTGAGCTTCCAACTCGGATCACTGCAGATG
GAACCACTCATGATTCTGGGCTTCATAAGTGCTTCTCTTTGGGGTTGTCT
TGGTTGTGATGGGATCTGCAGTCGCAAAGTCTAAATGAACTACCCTGARA
TCAARATTCAACCATTTATCACCAGTATTACCCAAACAGCAAGCACAGACT
TG

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-36 941 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 homologia alta entre si, con una media del 95%.
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DC-CONSENSO-ACA

1 10 20 30 40 50
I I I I I I
CAGTAAGTGCTTTTTGTTGGGGTAGTTTTGTTTGACAATATCAACTGAAT
GAATAGCAAAGAAAATGGTTGTGAGCTCTCCAACTCAGATCACTTCAGAT
GGAACCACTCATGATTCTGGACTTCATAAGTGCTTCTCTTTGGGGTTGTC
TTGCTTGGGATGGCTTCTGCAGTGGAAACGTCTGAATGAACTATCCTAAT
ATCCAATGTGGAACTCAAATATTGATAGACATGCATTACCCAAACACCAG
CACAGACTTG

Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma

de la especie Dicologoglossa cuneata.

0% DC23 DC-24 DC-25 DC26 DC-43 DC-45 CONSENSO
DC-21 99,2 92 953 92 92 895 93,8
DC-23 926 953 926 922 895 94,6
DC-24 953 98 918 93 954
DC-25 953 946 912 95
DC-26 918 934 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 homologia entre si, con una media del 93,1%
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ACA-BP-CONSENSO

1 10 20 30 40 50
I I I I I I
CAGTAAGTGCTTTTTGTTGGGGTAGTGTTGGTGATTTTTAGAAGTCATTT
TGGTGTAATTTTAGAGGGCAGTCATTTTGGATACCATATTGATAAAACAC
AATATTGCTATTTCTTGTAAGTCTGTACAATTACCCTAACTTTAGCATTC
ACTTGACTGTTTCTTTTCAGTAAGTGCTACTTGTTGGGGCAGTTTTGTTG
GACAATATCAACTGAATGAATAGAAAACAAAATTGTTGTGAGCTTCCAAC
TCGGATCACTTCAGATGGAACCACTCATGATTCTGGTTTTCATAAGTGCT
TCTCTTTGGGGTTGTCTTGGTTGTGATGGGTTCCACATGTGGAAAAGGGG
AAGAATGAACTATCCTAAAATCTGTTCCGTGCCTCAAATATGTATTCACA
AGCAT

Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma

de la especie Bathysolea profundicola.

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 89.42 941
BP-55 941 96.1
BP-58 92.6

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite
ACA72 de Bathysolea profundicola. Las unidades monoméricas caracterizadas

presentan una homologia entre si, con una media del 90%.
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MA-CONSENSO-ACA

1 10 20 30 40 50
| | | | | |
CAGTAAGTGCTTTTTGTTGGGGTAGTGTTGGTGATTTTTAGAGGGCAGTC
ATTTTGGATACCATAGTGATAAAACACAATATAACTATTTCTTGTAAGTC
TGTACAATTACCATAACTTTAGCATTGACTTGGCTGTTTTTTTCAGTAAG
TGCTACTTGTTGGGGCAGTTTTGTTGGACAATATCAACTGAATGAATAGA
ABACAAMATTGTTGTGAGCTTCCAACTCAGATCACTTCAGATGGAACCAC
TCATGATTCTGGTCTTCATAAGTGCTTCTCTTTGGGGTTGTCTTGGTTGT
GATGGGGTTCTACACTTGGAAAAAGTCTCAATATAGCTGAATGAACTATC
CTAGAATATATTCTGATCTTCAAATATGTATCACCAGCATTACCCTAACT
CGAGAGACAGACTGAA

Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma

de la especie Microchirus azevia.

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 azevia. Las unidades monoméricas caracterizadas

presentan una homologia media de 99,9%.

-196 -



7. Anexos

BL-CONSENSO-ACA

1 10 20 30 40 50
I I I I I I
CAGTAAGTGCTTTTTGTTGGGGTAGTGTTGGTGATTTTCAGAAGTCATTT
TGGTGTAATTTTAGAGGGCGGTCCTATATTGATAAAACACAARAACACAAC
CTCTGACATCTCTTGAACGTCTGTACAATTACCCTAACTTTAGCATTGAC
TTGACTGTTGTTTTCAGTAAGTGCTATTTGTTGGGGTAGTTTTGTTTGAC
AATATCAACTGTGAATGAATAGAAAACCAAATTGTGAGCTTCCAACTCGG
ATCACTTCACATGGAACCACTCATGATTCTGGTCTTCATAAGTGCTTCTC
TTTGGGGTTGTCTTGGTTGTGGTGGTTTCTACAGTGGAAAAGTGTGAATG
AACTATCCTCAAATCTGATGTGAACTTCAATCATTTACACCCAGCATCAC
CCAAAGCATCAGCACAGACATGA

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 homologia entre si, con una media del 97,2%.
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HH-CONSENSO-ACA

1 10 20 30 40 50
I I I I I I
CAGTAAGTGCTACTTGTTGGGGTAGTATTGATGATTTCAAATGTCCATGT
TCTCTTCACAGCTGCTTTGTACATCCATTTCTGGTGTTTTATGACTGGAR
AGAACATTGCAAGTCTTTTGTATGTCTTTACTATTACCCATACACGAGCA
TTGACTTGACAGTTGAATTCAGTAAGTGCTACTTGTTGGGGCAGTTTTAA
TCGACAAAAACAATATGAAAAGACACAATGTTATGGAAATCCAACTCTGA
TCACCTCAAATAGAGCCACTCATGATTATTGGCTTCATAAGTGCTTCTCT
TTGGGGTTGTCTTGGTTGGGATATTTTCTGCAGTATAATATTTCAGTAAT
GATTCAATTCCAGTGAATGAAATCAGACATCAATAGAAACTGCTATGTAG
TTGATTGTGTATCCAAAAATATTCAGCAAAATTTGAAAATAACTTTCAGA
GGACAATTTTTTTAACAAAGCCTACATTTTGTTACACAACTAGGTGGTCA
CCGGCTTTACCCCANACCCAGACTCAGACTGAANN

Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma

de la especie Hippoglossus hippoglossus.

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

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite
ACA72 de Hippoglossus hippoglossus. Las unidades monoméricas

caracterizadas presentan una homologia alta entre si, con una media del 95%.
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PP-CONSENSO-ACA

1 10 20 30 40 50
| | | | | |
CAGTAAGTGCTTCTTGTTGGGGTAGTATTGATGATTTATAATGTCCATGC
TCTTTTCACAGCTGCTTTGTACATCCATCTCTGGTGCTTTATGACTGGAR
AGAAATATTGCAAGTCTTTTGTATGTCTTTACTATTACCCTTCACTTGAG
CATTGACTTGACAGTTGGTTTCAGTAAGTGCTACTTGTTGGGGCAGTTTT
AATCGACAAAAACAACATAAAAAGACACAATGTTATGGARATCCAACTCT
GATCACCTCAAATGGAGCTACTCATGATTACTGGCTTCATAAGTGCTTTT
CTTTGGGGTTGTCTTGGATGGGATATTTTCTGCAATATAATATTTCAGTA
ATGATTCAATTCCAGTAAATGAAATCAGACATCAATAGARAACTGCTATGT
AGTTGGGTTGTGTATTCAAAAATATTCAGTAATATTTGAAAAAAACTTTT

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 homologia entre si, con una media del 96,5%.
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Al-CONSENSO-ACA

al 10 20 30 40 50

| | | | | |
CAGTAAGTGCTATTTGTTGGGGTAGTTTCAAATGACACCACCTACTGAAT
CCATAGAAGACCACTTGGATTTAAGAATCAAGCACTGGCCACCTCAAATA
GAGACATTAATGATGAATGTTTTCATAAGTGCTTCTCTTTGGGGTTGTCT
TGGCTGAGATGTGTTATGCGTTGGAGTAGACTGACCTACAGAGTAAAAGT
TGAGACGTCACAAGTAATCAGTCATGTCTATTACCCTACCATGAGCACAA
ACTTGGTTTATTGAATTCAGTAAGTGCTATTTGTTGGGGTAGTTTTAAGT
GACGAGAGCAACTGAATCCACGGAAGACCACTTTGAGAGTCCAGCTCTGA
TCACCCTGAATGGAGACACTAATGATTCCCCTTTTCATAAGTGCTTCTAT
TTGGGGTTGTCTTGGC TGAGATGTACAACTGCGGAGAAGACCATGCAGTA
CAGATGAAGTGAGGCATAAAAACATTTCTTCACCCAGGTACCAGCTATGT
CGAACGCAACACCCCCCTTACACAAGCACAGACATGA

Secuencia consenso correspondiente a la familia ACA72 en el genoma

de la especie Arnoglossus imperialis.

Al-2 Al-3 Al-5 Al-7 Al-9 Al-10  CONSENS
Al-2 92.6 92.31 9406 9554 94.8 97.06
Al-3 94.3 92.6 94.1 93.9 94.6
Al-5 91.1 93.4 915 93.3
Al-7 96.6 95.7 9
Al-9 96.1 98.1
Al-10 96.3

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite

ACA72 de Arnoglossus imperialis. Las unidades monoméricas caracterizadas

presentan una homologia entre si, con una media del 94.1%.
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AT-CONSENSO-ACA

1 10 20 30 40 50
I I I I I I
CAGTAGTGCTTTTTGTTGGGGTAGTTTTAGTGCATCGAGAGCAACTGAAT
CCACAGAAGACCACTTTGAGAGTCCAGCTCTGACCACCCTGAATGGAGAC
ACTAATGATTCCCCTTTTCATAAGTGCTTCTCTTTGGGGTTGTCTTGGCT
GAGATGTTCCACTGCGAAGAAGACCATGCAGTACAGATGAAGTGAGGCAT
AAAAACATTTCTACAGGCAAGATACTTTCATGCTATTACCAACACCACCC
ABACACAAGCACAGACTTGA

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
AT-3 96.7 97.4 97.8 98.4 94.3 98.9
AT-4 97.8 o7 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 homologia entre si, con una media del 97%.
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LB-CONSENSO-ACA

1 10 20 30 40 50
| | | | | |
CAGTAGTGCTTCTTGTTGGGGTAGTTTTAAAGTTACAAAATCAACTGAAT
GCAAAGAAGACATACTTTTATATGAATCCAACTCTGATCACTTCAAATGG
AGCCACTAATGATTTCTGGCTTCATAAGTGCTTCTCTTTGGGGTTGTCTT
GGTTGTGACAATACCTGCACTGTTGATTCTGATTGTTACTTATTTGATGA
TTTATGTTATAATCATTTTATTTTTTACAAGACTAGCCAAGTTCATTTAT
TAGTCACTAACATTACCCTAACAAAAGTACCAACTTGACTACTGAAAGCA
GTAAGTGCTATTTGTTGGGGTAGTGTTGCTGATATTGTAAGTCTTCTCCC
ATTACACAGTTCATGAAAACTGCCATTTTAGATTTCTTAATAAAAAAACA
AACAAACACTGAAGATATCTTTTAAGTCCATACTATTACCCAAACTCAAG
CACAGACTTGA

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 homologia entre si, con una media del 96.35%.
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LW-CONSENSO-ACA

1 10 20 30 40 50
| | | | | |
CAGTAAGTGCTTTTTGTTGGGGGTAGTTTTAACAGACAAATCAACTGAAT
GCAAAGAAGACATACTTTTATATGAATCCAACTCTGATCACTTCARAAAGG
AGCCACTAATGATTTCTGCCTTCATAAGTGCTTCTCTTTGGGGTTGTCTT
GGTTGTGACAACTTCTGCAGTGGAAACATGTCTTATCAGCTGATTARAAA
ATCTACAAATTTTCATGTGAATCCAACTCTGACCACTTCAAATGGAGCCA
CTAATGATTTCTGCCTTCATAAGTGCTTCTCTTTGGGGTTGTCTTGGTTG
TGACAACTTCTGCAGTTGAGTACAATATCTACAAATTCTTTGTGAAGAAT
AACATTGGAAGATACTTTTTAAGTCCATACTATTACCCARAACTCAAGCAC
AGACATGA

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 93.4 914 971
LW-4 93.8 914 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 homologia entre si, con una media del 93.31%
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AU-CONSENSO-ACA

al 10 20
I I I

30

40

50
I

CAGTAAGTGCTACTTGTTGGGGCGGTTGCATTTGACAAAATCATCAACTG
CATGAGGAGGACATCAGGTAAAGCATTGGAATCAGACTAAGACCACCTCG
AATGGAGACACTAATGATTTTTCTGTACACAAGTGCTTCTCTTTGGGGTT
GCCTTGATTGTGAATTCACCATCACTAAAAAAACAACTTTTCACATGACC
AGCCAAACATTTTGTGCACCAAGATTACCCTACTTCAGCACAGACTTG

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 84 854 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 homologia entre si, con una media del 90%.
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TRA-CONSENSO-ACA

1 10 20 30 40 50
I I I I I I
CAGTAGTGCTATTTGTTGGGGTAGTTGTAGTGTCACAAAATCAACTGTAT
GCCAAGGACTCAAATTCCTAATGGAATCCAATTCAGATAACCTCAAATGA
AGACACTGATGATTCTTTTCCTTGCTCATAAGTGCTTCTCTTTGGGGTTG
TCTTAGTTGTGAAATGCGCCACTAGTGTACAGATTGCCTGTTCAATTTGA
TTTCAGAAAAAACAGCAAAGTGCATTCGTTTATCACCAATATTCCCCTAA
CACAAGCACAGACTTGACTTGTCAAAGCAGTAAGTGCTTTTTGTTGGGGT
AGTGTTGTTGATATCAGAAGCCACAAGGGCAACCATTCCAGACAATATGT
ATACTGTTGGATGAGCAAAATCAATTTCAAACTTCTGCGAGTCACCACTA
TTACCCTAACACAAGCACAGACTTGA

Secuencia consenso correspondiente a ACA-72 en el genoma de la

especie Trachurus trachurus.

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

Valores de la identidad entre los clones de la familia de ADN satélite
ACA72 de Trachurus trachurus. Las unidades monomeéricas caracterizadas

presentan una homologia entre si, con una media del 94,6%.
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7.3. Anexo lll
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Homologia que existe entre todas las especies de peces analizadas con
la secuencia repetida ACA-72
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7.4. Anexo IV
TABLA
DISTANCIAS " "
[ [@) () 2
o) o @ 0 <
—_— [ — Q ] — o
© 0 = [ = &) [%)] ®© (@]
 « 5 5§ £ E 5 8 ¢ % s 8
o ¢ 2 2 3 v & & g = 9 E
s o & 3 N £ 2 £ & = 2 35 ¢
0 » 8 © © =2 g8 & o £ £ 2 =
n v H O S m M T o < < _
. 0.08 0.0 0.1 01 03 0.3
S. senegalensis o 012 g 012 T 022 . 037 035 2 038 033
0.07 0.0 0.1 01 03 0.3
S. solea p g 014 L o021 T 5 035 035 037 034
S. lascaris 00 g8 00 g9 00 02 451 o5 02 555 23
5 8 9 0 8
0.06 0.1 01 03 0.3
D. cuneata 9 5 019 74 4 035 034 L 037 031
M. azevia 09 019 080 053 036 0.34 053 037 034
002 01 03 0.3
B. luteum P 5 4 035 036 ~° 037 034
. 01 03 0.3
B. profundicola 6 o 030 034 " 036 031
. 0.0 0.4
H. hippoglossus 5 006 042 ' 037 035
0.03 0.4
P. platessa 6 042 )0 036 036
) . 005 0.0
A. imperialis p g 040 039
A. thori oéo 043 0.41
L boscii 0g3 0.24
- . 0.06
L. whiffiagonis 6

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

A. thori

A. imperialis

£&5%

55103 S. solea
8810

88-64

S. lascaris

B. luteum

Arbol de distancias utilizando la variabilidad media de los clones de las
especies analizadas de peces planos analizadas con la parte mas conservada

de la secuencia ACA-72. Las secuencias se agrupan por afinidad taxonémica.
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7.6. Anexo VI
= <
T} 2 %
HOMOLOGIA | ESPECIES | A. NUMBER 2 S |3| %DE TERMINOS GO
: < E | Z |IDENTIDAD
Ll <§( a
T}
ol
PROCESO . COMPONENTE
BIOLOGICO FUNCION MOLECULAR CELULAR
BO0S Proteina | oo salar | ACN09951.1 | 9,00E-46 | 259 | 16 75 Traduccion Citosol
ribosémica L35a
60S Proteina | o116 salar | ACN10380.1 | 3,00E-18 | 309 | 3 66 Traduccion Subunidad grande del
ribosémica L13a ribosoma
QOS I?rqtelna Squal!us ACD62234.1 | 4.00E-42 | 229 |10 100 Traduccion Componepte estructural Subumdad grande del
ribosémica L8 pyrenaicus del ribosoma ribosoma
_60S Protelna Chanos ABB22762.1 | 9,00E-62 | 731 |19 81 Traduccion | Componente estructural
ribosémica L4-A chanos del ribosoma
60S Proteina | o0 salar | ACH70798.1 | 2,00E-59 | 760 | 4 94 Traduccion | Componente estructural Ribosoma
ribosémica L4-B del ribosoma
_ Proteina Hypophthalmic | - \neg7607 1 | 4,00E-57 | 316 | 8 95 Traduccion | Componente estructural Citoplasma
ribosémica PO hthys molitrix del ribosoma
60S Proteina Componente estructural Compleio
. P Salmo salar ACNO09964.1 | 3,00E-22 | 315 9 94 Traduccioén del ribosoma, RNA . plejo
ribosémica L31 binding ribonucleoproteico
60S Proteina | o116 salar | ACI69173.1 | 7,00E-55 | 167 | 4 90 Traduccion
ribosémica L10a
60S Proteina | qoimo salar | ACI67044.1 | 9,00E-50 | 891 | 14 94 Traduccion | Componente estructural | Subunidad grande del
ribosémica L17 del ribosoma ribosoma
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= <
1] 2 %
HOMOLOGIA | ESPECIES | A.NUMBER 2 S |5| %DE TERMINOS GO
: < Z Z |IDENTIDAD
W = |a
w
ol
60S Proteina = | go1mo salar | ACN10048.1 | 1,00E-47 | 1486 | 3 88 Traduccion | Componente estructural |~ Complejo
ribosémica L34 del ribosoma ribonucleoproteico
.6081Prlote|na Danio rerio NP_001002155 1,00E-70 | 547 | 4 90 Traduccién Componepte estructural Ribosoma
ribosémica L21 A del ribosoma
A0S Proteina | go 10 salar | ACN09866.1 | 2,00E-57 | 502 | 2 96 Traduccien | Componente estructural | Citosol, subunidad
ribosémica S17 del ribosoma pequefia del ribosoma
40S Proteina | gaimo salar | ACI67297.1 | 3,00E-11 | 450 | 7 96 Traduccion | Componente estructural | Citosol, subunidad
ribosémica S9 del ribosoma pequefia del ribosoma
.4OSIPr_ote|na Epln_ephelus ADG29194.1 | 6,00E-25 | 796 | 2 70 Traduccion Componepte estructural Citos~ol, subynidad
ribosémica S23 coioides del ribosoma pequefia del ribosoma
.4OS'Pr_ote|na Salmo salar ACH70842.1 | 3,00E-70 | 946 |12 93 Traduccién Componepte estructural Citos~ol, subynidad
ribosémica S12 del ribosoma pequefa del ribosoma
A0S Proteina | Hypophthalmic | \nra7614 1 | 9,00E-24 | 195 | 3 97 Traduccion | Componente estructural Ribosoma
ribosémica S3B hthys molitrix del ribosoma
40S Proteina | go 100 salar | ACI70010.1 | 6,00E-10 | 800 | 3 69 Traduccion Citosol, subunidad
ribosémica S18 pequefia del ribosoma
Ubiquitina Salmo salar | ACN09942.1 | 2,00E-48 | 371 | 6 96 Traduccion Componente estructural Ribosoma
del ribosoma
Zinc-proteina | Gallus gallus | XM-00364231 | g 0oE.72 | 423 | 3 80 Transcripcion Unién zinc
8.1 celular
Inmunoglobulina | SAIIX 1 A AMe9740.1 | 0,069 | 760 | 5 80 Respuesta Componente de la
jacchus inmune membrana
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= <
T} =3 %
HOMOLOGIA | ESPECIES | A. NUMBER 2 S 3| %DE TERMINOS GO
: <>f & | Z |IDENTIDAD
Ll 5 a
T}
ol
Superfamiliade la | 1, i verio | cue3s7s2.1 | 2,00E-21 | 749 | 3 91 Respuesta Membrana
inmunoglobulina inmune
Citocromo C- Acipenser YP_002860187 Cadena Componente de la
; ; . - 7,00E-29 | 708 |11 93 transportadora de
oxidasa sinensis 2 clectrones membrana
Interferon .,
regulacion factor X;Z?/?:S NP—0011080568 1,00E-22 | 892 | 8 56 R?%L:]I:g'r?pncgi la Unién a iones metalicos Nucleo
de unién :
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7.7. Anexo VII
| 3
(@)
Z e 2
) < ©) wa
HOMOLOGIA ESPECIES ANUMBER | Ewvalue | £ | 2 | OF TERMINOS GO
2 s & w
81 < a
4 ~
PROCESO . COMPONENTE
BIOLOGICO FUNCION MOLECULAR CELULAR
Zona pelucida Vesicula para
. . Mustela erminea | AAV31789.2 | 2,00E-05| 3 354 43 exocitosis del Actividad sefial transductora Regién extracelular
glicoproteina 2 (ZP2) aCrosoma
. . Vesicula para
Zona pgllumda proteina de Loxpdonta XP_0034189 1,00E-43 | 1 498 56 exocitosis del Actividad sefial transductora Regién extracelular
unién esperma-2 africana 38.1
acrosoma
L . Vesicula para
Z_ona pequda Ac_lpens_er AEQ59108.1 7,00E- 2 483 95 exocitosis del Actividad sefial transductora Regidén extracelular
glicoproteina B sinensis 123 aCrosoma
. . Vesicula para
. Zong peltcida Ac_|pens_er FJ610234 4,00E- 26 | 596 97,8 exocitosis del Actividad sefial transductora Regién extracelular
glicoproteina 3 b (ZP3.2) sinensis 162
acrosoma
L . Vesicula para
Zona pelucida Acipenser 7,00E- e - . e
glicoproteina 3 ¢ (ZP3.3) sinensis ADH93592.1 173 16 | 843 93,9 ex:ccrlct;sc,)l;:el Actividad sefal transductora Regidén extracelular
Zona pelucida proteina X Ac_lpens_er AEQ59107.1 | 2,00E-82 | 20 | 645 84 Zona de union del Proteinasa acrosomica de Granulo de secrecién
(ZPAX) sinensis esperma union
Zona peldcida proteina X | Sparus aurata | AAY21008.1 | 1,00E-32 | 4 | 475 | 52 Zona de union del Proteinasa acrosomicade | 4,16 de secrecion
esperma union
ZPAX proteina Anas ABQO9458.1 | 2,00E-18 | 2 | 389 | 42 Zona de union del Proteinasa acrosémica de Multivesicular
platyrhynchos esperma union
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| 3
(@)
Z e <
; < | o wa
HOMOLOGIA ESPECIES ANUMBER | Ewvalue | S | 2 | OF TERMINOS GO
2 = > w
a1 < a
4 —
i . Vesicula para Actividad sefial transductora,
Zona pglumda proteina de Danio rerio XP_0026673 2,00E-46 | 6 667 48 exocitosis del Proteinasa acrosémica de Regién extracelular
unioén esperma-4 33.2 e
acrosoma union
_ . . Vesicula para Actividad sefial transductora,
Zona pglluc:lda proteina de Ore_ochromﬁ XP_0034525 0,000007 | 4 557 36 exocitosis del Proteinasa acrosémica de Regioén extracelular
union esperma-4 niloticus 56.1 g
acrosoma union
Proteina de union al . . Regulacién negativa Citoplasma, nucleos
. Misgurnus fossilis | AAB28829.1 | 2,00E-34 | 3 270 85 de la transcripcion de | Proteina de unién al ién calcio . RPN
calcio : reticulo sarcoplasmico
la polimerasa
Ferritina Acipenser | ABvg1252.1 | 2,00E-80 | 3 | 408 | 95 | omeostasisdeiones Unién al hierro
sinensis de hierro celular
60S Proteina ribosémica Macaca mulatta XP_0010824 8.00E-22 | 1 405 91 Traduccién Componente estructural del Subumdad grande del
L17 16.1 ribosoma ribosoma
60S Proteina ribosémica L_ateola_tbrax ABQ57487.1 | 2,00E-48 | 1 840 9% Traduccién Componente estructural del Subumdad grande del
L8 japonicus ribosoma ribosoma
60S Proteina ribosémica Solea _ BAF98660.1 | 1,00E-12 | 1 569 88 Traduccién Componente estructural del Subum(_jad grande del
L13 senegalensis ribosoma ribosoma
40S Proteina ribosémica Solea _ BAF45890.1 | 3,00E-33 | 1 450 100 Traduccién Componehte estructural del Cltos~ol, sub_unldad
S3 senegalensis ribosoma pequena del ribosoma
. . . Componente de la
Mltopondrlal ATP Danio rerio NP_0010708 3.00E-64 | 1 801 08 Proceso catabdlico del membrana
sintetasa a 231 ATP . .
mitocondrial
Citocromo C-oxidasa Ampens_t_er AAT28397.1 | 2,00E-27 | 1 882 08 Cadena transportadora Copper ion _blndlng, . Componente de la
naccarii de electrones cytochrome-c oxidase activity membrana
Proteina de Componente de la
desacoplamiento Danio rerio NP_571251. 4,00E-16 | 1 139 83 T'ransport.e membrana
. . 1| mitocondrial . .
mitocondrial mitocondrial

-213 -




7. Anexos

N
(@)
Z e <
; < ) wa
HOMOLOGIA ESPECIES ANUMBER | Ewvalue | S | 2 | OF TERMINOS GO
2 = > w
a1 < a
e [
Regulacion positiva de
Factor ovarico especifico | . 4csius gibelo | AAT76300.1 | 1,00E-07 | 1 | 395 | 32 la adhesion célula- Colageno
C1q sustrato, proliferacion
de células epiteliales
Endoplasmic reticulum
Lipasa maduracion Danio rerio | NP-0011222 ) 7 60E47 | 2 | 187 | 73 membrane,
36.1 Componente de la
membrana.
Proteina centrosomal 27 Salmo salar NP_0011347 500E-14 | 1 949 56 Organizacion del Centrosoma
kDa 62.1 centrosoma
Carioferina g-2 Xen_opu_s NP_0011355 500E-15 | 1 767 65 Proteina |njpor1adora Proteina actividad Citoplasma
tropicalis 57.1 del nucleo transportadora
_ Proieina de union Ovis aries ABY68599.1 | 4,00E-56 | 2 | 785 | 83 | Desarrollo embrionario Proteina de unién Citoplasma
citoplasmatica Poly(A) de cordados
Citosol malato ACIPeNser | \A026196.1 | 3,00E-71| 1 | 859 | g7 | Proceso metabolico de Actividad catalitica
dehidrogenasa B brevirostrum carbohidratos
Bystin-like protein samosalar | NP-00113371 2 hoeaa| 2 | 269 | of Biogenesis de los Citoplasma
921 ribosomas
Cadena ligera de la Salmo salar | ACI66012.1 | 2,00E-16| 2 | 858 | 97 Citoplasma
dineina citoplasmatica
Claudina 412 xenopus laevis | NP-0010867 4 noE20 | 1 | 650 | 73 Actividad estructural Componente de la
56.1 membrana
Queratina, citoesqueleto | Acipenser baerii Q7SYF8.1 0,00001 1 256 50 Actividad estructural Filamentos intermedios
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N
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HOMOLOGIA ESPECIES ANUMBER | E-value % Z Qo 'E TERMINOS GO
2 <§( o [T}
i a
e [
RING de proteinas Danio rerio NP_0010183 5,00E-46 | 1 303 75 Proteina de union al zinc Componente de la
transmembrana 69.1 membrana
Araquidonato 12- Danio rerio | NP-999912- 19 0043 | 1 | 808 | 64 | Oxidacién-reduccion Unién al hierro
lipoxigenasa 1
Phosphoribosylaminoimid | - o o rerio | AAH48051.1 | 2,00E-86 | 2 | 563 | 82 IMP proceso Union ATP Componente celular
azole carboxilasa biosintético
Receptor de TNF proteina Ictalurus AAZ66789.1 | 2,00E-48 | 1 | 829 | 82 Plegamiento de Unién ATP Citoplasma
asociada punctatus proteinas
. . . Proceso implicado en
Putative cadena de Taeniopygia | AcHag006.1 | 5E-63 | 2 | 478 | 72 la duplicacién del Componente estructural del Complejo tubulina
tubulina variante guttata citoesqueleto
centrosoma
Putative reverso- Cicer arietinum | CAD59768.1 | 0,000002| 1 | 842 | 89 Glutaminilo-tRNA Union ATP Citoplasma
transcriptasa aminoacilacion
PREDICTED:Proteina DJ- Meleagris XP_0032122 Respuesta celular a . . . . .
p gallopavo 26.1 0.004 1 189 61 peréxido de hidrogeno Actividad peroxidasa Mitocondria y nucleo
PREDICTED: MAM
dominio de proteina de Daniorerio | X -09266521 5 a0E.04 | 1 | 619 | 30 Adhesion celular Membrana
anclaje 491
glicosilfosfatidilinositol
PREDICTED: Proteina Ornithorhynchus | XP_0015144
hipotética LOC100083840 anatinus 022 | 900E-371 2 | 447 ) 55
PREDICTED: Ubiquitina
qe mlqdmcacnon dg Ore_ochromls XP_0034546 7.00E-50 | 1 368 91 La respuesta. cglular a Proteina actividad ligasa Gitosol
activacion de la enzima niloticus 18.1 la falta de nitrégeno
de tipo Atg7
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, . Regulacion negativa
PREDICTED: Proteina Ailuropoda XP_0029211 )
BTG4 melanoleuca 51 1 2,00E-06 | 2 869 41 del cplg F:elular
mitético
PREDICTED: No
caracterizada. Proteina Strongylocentrotu XP—735353' 0,01 4 330 48 Membrana
LOC580187 S purpuratus
Hipotética. Proteina . . NP_0011390 . . Componente de la
precursora LOC565426 Danio rerio 60.1 2,00E-07 | 5 192 45 Proteina de union membrana
Hipotética proteina . . NP_0010377 - L. .
LOC555379 Danio rerio 95.1 3,00E-32 | 1 331 69 Sefial transduccién Union GTP Membrana
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