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RESUMEN

El lenguado senegalés (Solea senegalensis, Kaup 1858) es una especie de pez plano
de gran interés para la industria acuicola, debido a su gran demanda y gracias a su rapido
desarrollo larvario y las altas tasas de crecimiento de los juveniles. En la actualidad, se
cultiva a lo largo de las costas del sur de Espana y Portugal y su produccion aumenta todos
los afios considerablemente. Hasta ahora, las investigaciones en el cultivo del lenguado se
han centrado en areas como la alimentacion y las patologias. Sin embargo, se dispone de muy
pocos datos genéticos, y falta informacion de aspectos de gran interés como son la estructura
genética y diversidad de las poblaciones tanto cultivadas como naturales. Estos estudios
genéticos permitirian la aplicacion de programas de seleccion, con los que se optimizarian los
recursos acuicolas y se podrian mejorar y aumentar su produccion.

Con este trabajo, se pretende avanzar en estos aspectos, mediante el desarrollo del
primer mapa de ligamiento en el lenguado, que entre otras caracteristicas, permite la
localizacion de genes relacionados con caracteres cuantitativos (QTLs) de interés econdmico
y la seleccion asistida por marcadores (MAS). Para ello, se requiere de un nimero alto de
marcadores moleculares que cubran el genoma y de familias adecuadas que permitan el
seguimiento de la segregacion alélica. Los marcadores empleados en este trabajo han sido los
microsatélites, que han demostrado ser muy ttiles para la construccion de estos mapas. Los
microsatélites se han caracterizado de librerias genomicas realizadas a partir de ADN de S.
senegalensis, de una base de secuencias ESTs de esta especie, previamente desarrolladas por
otros autores y, por ultimo, pertenecientes a otras especies de peces planos. Finalmente
hemos dispuesto de un total del144 microsatélites para el analisis de ligamiento.

Las técnicas de manipulaciéon cromosémica para la induccion de ginogénesis,
necesaria para la obtencion de las familias de referencia, se llevaron a cabo en el Centro del
IFAPA Agua del Pino (Huelva) a partir de ejemplares en ¢l cultivados. De esta forma, se
consiguieron dos familias ginogenéticas haploides, para la distribucion de microsatélites en
los grupos de ligamiento, y una ginogenética diploide, para la localizacion del centromero.

El mapa consenso resultante estd representado por 27 grupos de ligamiento en los
que se distribuyen 129 marcadores microsatélites, abarcando un tamafio aproximado de
1004cM. Estos marcadores se distribuyen con una media de 4.7 por grupo de ligamiento.
Adicionalmente, existe 15 marcadores que no han podido se agrupados (no ligados).

Las secuencias de los marcadores (regiones flanqueantes y motivos repetidos) han
sido enviadas a la base de datos de GenBank para conocer su anotacion y clasificacion segin
términos GO.

Ademas, a partir de las secuencias microsatélites desarrolladas en esta memoria, se ha
realizado estudios evolutivos basados en la homologia de estas secuencias. Asi, se han
comparado con bases de datos de ESTs de otros peces planos como el rodaballo (6.170
secuencias), la platija (13.869 secuencias) y el halibut (20.886 secuencias) para analizar su
grado de conservacion en estas especies y poder hacer inferencias filogenéticas.

Por tultimo, las homologia de estas secuencias con genomas de especies modelo de
peces como espinoso (32), tetraodon (29), medaka (32), fugu (38) y danio (21) han servido
para hacer estudios de sintenia con estas especies modelos y con peces planos.
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I. INTRODUCCION




[. Introduccién

Los peces planos (Orden Pleuronectiformes), por sus caracteristicas morfoldgicas y
bioldgicas, representan un grupo muy interesante dentro de los peces. Para comenzar,
podemos destacar que su origen no estd bien establecido datandose, posiblemente, en el
Eoceno (Lauder y Liem, 1983; Vernau y col., 1994). Asimismo, existe mucha controversia
en las relaciones filogenéticas entre sus taxones siendo, todavia hoy en dia, muy discutidas
(Pardo y col., 2005).

La caracteristica morfoldégica mas representativa de este grupo de peces es su
asimetria corporal (Nelson, 2006), que se produce por metamorfosis en las primeras etapas
del desarrollo larvario. Este llamativo rasgo, distintivo de este grupo de peces, forma parte
importante de la historia de la teoria evolutiva ya que fue una de las caracteristicas
propuestas, entre otras, por George Mivart en 1871 en su libro “On the Genesis of Species”,
como objecion a la teoria evolutiva por seleccion natural, propuesta por Darwin, debido a la
ausencia de pruebas de etapas intermedias entre estas dos morfologias. Darwin tuvo muy en
cuenta las objeciones de Mivart, a quien respondid en las ltimas ediciones de “The Origins
of Species”.

A parte de la importancia de estas especies, desde el punto de vista evolutivo, muchas
de ellas presentan un gran interés econdémico y comercial, debido a la gran calidad de su
carne, siendo explotadas extensivamente mediante su pesca desde la antigiiedad y
desarrollandose una industria acuicola alrededor de ellas cada vez mas importante (Cafiavate,
2005).

I.1. El lenguado senegalés

El lenguado senegalés (Solea senegalensis, Kaup 1858), es un pez teledsteo
perteneciente al orden Pleuronectiformes de la familia Soleidae que comprende 28 géneros y
mas de 100 especies (Tabla 1).

Superclase Gnatostomados (Grathostomata)
Clase Osteictios (Osteichthyes)
Subclase Actinopterigios (Actinopterygii)
Infraclase Actinopteros (Actinopteri)
Superdivision Neopterigios (Neopterygii)
Division Halecostomos (Halecostomi)
Subdivision Teledsteos (Teleostei)
Orden Pleuronectiformes (Pleuronectiformes)
Familia Soleidos (Soleidae)
Género Solea
Especie senagalensis

Tabla 1: Posicion sistematica del lenguado senegalés (Solea senagalensis).

Al igual que otros peces planos, el lenguado se caracteriza por tener un cuerpo
aplanado y asimétrico pues, aunque estos peces nacen con simetria bilateral, ésta se va
perdiendo durante el desarrollo y la maduracion (Moyle y col., 1996). De esta forma, los
adultos, presentan una serie de caracteristicas como un cuerpo plano (de ahi que sean
conocidos como peces planos), los dos ojos en el costado superior, aletas sin radios
espiniformes, aleta caudal homocerca (formada por dos lobulos iguales, no siendo
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[. Introduccién

prolongacién de la columna vertebral) presentando el costado superior pigmentado y el
inferior, sobre el cual se apoyan, sin pigmento (Figura 1).

Figura 1: Fotografia de la parte dorsal de un individuo adulto de Solea senegalensis
(obtenida de http://www.pleurogene.ca).

Su forma de vida es marina y benténica sobre fondos arenosos, pudiendo llegar a una
profundidad de hasta 100 metros. El desove tiene lugar entre los meses de Enero y Marzo
cuando la temperatura del agua oscila entre 13°C y 23°C (Anguis y col., 2005). Las larvas,
planctonicas y con simetria bilateral, son arrastradas hacia la costa y a partir del undécimo
dia de vida inician la metamorfosis asimétrica caracteristica. Una vez finalizada ésta, migran
hacia fondos arenosos. La madurez sexual la adquieren aproximadamente a los tres afios y su
tamafio varia de 30-35 cm de longitud (Person Le Ruyet y col., 1989). No presentan
dimorfismo sexual, pero los machos suelen ser de menor tamafio y crecen mas lentamente.
Se alimentan de pequefios crusticeos, poliquetos y moluscos bivalvos (Desoutter, 1990;
Arellano y Sarasquete, 2005).

Esta especie se distribuye por las costas occidentales atlanticas de Africa y Europa
llegando al Mediterraneo Occidental. En el Atlantico se extiende desde el norte de Senegal
hasta la region de Pertuis-Charentais en Francia y en el Mediterraneo a lo largo de las costas
de Espaiia, Golfo de Leon y norte de Tunez (CIESM, 2002).

I.1.1. Cultivo del lenguado senegalés

El lenguado senegalés es una de las especies mas prometedoras en la acuicultura
espafiola, pendiente de su despegue definitivo. En 2010 se produjeron 204 toneladas, un
8,5% mas que en 2009, localizadas principalmente en Galicia, Canarias y Andalucia
(Apromar, 2010). La irrupcion de esta especie en la acuicultura ha sido debida
fundamentalmente a dos caracteristicas bioldgicas como son: su rapido desarrollo larvario y
una alta tasa de crecimiento. Ambas caracteristicas han favorecido al desarrollo de
investigaciones centradas en la reproduccion en cautividad y en las técnicas para la
produccion de alevines en criadero. Los primeros estudios sobre la biologia del lenguado,
orientadas a estos aspectos, tuvieron lugar en los afos ochenta en el Golfo de Cadiz
(Rodriguez, 1984) y en el estuario del rio Tajo, Portugal (Dinis, 1986). En los noventa, estos
estudios se basaron en la revision de los diferentes tipos de cultivos, las ventajas e
inconvenientes y la necesidad de optimizarlos (Vazquez y col., 1995; Flos y col., 1995;
Rodriguez y col., 1995; Dinis y col., 1996). Desde entonces, y hasta la actualidad, se han
centrado en aspectos como la fisiologia y la reproduccién (Ribeiro y col., 1999; Garcia-
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[. Introduccién

Lopez y col., 2005; Cabrita y col., 2006; Agulleiro, 2008), la alimentacion a base de piensos,
que permite obtener ejemplares con un peso comercial en un afio de cultivo (Dinis y col.,
1999; Canavate y Fernandez-Diaz, 1999; Olmedo y col., 2003; Rodriguez y Souto, 2003) y
desarrollar individuos sanos gracias a una correcta composicion de los mismos (Day y col.,
1999; Aragao y col., 2004; Engrola y col., 2004; M. Séenz de Rodrigaiiez y col., 2005 y
Borges y col., 2009) y la influencia de factores como la temperatura y la salinidad del agua
(Dinis y col., 1999; Fernandez-Diaz y col., 2001; Anguis y Canavate 2005; Arjona y col.,
2007; Salas- Leiton y col., 2008).

Sin embargo, aunque el cultivo del lenguado senegalés se encuentra en auge, no esta
exento de problemas. Las principales dificultades con las que se enfrentan tanto los centros
de investigacion como las empresas productoras son, entre otras:

1.- Durante la reproduccion en cautividad, en algunos casos, hay ausencia de puestas
o huevos inviables, debido principalmente a una escasa produccion y/o mala calidad de
esperma.

2.- En el desarrollo larvario, en ocasiones, aparecen problemas tales como
malformaciones en la columna vertebral durante la metamorfosis, una incorrecta
pigmentacion, migracion incorrecta del ojo y anomalias mandibulares (Soares y col., 2001;
Gavaia y col., 2002; Aritaki y Seikai, 2004; Villalta y col., 2005). Estas malformaciones, no
solo inciden en la viabilidad de los ejemplares, sino en el mal aspecto para su venta.

3.- Para una correcta nutricion, tanto de larvas como de adultos, se requiere unos
conocimientos en nutricion para la formulacion de piensos. El destete (paso de alimento vivo
a inerte) es un periodo critico para las larvas, pudiéndose producir tasas de mortalidad altas
(Dinis y col., 1999) y en los adultos el estrés causado por una incorrecta manipulacién
(Costas y col., 2011).

4.- Falta de respuesta inmunitaria que evite infecciones como pasteurelosis, vibriosis,
mixobacteriosis y enfermedades virales (Zorrilla y col., 2003; Prat, 2003; Arijo y col., 2005;
Diaz-Rosales y col., 2009).

5.- Limitados conocimientos en cuanto a las caracteristicas genéticas de esta especie.

Aunque en relacioén con este ultimo punto los avances en gendmica y protedmica que
se han producido en los ultimos afios en el estudio del lenguado senegalés, han contribuido a
mejorar el conocimiento de su biologia y su cultivo con el fin de reducir la problematica
planteada.

I.1.2. Genética del lenguado senegalés

Los estudios genéticos realizados hasta ahora en el lenguado cubren diversos
aspectos, tales como: el analisis citogenético, analisis de la expresion génica, el desarrollo de
marcadores moleculares y la manipulacion cromosdmica, todos ellos enfocados al avance en
su mejora genética y cultivo.

A pesar de que los estudios citogenéticos en peces planos son escasos, debido al
tamafio reducido de sus cromosomas y a que poseen el menor contenido de ADN entre los
teledsteos (Bouza, Sanchez y Martinez, 1994), en el lenguado senegalés Vega y col., (2002)
estudiaron su cariotipo y observaron que estd compuesto por 42 cromosomas con 60 brazos
cromosomicos. En cuanto a la forma de las parejas cromosdmicas, posee 3 parejas
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metacéntricas, 2 parejas submeta-subtelocéntricas, 4 parejas subtelocéntricas y, por ultimo,
12 pares cromosOmicos acrocéntricos. Esto evidencia un cariotipo con rango amplio de
variacion en el tamafio y la forma de sus cromosomas. Ademds, encontraron cierto
polimorfismo en cuanto al nimero de cromosomas y brazos cromosomicos. Estos
polimorfismos indican que las reordenaciones cromosomica han podido desempenar un
importante papel en la evolucién cromosémica de esta especie (Vega y col., 2002) (Figuras
2y3).
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Figura 2: Cariotipo de Solea senegalensis, representado por 21 pares de
cromosomas (Vega y col., 2002).
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Figura 3: Idiograma de Solea senegalensis (Vega y col., 2002).

Asimismo, se han realizado estudios citogenéticos para la localizacion de los genes
ribosdmicos de esta especie, encontrandose que los genes 45S y 5S se co-localizan en el
brazo corto de un par cromosdmico submetacéntrico mediano, aunque el 5S presenta un
locus adicional en otro par cromosémico de morfologia acrocéntrica y de tamafo pequefio y
en posicion centromérica (Cross y col., 2006; Manchado y col., 2006).

En cuanto al andlisis de la expresion génica se estan llevando a cabo estudios de la
expresion de genes implicados en los diferentes estadios del lenguado: larva, juvenil y adulto
de diversas proteinas tales como el del gen que codifica la keratina cuya expresion varia

-13 -



[. Introduccién

dependiendo de la concentracion de sal en el agua (Infante y col., 2011), el de la lisozima en
las infecciones bacterianas que pueda sufrir el lenguado (Fernandez -Trujillo y col., 2008;
Ponce y col., 2011) y el de las hormonas gonadotropinas, implicadas en el desove, entre los
reproductores naturales y los cultivados (Guzman y col., 2010). Por ultimo, en este aspecto,
podemos destacar el desarrollo de una plataforma bioinformatica denominada Soleamold,
basada en secuencias ESTs y microarrays (Cerda y col., 2008) e impulsada por el proyecto de
investigacion Pleurogene para la mejora genética del lenguado.

Otros estudios genéticos realizados en el lenguado son los basados en el desarrollo de
marcadores moleculares de ADN, de ARN y proteinicos (proteinas e isoenzimas) para el
analisis de variabilidad. Aunque mas adelante se profundizara en este tema, los marcadores
genéticos son biomoléculas que se pueden relacionar con un rasgo genético, siendo una
herramienta esencial en la identificacion de genes de interés, analisis de diversidad y
estructura genética de poblaciones de cultivo y naturales y en el estudio comparativo,
evolutivo y filogenéticos de estas especies. Asi, se puede destacar el desarrollo de
marcadores de microsatélites en el lenguado (Funes y col., 2004; Porta y col., 2004; Chen y
col., 2008; Castro y col., 2006 y Molina-Luzén y col., in press) y su aplicacién en la
identificacion de reproductores y en un test de paternidad (Porta y col., 2006a, 2006b; de la
Herran y col., 2008). También es destacable el desarrollo marcadores mitocondriales e
isoenzimaticos y su posterior caracterizacion en diferentes poblaciones de lenguado (Vega y
col., 2002; Manchado y col., 2006), asi como los realizados entre poblaciones de halibut y de
lenguado basados en las secuencias de las proteinas ribosomicas 60s y su expresion,
considerdndose como genes ortdlogos y utiles en el estudio de la evolucién de los
Pleuronectiformes (Matsuoka y col., 2008) o los realizados en la proteina calsecuestrina
considerada como un marcador filogenético, detectandose cuatro copias de su mismo gen en
el genoma del lenguado haciendo evidente la duplicacion de genes en Teledsteos (Infante y
col., 2011).

Por ultimo en cuanto a las técnicas de manipulacién cromosoémica, €stas se aplican en
acuicultura para la obtenciéon de individuos con tallas superiores a la media y en la
produccion de lineas monosexo (ginogenéticos y androgenéticos). Desde un punto de vista
genético, estas técnicas se utilizan para diferentes fines como son: el establecimiento de la
determinacion sexual, el desarrollo de poblaciones todohembras o la construccion de mapas
genéticos y el andlisis de regiones especificas del genoma (Danzmann y Gharbi, 2001;
Zimmerman y col., 2004; Fortes y col., 2004, 2008). Asi, en el lenguado se han aplicado para
la obtencion de individuos ginogenéticos haploides, ginogenéticos diploides y triploides (de
la Herrdn y col.,, 2008; Molina-Luzon y col.,, 2011). Como se ha comentado, estas
poblaciones modificadas cromosdémicamente son muy utiles en programas de mejora
genética, siendo una de sus principales aplicaciones la de su utilizacion para la construccion
de mapas genéticos basados en marcadores moleculares, siendo éste, el principal objetivo del
presente trabajo.

1.2. Marcadores moleculares

Desde la prehistoria, el hombre ha seleccionado y mejorado especies vegetales,
animales y microbianas basandose en el fenotipo. La mejora genética era posible gracias a la
existencia de variabilidad fenotipica, sin embargo, con este método quedaban muchos
aspectos sin conocer como: cuantos son los genes implicados en la expresion de un caracter,
la localizacion de estos genes y su funcion fisiologica.
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Es a partir de 1970 cuando se comienzan a desarrollar los denominados marcadores
moleculares. Estos estan ayudando a eliminar los inconvenientes de una seleccion basada en
el analisis exclusivo del fenotipo, y permiten la identificacion de especies y variedades de
una forma mas rigurosa y reproducible.

Los primeros marcadores desarrollados se basaron en la identificacion de proteinas e
isoenzimas por electroforesis en geles de almidon o poliacrilamida. Con ellos se abri6 el
conocimiento de la estructura y heterogeneidad genética entre diferentes especies, variedades
y poblaciones de distinto origen. Pero esta técnica tenia una limitacion muy importante: no
era capaz de detectar suficiente grado de polimorfismo que permitiera llevar a cabo cualquier
intento de mapeo del genoma de una especie.

Es con el desarrollo de la genética molecular, y sobre todo con la aplicacion de la
técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) a mediados de los afios ochenta,
cuando se produce un desarrollo explosivo en la puesta a punto de numerosos marcadores
moleculares pero ya basados en la secuencia de ADN. Estos marcadores presentan una serie
de ventajas como la de detectar un mayor grado de polimorfismo, no estar influenciados por
factores ambientales y ser neutrales (Ajmone-Marsan y col., 2001).

Los principales marcadores moleculares de ADN que actualmente se utilizan en
estudios genéticos son:

a) RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism) obtenidos mediante enzimas de
restriccion y técnicas de hibridacion de ADN.

b) RAPDs (Random Amplification of Polymorphic DNA) obtenidos mediante
amplificacion por PCR con cebadores inespecificos.

c) SSRs o microsatélites (Simple Sequence Repeat) obtenidos amplificacion por PCR
con cebadores especificos.

d) AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism) se consideran una combinacion
de RFLPs y RAPDs generados por enzimas de restriccion y con cebadores
inespecificos.

e) SNPs (Single Nucleotid Polymorphism) generados por enzimas de restriccion y con
cebadores especificos.

La siguiente tabla resume las propiedades basicas de los marcadores moleculares

mencionados:

Informacion de Locus
Marcador secuencia a priori Tipo de herencia investigado | Polimorfismo
RFLP Si Mendeliana-Codominante | Unico Bajo
RAPD No Mendeliana-Dominante Multiple Intermedio
SSR Si Mendeliana-Codominante | Unico Alto
AFLP No Mendeliana-Dominante Multiple Alto
SNP Si Mendeliana-Codominante | Unico Alto

Tabla 2: Tipos de marcadores y sus principales caracteristicas (Modificado de Fortes,
2008).

Ademas, dependiendo de la secuencia de ADN, estos marcadores se pueden clasificar
en dos grupos: tipo I o asociados a genes de funcidon conocida y tipo II o asociados a
secuencias anénimas de los que a priori se desconoce su funciéon. Con los avances
tecnoldgicos en secuenciacion masiva, se estan creando bases de datos de secuencias
expresadas (bibliotecas de ESTs) para gran cantidad de especies, que son generadas a partir
de ADNc. Los marcadores que se desarrollan a partir de estas secuencias (tipo I) son muy
utiles en los estudios evolutivos, al presentar un alto grado de conservacion en las regiones
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de codificacion y dan informacion sobre los genes implicados en diversos mecanismos
fisiolégicos (Cerda y col., 2008).

En general, la importancia de estos marcadores en cuanto a procesos de mejora radica
en que su utilizacion es fundamental para:

1) conocer la variabilidad genética y estructura de una poblacion en programas de

mejora.

i1) establecer las relaciones de parentesco para un manejo optimo de stocks, evitando

asi problemas derivados de la consaguinidad.

1i1) desarrollo de mapas de ligamiento y posterior deteccion de QTLs (loci de

caracteres cuantitativos), que son grupos de genes que contribuyen a la variacion

cuantitativa de algiin caracter como el tamafio o resistencia a enfermedades y

iv) desarrollo de programas de seleccion mediante mapas genéticos, lo que permitiria

el seguimiento del patrén de herencia del marcador con el caracter que se desee

mejorar. La integracion de los QTLs en programas de mejora tipo MAS (Seleccion

Asistida por Marcadores) optimiza la seleccion de reproductores con el caracter a

mejorar vinculado al marcador.

Concretamente, uno de los marcadores mas utilizados para los estudios mencionados
son los microsatélites o SSRs, debido principalmente a tres de sus caracteristicas: su elevado
grado de polimorfismo, la codominancia que presentan y su sencilla amplificacion.

1.2.1. Marcadores Microsatélites (SSRs)

Los microsatélites (SSRs) son secuencias cortas de ADN, formadas por repeticiones
de una secuencia simple que puede variar en tamafio desde 2-6 pares de bases (pb) y que se
encuentran distribuidas por todo el genoma de los organismos eucariotas (Tautz, 1989) y de
algunos procariotas (Zane y col., 2002).

Las regiones flanqueantes de los microsatélites son secuencias Unicas, aportando
especificidad al microsatélite (Weber y col., 1989). En cambio, las secuencias microsatélites
presentan un alto grado de polimorfismo debido a las variaciones en el numero de
repeticiones del motivo que lo caracteriza (Tautz y col., 1984; Weber, 1990).

El origen de este polimorfismo previsiblemente se deba a un “deslizamiento
(slipagge) durante la replicacion del ADN (Schlétterer y col., 1992) en el que ya sea la
cadena molde o la cadena codificante se desliza sobre la alternativa en al menos un motivo
apareandose incorrectamente durante la replicacion (Moxon y Willis, 1999) (Figura 4).

2"
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Figura 4: Origen del polimorfismo en microsatélites mediante “slipagge” (Modificado de
Goldsteind y Schlotterer, 1999).

Otras posibles causas del polimorfismo en los microsatélites son las mutaciones tales
como deleciones o inserciones, ya sea en el mismo microsatélite alterando su tamafo, o en
las regiones flanqueantes, alterando el nimero de alelos del microsatélite como consecuencia
de la formacion de alelos nulos.

Los microsatélites presentan caracteristicas que los hacen especialmente interesantes
como marcadores genéticos:

1) son muy abundantes y uniformemente dispersos por el genoma, lo que permite
disponer de gran nimero de ellos.

2) muestran niveles muy altos de variabilidad, lo que permite llegar a la
caracterizacion inequivoca del individuo (Freire, 2005).

3) son marcadores codominantes (alelos detectables tanto en homocigotos como en
heterocigotos) que se heredan de forma mendeliana, lo que les hace muy informativos en
estudios de pedigris (O’connell y Wright, 1997).

4) su analisis se realiza mediante la técnica de PCR, que es muy sensible y requiere
cantidades minimas de muestra, que ademas, se pueden obtener con técnicas no lesivas para
el individuo y que no afectan a su supervivencia (Borrell, 2002).

5) son potencialmente transferibles entre especies proximas (Young y col., 1998),
especialmente cuando el locus microsatélite se encuentra dentro de una secuencia génica
(Pardo y col., 2005).

Por todo ello los microsatélites son ampliamente utilizados en la realizaciéon de mapas
de ligamiento que abarcan estudios funcionales, estructurales y evolutivos del genoma.

1.3. Mapas de ligamiento

Un mapa de ligamiento representa de una forma esquematica la localizacion y la
distancia genética de un grupo de genes y/o marcadores moleculares formando los llamados
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grupos de ligamiento (LGs). La distancia genética entre marcadores se calcula mediante su
frecuencia de recombinacion y es relativa, ya que algunos fendmenos como la interferencia e
incluso la proximidad al centromero afecta a la recombinacion, por lo que varia segun la zona
del genoma en la que se encuentren los marcadores (Young 1998; Hartl y Jones 1998).

Un mapa de ligamiento constituye una de las principales herramientas genéticas que
permiten: a) la identificacion de genes relacionados con caracteres cuantitativos; b) analizar
el comportamiento de los cromosomas y sus interacciones durante las divisiones celulares
(Sakamoto y col., 2000); c) obtener informacion del tamaino del genoma y d) estudios
evolutivos mediante la comparacion de mapas entre especies relacionadas (Williams y col.,
1998).

En la ultima década se han desarrollado mapas genéticos de un gran numero de
especies de interés acuicola basados en marcadores moleculares como los microsatélites,
como por ejemplo, en la trucha arco iris, Oncorhynchus mukiss, la dorada, Sparus aurata, la
lubina, Dicentrarchus labrax, y dentro de los peces planos, el rodaballo, Scophthalmus
maximus, la platija japonesa, Paralichthys olivaceus, el halibut, Hippoglossus hipoglossus y
el tongue solea (Cynoglossus semilaevis) (Tabla 3).

Especie N° marcadores | Autores

Rodaballo 463 Bouza y col.,2012
Platija japonesa 1.268 Castano-Sanchez y col.,2010
Trucha arco iris 1.124 Rexroad y col.,2008
Platija japonesa 211 Kang y col.,2008
Rodaballo 242 Bouza y col.,2007
Halibut Atlantico 258 Reid y col.,2007
Dorada 288 Franch y col.,2006
Dorada 204 Senger y col.,2006
Lubina 162 Chistiakov y col.,2005
Lubina 111 Coimbra y col.,2003

Tabla 3: Mapas genéticos construidos para algunas especies de interés acuicola.

La utilidad de estos mapas de ligamiento se ha puesto de manifiesto en estudios
basados entre otros, en la identificaciéon y seguimiento de genes de interés econdmico
mediante QTLs. Recientemente, un estudio realizado en la trucha arco iris mediante el
genotipado de marcadores microsatélites y AFLPs ha permitido identificar tres regiones en
los grupos de ligamiento 3, 8 y 23 relacionadas con el nimero de ciegos piloricos, caracter
involucrado en el crecimiento (Zimmerman y col., 2005). En el salmon atlantico (Salmo
salar) se han detectado QTLs ligados con caracteres tales como la resistencia a ISA (anemia
infecciosa), peso corporal y porcentaje de lipidos (Moen y col., 2004; Reid y col., 2005;
Derayat y col., 2007). En la lubina (Lates calcarifer) se han detectado 5 QTLs relacionados
con el peso y longitud corporal (Wang y col., 2006). Mdas recientemente, en el rodaballo se
han detectado 3 QTLs relacionados con la resistencia y supervivencia frente a infecciones
con Aeromonas salmonicida y siete QTLs frente al protozoo Philasterides dicentrarchi
(Pardo y col. 2008; Millan 2010; Rodriguez-Ramilo y col., 2011) asi como las regiones
cromosdmicas proximas al gen responsable de la diferenciacion sexual en esta misma
especie, y que se encuentran en el extremo del grupo de ligamiento 5 (Martinez y col., 2009).
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I.4. Construccion de mapas de ligamiento
1.4.1. Base genética de un mapa de ligamiento

Al inicio del siglo pasado y redescubiertas las leyes de Mendel, Bateson y Punnet en
el guisante dulce, y mas tarde Morgan y Sturtevant en la mosca del vinagre, comprobaron
que el patron de herencia de dos caracteres se apartaba de la tercera ley de Mendel o
principio de transmision independiente de los caracteres. Al realizar cruzamientos de prueba
entre hembras dihibridas y machos homocigoéticos recesivos obtuvieron unas proporciones
alélicas diferentes a las esperadas 1:1:1:1. Observaron que las combinaciones alélicas
parentales aparecian con mayor frecuencia que las no parentales (recombinantes), asumiendo
que los caracteres que presentaban estos patrones de herencia se debian a genes localizados
en el mismo cromosoma, es decir, ligados y tendian a transmitirse juntos.

Durante la meiosis I, concretamente en la profase, los cromosomas homodlogos
materno y paterno se emparejan e intercambian segmentos de sus cromatidas por
entrecruzamiento, este fendémeno explicaria las combinaciones génicas menos frecuentes.
Ademas, los dos genes ligados de un individuo dihibrido pueden presentarse en cualquiera de
sus dos configuraciones basicas, cis cuando ambos alelos dominantes se encuentran en el
mismo cromosoma homologo (fase de acoplamiento) y trans, cuando se encuentran en
diferente homologo (fase de repulsion).

El entrecruzamiento es un fendémeno que ocurre de forma aleatoria y la probabilidad
de que ocurra en cualquier posicion a lo largo del cromosoma es la misma, por lo que dos
genes que se encuentren proximos seran separados por entrecruzamiento con menor
frecuencia que dos que estdn mas alejados. La frecuencia de que ocurra un entrecruzamiento
entre dos genes es directamente proporcional a la distancia entre ambos.

Morgan propuso que las frecuencias de recombinacion entre los alelos de los genes
constituyen una herramienta muy util para determinar el orden de los genes dentro del
cromosoma y a partir de ellas estimar la distancia entre los mismos. Asi, los genes cuya
frecuencia de recombinacién es menor a 50% se encuentran en el mismo cromosoma o
ligados, y los que tienen una frecuencia de recombinacion igual o mayor a 50% presentan
una segregacion independiente y se consideran no ligados. La distancia entre dos genes se
conoce como unidad de mapa o centimorgan (cM).

En 1913, Sturtevant considerd a los cromosomas como entidades lineales y fue el
primero en estimar la localizacion de tres genes a partir de su frecuencia de recombinacion y
ser representados en un mapa genético.

1.4.2. Poblaciones de referencia. Familias ginogenéticas

La poblacion que se utiliza en el desarrollo de un mapa genético de cualquier especie
se conoce como poblacion de mapeo o de referencia, y es obtenida mediante cruces
experimentales. En la mayoria de cruces realizados para el analisis de ligamiento de
marcadores, se requiere una identificacion parental y la obtencion de sucesivas generaciones,
lo que se traduce en tiempo invertido y costes. Los avances en las técnicas de manipulacion
cromosOmica en peces han permitido obtener familias androgenéticas y/o ginogenéticas,
tanto haploides como diploides, que facilitan los andlisis de ligamiento al obtener la
informacion aportada por los marcadores en una Unica generacion.

En este sentido, se distinguen entre lineas haploides ginogenéticas o androgenéticas
cuando solo existe una dotacion cromosomica, siendo su procedencia de la madre, en el
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primer caso y del padre, en el segundo. También podemos hablar de ginogenéticos diploides
o androgenéticos diploides cuando nos referimos a individuos diploides pero cuyas dos
dotaciones cromosdmicas proceden de un solo progenitor, materno y paterno,
respectivamente.

En peces, la manipulacion cromosdmica es relativamente sencilla y los individuos, en
muchos casos, son viables. De hecho, es posible manipular su reproduccion
fundamentalmente mediante el manejo de los conjuntos cromosomicos. Esto ha permitido la
obtencion de diversas lineas de individuos de gran interés en acuicultura como son los
propios ginogenéticos, los poliploides (triploides o tetraploides) o las poblaciones monosexo.
Concretamente, los peces ginogenéticos tanto diploides como haploides han sido utilizados
ampliamente para la de realizacion de mapas genéticos, para la determinacion del sexo
heterogamético y para obtener poblaciones todo-hembras o todo-machos.

El uso de estos individuos en el desarrollo de mapas genéticos es de gran interés, ya
que con los haploides se obtiene la distribucion de marcadores en los diferentes grupos de
ligamiento, y con los diploides se posiciona el centromero, en relacién a los marcadores, en
dichos grupos de ligamiento. Ademas, el hecho de que en las familias ginogenéticas
haploides, s6lo uno de los alelos de la hembra segregue en la descendencia, facilita el analisis
de ligamiento. Los mapas consolidados que integran diferentes familias y marcadores
constituyen una importante herramienta en el cartografiado de una especie (Sewell y col.,
1999).

Las progenies ginogenéticas haploides, son obtenidas mediante la fertilizacion de
huevos con esperma inactivado usando radiaciones (principalmente de luz ultravioleta) o
tratamientos quimicos. Para la obtencion de los ginogenéticos diploides, el primer
tratamiento es seguido de un choque térmico con el que se evita la expulsion del segundo
corpusculo polar, obteniéndose huevos ginogenéticos diploides heterocigotos (Figura 5).
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Figura 5: Representacion de la obtencion de individuos ginogenéticos haploides y diploides
(Modificado de Piferrer, Felip y Cal, 2009).

En peces planos se han obtenido ginogenéticos en rodaballo (Piferrer y col., 2004; Cal
y col., 2006; Bouza y col., 2007), platija (Tabata y col., 1991; Yamamoto, 1999), halibut
(Tvedt y col., 2006) y, recientemente, lenguado (de la Herran y col., 2008; Molina-Luzon y
col., 2011) para el desarrollo de sus respectivos mapas de ligamiento.

1.4.3. Analisis de ligamiento

Para la construccion de un mapa de ligamiento basado en marcadores moleculares se
sigue de forma ordenada y logica una serie de pasos realizados por programas informaticos
que, aplicando analisis matematicos, permiten: 1°) el analisis de segregacion de cada locus,
2°) la deteccion de ligamiento entre dos locus, 3°) estimacion de las frecuencias de
recombinacion y distancia genética, 4°) la obtencion de grupos de ligamiento y, por ultimo
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5°) la ordenacién de cada locus dentro de cada grupo de ligamiento (Lopez y Moncada,
2005).

En la actualidad, se dispone de diversos programas informaticos que difieren en los
pardmetros a analizar: tipo de poblacion, algoritmos de estimacion de frecuencias. Entre ellos
podemos destacar algunos representados en la siguiente tabla.

Software Aplicacion Referencia

CRI-MAP Analiza marcadores codominantes en | Goldgar y col., 1989
familias pequefias, se ha extendido a
pedigris mas generales y a sistemas
de dominancia simple

JOINMAP Todo tipo de poblaciones. Calcula las | Stam, 1993; Stam y
frecuencias de recombinacion por van Ooijen, 1995;
pares y las distancias por puntuacion | VanOoijeny
LOD. Voorrips, 2001

MAPMAKER Herramienta de analisis multipunto. Lander y col., 1987

Célculo de puntuacion LOD. Analiza
datos con muchos loci en pedigris
pequefios y en cruces entre lineas
controladas.

MAP-MANAGER QTX | Cartografia loci mendelianos de Manly y col., 2001
retrocruzamiento, lineas
consanguineas recombinantes o
cruzamientos entre lineas

Tabla 4: Programas de andalisis de ligamiento (Modificado de Fortes,2008).

El primer paso es la comprobacion de que las frecuencias de recombinacion de los
alelos obtenidas se ajustan al tipo de segregacion mendeliana segiin el cruce parental
realizado. Por ejemplo, en un retrocruzamiento, los genotipos heterocigotos y homocigotos
para cada marcador deben encontrarse en proporcion 1:1 en la progenie, de esta forma, se
seleccionaran aquellos marcadores que mejor se ajusten a las proporciones esperadas.

A continuacion, para el célculo de la distancia entre dos marcadores, se utiliza el
método de maxima verosimilitud mediante puntuaciones LOD (logaritmo de odds) que
compara las frecuencias de recombinacion bajo dos hipdtesis, la de transmision
independiente (hipdtesis nula) cuya frecuencia de recombinacion es del 50% y la de
transmision con presencia de ligamiento y cuya frecuencia de recombinacién tendria valor >0
(Morton, 1995b; Ott, 1999). Si el resultado es mayor que un valor predeterminado, se
considera un grado de ligamiento entre los marcadores. Por convencion un valor de LOD
igual a 3 representa una evidencia de 1000:1 a favor del ligamiento en un umbral de
significacion de p<0.05 (Strachan y Read, 1999). Cuanto mas cercanos se encuentren dos
marcadores, mas alta serd la puntuaciéon LOD resultante (Ott, 1999). Asi, bajo este criterio,
los marcadores disponibles, se van agrupando y obteniéndose representaciones que
minimizan las distancias y que se corresponden con los llamados grupos de ligamiento.

Una vez obtenidos los grupos de ligamiento, se recalcula la distancia entre los pares
de marcadores de cada grupo, obteniéndose la posicion lineal de ellos dentro de cada grupo
de ligamiento. Llegados a este punto, en el analisis simultdneo de varias frecuencias de
recombinacion para el célculo de las distancias, ha de tenerse en cuenta el efecto de la
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interferencia, ya que los sucesos de recombinacion no ocurren de forma independiente. Para
corregir dicho efecto se aplican, las funciones de mapa que son ecuaciones matematicas que
relacionan el valor de las frecuencias de recombinacién observada con la distancia de mapa
corregida para los entrecruzamientos multiples. Cada grado de interferencia (i) se ajusta a
una funcién de mapa diferente. Cuando la interferencia es completa (i=1) la funcion de mapa
es simple, es decir, la distancia de mapa (d) se corresponde, directamente, con el valor de la
frecuencia de recombinacion () y se conoce como funcion de Morgan (1928): d =r. Esta
funcién se suele utilizar en caso de disponer de un numero elevado de marcadores y
estrechamente ligados, que no superasen los 50 ¢cM. Cuando la interferencia se considera
nula (i= 0) y entre los marcadores hay dobles entrecruzamientos, la funcién de mapa que se
aplica, en este caso, es la de Haldane (1919): d= -In (1-2r). Por ultimo, considerando las
situaciones intermedias (0<i<l) es la funcién de Kosambi la se suele aplicar. Esta funcion
considera una disminucién lineal de la interferencia a medida que aumenta la distancia de
mapa (i =1- 2r), por lo que d = V4 In (1+2#/1-2r). Por lo general, se aplican las funciones de
Haldane y Kosambi, convirtiendo las frecuencias de recombinacion en distancias génicas
aditivas.

1.4.4. Localizacion de marcadores con respecto al centrémero

La posicion del centrémero constituye un paso importante en el desarrollo de un mapa
de ligamiento ya que los multiples entrecruzamientos que ocurren en los brazos
cromosdmicos entre los marcadores dificultan a veces su localizacion exacta Sin embargo,
los marcadores se pueden situar respecto a su centromero mediante el analisis de medias
tétradas (Thorgaard y col.,, 1983; Guyomard y col.,, 2006), utilizando una familia
ginogenética diploide como ya se ha comentado.

Se sabe que la recombinacidon es menor en regiones proximas al centromero y es
maxima en los telomeros (Sakamoto y col., 2000; Danzman y Gharbi, 2001), por tanto si
consideramos varios marcadores heterocigotos en la hembra los que den mayor descendencia
homocigota procederan de la falta de recombinacidn con el centromero situandose proximos
a ¢l, y segregaran en la primera division meidtica en cambio los marcadores con
descendencia heterocigota proceden del entrecruzamiento con el centromero situandose a una
mayor distancia y segregaran en la segunda division meiodtica. Cada marcador se analiza de
forma individual y el resultado es mas fiable a medida que la distancia entre marcador y
centromero disminuya, evitando asi los entrecruzamientos multiples (Danzmann y Gharbi,
2001; Jiy col., 2009).

Para cada marcador, la proporcion de heterocigotos con respecto al total (y),
corresponde con la frecuencia de recombinacion, a partir de la cual se calcula la distancia del
marcador al centromero (y/2) y en la que so6lo se tiene en cuenta la mitad de las cromatidas,
como resultado se obtiene la distancia genética expresada en cM. Ademads, se deben aplicar
las funciones de mapa dependiendo del grado de interferencia que se considere en cada caso.

En peces, debido al pequefio tamano de los cromosomas, apenas tienen lugar
entrecruzamientos multiples, traduciéndose en un el alto grado de interferencia, por lo que en
muchos estudios se aplica la funcion de mapa con interferencia completa, pero esto no
implica que haya interferencia completa, es decir, que puede tener lugar mas de un
entrecruzamiento (Bouza y Martinez, 2009). Atn asi, en estudios realizados en rodaballo se
ha observado que el ajuste de la distancia al centromero variaba en cada grupo de ligamiento
segun la funcioén de mapa aplicada (Martinez y col., 2008).
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Por tanto, la falta de estudios en peces que detallen el patron de entrecruzamientos en
torno a los centromeros lleva a elegir aquellos marcadores que no muestran heterocigotos en
la descendencia, como los mas optimos para estimar la distancia al centromero (Kauffman y
col., 1995; Mohideen y col., 2000).

I.5. Conservacion y sintenia

Los avances en investigacion genomica han permitido, en los ultimos afios,
secuenciar genomas completos de varias especies de peces como: fugus (7Takifugu rubripes;
Aparicio y col., 2002) pez cebra (Danio rerio; Barbazuk y col., 2000), pez globo (Tetraodon
nigroviridis; Jaillon y col., 2004), espinoso (Gasterosteus aculeatus; Jones y col., 2012) y
medaka (Oryzias latipes; Kasahara y col., 2007; Ahsan y col., 2008). Estos especies se
utilizan como modelos en estudios de genética comparada y evolutiva ya que, la falta de
genomas secuenciados en especies de interés acuicola las hacen herramientas imprescindibles
para este tipo de analisis (Sarropoulou y col., 2008).

De esta forma, mediante la busqueda de homologia entre secuencias de las especies
de interés y las especies modelo, se puede conocer el grado de conservacidon que presentan y
comparar las regiones de una especie poco estudiada con otra modelo. Esto permite obtener
informacion adicional de los posibles genes existentes en estas regiones y si se mantiene el
orden de las secuencias génicas en cada una de las especies (sintenia).

Para estos estudios comparativos con genomas de especies modelo, uno de los
primeros pasos consiste en la seleccion de los marcadores que van a ser utilizados en las
comparaciones. En este sentido, las regiones flanqueantes de los microsatélites asociados a
genes (SSR-EST) suelen encontrarse mas conservadas entre especies que otras regiones del
genoma, por lo que son muy utiles en estudios de gendomica comparada. Asi lo demuestran,
por ejemplo, los estudios basados en la comparacion de estas regiones en tilapia
(Oreochromis spp; Lee y col., 2005) y trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss; Rexroad y
col., 2005) con el genoma de tetraodon, o los realizados por Sarropoulou y col., 2008 en
dorada (Sparus aurata) y lubina (Dicentrarchus labrax), o en el rodaballo (Scophthalmus
maximus) por Bouza y col., 2012, sobre cuatro especies modelo de peces. En todos ellos, se
caracteriz6 un importante nimero de regiones conservadas. Concretamente, entre rodaballo y
las especies modelo, los porcentajes de regiones homologas totales obtenidos al comparar las
regiones flanqueantes de los microsatélites fueron aproximadamente del 54% con espinoso,
40% con tetraodon, fugu y medaka y 20% con el pez cebra. Estos resultados son, a su vez,
coincidentes con la filogenia de estas especies, ya que el rodaballo esta mas relacionado con
las cuatro primeras, pertenecientes a los Acantopterigios, que con el pez cebra, dentro de los
Ostariofisios (Miya y col., 2003; Bouza y col., 2012).

Adicionalmente, el poder asociar diferentes secuencias de marcadores de un mismo
grupo de ligamiento de una especie de interés a un cromosoma concreto de las especies
modelo, permite relacionar ambos, pudiendo realizar estudios sinténicos y de evolucion
cariotipica. Asi, por ejemplo Franch y col.,, 2006 y en Chistiakov y col., 2008 han
relacionado los grupos de ligamiento de la dorada y de la lubina respectivamente con los
cromosomas de la especies modelo tales como espinoso, tetraodon, medaka, fugu y danio.
Concretamente en peces planos estos mismos estudios se han realizado en rodaballo (Bouza
y col., 2012) utilizando como referencia las mismas especies modelo y en platija (Castaio-
Sanchez y col., 2010) y halibut (Reid y col., 2007) con la especie modelo tetraodon.

Otra ventaja, de la conservacion de las secuencias entre especies proximas, es la
posibilidad de realizar amplificacion cruzada empleando los mismos cebadores en la
obtencion de marcadores polimorficos. Por ejemplo, en Salmoénidos la conservacion de

-24 -



[. Introduccién

dichas regiones se ha confirmado con los estudios realizados en géneros como Salvelinus,
Salmo y Hucho (Angers y col., 1997) y en Pleuronectiformes, se han realizado
amplificaciones en platija y halibut a partir de cebadores de rodaballo, demostrando cierta
conservacion de estas regiones (Iyengar y col.,, 2000). Estos marcadores compartidos y
presentes en mapas genéticos de diferentes especies nos permiten relacionar los grupos de
ligamiento de esas especies. En este sentido, en peces planos, Reid y col., (2007) estudiaron
las relaciones entre halibut y platija, mediante los marcadores comunes de ambas especies.

Por ultimo, cuando no se tienen marcadores comunes en mapas de ligamiento de
varias especies, se pueden utilizar las asociaciones entre grupos de ligamiento de las especies
de interés con los cromosomas concretos de las especies modelo. Asi, y para peces planos,
Cerda y col., (2010) establecieron correspondencia entre los grupos de ligamiento de
rodaballo y halibut mediante los cromosomas del tetraodon como nexo de unidn,
considerando por ejemplo, que el grupo de ligamiento LG6 de rodaballo se corresponde con
el grupo de ligamiento LG3 del halibut, porque ambos, comparten marcadores con el
cromosoma 13 de tetraodon.

Conforme el numero de mapas de ligamiento y de genomas secuenciados aumente, se
podrd profundizar en los estudios de sintenia de los principales genes ortdlogos de las
especies de peces asi como el nivel de conservacion, llegando a conocer las reorganizaciones
cromosomicas que se han dado a lo largo de la evolucién y entendiendo asi su gran
complejidad (Schoen, 2000; Danzmann y Gharbi, 2001).
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II. Objetivos

En este trabajo se pretende contribuir al conocimiento genético de una especie de pez
plano de interés acuicola como es el lenguado senegalés (Solea senegalensis). Para ello, el
principal objetivo propuesto en este trabajo es la obtencion del primer mapa de ligamiento
en esta especie. Para llevar a cabo este objetivo son necesarias las siguientes premisas:

1.

Desarrollar marcadores moleculares microsatélites a partir de diferentes origenes tales
como librerias gendmicas y base de datos de ESTs en lenguado.

Obtener familias ginogenéticas, tanto haploides como diploides, mediante técnicas de
manipulacion cromosoémica para su empleo como familias de referencia.

Analizar las relaciones de ligamiento entre los marcadores microsatélites en las
familias de referencia para llevar a cabo la construccion del primer mapa de
ligamiento en el lenguado senegalés.

A partir de la comparaciéon de las secuencias de los marcadores microsatélites
desarrollados y utilizando la informacién gendmica existente para otras especies de
peces, estudiar la evolucion del genoma de lenguado, mediante estudios de
conservacion y sintenia, en relacion a otras especies de peces planos y especies
modelo de peces.

-27 -



II. Objetivos

III. MATERIAL Y METODOS




[ll. Material y métodos

II1.1. Material bioldgico

El material biologico empleado a lo largo de este trabajo procede de un stock de 46
individuos adultos de lenguado mantenido en el IFAPA Centro Agua del Pino de la Junta de
Andalucia en Cartaya (Huelva) y obtenidos a partir de poblaciones naturales de las costas de
Huelva. Estos ejemplares se usaron para generar las diferentes familias ginogenéticas. Su
procedencia, su estadio, el nimero de ejemplares y la técnica para la que fueron utilizados se
resume en la Tabla 5:

ORIGEN ESTADIO | N° INDIVIDUOS APLICACION
8 Construccion de genotecas
8 Optimizacion microsatélites
Stock dz;ff;.oeducmres Adultos 38 Variabilidad
4 Parentales familias haploides
2 Parentales familia diploide
1* Familia gino . o .
haploide Embriones 112 1° Mapa haploide
2* Familia gino- . o .
haploide Embriones 98 2° Mapa haploide
Familia gino-diploide | Larvas 70 Distancia al centromero

Tabla 5: Clasificacion de los individuos utilizados en la realizacion de esta tesis.

I11.2. Aislamiento y optimizacion de microsatélites

Los marcadores de microsatélites, utilizados en esta tesis, tienen cuatro origenes
diferentes: de genotecas de ADN genodmico enriquecidas con microsatélites, de una base de
datos de ESTs, de bibliografia previamente descrita en el lenguado y por ultimo, de otras
especies de peces planos.

II1.2.1. Caracterizacion de microsatélites a partir de genotecas

El aislamiento y caracterizacion de los microsatélites se llevo a cabo mediante la
construccion de genotecas enriquecidas con distintos motivos de repeticion: b(ACA);s y
b(CT)30, de forma individual y una combinacion formada por: b(AGA)9, b(GCC) y
b(GT)s0. Para ello, se utilizaron muestras de sangre de 8 ejemplares de lenguado (ver Tabla
6). Tras la extraccion sanguinea realizada en las instalaciones del IFAPA, las muestras se
conservaron con anticoagulante (EDTA) y se trasladaron al laboratorio de Genética de la
Universidad de Granada, donde se almacenaron a —80 °C hasta su utilizacion.
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L1-E27C-11-M L6-E390-12-M L3-EE34-13-H B7-E6E9-07- M
L1-E94C-02- H L6-C725-10-H * L3-ED25-01- H B7-ECI1E-12- H
L1-EABE-05- H** L6-C620-09-H L3-DFC7-03-M * | B7-0B8E-15- M
L1-ECEC-08-H * L6-D7CO-01-H * | L3-CF83-36- M (1) B7-8CDE-03-H
L2-C945-12- M* L6-A1C7-04-H L3-E952-09- H B7-EFED-M (2)
L2-A365-20- H L6-E390-05- M** L3-EBE4-07- H B7-1247-16- H
L2-C192-13-M * L6-C4D1-08-M L3-E945-11- H B7-8B1E- 06-H
L2-DD53-19-H (1) | L6-9ACC-40- H L4-DFD6-23- H** B7-16EB- 40-H
L2-EBFF-05- M** | B7-EA7F-01-H L4-1309-28-M B7-EFB§-21- M**
L3-EB97-09- H B7-EB83-05- H** L4-65347- H (2) B7-F907- 17- H
L3-E5C1-10- H** B7-F243-08- M L4-11F2-31-H * B7-14E3- 41-H
L3-EE75-12- H** | B7-E79C-02-M * | w0 | e

Tabla 6. Codigos de los 46 individuos adultos utilizados en los distintos andlisis de este
trabajo: con asterisco, los individuos utilizados en la extraccion de sangre para la
construccion de genotecas, con doble asterisco, los individuos utilizados en la optimizacion
de los microsatélites, para el estudio de la variabilidad se emplearon todos ellos excepto los
utilizados en las genotecas. En rojo, los reproductores seleccionados para formar las
familias ginogenéticas haploides (H: hembra; M: macho (1): 1° familia (2):2° familia) y en
negrita, los reproductores seleccionados para formar la familia ginogenética diploide.
Todos estos ejemplares eran mantenidos en el Centro Agua del Pino (IFAPA) que la
Consejeria de Agricultura y Pesca posee en Cartaya (Huelva).

El método de extraccion de ADN a partir de sangre se realizo siguiendo el protocolo
que recomienda la casa comercial Macherey-Nagel para el kit Nucleo Spin® Blood (Anexo
I). La cantidad y calidad del ADN genomico obtenido se determind mediante electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1.5% en TBE 0.5X (Tris 90 mM, acido bérico 90 mM, EDTA
1 mM) con marcador de peso molecular conocido (1 Kb Plus DNA ladder).

Extraido el ADN de los individuos, se procedid al desarrollo de 3 genotecas
enriquecidas siguiendo el protocolo de Reddy y col., (2001) con algunas modificaciones
(Anexo II). Los clones con inserto fueron secuenciados, con el fin de caracterizar tanto el
motivo repetido como las secuencias flanqueantes de los microsatélites y asi poder disenar
los cebadores para su amplificacion. Las reacciones de secuenciacion se realizaron segun el
método de Sanger y col., (1977), utilizando el kit comercial ABI Prism BigDie Terminator
v.3.1 (Applied Biosystems) basado en el uso de terminadores fluorescentes.Las dos cadenas
de los plasmidos se secuenciaron utilizando el secuenciador automatico ABI Prism 3100
(Applied Biosystems) (Anexo Il1a y I1Ib).

Para cada microsatélite se disefiaron sus correspondientes cebadores (directo y
reverso) usando el programa Primer 3 disponible en http://frodo.wi.mit.edu/primer3 (Rozen y
Skaletsky, 2000). Los parametros para el disefio de los cebadores se orientaron para la
obtencion de productos de entre 100 a 300pb (pares de bases) de rango, con un tamafio de
cebador entre 20-25pb y temperaturas de amplificacion entre 55 y 62 °C.
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II1.2.2. Caracterizacion de microsatélites a partir de la base de datos de ESTs

Durante el desarrollo del proyecto Pleurogene, subvencionado por Genoma Espafia-
Canada, se cre6 una base de datos de ESTs del Ilenguado senegalés
(http://www.pleurogene.ca). Esta base de datos estd formada por 5.208 secuencias a partir de
las cuales, se rastrearon y seleccionaron aquellas que tenian repeticiones de microsatélites.
Los criterios de seleccion fueron, tanto la calidad de las regiones flanqueantes como el grado
de polimorfismo de las repeticiones. Asi, se escogieron las secuencias que tenian
microsatélites a partir de 4 repeticiones, para los dinucledtidos y de 3 repeticiones, para los
trinucledtidos y tetranucleotidos. Los cebadores para la amplificacion de estos microsatélites
seleccionados se disenaron de igual forma que en el apartado anterior (IT1.2.1.).

I11.2.3. Microsatélites descritos en el lenguado por otros autores

Se han utilizado 20 microsatélites previamente desarrollados en el lenguado con el fin
de aumentar la resolucion del mapa. Estos microsatélites proceden de trabajos realizados por
Porta y col., (2004) y Funes y col., (2004). Sus caracteristicas se muestran en el Anexo VL.

I11.2.4. Microsatélites de otros peces planos

Por ultimo, se han analizado algunos microsatélites disefiados para otras especies de
peces planos, como el rodaballo (Coughlan y col., 1996 y Navajas-Perez 2012), la platija
(Coimbra y col., 2001, 2003, Castafio-Sanchez y col., 2010) y el halibut (Reid y col., 2007).
La seleccion de estos microsatélites, para ser probados en el lenguado, se basd en tres
criterios: la variabilidad que presentaban en sus respectivas especies (eligiendo los de mayor
numero de alelos), la localizacion en sus respectivos mapas (eligiendo grupos de marcadores
que se encontraban ligados) y, por ultimo, la conservacién que presentaban (escogiendo los
ya habian sido probados en mas de una especie de pez plano y por tanto presentaban
amplificacion cruzada, y aquellos cuyas secuencias flanqueantes se habian encontrado
conservados en varias bases de datos de peces planos). Las caracteristicas de los
microsatélites seleccionados se describen en el Anexo VIL.

I11.2.5. Puesta a punto de los microsatélites

Todos los microsatélites (excepto los ya obtenidos en lenguado por otros autores) se
optimizaron sus reacciones de amplificacion mediante PCR en 8 individuos adultos (Tabla
6). Las condiciones de PCR de cada microsatélite se pusieron a punto en un termociclador de
gradiente térmico (MyCycler Biorad), permitiendo testar diferentes temperaturas con
diferentes concentraciones de cloruro de magnesio (ver Anexo Illc).

Las PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2% en TBE 0.5X (Tris 90 mM, acido
borico 90 mM, EDTA 1 mM) con marcador de peso molecular conocido (1 Kb Plus DNA
ladder). En aquellos microsatélites donde los resultados de amplificacion no fueron claros, se
reajustaron los parametros hasta conseguir un amplificado observable en el gel de agarosa
como una banda discreta. Una vez puesto a punto, en algunos casos, y con el fin de realizar
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PCR multiplex, se seleccionaron sets (5-6 microsatélites) teniendo en cuenta su temperatura
de amplificacién y su rango alélico y se marcaron los cebadores reversos con diferentes
fluorocromos (HEX™, 6-FAM™ VIC™ o NED™) para que pudieran ser detectados
conjuntamente en una sola reaccion de amplificacion y en una sola carrera de secuenciacion.

Todos los productos de amplificacion obtenidos a partir de este punto, se corrieron a
través de electroforesis capilar en un secuenciador ABI 3100 Avant (Applied Biosystems).
Estos capilares son de cristal de silicio y son rellenados de un polimero especial (POP4) que
permite la migracion de la muestra hasta un laser de argon que excita al fluorocromo del
cebador. Los tamafios de los fragmentos amplificados se muestran como un perfil de picos
que es comparado con un marcador de peso molecular, Gene ScanTM 500 LIZTM Size
Stardard (Applied Biosystems) y calculados en datos numéricos (pares de bases) por el
programa GENMAPPER (Applied Biosystems) en funcién del tiempo de migracion y al
tamafio conocido del marcador. De esta forma, se determinaron los tamaifios de los
fragmentos (correspondientes a los alelos) que oscilaron entre 60 y 650 pb.

II1.3. Analisis de la variabilidad de los microsatélites

Para determinar, tanto el numero de alelos como el rango del tamafio alélico de cada
microsatélite, se llevaron a cabo reacciones sencillas de PCR y PCRmultiplex para un
numero variable de entre 18 y 38 individuos (Tabla 6).

A partir de los genotipos obtenidos en estos individuos adultos, para cada
microsatélite se determinaron, mediante el programa CERVUS 3.0 (Kalinowski y col.,
2006), los siguientes parametros: heterocigosis observada (Ho) y esperada (He), test de ajuste
al equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), frecuencia de alelos nulos (FAN) y el indicador de
polimorfismo (PIC).

111.4. Obtencion de las familias de referencia

I11.4.1. Obtencion de las progenies ginogenéticas haploides y diploides

Para la realizacion de este primer mapa genético en el lenguado, se han utilizado tres
familias de referencia, dos de ginogenéticos haploides, para el analisis de la segregacion
alélica de los marcadores y establecer asi los grupos de ligamiento, y una familia de
ginogenéticos diploides, que permite posicionar los marcadores con respecto al centrémero.
Todas estas familias fueron generadas mediante diferentes experimentos de fecundacion
artificial y manipulaciones cromosomicas realizados en el Centro IFAPA Agua del Pino, en
donde también se llevd a cabo la incubacion de los huevos y, en algunos casos, la cria
larvaria.

El procedimiento seguido para la obtencion de estas familias es similar al descrito en
el rodaballo por Cal y col. (2002). Se seleccionaron a aquellos individuos, machos y
hembras, que presentaban inflamacion en la zona abdominal, indicando una génada madura y
la disponibilidad para el apareamiento. Al macho se le masajea la zona genital suavemente y,
con una jeringa cargada de agua de mar estéril, se le extrae el esperma. Para comprobar la
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calidad y movilidad del esperma, bajo lupa, se observaron los espermatozoides, escogiéndose
aquella muestra que presentaba un mayor numero de ellos y un alto grado de movilidad. El
esperma seleccionado se diluye en solucion Ringer (1:100) para inmovilizar a los
espermatozoides y se mantiene en hielo. A continuacion se le somete a radiacion ultravioleta
(32 milijulios/cm?) durante 6 minutos en una placa Petri con hielo y asi, eliminar su carga
genética. Al esperma irradiado se le anade agua de mar estéril para activar la movilidad de
los espermatozoides y se mezcla con los huevos de la hembra donadora (obtenidos también
por masaje abdominal y conservados en recipiente estéril hasta la fecundacion artificial).
Tras 16-24 horas, las larvas resultantes corresponden con individuos ginogenéticos
haploides, con un solo juego de cromosomas, procedente de la madre.

Para la obtencién de las larvas ginogenéticas diploides, a los huevos fecundados con
el esperma irradiado del paso anterior, se les somete a un choque térmico frio (0-1 °C)
durante 25 minutos, reteniendo la salida del 2° corpusculo polar e impidiendo la segunda
divisién meiotica. De esta forma, las larvas que se obienen son ginogenéticas diploides cuyos
dos juegos de cromosomas son de origen materno.

I11.4.2. Confirmacion de la ginogénesis

Para comprobar que las anteriores técnicas empleadas para la obtencion de
ginogenéticos se habian realizado con éxito, se llevo a cabo un analisis citogenético para la
confirmaciéon de la dotacién cromosémica en las larvas. En el caso de ginogenéticos
haploides, presentan un solo juego de cromosomas (2n=21) y dos juegos cromosomicos las
larvas ginogenéticas diploides (2n=42). El protocolo seguido para el analsis del cariotipo fue,
el llevado a cabo por Garrido-Ramos (1994) con modificaciones y se describe en el Anexo
V.

Ademas, a través de la amplificacion de dos microsatélites, en los parentales
utilizados y en veinte larvas de cada familia, se verificaron las condiciones ginogenéticas
haploides y diploides de las respectivas familias. El método para extraer el material genético
de estas muestras se detalla en el siguiente apartado y las condiciones de amplificacion de
estos microsatélites mediante PCR se detallan en el Anexo Illc.

I11.4.3. Extraccion de ADN gen6mico

En adultos, la extraccion del ADN se realiz6 a partir de tejido muscular. En el caso de
larvas ginogenéticas diploides, a partir del individuo completo, dado su escaso tamafio. En
ambos casos, se realizo siguiendo el método descrito por Sambrock y Russell (1989) con
algunas modificaciones (Anexo I'Va).

Este protocolo no pudo ser utilizado para la extraccion de ADN de los individuos
ginogenéticos haploides, de los que solo se tenian embriones sin eclosionar (ya que las larvas
son inviables). En este caso, los embriones se sometieron directamente a la amplificacion de
su ADN gendmico mediante el kit de Genomi Phi™ (Amershan Bioscience). Este kit utiliza
la enzima polimerasa del bacteriéfago Phi29 y su amplificacion se basa en el emparejamiento
aleatorio de cebadores a lo largo del ADN, iniciando la replicacion en numerosos sitios a la
vez. El protocolo seguido fue el recomendado por el fabricante (Amershan Bioscience) con
algunas modificaciones (Anexo I'Vb).

La calidad y cantidad de ADN obtenido, tanto de adultos como de larvas y embriones, se
realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa (ver apartado IIL.2.1). A partir de cada
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muestra se prepararon alicuotas de 25 ng/uL en un volumen total de 100 pL para ser
utilizadas en las reacciones de amplificacién por PCR.

I1L.5. Construccion del mapa de ligamiento

IIL1.5.1. Analisis de los microsatélites en las familias ginogenéticas haploides

Los microsatélites disponibles se amplificaron en la hembra L2-DD53-19-H,
utilizada para la creacion de una de las familias de ginogenéticos haploides (familia FH1).
Aquellos marcadores que resultaron ser heterocigotos en esta hembra, se amplificaron en 112
larvas haploides de esta familia. Los microsatélites que resultaron homocigotos en esta
primera hembra, fueron amplificados en la hembra 14-65347- H, utilizada para crear la
segunda familia de ginogenéticos haploides (familia FH2). Los microsatélites heterocigotos
en esta hembra se amplificaron en 120 larvas haploides de esta segunda familia.

I11.5.2. Analisis de ligamiento

La construccidon de un mapa de ligamiento es, en esencia, la disposicion lineal de una
serie de marcadores, basado en el analisis de sus frecuencias de recombinacion (Stam, 1993).
Para la construccion del mapa genético de lenguado se utilizo el programa JOINMAP 3.0 y
cuyo manual esta disponible en http:/www.kyazma.nl/index.php/mc.JoinMap/sc.Manual
(Van Ooijen y Voorrips, 2001). Este programa permite, la construcciéon de un mapa de
ligamiento a partir de varias familias, integrando los mapas obtenidos en cada una de ellas de
forma individual para dar lugar a un mapa consenso. Asi, para este estudio, se contd con los
datos de las amplificaciones de los microsatélites en dos familias ginogenéticas haploides
diferentes (FH1 y FH2) obteniéndose, en primer lugar, sus respectivos grupos de ligamiento
y, a continuacion, con la integracion de microsatélites comunes, el mapa consenso de ambas
familias.

El primer paso realizado por JOINMAP es la estimacion de las frecuencias alélicas y
el analisis de segregacion independiente de cada marcador microsatélite, comprobando que
cada uno de ellos segregue en la descendencia segin las proporciones mendelianas (1:1 en
las familias ginogenéticas haploides). Para ello, se compararon las frecuencias alélicas
obtenidas con las frecuencias alélicas esperadas y se detectaron las posibles desviaciones
mediante la aplicacion de la prueba x> con un nivel de significacion de p<0.05. A
continuacion, en aquellos marcadores que presentaron ligamiento, se calculd la distancia
relativa por pares (andlisis twopoint) obteniéndose los distintos grupos de ligamiento. Para
ello, se aplico el método de maxima verosimilitud, cuyo objetivo es buscar, a partir de los
datos observados, el valor de un pardmetro p, que maximice la probabilidad de observacion
de dichos datos (Fortes, 2008), es decir aquel valor que sea méas compatible con los datos
observados.

Siendo la funcién de verosimilitud la siguiente:

P =r® (1-r) "R}

-34 -



[ll. Material y métodos

si trasladamos esta ecuacidon a la estimacion de las frecuencias de recombinacidon
entre marcadores resultaria:

P(r): frecuencia de recombinacion entre marcadores
N: numero total de genotipos obtenidos

R: niimero de genotipos recombinantes

N-R: namero de genotipos no recombinantes

Asi, una vez fijados los valores de N y R, la funcion depende tnicamente de ». A
continuacion, el método, procede asignandole una serie de valores a » (0.1, 0.2, 0.3...) y
calculando P(r) para cada uno de ellos. Se seleccionara el valor de » que proporcione una
mayor verosimilitud, toméndose como la mejor estima de P(r) (Fortes, 2008) (Figura 6).

na Metodo de Estimacion de Maxima Verosimilitud

Verosimilitud

=
= O
o™

005
o.og |
003
ooz

oot

Figura 6: Representacion del valor de r que maximiza la verosimilitud. Para dos

marcadores no ligados la estima de r que maximiza la verosimilitud rondara el valor 0.5
(Modificado de Fostes, 2008).

La aplicacion del método de maxima verosimilitud en el célculo de ligamiento entre
los marcadores disponibles asocia la hipotesis de la existencia de recombinacion (r) a la
hipotesis nula de no asociacion utilizando el método Lod Score o LOD (logaritmo de la ratio
de verosimilitudes). Asi, las dos hipodtesis a comparar son ligamiento (#<0.5) frente a
segregacion independiente (7=0.5). La diferencia entre las verosimilitudes para cada una de
las hipotesis se conoce como puntuacion LOD:

recombinacion(r)

Z(r)=1lo
(r)=loguo independencia(0.5)

A menor valor de r, respecto a 0.5, mayor es la evidencia de ligamiento. Asi, cuando
no hay ligamiento, 7=0.5, la puntuacion LOD es igual a 0 (logl0 (1)= 0). La fraccion de
recombinacion varia entre 0 (para loci ligados) hasta 0.5 (para loci no ligados o en otro grupo
de ligamiento). El valor a partir del cual se considera que hay ligamiento significativo es
LOD > 3. Este criterio fue asignado por Morton (1995) en los estudios de mapas genéticos en
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humanos. La interpretacion de este valor seria que la hipotesis alternativa (ligamiento) es
1000 veces mas probable que la hipdtesis nula (ausencia de ligamiento) (Liu, 1998).

En nuestro caso, durante la agrupacién de los microsatélites, se tuvieron en cuenta
solo aquellas frecuencias de recombinacion con valor LOD>3. Una vez obtenidos los
distintos grupos de ligamiento, se procedid a la ordenacion de los marcadores, teniendo en
cuenta las frecuencias de recombinacion de todos ellos y aceptindose de nuevo valores de
LOD>3. Para el ajuste del orden de los microsatélites en los grupos, en algunos casos, se
aplico valor de LOD=2.

Ademas, para una mejor estimacion de las distancia entre los marcadores, se aplico la
funcién de mapa de Kosambi (1944), que disminuye el efecto de la interferencia conforme la
distancia aumenta.

La representacion grafica de los diferentes grupos de ligamiento con los
microsatélites ordenados en distancias de mapa (cM) se realizd con el programa
MAPCHART 2.0 (Voorrips, 2002).

II1.5.3. Analisis de los microsatélites en la familia ginogenética diploide

Paralelamente, 144 microsatélites que habian podido ser mapeados (105 heterocigotos
en FHI1 y 39 heterocigotos en FH2) se amplificaron en la hembra L3-E945-11-H, utilizada
para la construccion de la familia ginogenética diploide. Aquellos marcadores que resultaron
ser heterocigotos en esta hembra, se amplificaron en 70 larvas ginogenéticas diploides. Este
analisis permite la localizacion apréoximada del centromero en cada grupo de ligamiento,
mediante las distancias de los marcadores a dicho centromero (a través de las frecuencias de
recombinacion).Las condiciones de amplificacion de recogen en el Anexo Illc.

111.5.4. Estimacion de la distancia microsatélite-centromero

Una vez analizados los microsatélites en la familia ginogenética diploide, la distancia
al centrémero fue calculada a partir de la frecuencia de heterocigotos de la descendencia (y):

_ N°larvashete rocigotas
N°total

La distancia al centromero se calcula aplicando la féormula: y/2(x100) (ya que entra
en juego la mitad de las cromatidas) y se expresa en centimorgans (cM) Para este analisis,
hemos considerado la interferencia completa (Thorgaard y col., 1983). Para cada
microsatélite se calculd la distancia al centromero y su localizacion se considerd proxima a
aquel microsatélite con menor frecuencia de heterocigotos.

I11.6. Analisis de la conservacion de los microsatélites

I11.6.1. Busqueda de anotaciones
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Actualmente, existen tres bases de datos formadas por numerosas secuencias tanto de
nucledtidos como de proteinas, GenBank (EEUU), EMBL (Reino Unido) y DDBJ (Japén).
Estas bases de datos son actualizadas regularmente y estan estrechamente relacionadas. Se
puede acceder a ellas a partir del NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Para este analisis se utilizaron las secuencias (regiones flanqueantes y motivo repetido) de
todos microsatélites (monomorficos y polimorficos) caracterizados de nuevo en esta Tesis,
tanto los procedentes de las genotecas enriquecidas como los seleccionados en la base de
ESTs de lenguado.

Las secuencias se enviaron a GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) con
el fin de determinar su anotacion. Preferentemente, la busqueda se hizo a nivel proteico
(BLASTX) y en su defecto a nivel nucleotidico (BLASTn). Los criterios de seleccion para la
homologia fueron aquellas con e-values<10~ y alineamientos mayores de 80 pb.

I11.6.2. Busqueda de terminos GO

Dado el gran nimero de genes que se han ido descubriendo y la nomenclatura que
reciben, se fundd el Consorcio de Ontologia Genética para establecer un vocabulario comun
y poder vincular genes de bases de datos de diferentes organismos y describir sus funciones,
componentes y procesos biologicos en los que intervienen, independientemente de sus
nombres. De ahi, surgi6 el término GO, con tres categorias y creado a partir de las bases de
datos del genoma de los principales organismos modelo.

Las secuencias microsatélites que resultaron anotadas en el apartado anterior, se
sometieron a la busqueda de términos GO a través del software AmiGO v.1.8
(http://www.geneontology.org/) (Camon y col., 2004).

I11.6.3. Localizacion en regiones traducidas y en regiones UTRs

Las zonas UTRs de los genes, son aquellas que, aunque son transcritas, no son
traducidas a proteina, flanqueando a la region codificada en ambos extremos (5'-UTR y 3'-
UTR). Poseen gran importancia ya que intervienen en la regulacion de la expresion del gen.
Asi, los microsatélites disefiados pueden encontrarse en las regiones UTRs o en las regiones
traducidas formando parte de la proteina.

Para la determinacion de la posicion del microsatélite se selecciond la secuencia
completa de nucledtidos con el programa Translate Tool (http://web.expasy.org/translate/) y
se traducen a sus aminodcidos respectivos, con sus posibles pautas de lecturas.
Posteriormente, y utilizando esta vez el programa BLASTx se selecciona aquella secuencia
que presenta mayor homologia con las publicadas. A partir de ésta, se busca la region
traducida teniendo en cuenta el codon de inicio y el codon de parada y se analiza si el
microsatélite se encuentra en zona traducida o en zona UTR tanto por el extremo 5'-UTR
como por el extremo 3'-UTR.

Este analisis se realizd en las secuencias microsatélites anotadas anteriormente.

I11.6.4. Estudio de la homologia y conservacion en otros peces planos
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Para determinar la presencia y conservacion de los microsatélites del lenguado en los
genomas de otras especies de peces planos, se compararon sus secuencias mediante
busquedas BLASTn (Altschul y col.,, 1990) con aquellas secuencias disponibles y
depositadas en las bases de datos ESTs del rodaballo (6.170 secuencias) de Pardo y col.,
(2008) y Vera y col.,, (2011), de la platija (13.869 secuencias) y del halibut (20.886
secuencias), estas dos ultimas procedentes de NCBI-EST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST). Para este analisis se utilizaron las secuencias
microsatélites (monomorficos y polimorficos), tanto las procedentes de las genotecas
enriquecidas como las seleccionados en la base de ESTs de lenguado. Los criterios de
seleccion para la homologia fueron aquellas con e-values<10™ y alineamientos mayores de
80 pb. Una vez identificadas las secuencias homologas, se utilizé el programa Clustalw?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) para la realizacion de los alineamientos
completos de las secuencias.

II1.7. Estudios de sintenia

II1.7.1. Sintenia con especies modelo de peces

Un primer andlisis de la sintenia, se realiz6 utilizando los genomas de las especies
modelo de peces. El estudio comparativo entre los grupos de ligamiento obtenidos en el
lenguado y los cromosomas de estas especies, permite asociarlos y conocer, entre otras cosas,
las reorganizaciones cromosomicas sucedidas a lo largo de la evolucion en estos
complementos cromosomicos.

La plataforma Ensembl (www.ensembl.org/index.html) pone a disposicion, el
genoma completo de las especies modelo, siendo las siguientes, las empleadas en este
estudio: Gasterosteus aculeatus (espinoso), Tetraodon nigroviridis (pez globo), Oryzias
latipes (medaka), Takifugu rubripes (fugu) y Danio rerio (pez cebra).

Para ello, se han utilizado las secuencias de microsatélites (tanto EST como
gendmicas) que se pudieron incorporar en el mapa de lenguado. A través de busquedas
BLAST, se han encontrado homologias entre estas secuencias con las existentes en los
genomas de las especies modelos, seleccionandose aquellas con valores de e-value <107y
con tamafios de alineamientos mayores a 80 pb. Mediante estas homologias se pueden
asociar los diferentes grupos de ligamiento el lenguado a los cromosomas de las especies
modelos, asi como su localizacion en pb dentro de ellos.

I11.7.2. Sintenia con otras especies de peces planos

Por otro lado, el andlisis de sintenia se ha realizado con otras especies de peces
planos, como el rodaballo, la platija y el halibut, en los cuales existen mapas de ligamiento
realizados por Bouza y col., 2012, Castafio-Sanchez y col., 2010 y Reid y col., 2007
respectivamente. En este estudio, se pretende conocer las relaciones entre los diferentes
grupos de ligamiento de estas especies. Para ello, y debido al escaso numero de marcadores
comunes entre los mapas genéticos de estas especies y del lenguado, se utilizo la informacion
obtenida en el apartado anterior. Asi, cuando se pudo identificar una homologia entre un
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grupo de ligamiento del lenguado y un cromosoma de una de las especies modelos, se busco
en los trabajos anteriormente citados de peces planos, la relacion entre ese cromosoma
modelo y los grupos de ligamiento de estas especies. De esta forma, se han asociado,
utilizando los cromosomas de las especies modelo como nexo, diferentes grupos de
ligamiento de peces planos. Se seleccionaron los microsatélites con homologias presentes en
un Unico cromosoma, en mas de una especie modelo y coincidentes con el cromosoma del
resto de peces planos.

Por ultimo, la presencia de marcadores comunes entre diferentes mapas, permiten una
asociacion directa entre los grupos de ligamiento en los que se localizan. Para este fin, se
utilizaron los microsatélites descritos en el apartado IIl.2.4., nueve procedentes del
rodaballo, seis de la platija y uno del halibut.
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IV. Resultados

IV.1. Desarrollo de marcadores moleculares
IV.1.1. Aislamiento y optimizacion de microsatélites

IV.1.1.1. Caracterizacion de los microsatélites procedentes de genotecas

A partir de tres genotecas enriquecidas en microsatélites, desarrolladas desde de ADN
genomico de lenguado, se secuenciaron 600 clones y se analizaron sus secuencias para la
busqueda de repeticiones de microsatélites. Los criterios para la seleccion de éstos fueron que
el motivo (di-, tri-, tetra- o pentanucleotido) estuviera repetido mas de tres veces y sus
regiones flanqueantes tuvieran un tamafo suficiente y de calidad para el disefio de cebadores
a ambos lados de la repeticion. Asi, se descartaron las secuencias de mala calidad (con
ambigiiedades de lectura), las que no contenian microsatélites, las que contenian repeticiones
menores a las establecidas y las que presentaban microsatélites pero en alguno de los
extremos de la secuencia (sin posibilidad de disefiar la pareja de los cebadores flanqueantes).

Un total de 169 secuencias, de los 600 clones, (28.2%) contenian repeticiones de
microsatélites con los criterios establecidos y se disefaron los correspondientes cebadores
para su posterior amplificacion.

Durante el proceso de optimizacion de las amplificaciones, de estos 169 loci de
microsatélites, se descartaron 51 por la escasa calidad en sus amplificaciones, quedando
disponibles un total de 118 microsatélites, cuyas caracteristicas se muestran, en el Anexo
VIIL

Siguiendo la clasificacion de microsatélites de Weber (1990), obtuvimos 40 de 118
(33.9%) microsatélites perfectos, 50 (42.4%) imperfectos y 28 (23.7%) compuestos. En todos
ellos, la repeticion del motivo microsatélite variaba desde di- hasta penta-nucleétidos. En la
Tabla 7, sec clasifican los microsatélites en funcion de estas dos caracteristicas.

Motivo Total (=%) | Perfecto (=%) | Imperfecto (=%) | Compuestos (=%)
Di- 74 (62.7) 26 (35.1) 30 (40.5) 18 (24.3)
Tri- 33 (28.0) 13 (39.4) 16 (48.5) 4 (12.1)
Tetra- 4 (3.4) - 4 (100) -
Penta- 1(0.8) 1 (100) - -
Combinado 6 (6.8) - - 6
Total 118 (69.8) 40 50 28

Tabla 7: Numero de microsatélites desarrollados a partir de genotecas enriquecidas segun
las caracteristicas del motivo repetido. A los datos de cada apartado se le acomparnia sus
porcentajes correspondientes.

Con respecto al tamafio de los cebadores disenados para la amplificacion de estos
microsatélites, éstos variaron desde 16pb (Mss126) a 27pb (Mss59). Tal como se explica en
el apartado IIL.2.5., las amplificaciones se pusieron a punto, obteniendo temperaturas de
amplificacion variables entre 45 °C (Mss165) y 65 °C (Mss13) y las de cloruro de Mg entre
0.5y 1.5 mM (Anexo VIII).
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IV.1.1.2. Caracterizacion de los microsatélites presentes en ESTs de lenguado

A partir de la plataforma bioinformatica Soleamold, basada en secuencias ESTs y
microarrays (Cerdad y col., 2008) e impulsada por el proyecto de investigacion Pleurogene
para la mejora genética del lenguado senegalés, se realizd una busqueda de microsatélites
cuyos criterios de seleccion se basaron en la presencia de mas de cuatro repeticiones para los
motivos dinucledtidos y mas de tres para los tri- y tetra-nucleotidos, ademas, debian
presentar regiones flanqueantes de calidad. Asi, se disefiaron cebadores para 84
microsatélites de secuencias ESTs de los cuales, tras las condiciones de optimizacion, en 76
de ellos (90.5%), se obtuvo producto de amplificacion. Las caracteristicas de estos
microsatélites se muestran en el Anexo IX.

Siguiendo la misma clasificacion de Weber (1990), obtuvimos 44 de 76 (57.9%)
microsatélites perfectos, 19 (25%) imperfectos y 13 (17.1%) compuestos. Los microsatélites
presentaban motivos di-, tri-, tetra- y hexanucledtiodos (no se encontr6 motivo
pentanucledtido). En la Tabla 8 se clasifican los microsatélites en funcion de estas dos
caracteristicas.

Motivo Total (=%) | Perfecto (=%) | Imperfecto (=%) | Compuestos (=%)

Di- 44 (57.9) 25 (56.8) 13 (29.5) 6 (13.6)

Tri- 23 (19.5) 14 (60.9) 5(21.7) 4 (17.4)
Tetra- 6 (7.9) 4 (66.6) 1(16.7) 1 (16.7)
Hexa- 1(1.3) 1 (100) - -

Combinado 2 (2.6) - - 2(100)

Total 76 (90.5) 44 (63.2) 19 (36.8) 13 (17.1)

Tabla 8: Numero de microsatélites procedentes de la base de datos ESTs, segun las
caracteristicas del motivo repetido. A los datos de cada apartado se le acomparia sus
porcentajes correspondientes.

El tamafo de los cebadores disefiados para la amplificacion de estos microsatélites,
variaron de 15pb (CSse2MO07) a 27pb (CSsel/17, Est-6 y Est-36), las temperaturas de
amplificacion oscilaron entre 45 °C (Est-51) y 63 °C (CSse22E12) y las de cloruro de Mg
entre 0.5 y 1.5 mM (Anexo IX).

IV.1.1.3. Microsatélites desarrollados en otros peces planos

A partir de los microsatélites desarrollados para otros peces planos, se seleccionaron
un total de 31 secuencias en base a su variabilidad (alto grado de polimorfismo), localizacion
(ligados y no ligados en las especies descritas) y conservacion (posibilidad de amplificacion
cruzada y secuencias flanqueantes con homologia en diferentes base de datos) ver apartado
I11.2.4. De estos microsatélites, se pudieron optimizar 16 de ellos (51.6%), concretamente 9
procedentes del rodaballo, 6 de la platija y 1 del halibut. Las condiciones de amplificacion de
estos microsatélites en el lenguado se muestran en el Anexo X, oscilando las temperaturas
entre 46 °C (Polil07TUF de la platija) y 61 °C (Smax02 del rodaballo) y las concentraciones
de cloruro de Mg, entre 1 y 1.5 mM.
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1V.1.2. Analisis de la variabilidad de los microsatélites

El estudio de la diversidad genética de los 210 microsatélites obtenidos (118 de
nuestras genotecas, 76 de ESTs y 16 de otros peces planos), se realizd en un numero de
ejemplares adultos que vario entre 18 y 38 individuos (ver Tabla 6). De este estudio se
excluyeron los 20 microsatélites descritos en el lenguado por otros autores, cuya variabilidad
ya fue estudiada por ellos.

Tras este analisis, 151 microsatélites (71.9%) presentaron variabilidad, con la
presencia de mas de un alelo (loci polimorficos) mientras que los 59 restantes (28.1%)
carecian de ella (loci monomorficos). En la Tabla 9, se clasifican los microsatélites en
funcion de su variabilidad y de la procedencia de los mismos.

Procedencia Polimorficos (=%) | Monomarficos (=%)
Genotecas 92 (78.0) 26 (22.0)
ESTs 52 (68.4) 24 (31.6)
Peces planos 7 (43.7) 9 (56.3)
Total 151 (71.9) 59 (28.1)

Tabla 9: Microsatélites obtenidos segun su procedencia (genotecas realizadas, base de datos
ESTs y de otros peces planos) y su variabilidad (polimorficos y monomorficos). A los datos
de cada apartado se le acomparian sus porcentajes correspondientes.

Los resultados completos, obtenidos del estudio de la wvariabilidad de estos
microsatélites, se recogen en el Anexo XI. Podemos destacar que, el tamafio de los alelos
microsatélites oscila entre 65 pb (Polil129TUF) y 678 pb (EST-42), el nimero medio de
alelos por microsatélite es de 6.78+3.91 y oscila entre 2 (como por ejemplo Mss13 y Mss53)
y 19 alelos (Mss7).

Por otro lado, la heterocigosidad observada (Ho), tiene un valor medio de
0.6014+0.2272 y la heterocigosidad esperada (He) es de un valor medio de 0.6358+0.2118.

Entre los microsatélites con valores minimos de heterocigosidad podemos destacar a
Mss65 (Ho= 0.0526 y He=0.0519), y con valores maximos a Mssl54 (Ho=1.0000 y
He=0.8763), EST-33 (Ho=1.0000 y He=0.7443) y Mss63 (Ho=0.9545 y He=0.9366).

La aplicacion del test de equilibrio Hardy-Weinberg (p<0.05) y el célculo de la
frecuencia de alelos nulos (FAN) reveld6 qué microsatélites presentaban un déficit de
heterocigosidad, causada por la posible presencia de alelos nulos. Esta fue considerada
significativa a partir de un valor de +0.1000 (FAN>+0.1000). Ente los datos mas
significativos se pueden destacar, por ejemplo, los microsatélites Mss3 (Pvalue=0.0033 y
FAN=+0.3483), Mss43 (Pvalue=0.0015 y FAN=+0.2439), Mss56 (Pvalue=0.0806 vy
FAN=+0.2657), Mss74 (Pvalue=0.0164 y FAN=+0.3298), Mss106 (Pvalue=0.0049 y
FAN=+0.5333) y Mss126 (Pvalue=0.0545 FAN=+0.2552).

El indicador de polimorfismo (PIC), es un pardmetro que mide la variabilidad de un
microsatélite y esta estrechamente relacionado con el nimero de alelos que posee, es decir un
numero elevado de alelos es acompafiado con valor alto de PIC. Asi, el valor minimo
obtenido, se corresponde con 0.0499 (Mss65, dos alelos) y el valor maximo es de 0.9068
(Mss63, 16 alelos) siendo la media de 0.5879+0.2184.
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IV.2. Obtencion de las familias de referencia

IV.2.1 Creacion de las familias ginogeneticas haploides y diploides

La primera familia ginogenética haploide (FH1) se obtuvo de la fecundacion artificial
del esperma inactivo del macho L3-CF83-36 con los huevos de la hembra L2-DD53-19-H,
seleccionandose 140 larvas.

La segunda familia ginogenética haploide (FH2) se obtuvo a partir de la fecundacion
artificial del esperma inactivo del macho B7-EFED-M con los huevos de la hembra L4-
65347- H, seleccionandose 150 larvas.

Por tltimo, la familia ginogenética diploide se obtuvo con la fecundacion artificial del
esperma inactivo del macho L1-E27C-11- M con los huevos de la hembra L3-E945-11- H,
seleccionandose 180 larvas.

IV.2.2. Verificacion de la ginogenesis

Para la confirmacion de la naturaleza ginogenética de las progenies, se estudid el
cariotipo y el genotipo (mediante el analisis de microsatélites) de algunas larvas procedentes
de las tres familias creadas en este trabajo, cuyos resultados se detallan a continuacion:

1V.2.2.1.Estudio del cariotipo

Se realiz6 un estudio citogenético en diez larvas de cada familia. Para ello, se aplicd
el protocolo correspondiente (ver apartado IIl.4.2.) y las preparaciones obtenidas se
observaron al microscopio. Asi, se contabilizaron, en las larvas ginogenéticas haploides (de
ambas familias), 21 cromosomas y en las larvas ginogenéticos diploides 42 cromosomas,
estos resultados se muestran en la Figura 9:

a) b)

Figura 9: a) Fotografia del cariotipo obtenido de una larva ginogenética haploide en
la que se observan un solo juego de cromosomas en metafase; b) Fotografia del cariotipo
obtenido de una larva ginogenética diploide en la que se observan dos juegos de
cromosomas en metafase.
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1V.2.2.2. Amplificacion de microsatélites en larvas ginogenéticas

Para la comprobacion de la condicion ginogenética de las progenies y para la
posterior caracterizacion de los diferentes microsatélites en las familias de referencia, se
procediod a extraer el ADN de los parentales de las tres familias asi como de veinte larvas de
cada una de ellas, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 111.4.3.

A continuacidn, se seleccionaron dos microsatélites cuyas amplificaciones, en los
parentales, habian mostrado alelos diferentes y se comprob¢ la condicion ginogenética de las
veinte respectivas larvas de cada familia, confirmando la presencia exclusivamente de alelos
maternos.

Las Figuras 10 y 11 muestran el grafico de salida del secuenciador con las
amplificaciones de dos de los microsatélites utilizados para la verificacion de la condicion
ginogenética de las familias. El primer ejemplo corresponde a las amplificaciones del
microsatélite GATA3 en los parentales y una de las larvas de la primera familia ginogenética
haploide (FHI1), en la que se puede observar que ésta presenta un solo alelo materno,
verificandose asi su condicion haploide. En la siguiente figura, se muestran las
amplificaciones del microsatélite Mss66 en los parentales y una larva de la familia
ginogenética diploide, verificandose esta condicion al presentar dos alelos de origen
exclusivo materno.
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Figura 10: Ejemplo de alelos obtenidos del microsatélites GATA3 en la 1° familia de
referencia ginogenética haploide marcados en negro,a) tamario de los alelos del padre:
328/334, b) tamariio de los alelos de la madre: 319/331,c) tamaiio de alelo de una de la
larvas haploides: 331(Los fragmentos en naranja corresponden al marcador molecular LI1Z-
500).
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Figura 11: Ejemplo de alelos obtenidos del microsatélites Mss66 en la familia de referencia
ginogenética diploide marcados en azul, a) tamario de los alelos del padre: 115/123, b)
tamaiio de los alelos de la madre: 117/131,c) tamario de alelo de una de la larvas haploides:
117/131(Los fragmentos en naranja corresponden al marcador molecular LIZ-500).

Una vez comprobada la condicion ginogenética de las primeras veinte larvas, se
procedio a la extraccion del ADN del resto de larvas. Asi, de la 1* familia haploide se extrajo
el ADN de un total de 140 larvas, descartdndose 28 de ellas por carencia de ADN. En las
restantes 112 larvas se amplificaron los dos microsatélites y se volvieron a descartar alguna
de ellas (18) por presentar condicion diploide.

De la 2? familia haploide se extrajo el ADN de un total de 150 larvas y se descartaron
27 por carencia de ADN. De las restantes 123 larvas, se volvieron a descartar 25 de ellas por
presentar condicion diploide.

Por ultimo, de la familia ginogenética diploide se extrajo ADN de buena calidad de
75 larvas. Sin embargo, durante el amplificado de los microsatélites, se descartaron 5 por
presentar algun alelo paterno (sin condicion ginogenética diploide).

En resumen, para la 1* familia haploide (FH1) se usaron 94 larvas haploides, para la
2* familia haploide 98 larvas y para la familia ginogenética diploide se dispuso de 70 larvas.

IV.3. Desarrollo del mapa de ligamiento
Los analisis de ligamiento de los marcadores microsatélites disponibles se realizaron
mediante el programa JOINMAP 3.0 (Van Ooijen y Voorrips, 2001) que, con las frecuencias

de recombinacion y la aplicacion de varios test estadisticos, calcula las distancias y el orden
de los microsatélites en los diferentes grupos de ligamiento (LGs).

IV.3.1. Analisis de ligamiento de la 1* familia haploide
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Un total de 171 microsatélites polimorficos (92 de las genotecas enriquecidas, 52 de
la base de ESTs, 7 de otros peces planos y 20 descritos por otros autores en el lenguado),
fueron amplificados en la hembra (L2-DD53-19) resultando ser heterocigota en 105
microsatélites que, posteriormente, se amplificaron en las 94 larvas pertenecientes a esta
familia (FHI).

Tras el andlisis de ligamiento de los microsatélites, para esta 1* familia haploide
(HF1) se obtuvieron 24 LGs, en los se distribuyeron un total de 96 microsatélites. Durante el
analisis de ligamiento se aplicaron valores de LOD3, 4 y 5 y, en todos los casos, un valor de
recombinacion 7= 0.40. Para el valor LOD3, 17 microsatélites presentaron ligamiento, para
un LODA4, la relacion de ligamiento se amplio a 15 nuevos microsatélites y, por ultimo, con
un valor de LODS se detectd ligamiento en 64 microsatélites (Figura 12). En nueve
microsatélites no se detectd ligamiento con el resto y no se pudieron incluir en ninguno de
los LGs constituidos. Estos, se acompafian con las iniciales UL (unlinkage).

Una vez obtenidos los LGs, se procedié a ordenar los microsatélites dentro de cada
uno. Para algunos microsatélites, se aplico un valor LOD2 con criterios estadisticos mas
permisivos, consiguiéndose asi la ordenacion en cada LG. Estos microsatélites aparecen
subrayados en el mapa de ligamiento (Figura 12). Aun asi, hubo un microsatélite, cuya
posicion exacta no pudo determinarse con LOD2 y se considerd accesorio. Este tipo de
microsatélites se incluyen entre paréntesis, al lado de otro microsatélite al que se ha ligado
con un mayor LOD, seguido de la distancia a ¢l en cM.

Esto ocurre concretamente en el LG5 de esta FH1 para el microsatélite Mss96 (1),
que aparece junto a Smax-E273 a una distancia de 96.36 cM.

IV.3.2. Analisis de ligamiento de la 2* familia haploide

Los 66 microsatélites que resultaron homocigotos en la hembra de la FHI se
amplificaron en la hembra (L4-65347) resultando heterocigota en 39 microsatélites, los
cuales se amplificaron en las larvas pertenecientes a esta familia FH2. Ademas, obtenidos los
LGs de la HF1, se escogieron una media de dos microsatélites por LG y se amplificaron en la
hembra de la HF2, en 37 microsatélites, ¢ésta hembra resultdé heterocigota. Estos
microsatélites ademas de incluirse en el mapa de ligamiento de esta familia HF2,
posteriormente se utilizaron como nexo de union entre los grupos de ligamiento de las dos
familias.

Tras el analisis de ligamiento de los microsatélites para esta 2* familia haploide, se
obtuvieron 22 LGs en los que se distribuyeron un total de 64 microsatélites, en el analisis de
ligamiento se aplico en todos los casos el valor de LOD3. Doce microsatélites no presentaron
relaciones de ligamiento (UL) con el resto. Al igual que ocurre en la 1* familia, una vez
obtenidos los LGs en esta 2° familia, en algunos microsatélites se aplicé un valor LOD2 un
mejor ajuste del orden dentro de cada grupo, apareciendo también subrayados en el mapa de
ligamiento (Figura 12). Para esta familia ningiin microsatélite fue considerado accesorio.

IV.3.3. Construccion del mapa consenso

Con los 37 microsatélites amplificados en ambas familias, se procedié a realizar un
nuevo analisis de ligamiento, permitiendo unir, en algunos casos, grupos de ligamiento de
cada familia en uno comun.

El mapa de ligamiento consenso del lenguado esta formado por 27 LGs a lo largo de
los cuales se distribuyen un total de 129 microsatélites. Esta distribucion no es uniforme,
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habiendo LGs de 2 marcadores (LG18 al LG27) hasta 14 marcadores (LG1 y LG3), la media
es de 4.7 microsatélites por grupo. Con respecto a la procedencia, 67 de ellos (51.93%) son
de las genotecas enriquecidas, 41 (31.78%) son microsatélites de la base de datos ESTs, 16
(12.40%) se describieron para el lenguado por otros autores, concretamente 7 por Funes y
col., 2004 y 9 por Porta y col., 2004 y por ultimo, 3 (2.32%) pertenecen a otros peces planos,
concretamente 1 del rodaballo (Smax-E273) y 2 de la platija (Poli200TUF y Poli129TUF).

Las nuevas relaciones de ligamiento entre los grupos de ambas familias se
establecieron con un valor de LOD>3 y, como ocurrié anteriormente durante la ordenacion
de algunos microsatélites en su grupo de ligamiento respectivo, se aplico un LOD2 para un
mejor ajuste. Estos marcadores aparecen subrayados y se encuentran en los extremos del
grupo (Est-32 del LG1, Mss024 del LG13 y CSse27G19 del LG14). Ademas, hay dos
microsatélites accesorios, uno mencionado anteriormente procedente del mapa FH1 (Mss96
en LGYS) y el microsatélite SN15 en LG4 que aparece junto al Mss44 a 24.2 cM de distancia
(Figura 12).

De los 27 LGs, 8 proceden de la union de dos grupos de ambas familias tras el
analisis de ligamiento con microsatélites compartidos y son denominados consenso (LG2 al
LG8 y el LG12), 6 estan formados por dos LGs procedentes de cada familia en los que, a
pesar de compartir microsatélites, el ligamiento ha sido insuficiente, pero aun asi, se pueden
considerar como un unico un grupo, son: LG1-9-10-11-13 y LG15, 6 contienen algin
microsatélite UL procedente de las familias (LG9, 14, 15, 16, 17 y LG18) y, por ultimo, 9
grupos de ligamiento, que estan formados por dobletes de marcadores (del LG19 al LG27)
que podrian pertenecer a los grupos anteriores, estar ligados entre ellos constituyendo una
nueva agrupacion o formar parte de otros nuevos grupos no presentes. En ninguno de los
casos, para un total de 15 microsatélites no se detecto ligamiento (UL).

Los grupos de ligamiento varian desde 3.2 (LG19) a 109.9 (LGI) cM, siendo el
tamafio medio de los grupos de 36.93 cM. La longitud del mapa se obtuvo de manera
estimada a partir de las distancias de cada grupo de ligamiento. Los marcadores accesorios
no se tuvieron en cuenta en este calculo, obteniéndose una longitud total de 1004cM. El
haber obtenido un nimero de grupos de ligamiento mayor al nimero haploide de la especie
es debido, a la presencia de regiones gendmicas sobre las que no se han podido cartografiar
microsatélites, por lo que tampoco, ligamiento con el resto de grupos. A este tipo de regiones
se les conoce como gaps y en este mapa, se encuentran presentes a lo largo de todos los
grupos y, en su mayoria, con tamafos alrededor de 20-30 cM.

La Tabla 15 resume las principales caracteristicas basadas en los microsatélites de
cada uno de los mapas obtenidos.

Mapa consenso | Mapa 1" Familia | Mapa 2* Familia

Marcadores 144 105 76
Genotecas 83 68 43
EST 41 24 20
Peces planos 5 4 1
LGs 27 24 22
No ligados (UL) 15 9 12

Tamafio(cM) 1004 782.1 754.6

Tabla 15: Comparativa de los mapas de ligamiento obtenidos en las familias haploides y el
mapa consenso.

La composicion de los grupos de ligamiento que forman el mapa consenso y los
mapas de las dos familias haploides, se detalla a continuacion en la Tabla 16.
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CONSENSO Mapa HF1 Mapa HF2
N° Tamahfo N° Tamafio N° Tamafio
LG micros. (cM) LG | micros. (cM) |LG | micros. (cM)
LG1 14 109.9 |LG1 8 68.4 LG3 4 72.6
LG9 4 37.3 LG15 2 9.3
LG2 8 86 LG2 7 86.4 LG9 3 23.6
LG3 14 69 LG3 7 50.9 LG1 6 824
LGS 5 16.7
LG4 7 49.2 LG4 5 64.1 LG4 4 72.7
LG18 2 24.2
LG5 5 55.3 LG5 5 55.2 LG13 2 21.5
LG6 6 50.6 LG6 5 36.5 LG10 3 46.1
LG7 5 56 LG7 7 52.5 LG12 2 22.9
LG8 8 78.7 LG10 4 10.3 LG2 6 77.6
LG9 6 46.8 LG11 4 46.8 LG7 3 23.6
LG10 5 37.1 LG12 4 36.1 LG14 2 31
LG11 6 48.4 LG13 4 9.3 LG8 3 39.1
LG12 4 26.7 LG14 4 21.2 LG11 3 27.4
LG13 6 85.4 LG15 3 20.9 LG2 4 64.5
LG14 3 42.3 LG16 3 42.3
LG15 6 LG17 3 32 LG6 3 35.4
LG16 2 16.9
LG16 3 26.1 LG18 3 26.1
LG17 3 20.7 LG19 3 20.7
LG18 2 13.6 LG17 2 13.6
LG19 2 3.2 LG20 2 3.2
LG20 2 5.3 LG21 2 5.3
LG21 2 9.7 LG22 2 9.7
LG22 2 22.7 LG23 2 22.7
LG23 2 7.5 LG24 2 7.5
LG24 2 8.2 LG19 2 8.2
LG25 2 25.5 LG20 2 25.5
LG26 2 10.3 LG21 2 10.3
LG27 2 6.2 LG22 2 6.2

Tabla 16: Grupos de ligamiento que constituyen el mapa consenso de S. senegalensis y su
procedencia con respectos a los de las familias haploides, indicandose en cada uno, el
numero de microsatélites que lo constituyen y el tamario que poseen.
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Mapa de ligamiento de solea senegalensis. Los microsatélites se disponen a la derecha y a la
izquierdase indica la distancia de cada intervalo (cm).los microsatélites que se ordenaron con
un valor lod2 aparecen subrayados y los accesorios se incluyen entre paréntesis junto con el
microsatélite al que se une.

I1V.3.4. Localizacion del centromero

IV.3.4.1. Caracterizacion de los microsatélites en la familia ginogenética diploide

Para la localizacion del centromero en cada LG se amplificaron en la hembra de la
familia ginogenética diploide (L3-E945-11- H), los 144 microsatélites candidatos a ser
integrados en el mapa (marcadores polimorficos). Tras las amplificaciones en esta hembra, se
dispusieron de un total de 94 microsatélites para los cuales era heterocigota. Estos
marcadores, fueron los que se amplificaron en su descendencia (70 larvas ginogenéticas
diploides) para el analisis de la segregacion.

1V.3.4.2. Estimacion de la distancia microsatélite-centromero

A partir de las amplificaciones obtenidas de los 94 microsatélites en la familia
ginogenética diploide, se calculo la distancia al centromero teniendo en cuenta la proporcion
de heterocigotos en cada microsatélite (y=n° larvas heterocigotas/total). Asi, la distancia al
centrdmero se representa como y/2(x100) y se expresa en cM. En este analisis, hemos
asumido interferencia completa (Thorgaard y col., 1983).

A continuacidon, se muestra en la Tabla 17 los microsatélites analizados (73),
indicando las distancias al centromero y ordenados por grupos de ligamiento:

Micro- distancia Micro- distancia
LG satélite centrémero (cM) LG satélite centrémero (cM)
LG1 Est-32 30 LG8 Mss 050 414
M-164 37,1 F1318/4/7 47,85
Mss 82 46,4 Poli 200 TUF 414
M-154 46,4 Poli 129 TUF 47,1
Sse CA28 36,4 LG9 Sol CA13 16,4
Mss 047 2,1 Mss 061 47,85
Mss 067 25,7 Est-14 39,25
Est-18 25 Mss 054 42,1
LG2 CSse 1P20 22,1 LG10 CSse 3HO07 46,4
Mss 110 414 Est-43 15
Mss 131 42,1 LG11 Mss 035 44,25
Est-42 35 Est-33 45
Mss 059 32,85 Sse GATA9 19,25
Mss 105 36,4 Sse GATA38 33,55
Mss 066 30,7 LG12 SolMIJ 45
LG3 Mss 87 12,1 Sse GATA 21 42,85
Est-29 32,85 LG13 Mss 140 22,1
M-155 20,7 Est-12 19,25
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Sol 13D 40 Sol A 2,1
Sse GATAG67 39,25 Mss 024 16,4
CSse 2G14 38,55 M-152 33,55
CSse2H15 39,25 LG14 CSse27Gl19 43,55
LG4 Mss 86 34,25 M-150 214
Mss 044 28,55 LG15 Mss 075 47,1
Sol MII 25 CSse 1117 24,25
Mss 063 14,25 CSse 6A20 22,85
LGS Mss 119 22,85 Est-10 35
Sol 19 A 30 Est-60 16,4
Mss 027 36,4 Mss 134 22,85
LG6 Est-8 46,4 LG19 Mss 129 42,1
Mss 01 43,55 Est-39 37,1
Mss 07 4425 LG20 Est-15 0
Mss 144 22,1 LG21 Mss014 26,4
Mss 136 23,55 M-157 414
LG7 Mss 058 30,7 LG22 Mss 046 46,4
Est-23 15,7 Est-47 5,7
Est-22 22,85

Tabla 17: Resultados de la localizacion del centromero en los grupos de ligamiento
analizados, mediante los microsatélites contenidos en cada uno. En negrita el microsatélite
que se ha considerado mas proximo al centromero.

Como se puede observar, no en todos los grupos de ligamiento fue posible la
estimacion de la distancia al centromero ya que, algunos microsatélites (50), no pudieron
incluirse en el analisis de segregacion al resultar homocigotos en la hembra de esta familia
ginogenética diploide. Concretamente 8, son los grupos de ligamiento que quedaron
excluidos en este estudio (del LG16 al LG18 y del LG23 al LG27).

IV .4. Estudios evolutivos. Analisis de conservacion y sintenia

Una vez caracterizados los microsatélites en el lenguado, en base a los que se ha
desarrollado un mapa de ligamiento, nuestros siguientes objetivos fueron: (1) anotar y
clasificar las secuencias ligadas a estos microsatélites y su presencia en otras especies de
peces, (2) determinar el grado de conservacion de estos microsatélites, y en su caso, inferir
procesos relacionados con la evolucion de los mismos en peces planos, y (3) utilizar estos
marcadores para el analisis de sintenia entre cromosomas de especies modelo de peces y
grupos de ligamiento de peces planos. Para los dos primeros objetivos, hemos comparado las
secuencias de todos los microsatélites (monomorficos y polimorficos) caracterizados por
primera vez en esta Tesis, tanto los procedentes de las genotecas enriquecidas como los
seleccionados de la base de ESTs del lenguado. Para el tercer objetivo, se utilizaron solo los
microsatélites integrados previamente en el mapa del lenguado y se compararon con genomas
completos de las especies modelo de peces: espinoso, tetraodon, medaka, fugu y danio.
Adicionalmente, estas ultimas comparaciones han permitido un estudio de sintenia indirecto
entre las especies modelo y los peces planos.
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IV.4.1. Anotacion, asignacion de términos GO y zonas UTRs

IV.4.1.1. Anotacion

Con objeto de anotar las secuencias que portan los 194 microsatélites éstas, fueron
comparadas con las secuencias génicas depositadas en la base de datos del GenBank
mediante el programa BLASTx. Los resultados obtenidos, se muestran en el Anexo XII.

Se encontr6 homologia para 29 secuencias microsatélites (15.0%) de las cuales, como
era previsible, 2 (6.9%) procedian de las genotecas realizadas y 27 (93%) procedian de la
base de datos de ESTs del lenguado. Tanto las especies, como el gen resultante en la
busqueda, fueron muy variados, encontrandonos homologias con secuencias de especies de
peces como tetraodon, danio, fugu, salmoén y tilapia, ademas de otros peces planos como el
rodaballo, el halibut e incluso el propio lenguado senegalés.

IV.4.1.2. Términos GO

Los términos GO se asignaron a las secuencias anotadas utilizando el software
AmiGO v.1.8 (http://www.geneontology.org/) (Camon y col., 2004). De todas ellas, podemos
destacar:

1) Procesos biologicos en 19 microsatélites (70.4%): fosforilacion (21.0%);
biosintesis y degradacion de lipidos (15.8%) y transporte (15.8%).

1) Funciones moleculares en 24 microsatélites (88.9%): estructura de membrana
(29.2%) y transporte de membrana (20.9%);

i11) Componentes celulares en 15 microsatélites (55.6%): membrana y reticulo
endoplasmatico (53.3%); ribosomas (20%); citoplasma (20%); nacleo (10%).

Los resultados completos, obtenidos en esta busqueda, se demuestran en el Anexo
XIII.

IV.4.1.3. Zonas UTR

Se localizaron las repeticiones microsatélites de las 29 secuencias con anotacion en
las regiones traducidas y no traducidas (UTRs) de las secuencias génicas, los resultados
obtenidos se detallan de nuevo, en el Anexo XIII.

La Tabla 14 muestra los porcentajes de microsatélites obtenidos para cada zona, asi
como su relacion con el tipo de motivo repetido.

Motivo | Region traducida (=%) | Region 3°-UTR (=%) | Region 5’-UTR (=%)
Di- - 2 16 (69.6)

Tri- 1 2 6 (26.1)

Tetra- - - 1(4.3)

Hexa- 1 - -

Total 2 (6.9) 4 (13.8) 23 (79.3)
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Tabla 14: Numero de microsatélites obtenidos y clasificados segun el motivo repetido y la
region de localizacion.

Todos los microsatélites con motivo dinucleotido se localizaron en las zonas UTRs
(18 de los 23 analizados). En cambio los trinucledtidos se puedieron localizar tanto en
regiones traducidas como en UTRs. Dentro de la zona traducida se localizaron dos
microsatélites: el EST-5, con repeticion hexanucleotida y con anotacion de “complement
Clqg-like protein 2-like Danio rerio” y el Mss32 un trinucle6tido con anotacion “semaphorin
6db Danio rerio”.

IV.4.2. Conservacion de las secuencias de microsatélites de lenguado en otras especies
de peces planos

IV.4.2.1 Blasqueda de homologia

Un total de 194 secuencias de microsatélites (118 de nuestras genotecas y 74 de la
base ESTs) se compararon con las disponibles en las bases de datos ESTs del rodaballo
(6.170 secuencias), la platija (13.869 secuencias) y el halibut (20.886 secuencias)
desarrolladas en diferentes proyectos (ver apartado 111.6.4.).

Tras esta busqueda, 55 de ellas (28.4%) presentaron homologia, mientras que el resto,
139 (71.64%), no dieron lugar a coincidencias de acuerdo con los pardmetros considerados
por nosotros. De las secuencias con homologia, 10 (18.2%) provenian de las genotecas y 45
(81.8%) correspondian a secuencias procedentes de la base de datos de ESTs del lenguado.

Se realizd una primera clasificacion de las secuencias en funcion del nimero de
especies en donde se encontrara la homologia: compartida por las tres especies (rodaballo,
platija y halibut), por dos (cualquiera de ellas), o presente s6lo en una de las especies (Tabla
10).

Tipo Total 3 especies (=%) |2 especies (=%) |1 especies (=%)
Genotecas 10 3 (30.0) 2 (20.0) 5(50.0)

ESTs 45 14 (31.1) 15 (33.3) 16 (35.55)

Total 55 17 (30.9) 17 (30.9) 21(38.2)

Tabla 10: Resultados de las secuencias microsatélites segun se encontraran en tres, dos o en
una de las especies de peces planos. Los datos de cada apartado se acomparnian con sus
porcentajes correspondientes.

El numero de secuencias homdlogas encontradas en cada especie se representa en la
Tabla 11. Los valores totales no se corresponden con la suma de los parciales, al haber

secuencias de microsatélites compartidas por mas de una especie, tal y como se recoge en la
Tabla 10.
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Tipo Total Rodaballo (=%) |Platija (=%) |Halibut (=%)
Genotecas 10 6 (60.0) 7 (70.0) 5(50.0)

ESTs 45 28 (62.2) 28 (62.2) 32 (71.1)
Total 55 34 (61.2) 35 (63.6) 37 (67.3)

Tabla 11: Resultados de la busqueda de homologia de las secuencias microsatélites de
lenguado en otras especies de peces planos, clasificados segun su procedencia y la especie
analizada. Los datos de cada apartado se acomparian con sus porcentajes correspondientes.

IV.4.2.2. Conservacion y evolucion del motivo microsatélite

Una vez obtenidas las coincidencias de los microsatélites estudiados con las bases de
datos de ESTs de otras especies de peces planos, analizamos la conservacion del motivo
microsatélite de las 55 secuencias que presentaron homologia. Asi, 22 de ellas (40% -todas
procedentes de la base de datos ESTs) conservaban las repeticiones microsatélites en las
otras especies (Tabla 12). Estos 22 microsatélites se clasificaron en funcién de si mantenian
el naimero de repeticiones o no, y de si la repeticion era perfecta o imperfecta (Tabla 13).

Rodaballo | Platija | Halibut
Repeticion microsatélite conservada (22) 10 11 12
Repeticion microsatélite no conservada (33) | 30 26 24
Total (55) 40 37 36

Tabla 12: Numero de secuencias que conservan la repeticion microsatélite o no, en
rodaballo, platija y halibut.

VARIABILIDAD Rodaballo Platija Halibut

Mismo Distinto Mismo Distinto Mismo Distinto
Lenguado ~ . ~ 9 Y ~

tamano tamano tamano tamano tamano tamano
Monomorficos 2 2 4
Polimérficos 8 1 8 8
EVOLUCION Rodaballo Platija Halibut
Lenguado Otra especie | Monomor. Polimor. Monomor. Polimér. Monomor. Polimér.
Perfecto Perfecto 1 1 2 1 1
Perfecto Imperfecto 5 3 2
Imperfecto Perfecto 0 0 0 0 0 0
Imperfecto Imperfecto 2 2 1 4 3 5
Tabla 13: Andlisis de las repeticiones microsatélite (22 secuencias) conservadas en

rodaballo, platija y/o halibut y clasificadas segun la variabilidad y la evolucion que
presentan en estas especies (Monomor: monomorficos; Polimor: polimorficos).

Con respecto a la variabilidad de los microsatélites, se observa una tendencia de los
polimorficos en lenguado a presentar un tamafio distinto, en cuanto al nimero de
repeticiones, en el resto de especies (21 microsatélites, 95.5%).

Con respecto a la evolucion del motivo del microsatélite, la mayoria de microsatélites
polimorficos y perfectos en el lenguado se encontraron como imperfectos en las demas
especies (6 microsatélites, 28.6%), mientras que los microsatélites polimorficos e
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imperfectos en el lenguado se mantenian imperfectos en el resto de especies (7

microsatélites, 33.3%).

Las Figuras 6, 7 y 8 muestran algunos ejemplos de alineamientos de los

microsatélites conservados en otras especies de peces planos:

HALI BUTDT806471 GCACGAGCCGAGGACATAAATATAGAAAACTGCTGAGTCCGT- AGTG - - - - - - == - - - - 212
RODABALLOFE946336 GCGTGAGCCGAGGACATAAATATAGAAAACTCCTG - TGCGC- TGTG === - - - - - - - - - 212
PLATI JACX284638 GCACGAGGT GAGGACATAGATATAGGAAGCTGCTGIGTCCGC- TGTG = === - - === - - - 67
LENGUADCEST22 GTTTGCGCTGACAACATAAATATAGAAAACTACTGIGTGTGTGTGTGTGTGTGIGTTTGT 231
* * ok * * kkkkk Kkhkkkkk kk Kkk kkk *k ok * k ok
HALI BUTDT806471 GAAGC------ TCTGGGGGTTCAGATGAGTCGTI G- - - - - - - GTCTGAGGCTCAGT- GGAGG 258
RODABALLOFE946336 GAAC------ TCTGGGGT TTCAGATGCGT CGGCT - - - GGAGGCTGAGGCTCAGT - GGAGG 262
PLATI JACX284638 GAAC------ TCTGGGG TTCAGATGAGT CGTCTTCTGGAGGCTGAGGCTCAGT - GGAGG 119
LENGUADCEST22 GCACGGTGGACCTGGGAATACAG- - GAGTCGGCT- - - GGAGGCTGAGGCTCAATTAAAGG 286
* kK * k k ok ok * Kk k ok * kkkk Kk * kkkkkkkkkk * * ok Kk
HALI BUTDT806471 AATGGAAGGAGGGCECTGIG - - - - - - TTTTTACTCGGTGAGGCCGAGCTTCTTCTTCAGG 311
RODABALLOFE946336 AATGGEEEEEEEEEEEEEG - - - - - - - - - TTTACTCTGTGAGGCCAAGCTTCTTCTTCAGA 312
PLATI JACX284638 AATGGAAGGAGGGCECTGIG - - - - - - TTTTTACTCCGT GAGGCCGAGCTTCTTGITCAGG 172
LENGUADCEST22 AATG- AAGGAGAGCCTGAGGTTTTTTTTTTTACTCTGTGAGGCCGAGCTTCTTCTTCAGG 345
* Kk kK * Kk k kK * kkkkkkk khkkkkkkk *hkkkkkkk *kkkk
HALI BUTDT806471 GACT CGGGCAT CTCCGEGEGEGAGEEGEGACGEEECAGECEEGAAGTAGACCTTGACTGAGT CG 371
RODABALLOFE946336 GACT CTGGCAT CTCCGGGEGEGAGGGEGEGACGGEGEECAGGECGAAAGTACACCTTGACAGAGT CG 372
PLATI JACX284638 ACNTCGGGCAT CT CGEEGEGAGEEEGECCEEEGECAGECGGAAGTAGACCT TGACTGAGT CG 232
LENGUADCEST22 GACT CGGGCAT CTCCGEGEGEGAGGAGEECGEGEECAGGECEGAAGTACACCT TGACGGAGT CG 405

Kk KKk AKAKRAKAKRAKRAKRAKE, kk KAKARAhAhdh* *hhkkk *Ahkdhhhkdx Fhkhxk
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Figura 6: Alineamiento secuencia EST-22 con microsatélite polimdrfico y perfecto en
lenguado y conservado en otras especies con diferente tamario e imperfecto. Region

microsatélite marcado en rojo.

PLATI JAAU090937 TGGTCAGCACGAGGGTC- TGTCACGATCAGGAGGECGGGEGECTCCCTGAAAGCTGCCTGGAT 238
HALI BUTCN655658 TGGTCAGCACGAGGGT CGT GTCACAAGCAGGAGGCGGGEGECTCTNTGAAAGCTGCCTGGAT 239
RODABALLOHS030650 TGGTCAGCGCGAGGGTC- TGTCACAATCAGCAGGCGGGEGECT CCCTGAAAGCAGCCTGGAT 239
LENGUADO- EST4 TGGTCAGCACGAGGGT G- GGTCACAAGCAGGAGGCGAGGCT CCCTGAAAGCAGCCTGGAT 238
kkhkkkkkkk Khhkkkkkkk kkkkk Kk Kkkk kkhkkkk kkkkk khkkkkkk khkkkkkkk
PLAT. AU090937 CTGATTGGT GAAGGT ACCAGGGGT GAAACGACCGT GGAAGGT GGTGGCGCCGGTGGCAGA 298
HALI BUTCN655658 CTGATTGGT GAAGGTACNT GGGGT GAAACGACCGT GGAAGGT GGTGGCACCGGTGGCAGA 299
RODABALLOHS030650 CTGATTGGT GAATGTACCAGGGGT GAAACGGCCAT GGAAGGT GGTGGCACCGGTGGCAGA 299
LENGUADO- EST4 CTGATTGGT GAAGGT ACCAGGGGT GAAACGACCATGGAAGGT TGTAGCACCGGT GGCGGA 298
kkkkkkkkkkkk* *kkk khkkkkkkkkkk K*k khkkkkhkkk **k *k Fhkkkkkkk Kk
AU090937 GGCGAACTTCAGCACAGCTCTCTGT CCAGT GT TCCTGGAGGAGATGACGCACACGTCAGC 358
HALI BUTCN655658 GGCGAACTTCAGCACAGCTCTCTGT CCGGT GT TCCTGGAGGAGATGACGCACACATCAGC 359
RODABALLOHS030650 GGCGAACTTCAGCACCGCTCTCTGT CCGGT GT TCCTGGAGGAGATGACGCACACATCAGC 359
LENGUADO- EST4 GGCAAACTTCAGCACTGCTCTCTGT CCAGT GT TCCTGGAGGAGATCACACACACATCAGC 358

kkk kkkkkkkkkkk Kkkkkkkkkkkk kkkkkkkkkkkkkkhkk **k *kkkkkx *kk*k*x

AU090937 TGGG- TTCTCA 368
HALI BUTCN655658 TGGG TTCTCA 369
RODABALLOHS030650 TGGG TTCTCA 369

LENGUADO- EST4

TGGGGTTCTCA 369

kkkk  Kkk kKK

Fiura 7: Alineamiento secuencia EST-4 con microsatélite monomdrfico e imperfecto en
lenguado y conservado en otras especies con diferente tamaiio e imperfecto. Region

microsatélite marcado en rojo.

HALI BUT_DN794634
PLATI JA_FE043204
RODABALLO_FE945246
LENGUADCEST10

HALI BUT_DN794634
PLATI JA_FE043204
RODABALLO_FE945246
LENGUADCEST10

ATCCATCCTCACCGAACAGGAACCGT TT- CATTTT- AAATACACAAACAAATCCAA- - - -
ATCCATCCTCACCGAACAGGAACCGT TT- CATTTT- AAATACACAAACAAATCCAAA- - -
ATCCATTCGCACGT TACAGGAAACATTTTCATTTTTAAATACACAAACAAATCCAGG: - -
ATCCATCCTCACAT- - - - GAACACTTTTTCATTTTTAAATACATGAACAAAT CCGGACGA

Kkkkkk K KKkk * Kk okkk kkKkAKkk AKkAKA KK Kk KKK KK KK

————————— CCGTGTGATACAGAGT CAAACATTCATTCAGACAGGGGAGCGAGGGATGA-
————————— CTGTGTGATACAGAGT CAAACATTCAT TCAGACAGGGGAGCGAGGGATGGA

CGACGACGACT GT GTGATACGGAGT CAAACATTCACT CAAACACACXEAGAGGAGGATGA—

kkk kk kkkk kkkkkkkkkkkkkk kkk Kk *k ok * %
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HALI BUT_DN794634
PLATI JA_FE043204
RODABALLO_FE945246
LENGUADCEST10

HALI BUT_DN794634
PLATI JA_FE043204
RODABALLO_FE945246
LENGUADCEST10

HALI BUT_DN794634
PLATI JA_FE043204
RODABALLO_FE945246

------ TGGAGGAGGT GGT GGAGGAGGAGGA: - - GAGTGTT- - GGTGGTCGEG - - - - - C
GAGAGGT GGAGGT GGT GGAGGAGGAGGAGEA- - - GAGTGTGGAGGTGGTCAGG: - - - - - c
------- GGAGGAAG: - GTGGAGGAGEGGTT- - - GA- < - = - - - GGTGG - = - == - = - - = -
------- COACGAGGACGACGACACGACGACCACGAAGT GLACGACGACGTGTTTGTCC

* ok kK k * * kkkkkk Kk ok *k Kk

GICAGGACGG - -------- ATTG ---- ACTTCTGT TCGGGAATCAGGTCGTCGATGGA
GICAGGACGG - -------- CTTG---- ACTTCTGGGCGGGAATCAGGTCATCGATGGA
ATCGGCCECCG - -------- CTTCTTTTTACTTCTGGGCGGGEGATCAGGT CGTCGATGGA

GTICAGGACGGTGGTCGTGGT! CT TTGT TTTACTTCTGI GCAGGAATCAGGTCTTCGACAGA

*k kk kkk koK ok ok ok ok k * kk kkkkkkkk Khkk*k * %

CTGACTCTTCTCCAGCTTCTTCTCCATCTCGACCAGCAGCT TGACGCCGT CGACCACCAT
CTGGCCCTTCTCCAGCTTCTTCTCCATCTCGACCAGCAGCT TGACTCCGT CCACCACCAT
CTGGCCCTTCTCCAGCTTCTTCTCCATCTCGATCAGCAGCTTGATTCCGT CCACCATCAT

LENGUADCEST10 CTCTCCCTTCTCCAGCCTCTTCTCCATCTCCACCAGCAGT TTGATTCCGT CGACCACCAT

* K K kkkAKAKAKK KAKAKAKRAKAKAKK, Kk Khkkkkk KAk K Kkkkk Khkkk kk*k

Figura 8: Alineamiento secuencia EST-10 con microsatélite polimorfico e imperfecto en
lenguado conservado en otras especies con diferente tamaiio e imperfecto. Region
microsatélite marcado en rojo.

IV.4.3. Estudios de sintenia

IV.4.3.1 Conservacion de los microsatélites de lenguado en especies modelo

El desarrollo de marcadores microsatélites anclados al mapa de ligamiento en
lenguado que hemos desarrollado en este trabajo, junto con la existencia de genomas
completos de otras especies modelo, permite analizar la conservacion de los mismos. Asi, los
144 microsatélites disponibles para ser cartografiados (129 con relaciones de ligamiento y los
15 microsatélites UL) fueron contrastados mediante BLASTn con las secuencias de espinoso,
tetraodon, medaka, fugu y danio que se encuentran despositadas en la base de datos de
genomas Ensembl. Se seleccionaron aquellos alineamientos >80 pb con e-values <10~.

Un total de 41 (29.9%) microsatélites analizados (13 procedentes de las genotecas y
28 de la base de ESTs) presentaron coincidencias con los genomas de especies modelo
siguiendo los criterios anteriormente mencionados. Concretamente, 32 (78%) presentaban
homologia con espinoso, 29 (70.7%) con tetraodon, 32 (78.0%) con medaka, 38 (92.7%) con
fugu y 21 (51.2%) con danio. Para la mayor parte de los microsatélites, 37 (90.2%), se
encontraron hits en un Unico cromosoma. Si bien, 20 (48.8%) de ellos presentaron
coincidencias en mas de uno (Tabla 18).

LENGUADO __ |ESPINOSO | TETRAODON |MEDAKA |FUGU DANIO
SSRs

(Bsveenotecas) | 248 |29009) 32(2218) |38(26/12) |21 (16/5)
Unico 18 20 2 19 13
cromosoma

Multiple 14 9 10 19 8
cromosoma

Tabla 18: Resultados del Blastn realizado en las 144 secuencias de microsatélites de
lenguado contra los cinco genomas de especies modelo. Se distingue los hits encontrados en
un unico cromosoma de los encontrados en varios cromosomas.
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La Tabla 19 muestra los microsatélites de lenguado agrupados en sus respectivos LG
y su homologia con los cromosomas de las especies modelo de peces estudiadas. Entre las
secuencias con homologias en mas de una especie modelo, se encontr6 un unico marcador
presente en todas (Est-33). Es interesante destacar que este marcador, solo presenta
homologia con un Unico cromosoma en todas ellas y que este microsatélite se encuentra
asociado a una proteina ribosomal (ver Anexo XII). Si este andlisis se realiza sin tener en
cuenta a la especie danio (perteneciente a Ostariofisios), el nimero de secuencias
microsatélites, que se encuentran conservadas en el resto de especies modelos (pertenecientes
a Acantopterigios) y en un unico cromosoma, aumenta hasta 6: Mss47 (genoteca), Est-28,
Est-57, CSse3HO07, Est-33 y CSse6A20 (ESTs). Como se puede comprobar en el Anexo XII,
a parte de la proteina ribosomal conservada en todas las especies, de estas ultimas secuencias,
solo existe anotacion para una de ellas, CSse3HO07, correspondiente al factor de regulacion
del interferon.

Tal y como ha quedado reflejado en el mapa de ligamiento del lenguado (Figura 12),
estas secuencias con homologia en especies modelo, se distribuyen: 4 en LG1 y LG2, 3 en
LG3, LG15 y LG17, 2 en LG9, LG10, LG11, LG13, LG25 y LG26 y uno en LG4, LG6,
LGS, LG14, LGl6, LG19, LG20, LG22,LG23 y LG27. Hay que destacar, que el
microsatélite CSse3A04, no ligado en el mapa, presentd la misma homologia que los
microsatélites del grupo de ligamiento 17 (Est-13 y Est-62) en los cromosomas de las
especies modelo por lo que se considerd perteneciente a este mismo grupo de ligamiento.

Es de especial relevancia destacar, que la exploracion de los genomas completos de
especies modelo, demuestran que algunos microsatélites presentes en el mismo grupo de
ligamiento de lenguado, mapean en el mismo cromosoma en cada una de las especies modelo
analizadas (Tabla 19). El hecho de tener los mismos marcadores ligados en distintas
especies, abre la posibilidad de estudiar la conservacion de su orden.

Lenguado Espinoso Tetraodon Medaka Fugu Danio
EST-16 (LGI1) 10-20 8 11-16 7-9-12 16-19-25
EST-32 (LGI1) 9 17 1 4-17 1
EST-28 (LG1) 9 18 1 17 NO
Mss47(LG1) 9 18 1 17 NO
EST-42(LG2) 17 NO 5 19 NO
Mss102 (LG2) 9-12-17-19 | 11 5-6-23 3-9-18-19 4-6-8-11-25
Mss105 (LG2) NO NO NO 19 NO
Mss131 (LG2) NO 11 5 11-19 NO
CSse2H15 (LG3) 17-19 5 3-6 7-9-13 7-25
EST-29(LG3) NO NO 3 13 NO
Mss29 (LG3) NO 8 NO 7 NO
Mss44(LG4) 1-13 12 9-13 21 NO
EST-8 (LG 6) 2-19 13 6 9-13

EST-22(LG7) NO NO 23 18 4-25
EST-34 (LG7) 7 2 17-18 NO 5
EST-57 (LGS8) 15 1 4 20 NO
EST-14 (LGY9) 13-14 4-12 NO 6-21 5
Mss54 (LG9) NO 4 12 6 NO
CSse3H07(LG10) 12 19 7 3 NO
Mss57(LG10) 12 9 NO 3 23
EST-2(LG11) 1-7-15 10-13-14-16 | 13-14-22 | 2-9-11-15-16 | 5-15
EST-33 (LG11) 18 14 24 16 20
CSselNO07 (LG13) NO 1-3 NO 1-5-8-14-19 NO
Mss24(LG13) 4 NO NO NO 14
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EST-27GI9(LG14) | 11 2-13 8 5 NO
CSse6A20(LG15) | 15 10 22 2 NO
EST-10 (LG15) 15-18 10-14-16 13-22 2-16 5-13
EST-60 (LG15) 15 10 NO 2 NO
Mss32(LG16) 10-20 NO 16 7-12 16
EST-13 (LG17) 16 23 221 18 19
EST-62 (LG17) 16 23 21 18 NO
CSse3A04 UL NO 2 21 1 9
EST-39(LG19) 5 NO 19 NO NO
EST-15(LG20) 20 NO 16 7-15 16
EST-47(LG22) 1-7-13 NO 9-13-14 | 6-11-15-21 5-15
Mss84 (LG23) 412 9 7 3-14 NO
EST-50(LG25) 21 NO 21 1 9
Mss62(LG25) NO NO NO 1 NO
EST-11 (LG26) 2-19 5-13 6-13 9-13 7
Mss64 (LG26) 29 5-18 3 13-17 7
EST-5(LG27) 3.7 NO NO 220 20

Tabla 19: Homologia que relaciona los grupos de ligamiento de lenguado (ordenados
siguiendo el mapa) con los cromosomas de las especies modelo de peces: espinoso,
tetraodon, medada, fugu y danio.

Para llevar a cabo este analisis de sintenia, se han considerado exclusivamente
aquellos grupos de ligamiento de lenguado con tres microsatélites que presentaran homologia
en el mismo cromosoma de al menos dos de las especies modelo. Cuatro regiones
conservadas que se corresponden con los grupos de ligamiento LG1 (Est-32, Est-28 y
Mss47), LG2 (Est-42, Mss102 y Mss131), LG15 (CSse6A20, Est-10 y Est-60) y LG17 (Est-
13, Est-62 y CSse3A04) fueron seleccionadas por cumplir esos criterios (Tabla 20).

Lenguado Espinoso Tetraodon Medaka Fugu Danio
EST-32 (LG1) 9 - 1 17 1
EST-28 (LG1) 9 18 1 17 -
Mss47(LG1) 9 18 1 17 -
EST-42(LG2) 17 - 5 19 -
Mss102 (LG2) 17 11 5 19 -
Mss131 (LG2) - 11 5 19 -
CSse 6A20(LG15) 15 10 22 2

EST-10 (LG15) 15 10 22 2 -
EST-60 (LG15) 15 10 - 2 -
EST-13 (LG17) 16 2 21 1 9
EST-62 (LG17) 16 2 21 1 -
CSse3A04 UL - 2 21 1 9

Tabla 20: Las cuatro regiones conservadas, representadas por los grupos de ligamiento de
lenguado y los cromosomas de las especies modelo.
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Para el estudio de sintenia en estas regiones, se buscaron las posiciones de los
microsatélites de lenguado en los cromosomas de las especies modelo espinoso, tetraodon y
medaka.

El genoma de fugu tiene un ensamblaje que aun no agrupa las secuencias en
cromosomas por lo que quedd excluido del andlisis. Por otra parte, se encontré poca
homologia con las secuencias de danio por lo que también prescindimos de esta especie para
nuestros analisis.

Se estudiaron los genes presentes en estas regiones asi como el orden que mantenian
dentro de los cromosomas de las especies modelo.

La primera region conservada corresponde al LG1 de lenguado y esta definida por la
presencia de los microsatélites Est-32, Est-28 y Mss47 que comprenden una region cuyo
tamano estimado es de 104.4 cM (Figura 13). Estos tres marcadores fueron encontrados en
espinoso (en un total de 14 Mpb aprox.) y en medaka (total de 16 Mpb aprox.), mientras que
el microsatélite Est-32 estaria ausente en el genoma del tetraodon (siendo la distancia entre
los otros dos restantes de 2,3 Mpb). El orden de estos marcadores se mantiene en todas las
especies modelo analizadas. Los marcadores Mss47 y Est-28 tienen sus posiciones relativas
invertidas en lenguado, lo que sugeriria que esta region habria sufrido una inversion local en
esta especie (Figura 13).
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Lenguado Espinoso Tetraodon Medaka
1.G1 Cro9 Cr18 Crl
Mss47 Est-28 4421154pb 1Est-28 9670466 pb jEst-28 26815403 pb
-PKL1 -PKL1 -PKL1
64.4 POSIBLE -RDH§ —»] -RDH§ —— | -RDHS
cM INVERSION -COL5A3 -COL5A3 -COL5A3
Mss47 M ss47
|Est-28
-CYP2U1 'Mss47 7309256 pb
40 _PAPSSI1 -CYP2U1
cM -SMOX -PAPSS1
-SMOX
IEst-32
Est-32 18508121pb

Est-32 10651129 pb
720 genes 147 genes 380 genes

Genes homdlogos:

109 espinoso-tetraodon-medaka
93 espinoso-medaka
6 espinoso-tetraodon

Figura 13: Region conservada de los microsatélites Mss47, Est-28 y Est-32,
pertenecientes a LG1 de lenguado en los cromosomas Cr9 de espinoso, Crl8 de tetraodon y
Crl de medaka. Se indica el tamario y el numero de genes presentes en esta region para cada
cromosoma modelo, asi como los genes homologos encontrados entre estas especies.

En esta region, existen 720 genes anotados en espinoso, 147 en tetraodon y 380 en
medaka. Espinoso, tetraodon y medaka comparten 109 de ellos, ademas el orden de los
mismos se conserva en las tres especies. Entre los cromosomas de espinoso y medaka existen
93 genes compartidos (homodlogos), cuyo orden también se encuentra conservado (Figura
13). Todo ello, sugeriria la presencia de dos grandes bloques sinténicos presentes en esta
region.

Una segunda region conservada de unos 64 cM, correspondiente al LG2 de lenguado,
presenta los marcadores Mss102, Est-42 y Mss131, conservados en una region de 27 Mpb de
medaka (ver Figura 14). En espinoso s6lo Mss102 y Est-42 aparecen ligados (en un total de
SMpb aprox.), mientras que en tetraodon lo estdn, los microsatélites Mss102 y Mss131
(comprendiendo una region de 2,5 Mpb aprox.). Esta region incluye 126, 195 y 692 genes en
espinoso, tetraodon y medaka, respectivamente. En espinoso no ha sido posible detectar
homologia con el resto especies. Sin embargo, existe un bloque sinténico que incluye 90
genes homologos (del Mss102 al Mss131) entre tetraodon y medaka (ver Figura 14).

El aumento en tamafio en pb de la region comprendida entre el marcador Est-42 y
Mss131 encontrada en el Cr5 de medaka (29 Mpb aprox. y 692 genes), se puede deber a
fenomenos de duplicacion de genes e insercion de nuevos que tienen lugar en esta region.
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Esto se demuetra en la deteccion de estos fendmenos con la presencia de genes duplicados y
adicionales (Figura 14).

Lenguado Espinoso Tetraodon Medaka
LG2 Cr17 Cr11 Cr5
Mss102 Mss102 Mss102 7090668 pb Mss102 1527243 pb
10764167 pb -GNAI2 -GNAI2
-COL7A1 -COL7A1
46 -IP6K2 -IP6K2
cM
POSIBLE IEst-42
Region sin POSICION EST-42
homologia -PXMP4
|Est-42 -PXMP4 -ITCH
18 -ITCH -CELAI
-CELAI
cM
-GRM4 -OVGPla
Mss131 -NAV1 -OVGP1b DUPLICACION
-PKP1 -OVGPlc
Mss131 9587602 p -KHK
“Est-42 -PLTP INSERCION
5541233 pb -ACAD9
-GRM4
126 genes 195 genes -NAVI
-PKP1
Mss131 28988692 pb
Genes homélogos:
90 tetraodon- medaka
692 genes

Figura 14: Region conservada de los microsatélites Mss102, Est-42 y Mssi31,
pertenecientes a LG2 de lenguado en los cromosomas Crl7 de espinoso, Crll de tetraodon y
Cr5 de medaka. Se indica el tamario y el numero de genes presentes en esta region para cada
cromosoma modelo, asi como los genes homologos encontrados entre estas especies.

La tercera region conservada, correspondiente al LG15 de lenguado, esté
comprendida por los microsatélites Est-60, Est-10 y CSse6A20 y con un tamafio estimado de
25 cM (Figura 15). Estos microsatélites se encontraron en el espinoso en una region del
Crl5 de 10 Mpb aprox. y en el tetraodon en el Crl0 en 5,6 Mpb aprox. En el medaka, el
microsatélite Est-60 no se localizo, ocupando los dos restantes (Est-10 y CSse6A20) 3,7 Mpb
aprox.

Esta region, contiene 540 genes anotados en el espinoso, 394 en tetraodon y 142 en
medaka. Entre espinoso y tetraodon existen 113 genes homodlogos en la region entre los
microsatélites Est-60 y CSse6A20. Ademas en el tetraodon no se han encontrado secuencias
compartidas con otras especies entre los microsatélites Est-60 y Est-10. El espinoso comparte
con medaka un bloque sinténico entre los microsatélites CSse6A20 y Est-10 con 125 genes
compartidos (Figura 15).
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10
cM

15
cM

Lenguado

LG15

jEst-60

[Est-10

CSse 6A2

Genes homdlogos:
113 espinoso-tetraodon
125 espinoso-medaka

Espinoso

Cr15

jEst-60 11020633 pb

-HADHA
-RPS6KAS

[Est-6A20

-MTAl
-TTBK2
-CDANI1

-GRIN3
-FANC
-WDR25

-BEGAIN

Tetraodon

Cr10

-WDR25
-FANC
-GRIN3

-CDANI1
-TTBK2
-MTAI1

-RPS6KAS
-HADHA

fEst-60

CSse6A20 7268983

Medaka

Cr 22

-DLK1

-DLKI
-PPP2R

-SERPIN10

Sin homologia

-PPP2R

-NEK9

-NEK9
-MLH3

Est-10 886181 pb

540 genes

394 genes

-MLH3

Est-10 12897788pb

142 genes

CSse6A20 9195311

-BEGAIN

-SERPIN10

Est-10 12897788

Figura 15: Region conservada de los microsatélites Est-60, CSse6A20 y Est-10,
pertenecientes a LG15 de lenguado en los cromosomas Crl5 de espinoso, Crl0 de tetraodon
y Cr22 de medaka. Se indica el tamario y el numero de genes presentes en esta region para
cada cromosoma modelo, asi como los genes homologos encontrados entre estas especies.

Las posiciones de los microsatélites Est-60 y CSse6A20 se encuentran invertidas en
tetraodon, lo que podria indicar una inversion local en esta especie. Por su parte, los
microsatélites CSse6A20 y Est-10 mantienen sus posiciones en el espinoso y medaka, lo que
sugeriria que esta region habria sufrido una inversion local en lenguado (Figura 15).
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Lenguado Espinoso Tetraodon Medaka
LG17 Cr16 Cr2 Cr 21
jEst-62 jEst-62 8513287pb Est-62 12326900 pb jEst-62 26837396 pb
8.5 -CASQ2  ——» -CASQ2 ——» -CASQ2
cM -VANGLI1 -VANGLI1 -VANGLI1
-PCDHS -PCDHS8 -PCDHS8
-PCDH17 -PCDH17
-FARP1 -FARP1
-GLBIL -GLBIL
JEst-13 -IHH -THH
-DHDH — ] -DHDH
-IKZF2 -IKZF2
Est-13 12808062 pb
JEst-13
JEst-13
CSse3A04(UL)
227 genes -OBSLI -OBSLI
-GULP1 — ¥ -GULPI
-TSN1 -TSN1
Genes homologos: -ASMT -ASMT
28 espinoso-tetraodon-medaka -POUI -POU1
74 espinoso-medaka -HTRF1 -HTRF1
17 espinoso-tetraodon CSse3A04 20410891pb "CSse3A04 6038798pb
32 tetraodon-medaka
257 genes 497 genes

Figura 16: Region conservada de los microsatélites Est-62, Est-13 y CSse 3404,
pertenecientes a LG17 de lenguado en los cromosomas Crl6 de espinoso, Cri2 de tetraodon
y Cr2l de medaka. Se indica el tamario y el numero de genes presentes en esta region para
cada cromosoma modelo, asi como los genes homologos encontrados entre estas especies.

Esta cuarta y Ultima region de lenguado conservada en las especies modelo, se
corresponde con el LG17 de lenguado y estd definida por los microsatélites Est-62 y Est-13.
En este grupo, cabe la posibilidad de posicionar al microsatélite CSse3A04 (UL) que no se
pudo incorporar al mapa. El tamafio estimado ocupado por los dos restantes microsatélites es
de 8.5 cM (Figura 16).

En el espinoso esta region ocupa 4 Mpb y estd comprendida entre los microsatélites
Est-62 y Est-13, el microsatélite CSse3A04 estd ausente en esta especie. En el tetraodon y
medaka se encontraron los tres marcadores ocupando una regiéon de 81 Mpb y 21Mpb,
respectivamente. El orden de estos tres microsatélites, se mantienen en las tres especies, por
lo que presumiblemente el microsatélite CSse3A04 estaria situado a continuacioén del Est-13
en lenguado (Figuralé).

En esta region hay 227 genes anotados en el espinoso, 257 en tetraodon y 497
medaka, siendo 28 los genes homologos entre ellos. Espinoso y medaka comparten 74 genes.
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El espinoso comparte esta con el tetraodon 17 genes.Y por ultimo, existe 32 genes
homologos entre tetraodon y medaka (Figura 16).

Tras esta primera busqueda de sintenia y resumiendo las homologias encontradas en
estas cuatro regiones, hemos encontrado que 137 genes homologos presentes en todas las
especies, 36 genes entre espinoso-tetraodon, 122 entre tetraodon-medaka y por altimo 292
entre espinoso-medaka siendo estas dos especies las comparten un mayor nimero de genes.

IV.4.3.2. Analisis de sintenia con especies de peces planos

Un aspecto que queriamos abordar finalmente en esta Tesis, era el de relacionar los
distintos grupos de ligamiento de lenguado con los grupos de ligamiento de otras especies de
peces planos para los que ya se han realizado mapas de ligamiento, tales como rodaballo
(Bouza y col., 2012), platija (Castano-Sanchez y col., 2010) y halibut (Reid y col., 2007).

Este analisis, es de interés desde el punto de vista aplicado, pues las regiones
detectadas en otras especies de peces planos (con presencia de QTLs, marcadores asociados
al sexo,...) podrian estar conservadas en el lenguado. Pero ademas, desde el punto evolutivo,
permite estudiar las reorganizaciones cromosomicas que ha sufrido este grupo de peces, y
ademas aporta datos sobre la dinamica de sus genomas. Adicionalemnte, estas
comparaciones nos pueden indicar, posibles asociaciones de grupos de ligamiento pequefios
y marcadores que no han podido ligarse a grupos mayores. Para llevar a cabo este objetivo,
se utilizaron dos estrategias. La primera de ellas, era la de tener marcadores cartografiados y
compartidos entre las especies de peces planos y la segunda, relacionar los grupos de
ligamiento a través de sus homologias con cromosomas de especies modelo de peces.

En cuanto a la primera estrategia, se ha descrito frecuentemente que la amplificacion
cruzada entre especies de peces planos es escasa, debido, a la poca conservacion que
presentan las regiones flanqueantes de los microsatélites, por lo que los mapas de ligamiento
de estas especies, comparten pocos marcadores. A pesar de ello, en esta memoria, se han
optimizado 16 microsatélites procedentes de otras especies: 9 de rodaballo, de los cuales dos
incluyeron en el mapa del lenguado (Sma-E273, Smax-02), 6 de platija de los que 2 (Poli
129TUF y Poli 200TUF) se integraron en el mapa y uno de halibut en el que no se pudo
realizar el andlisis de ligamiento ya que resultd homocigoto en las hembras de familias FHI1 y
FH2. Con respecto a los microsatélites de rodaballo, Sma-E273 aunque pudo integrarse en el
LG5 del mapa de lenguado, no fue localizado finalmente en el mapa del rodaballo y el Smax-
02 g no presentd ligamiento (UL) en el lenguado. Debido a estas dos circunstancias, no
pudieron ser utilizados en estudios de sintenia entre estas especies. Con respecto a los
microsatélites de platija tanto Poli 129TUF como Poli 200TUF se han podido integrar en el
mapa de lenguado, donde aparecen ligados en el LGS, asi como en el mapa de platija en este
caso en el LGY.

Para tratar de paliar esta deficiencia en cuanto al nimero de marcadores comunes,
hemos usado una segunda estrategia, utilizando los genomas de referencia de las especies
modelo de peces y los datos de homologia obtenidos para los 129 microsatélites
cartografiados en el lenguado (ver apartado anterior). En este estudio prescindimos de danio,
por no presentar suficientes homologias, mientras que los resultados obtenidos en las
restantes especies modelo se utilizaron para comparaciones con los grupos de ligamiento de
rodaballo (Bouza y col., 2012), platija y halibut en, Castafio-Sanchez y col., 2010 y Reid y
col., 2007. Para establecer estas relaciones entre los grupos de ligamiento de las cuatro
especies de peces planos (lenguado, rodaballo, platija y halibut) se sigui6 el criterio de
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seleccionar aquellos de lenguado con homologias presentes en Uinico cromosoma, en mas de
una especie modelo modelo y coincidentes con el cromosoma del resto de peces planos
(Tabla 19).

Las relaciones de homologia obtenidas se describen en la Tabla 20. Este estudio
comparativo permitio, establecer las posibles relaciones de quince grupos de ligamiento de
lenguado con catorce de rodaballo, ocho de platija y diez de halibut. Todos ellos dieron lugar
a coincidencias tUnicas, por lo que no podemos inferir reordenaciones cromosomicas
mayores.

Con la inclusion de nuevos marcadores al mapa de ligamiento del lenguado, se
podrian detectar posibles reordenaciones cromosdmicas que han dado lugar a una reduccion
numérica en lenguado (2n=42), dos menos que el rodaballo y platija (ambos con 2n=44) y
seis que el halibut (con 2n=48).

Lenguado | Espinoso | Tetraodon Medaka Fugu Rodaballo Platija Halibut
(Bouza y col., (Castafio y col., (Reid y col.,
2012) 2010) 2007)
LG1 Cr9 Cr18 Crl Cr 17 LG9 LG7 LG11
LG2 Crl7 Crll Cr5 Crl9 LGl11 LG15 LG15
LG3 - CrS5 Cr3 Crl3 LG4 - LG6
LG4 - Cr8 - Cr21 LG12 LG10 LG10
LG6 - Cr 13 Cr6 - LG6 LG11 LG3
LG9 - Cr4 Crl2 Cr6 LG14 LGY LG13
LG10 Crl2 Cr9 Cr7 Cr3 LG10 LG1 LG2
LG11 Crl8 Crl4 Cr24 Crlé LG23 - LG1
LG14 Crll - Cr8 Cr5 LG13 - -
LG15 Cr15 Cr 10 Cr22 Cr2 LG3 LG2 LG7
LG17 Cr 16 Cr2 Cr21 Crl LG20 LG20 LG12
LG19 Cr5 - Crl9 - LG21 - -
LG20 Cr20 - Crlé - LG2 - -
LG23 - Cr9 Cr7 - LG10 LG1 LG2
LG25 - - Cr2l Crl LG20 - -

Tabla 20: Correspondencia de los grupos de ligamiento de lenguado con los grupos de
ligamiento de otros peces planos mediante las homologias encontradas en los cromosomas

de las especies modelo.
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V.1. Desarrollo de marcadores microsatélites

Los microsatélites, debido a su sencilla amplificacion, herencia codominante, alta
densidad en los genomas y elevada variabilidad, se encuentran entre los marcadores
moleculares mas empleados en la actualidad para numerosos estudios, entre ellos, la
construccion de mapas de ligamiento (Danzman y Gharbi, 2001). Antes de iniciar este
trabajo, los microsatélites desarrollados en el lenguado eran muy escasos y andnimos.
Concretamente, solo se contaban con 20 descritos por Porta y col., (2004) y Funes y col.,
(2004). Por tanto, y debido a la gran cantidad de marcadores necesarios para construir un
mapa genético, se hizo necesario el desarrollo de nuevos microsatélites y recurrir a distintas
fuentes como la construccion de genotecas enriquecidas, busqueda en bases de datos de ESTs
y amplificaciones cruzadas con especies proximas.

V.1.1. Genotecas enriquecidas

A pesar del tiempo y dedicacion que requiere, el método mas comin que se viene
usando para la obtencién de una gran cantidad de microsatélites es la construccion de
genotecas enriquecidas con microsatélites (Wang y col., 2008) a partir de ADN digerido y
posteriormente enriquecimiento con oligos biotinilados (Kandpal y col., 1994; Brown y col.,
1995).

Para obtener la maxima variabilidad de microsatélites del genoma del lenguado
senegalés se han utilizado repeticiones de dinucleodtidos y trinucledtidos individuales y
combinados entre ellos. De las 600 secuencias obtenidas, en 169 (28.2%) se encontraron
microsatélites con mas de tres repeticiones y con regiones flanqueantes de suficiente calidad
como para disefiar los oligos. Tras el proceso de optimizacion de las amplificaciones
quedaron disponibles 118 microsatélites

El rendimiento obtenido (considerando desde la secuenciacion de 600 clones hasta la
obtencion de secuencias con microsatélite optimizados) en la construccion de librerias
enriquecidas (19.7%) se puede considerar satisfactorio, teniendo en cuenta la dificultad y
coste de la técnica. En estudios realizados en el mismo lenguado senegalés este rendimiento
varid del 10.5% al 69.1% obtenidos por Funes y col., y Porta y col., (2004) respectivamente
En otras especies de peces planos, como el rodaballo, el rendimiento que se obtuvo
realizando genotecas enriquecidas variéo desde 29.4% en Pardo y col. (2007), 10.3% en
Fortes (2008) y 43.3% en Ruan y col., (2011), mientras que en platija fue del 33.2% en
Coimbra y col., (2003).

Los microsatélites obtenidos, segin la clasificacion de Weber (1990), fueron en un
33.9% perfectos, 42.4% imperfectos y 23.7% compuestos. Estos resultados difieren de los
obtenidos en otras especies de peces, ya que, en nuestro caso, se han obtenido una mayor
proporciéon de microsatélites imperfectos mientras que, en otras especies, son los
microsatélites perfectos los que predominaron en las genotecas enriquecidas. Asi, por
ejemplo, en el lucio (Wang y col., 2008) se obtuvo un 63.2% perfectos, un 23.0%
imperfectos y un 13.9% compuestos. Proporcion en el rodaballo (Pardo y col., 2007) donde
se obtuvieron 71% perfectos, 21.5% imperfectos y 7.5% compuestos.

De los 118 microsatélites analizados un 62.7% estan formados por dinucledtidos,
28.0% por trinucleodtidos, 3.4% por tetranucledtidos y 0.8% por pentanucledtidos, por
ultimo, y en un 6.8% el motivo era combinado. Aunque entre los distintos genomas de las
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especies existen diferencias en el motivo repetido asi como en el numero de repeticiones del
mismo, en el lenguado, al igual que ocurre generalmente en Vertebrados, la repeticion mas
abundante es el dinucleotido CA/GT seguido de AG/CT (Brenner y col, 1993; Chistiakov y
col., 2005). Asi, en librerias construidas en Solea vulgaris (Garoia, 2006), en rodaballo
(Fortes, 2008) y en halibut (Reid y col., 2005) se empled la repeticion CA, ademas, en otros
estudios realizados en el rodaballo se construyeron libreria enriquecidas con motivos de
dinucleodtiodos y trinucledtidos obteniéndose una mayoria de microsatélites dinucleotidos
concretamente un 88.8% y un 73.2% (Pardo y col., 2007; Ruan y col., 2011).

Se ha observado una correlacion negativa entre el tamafo del motivo repetido y el
numero de copias, siendo menor el nimero de copias que presenta cuanto mayor es el tamarfio
del motivo repetido. Esto, posiblemente, es debido a una mayor presion selectiva contra las
unidades de mayor longitud (Samadi y col., 1998), esto mismo ocurre en el rodaballo (Pardo
y col., 2007; Ruan y col., 2011), lo que conduce a pensar que los dinucledtidos sean la base
del origen y la evolucion de las secuencias repetidas (Ruan y col., 2011).

V.1.2. Microsatélites en ESTs

Durante la ultima década, el uso de microsatélites derivados de ESTs se ha
incrementado en la mayoria de las especies de interés. Al forman parte de secuencias
génicas, las ESTs suelen estar més conservadas y han demostrando su utilidad en estudios de
mapas de ligamiento, en la deteccion QTLs y en el analisis comparativo entre organismos
evolutivamente diferentes. Asi, en peces planos, podemos destacar los desarrollados en
rodaballo (Chen y col., 2007; Bouza y col., 2007, 2008, 2011; Ruan y col., 2010; Navajas y
col., 2012), en tongue solea (Cynoglossus semilaevis) (Sha y col., 2011, Liu y col., 2007), en
la platija (Kang y col., 2008) y en el halibut (Douglas y col., 2007).

En el lenguado senegalés, la existencia de una base de datos de secuencias ESTs
(Cerda y col., 2008) ha servido para ampliar el nimero de microsatélites en este trabajo. Este
tipo de secuencias, y al presentar regiones codificadas estan muy conservadas, por lo que son
muy utiles en estudios de gendmica comparada con especies modelo u otros peces planos
puede dar informacién acerca de genes implicados en mecanismos fisioldgicos importantes.
A partir de estas secuencias, se escogieron microsatélites con repeticiones de dinuledtidos a
partir de 4 repeticiones y tri- y tetranucledtidos a partir de 3 repeticiones, y segun la calidad
de sus regiones flanqueantes. A partir de estos criterios se disefiaron oligos para un total de
84 secuencias con microsatélite con un resultado de amplificacion del 90.47%, en otras
especies como la carpa comun se ha obtenido un 90% de amplificacion (Wang y col., 2007) y
en el rodaballo se ha obtenido una amplificacion del 66.4% o 43.9% (Navajas y col., 2012;
Bouza y col., 2008).

El tipo de microsatélite obtenido segun la clasificacion de Weber (1990) fue de
57.9% para microsatélites perfectos, 25% imperfectos y 17.1% por microsatélites
compuestos.

Con respecto a la repeticion del motivo microsatélite ESTs, en el genoma del
lenguado predominan los dinucledtidos con un 57.9% dinucledtidos, un 19.5% los tri-, un
7.9% los tetra-, y un 1.3% los hexanucledtidos, por ultimo un 2.26% de motivo microsatélite
combinado. En otras especies estudiadas a partir de secuencias ESTs de nuevo el
dinucleotido es el mas abundante, por ejemplo en carpa comun se obtiene un 37.2% (Wang y
col., 2007).

Al igual que en las librerias enriquecidas hemos hemos obtenido una mayor
proporcion de microsatélites dinucleotidos.En cambio, las repeticiones de trinucleotidos
estan poco conservadas, ain formando parte de secuencias en la codificacion de proteinas, ya
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que grandes tramos formados por trinucledtidos, probablemente fruto de la mutacion,
provocan inestabilidad durante la meiosis 6 gametogénesis (Metzgar y col. 2000; Ruan y col.,
2011) ademas, los acidos nucleicos contienen menor proporcion del trinucledtido AUG
alrededor de los codones de inicio en la transcripcion ya que se piensa que puedan influir
negativamente sobre ellos (Saito y Tomita, 1999).

El estudio de la distribucion de los trinucleotidos en el genoma podria aportar datos
interesantes sobre las mutaciones y la evolucion del genoma (Ruan y col., 2011).

V.1.3. Amplificacion cruzada

La amplificacion cruzada de microsatélites entre especies estrechamente relacionadas
es de gran importancia en la construccion de una mapa de ligamiento ya que supone un
ahorro en recursos (tiempo y costes durante el disefio) al ser regiones muy conservadas
(Rajapakse y col., 2001; Pinera y col., 2006) e indican las posibles relaciones estructurales y
funcionales entre los genomas (Kang y col., 2008), asi por ejemplo se ha demostrado que el
uso de microsatélites de platija en el halibut (dos especies de peces planos) ha permitido
identificar grupos de ligamiento con microsatélites comunes en las dos especies (Reid y col.,
2007) y ademas con el actual mapa de ligamiento de platija (Kang y col., 2008) que aporta
nuevos microsatélites la correspondencia entre los grupos de ligamiento ha aumentado entre
estas dos especies (Cerda y col., 2010), por ello con el el fin de aumentar la resolucion del
mapa y realizar posteriores analisis comparados, se escogieron una serie de microsatélites
desarrollados en dos familias filogenéticamente proximas: la familia Scophthalmidae de la
que pertenece el rodaballo (Coughlan y col., 1996 y Navajas-Perez 2012)y la familia
Pleuronectidae de la que pertenecen la platija japonesa (Coimbra y col., 2001, 2003,
Castafio-Sanchez y col., 2010) y el halibut (Reid y col., 2007).

La seleccion se baso en la existencia de alta variabilidad para esos microsatélites, en
sus localizaciones en sus respectivos mapas, eligiendo aquellos que se encontraban ligados, y
por ultimo en la presencia de homologia con especies de peces planos.

Dispusimos de un total de 31 microsatélites consiguiendo amplificacion cruzada en el
51.6 % de los microsatélites: 29% en rodaballo ,19.35 % en platija y 3.2% en el halibut. Los
resultados obtenidos entre otras especies y otros autores varian, asi por ejemplo en
amplificacion cruzada entre la platija y el fletan la proporcion de microsatélites amplificados
es de 63,9% (Kang y col., 2008) y en otros casos un 22% (Iyengar y col., 2000), en
amplificaciones realizadas entre rodaballo, platija y fletin se ha obtenido un 11% de
microsatélites (Fortes, 2008).

Las razones de la escasa amplificacion cruzada obtenida entre estas especies es el
hecho de que los Pleuronectiformes podrian tener un origen mucho mas antiguo del aceptado
actualmente por lo ictidlogos (Castro, 2006) y que este orden podria presentar una tasa de
evolucion molecular mayor que la de otros peces relacionados (Verneau y col., 1994).
Independientemente del origen del orden de lo Pleuronectiformes, las especies como el S.
maximus, S. rhombus, S.solea y S. senegalensis demuestran bien una mayor tasa evolutiva o
una menor conservacion en las regiones flanqueantes de los microsatélites dentro de los
Pleuronectiformes (Rico y col., 1996; Bouza y col., 2002; Castro y col., 2006). En cambio,
otros autores han obtenido un relativo éxito de amplificacion (~22%) entre las especies de S.
maximus, P.olivaceus e H. hipoglossus (Iyengar y col., 2000).

Con respecto a las posibles correspondencias entre los grupos de ligamiento de
lenguado y los de los peces planos, en el mapa de ligamiento de lenguado se han incluido tres
microsatélites pertenecientes a otros peces planos, concretamente Smax-E273 de rodaballo
que se encuentra en el LG5 de lenguado mientras que en el nuevo mapa de rodaballo (Bouza
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y col., 2012) no esta incluido por lo que no podemos hacer analisis comparativos entre ambas
especies. Por otro lado, los microsatélites Poli200TUF y Poli129TUF ambos pertenecientes a
la platija aparecen ligados en el LG8 de lenguado y en cuyo mapa de platija aparecen
también ligados en LG9 (Coimbra y col., 2003; Kang y col., 2008) ademéas estos dos
microsatélites han sido estudiados en el halibut e incluidos en sus mapa de ligamiento (Reid
y col., 2007), en este caso también se encuentran ligados pero se sitian en el LG20.Aunque
estos resultados no son suficientes para establecer una clara correspondencia entre estos
peces planos suponen un primer paso para establecer en un futuro posibles relaciones de
sintenia entre estas especies.

V.1.4. Analisis de la variabilidad

Una de las caracteristicas mas importantes de los microsatélites es la gran variabilidad
en el tamafio de sus alelos por lo que actualmente junto con los SNPs son los marcadores mas
utilizados en el desarrollo de mapas de ligamiento (Sakamoto y col., 2000; Lee y col., 2005).

El gran polimorfismo que presentan se refleja en estudios realizados en peces planos
donde se han descrito rangos alélicos de mas de 100pb de diferencia en el rodaballo (Estoup
y col., 1998) y en la platija (Sekino y Hara, 2000) y de 40pb en el halibut (Coughlan y col.,
2000). En el lenguado, la mayoria de los microsatélites amplificados no superan los 40 pb,
excepto en cuatro de ellos cuyo rango es mayor de 100pb, Mss47, Mss143, Mss150, Est
16C12 e incluso mayor de 250pb como el Mss45.

Los tamafios alélicos de los microsatélites oscilan desde valores de 65 o 66 pb
(Poli129TUF; Poli200TUF) hasta 648 o 678 pb (Sma-E273; Est-42).

Un total de 71.9% de microsatélites fueron polimorficos, concretamente un 60.1%
procedentes de las genotecas y un 34.4% de las secuencias ESTs. En otros estudios, por
ejemplo en tongue solea se ha obtenido un 34.7% (Sha y col., 2011) y en la carpa comtn un
41.6% (Wang y col., 2007) de ESTs polimorficos, en rodaballo un 43.9% (Ruan y col., 2011)
de ambas procedencias y 28.30% en rodaballo a partir de genotecas (Pardo y col., 2007).

El nimero medio de alelos por microsatélite es de 7, siendo este valor igual o muy
similar al obtenido en la carpa comun con 7 (Wang y col., 2007), el rodaballo con 4 y 5
(Pardo y col., 2007; Navajas-Pérez y col., 2012) y en Cynoglossus abbreviatus con 6 alelos
(Sha y col., 2011). Las diferencias entre el nimero medio de alelos que se puede encontrar
entre las especies no son significativas, ya que depende del nimero de individuos empleados
en cada especie para el analisis de la variabilidad.

En el lenguado senegalés este valor oscila entre 2 y 19 alelos, hay diversos
microsatélites con sélo dos alelos, en cambio 19 alelos lo presenta Mss7, aunque también con
17 alelos nos encontramos al Mss45, Mss46 y Mss 47.

Analisis realizados en los microsatélites de algunas especies de peces afirman que hay
una relacion positiva entre el nimero de repeticiones del motivo de un microsatélite con los
diferentes alelos que pueda presentar, es decir a mayor nimero de repeticiones mayor es el
numero de alelos diferentes de un microsatélite determinado (Slettan y col., 1993; Lee y
Kocher 1996; Pardo y col., 2007).Asi, en nuestro estudio se ha comprobado que esta relacion
también es positiva en la mayoria de los casos, por ejemplo dentro de los microsatélites
anonimos el microsatélite Mss7 tiene un motivo (CTAT);3 y presenta 19 alelos y Mss42
tiene un motivo de (CA)so y presenta 15 alelos mientras que Mss120 tiene el motivo (GT)e y
solo presenta dos alelos al igual que el Mss164 que tiene el motivo (CA)4 y so6lo dos alelos;
dentro de los microsatélites ESTs la relacion también se mantiene de manera que por ejemplo
el microsatélite CSse2H15 tiene el motivo (TG),3 con 12 alelos o el Est-65 con el motivo
(CA)s4y 15 alelos por el contrario el Est-9 tiene el motivo (TG)g y presenta 3 alelos o el Est-
34 con (CA)s y solo tiene 2 alelos. Ademas, los microsatélites monomorficos de este trabajo,
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presentan en su mayoria una menor repeticion de su motivo, como es el caso por ejemplo de
Mss2 (CCG)s, Mss15 (GA)s, Est-21 (CT)s 0 Est-4 con (CA)g,

Sin embargo otros autores afirman que el nivel de polimorfismo no depende del
tamafio del motivo repetido como es el caso de los microsatélites Mss 141 cuyo motivo es
(GT)19 y Est-45 con (GA);s y ambos son monomorficos (Nonneman y Waldbieser, 2005;
Wang y col., 2007).

El valor de PIC obtenido tanto en secuencias anénimas como en secuencias ESTs es
muy similar, 0,591 y 0,590 respectivamente, y como ocurre en otros estudios, cuando se
comparan el valor PIC en ambos microsatélites, el nivel de polimorfismo normalmente es
ligeramente inferior en ESTs (Cho y col., 2000; Pérez y col., 2005).

Por otro lado los valores de heterocigosidad observada (0.6014) y esperada (0.6358)
obtenidas en los microsatélites son similares a los obtenidos en el mismo lenguado senegalés
en Funes y col., y Porta y col., (2004) asi como en otras especies (Bouza y col., 2008; Sha y
col., 2011).

La aplicacion del test de Hardy-Weinberg (Pvalue H-W) y la frecuencia de alelos
nulos (FAN) reveld que varios microsatélites presentaban un déficit de heterocigosis
posiblemente causados por la presencia de éstos, asi por ejemplo el microsatélite Mss106
(Ho=0.0870; Pvalue=0.0049; FAN=+0.5333) y EST-50 (Ho=0.2000; Pvalue=0.0036;
FAN=+0.4179).Ademas, hay una mayor cantidad de microsatélites anonimos con frecuencia
de alelos nulos (18 con FAN<O0.1) frente a los 10 microsatélites ESTs con FAN>O0.1,
probablemente esta diferencia se deba al hecho de que los microsatélite s anonimos al no
encontrarse en regiones codificadas tienen mas probabilidad de presentar alguna mutacion en
sus regiones flanqueantes.

El analisis de frecuencias alélicas por pares microsatélites para el andlisis de
ligamiento (datos no mostrados) asi dos microsatélites que presentan un desequilibrio de
ligamiento (P<0.05) considerandose ligados y confirmados en el mapa son CSse2H15 vy
CSse2G14 (LG3), y otro ejemplo de dos microsatélites que no presentaban desequilibrio en
el test (P=1.00) y tras la realizacion del mapa de ligamiento aparecen ligados son los
microsatélites Mss1 y Mss7 (LG6).

V.2. Obtencion y empleo de familias ginogenéticas

El empleo de familias ginogenéticas para el desarrollo de mapas de ligamiento se
realiza desde hace tiempo en peces, como ejemplo, en el salmon atlantico (Lie, 1994., Slettan
y col., 1997), en el pez cebra (Postlethwait y col., 1994), en tilapia (Kocher 1998), en la carpa
comun (Cheng, 2010) y dentro de peces planos los realizados en la platija japonesa,
Paralichthys olivaceus (Coimbra y col 2003), el fletan, Hippoglossus hipoglossus (Reid y
col., 2007) y el rodaballo, Scophthalmus maximus (Bouza y col. 2007).

El uso de ginogenéticos aporta una serie de ventajas como son el ahorro en costes que
supone la creacion y mantenimiento de generaciones de individuos, el disponer de un
elevado nimero de muestras que daran lugar a resultados mas fiables y la simplicidad de los
mismos tras el genotipado. Ademads, la progenie haploide, al representar un solo juego
cromosomico procedente de la madre, facilita el analisis de la segregacion de marcadores asi
como la deteccion de la presencia de alelos nulos (Slettan y col., 1997; Spruell y col., 1999;
Fopp-Bayat, 2008).

Pero también presentan una serie de inconvenientes ya que el mapa que se obtiene es
femenino pudiendo diferir del masculino ya que por lo general poseen diferentes tasas de
recombinacion (Sakamoto y col., 2000; Singer y col., 2002), también, al trabajar con huevos
y larvas no se pueden mapear caracteres fenotipicos adultos reduciendo la informacion de los
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microsatélites (Fortes, 2008), la técnica utilizada en la manipulacion cromosdmica requiere
experiencia y precision ya que la efectividad depende de varios factores como el tiempo,
cantidad de radiacion o la temperatura y por ultimo la cantidad de ADN obtenido en las
larvas es minima y requiere la aplicacion de protocolos de amplificacion (GenomiPhi ™) 1o
que se traduce en dinero y tiempo.

Muchos son los protocolos utilizados en peces, el aplicado en este trabajo es el
empleado en rodaballo por Cal y col. 2002, siendo muy similar al desarrollado por Piferrer y
col., 2004 también en rodaballo.

La efectividad de la técnica descrita y verificacion de la condicién ginogenética
haploide y diploide de la descendencia se llevo a cabo mediante el estudio del cariotipo y
analisis de marcadores. Con la obtencién del cariotipo se confirm¢é la dotacion cromosdmica
y la efectividad de la técnica, pero en ginogenéticos diploides no es suficiente ya que el
numero de cromosomas coincide con el de un individuo normal (2n=42). Para demostrar la
herencia exclusiva materna se hace necesaria la amplificacion mediante los marcadores
microsatélites de los alelos procedentes de la madre. Para ello, se recomienda utilizar al
menos dos marcadores ya que hay que tener en cuenta la tasa de mutacion asi como la
posibilidad de trasmision paterna residual en los descendientes (Thorgaard y col., 1985). En
este trabajo se utilizo6 inicialmente para ello los microsatélites GATA 3 (Funes y col., 2004) y
Mss66.

Los resultados de la amplificacion de los microsatélites en la descendencia,
confirmaron un 82% (18% falsos haploides) en los ginogenéticos haploides y un 93.4%
(6.6% diploides normales) en los ginogenéticos diploides de efectividad, resultados similares
a los obtenidos en el rodaballo.

V.3. Mapa de ligamiento

Como ya hemos mencionado, los mapas de ligamiento son una herramienta esencial
en genética estructural y funcional ya que proporcionan una descripcion del genoma de
cualquier organismo basado en la frecuencia de recombinacion de sus marcadores
moleculares, dando lugar a tantos grupos de ligamiento como numeros de cromosomas
contiene el organismo en estudio. Para ello se requiere de cientos de marcadores informativos
y espaciados lo mas uniformemente posible por todo el genoma (Cerda y col., 2010).

Este primer mapa de lenguado senegalés lo comprenden 27 grupos de ligamiento (6
mas del complemento haploide), en los que se distribuyen 129 microsatélites (90%) mientras
que 15 microsatélites (10%) resultaron no ligados. El obtener un nimero mayor de grupos de
ligamiento al nimero de cromosomas haploides de la especie (21) y microsatélites sin incluir
en el mapa por falta de ligamiento, es comin en mapas preliminares con poca densidad de
marcadores (Postlethwait y col., 1994, Korcher y col., 1998) ya que, los mas alejados, son
identificados como grupos de ligamiento de tamafio menor e independientes (Pérez y col.,
2004; Cerda y col., 2010) que no llegan a alcanzar los valores minimos para la deteccion
significativa de ligamiento con el resto de marcadores (Lander y col., 1987). En nuestro caso
catorce son los grupos constituidos por menos de 4 microsatélites.

La diferencia entre LGs y cromosomas y la presencia de microsatélites sin ligamiento,
es debida a la falta de cobertura con microsatélites en los extremos terminales de los grupos
ya que, la ausencia de marcadores en esta zona, impide la deteccion de dicho ligamiento.
Para evitar esto, se deberia incrementar tanto el nimero de marcadores como ¢l numero de
familias de referencia, obteniendo asi un mapa consenso cada vez mas solido (Shimoda y
col., 1999; Lee y col., 2005), ademas de aumentar el tamafio muestral de larvas, reduciendo
los errores en el analisis de ligamiento de los microsatélites. Aun asi, hay especies en las que
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a pesar de contar con un elevado nimero de marcadores, el mapa resultante tiene un mayor
numero de grupos de ligamiento que cromosomas haploides de la especie, es el caso del pez
tilapia (Lee y col., 2005) y otros en los que ni aumentando al doble el nimero de muestras
analizadas, se consigue reducir el nimero de marcadores sin ligamiento (Plomion y col.,
1995).

De cualquier forma, un mapa de ligamiento es una representacion probabilistica cuya
consistencia depende principalmente del umbral LOD empleado en el analisis de ligamiento
entre los pares de microsatélites (Fortes, 2008). En este mapa las relaciones de ligamiento se
establecieron a partir de un valor de LOD>3, siendo este valor el minimo recomendado para
las construcciones de mapas genéticos (Maliepaard y col., 1997). Un valor menor puede dar
lugar a grupos de ligamiento dudosos procedentes de la unidon de grupos grandes con grupos
pequetios, fruto del aumento de la frecuencia de recombinacion que produce un valor de
LOD<3. Posteriormente, en algunos microsatélites se aplico un valor LOD2 permitiendo un
mejor ajuste del orden en sus respectivos grupos de ligamiento. Estos microsatélites se sitian
en los extremos ya que presentan una mayor frecuencia de recombinacion con respecto al
resto (L1 y col., 2005).

El tamafio del mapa se obtiene de la suma de cada grupo siendo el resultado una
estimacion. En nuestro caso, €l mapa tiene un tamaio total de ~1004cM. Sin embargo, la
presencia de microsatélites no ligados asi como de seis grupos extra en relacion con el
nimero cromosomico haploide, indica que la longitud real del mapa es mayor que la
obtenida (Moen y col., 2004). En otras especies se han obtenido valores de 741cM en la
platija (Coimbra y col., 2003), 1.343¢c M en el rodaballo (Bouza y col., 2007), 1.500cM en el
halibut (Reid y col., 2007) y 2.750cM de la trucha arco iris (Guyomard y col., 2006). Tal
como se puede observar, el tamafio del mapa del lenguado tiene un valor medio entre los
mapas de peces planos.

La distribucion de los microsatélites a lo largo de los grupos de ligamiento no es
uniforme, encontrandonos con grupos de dos hasta catorce microsatélites, como se puede
observar en el LG18 y el LG3, respectivamente. Ademads, en la mayoria de los grupos, hay
tramos que carecen de marcadores, regiones gaps, que en ocasiones ocupan un tamafio de
hasta 25¢M como en el LG5 y LGS8. Son varias las razones que explican la presencia de estas
regiones como el azar en la distribucién de los marcadores cartografiados (Knaip y col.,
1998), puntos calientes de recombinacion (Paglia y col., 1998; Saal y Wricke y col., 2002),
regiones inaccesibles a las enzimas de restriccion o simplemente por la ausencia de motivos
repetidos (Cervera y col., 2001; Saal y Wricke y col., 2002). Aunque dada la densidad de
nuestro mapa, la razon mas posible por la que aparecen, seria la falta de cobertura de estas
regiones por marcadores (Vallejos y col., 1992).

Por otro lado, el uso de varias familias para la construcciéon de un mapa de
liagamiento tiene varias ventajas. Asi, un mapa consenso, integrado por varias familias,
contiene mayor informacion y utilidad ya que, ademas de contener un mayor nimero de
marcadores, permite ligar aquellos marcadores no asociados en un primer analisis. En nuestro
caso, con la integracion de los analisis realizados en las dos familias, en el mapa consenso
hemos podido integrar seis microsatélites que en un principio no presentaban ligamiento
como son SolCA13 (LGY), Mss108 (LG14), Mss75 (LG15), Mss43 (LG16), Est-62 (LG17) y
Mss37 (LG18). Ademas, aporta mayor fiabilidad al mapa, ya que hay un mejor ajuste en las
distancias al disponer de mas marcadores ligados y mas muestras.

V.4. Estimas de distancia con respecto al centromero

En esta memoria, hemos llevado a cabo la construccion de una familia de
ginogenéticos diploide para la estima de la distancia de marcadores de microsatélites con
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respecto al centromero. Esta misma metodologia ha sido aplicada, en trabajos previos, en
otras dos especies de peces planos, platija (Reid y col., 2007) y rodaballo (Martinez y col.,
2008).

En el lenguado, se ha podido establecer la localizacion del centromero en 18 grupos
de ligamiento, con el analisis de, al menos, un marcador en cada uno de ellos. Sin embargo,
la media de marcadores localizados con respecto al centromero es de 4 por LG, variando
desde 1 (LG20) a 8 (LG1). En algun caso (LG10), las distancias entre los marcadores
incluidos en el LG y de estos al centrdmero son concordante, aunque esto no siempre ocurre
asi, debido principalmente a la escasez de marcadores o a las diferentes frecuencias de
recombinacion entre regiones cromosomicas (Martinez y col., 2008).

La estima de la posicion del centromero es relevante para estudios de la funcion
meidtica y para mapas comparativos. También se puede aplicar en mejora por seleccion
asistida por marcadores (Martinez y col., 2008).

V.5. Estudios evolutivos. Analisis de conservacion Yy sintenia

V.5.1. Anotacion, clasificacion y zonas UTRs

El estudio comparado de los 194 microsatélites caracterizados en esta memoria, con
la base de datos GenBank, reveld un bajo porcentaje de secuencias homologas (15%). En la
mayoria de los casos (93%) fueron procedentes de ESTs y solo el 7% de las anotaciones
procedian de microsatélites obtenidos de genotecas (Anexo XII). Estos resultados son los
esperados, pues los microsatélites procedentes de ESTs se encuentran asociados a genes y sus
secuancias mas conservadas, mientras que los procedentes de genotecas, suelen estas en
regiones génicas no codificantes y andnimas.

Todas las homologias encontradas, fueron con secuencias de especies de peces como
tetraodon, danio, fugu, salmon y tilapia, y de peces planos como rodaballo, halibut e incluso
el propio lenguado senegalés. Concretamente, y para estas especies de peces planos,
podemos destacar el microsatélite EST-16, con homologia con el gen ribosomico 40s del
rodaballo, el EST-31 que presenta homologia con la proteina estructural alfa-actina del
halibut y los microsatélites EST-7 y EST-62 con anotaciones para Solea sengalensis
correspondientes a las proteinas keratina tipo Il y calsequestina respectivamente (Infante y
col., 2011).

De acuerdo a la clasificacion GO (Gene Ontology), la mayoria de las secuencias
anotadas, dentro del apartado componentes celulares son de membrana y reticulo
endoplasmatico (53.3%), del nuacleo (20%) y del citoplasma (20%), mostrando una
distribucion similar a las encontradas en el rodaballo (Navajas-Pérez et al., 2012)

La localizacion de los microsatélites en las regiones génicas amplia el conocimiento
sobre el papel que juegan durante la expresion génica y la presion selectiva que hay en ellos,
dependiendo del tipo de repeticion del que consten sus motivos.

En los Vertebrados, la mayoria de microsatélites formados por repeticiones de di- y
tetranucledtidos se localizan en regiones no codificantes, siendo menos frecuentes su
presencia en los exones (Toth y col.,, 2000). Estas repeticiones se han localizado
principalmente en las zonas 5’-UTR y 3’-UTR en una gran variedad de peces como en
salmon (Grimholt y col., 2002), en pez cebra (Gerhard y col., 2000) en platija (Hirono y col.,
2000). En este trabajo, y en esta misma linea, todos los microsatélites con motivo di- y
tetranucledtido (65.5%) se han localizado también en las regiones no codificantes (UTRs) del
lenguado, principalmente en en la 5'-UTR (79.3%).
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Sin embargo, estos motivos, formados por un nimero elevado de repeticiones, suelen
inestabilizar las regiones génicas, por lo también se encuentra mas frecuentemente en las
zonas no codificadas, debido principalmente a que estas regiones estan sometidas a una
mayor tasa de mutacion (Dokholyan y col., 2000). Este es el caso de los microsatélites
CSse2H15 (TG),3 0o Mss 44(CT);s ambos en regiones 5’-UTR. Cuando los microsatélites se
encuentran en las regiones 5’-UTR pueden formar ADN especificos pocos usuales en su
estructura afectando a la traduccion del ARNm (Liu y col., 2001). Y cuando se localizan en
las regiones 3’-UTR podrian afectar a la estabilidad de los productos transcritos, ya que
desestabilizan la esctructura del extremo 3’ de la molécula de ARNm facilitando la
degradacion intracelular mediante exonucleasas (Wang y col., 2002). Este caso se describe
en la anguila europea (Anguilla anguilla) en donde las repeticiones del microsatélite en 3°-
UTR del gen TSHB provocan una forma inusual en la doble hélice que inestabilizan al
promotor (Pradet-Balade etal., 1998; Chistiakoz et al., 2006). En este memoria, son 4 los
microsatélites localizados en esta region (Anexo XIII), correspondiendo a dos dinucleotidos
y dos trinucleétidos.

Se cree que la distribucion al azar de los microsatélites estd seleccionada en contra
(Bachtrog y col., 1999), aunque hay estudios (Venkatesh y Brenner, 1997) que revelan la
presencia de dinucledtidos en regiones codificadas como en las especies de peces Lates
calcarifer (barramundi) o Paralynchius olivaceus (platija). Nuestro estudio, confirma esta
hipotesis, pues no hemos encontrado repeticiones de dinucledtidos en las regiones
codificantes, ya que alteran el maraco de lectura, afectando a la traduccion.

Por otro lado las repeticiones de trinucledtidos se encuentran tanto en regiones
traducidas, no afectando el marco de lectura, como en las no traducidas (Wren y col., 2000;
Morgante y col., 2002). Asi, por ejemplo, en nuestro caso los microsatélite de trinucledtidos
CSse2MO07, Est-13 y Mss32 se encuentran en las regiones 3’-UTR-3’, 5’-UTR y zona
traducida respectivamente y el microsatélite Est-5 es un hexanucledtido de la zona traducida.

V.5.2. Conservacion y evolucion de los microsatélites

Con el fin de obtener una primera estimacion del grado de conservacion entre las
especies del orden de los Pleuronectiformes y su aplicacion en gendomica comparada, se han
buscado posibles homologias entre las secuencias microsatélites del lenguado y las
secuencias que forman las bases de datos de ESTs disponibles de otras especies de este orden
como rodaballo, platija y halibut. Este estudio aporta conocimientos sobre la evolucion de
este orden y mediante identificacion de grupos comunes de microsatélites se podrian
identificar, a partir de una especie, regiones genomicas relacionadas con caracteres
productivos en las demds especies, sirviendo de anclaje entre sus respectivos mapas
genéticos.

Asi, un 28.4% de secuencias flanqueantes de los microsatélites analizadas en este
estudio, presentan homologia con secuencias de alguna de las bases de datos de ESTs de las
especies mencionadas. Este dato, pone de manifiesto la existencia de cierto grado de
conservacion de estos marcadores del lenguado en los genomas de peces planos, tal y como
ya se ha visto en estudios evolutivos en otros peces (Rico y col., 1996; DeWoody y Avise,
2000). De las secuencias con homologia, en su mayoria (81.8%) corresponden a
microsatélites procedentes de la base de datos de ESTs del lenguado. Este alto porcentaje se
debe a una mayor conservacion de este tipo de secuencias con respecto a las gendmicas, entre
especies relacionadas. Resultados similares han sido obtenidos en rodaballo, con 31% de
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homologia al comparar las secuencias de sus microsatélites con las bases de datos de ESTs
de los peces planos (Navajas- Pérez y col., 2012).

Por especies, es interesante destacar que el nimero de secuencias de microsatélites
encontrada en las tres especies es muy similar (37 secuencias comunes para halibut, 35 con
platija y 34 con rodaballo).

Aunque en estudios realizados en rodaballo por Navajas-Pérez y col., (2012) la mayor
homologia se encontré con platija, seguida de halibut y de lenguado senegalés, con menor
homologia entre el lenguado y el rodaballo que con el resto de peces planos, al igual que se
describe en Pardo y col., (2005) y Castro y col., (2006), nuestros datos no reflejan estas
asociaciones. En este sentido, hay que poner de manifiesto que nuestros estudios son
preliminares y que las bases de datos exploradas son todavia muy incompletas. De hecho,
existen diferencias tanto en nimero de secuencias como en tamafio medio de estas (Navajas-
Pérez, et al., 2012). La influencia de la calidad de las bases de datos de ESTs sobre las
homologias se refleja en el hecho de que la base de datos del lenguado es la mas incompleta
y, por lo tanto, cuando se hacen busquedas sobre ella, el nimero de secuencias es escaso. Sin
embargo, cuando el andlisis se hace utilizando secuencias del lenguado sobre las otras tres
bases de datos, como es el caso de esta memoria, los resultados de homologia son muy
similares para todas las especies

Por otro lado, los microsatélites del lenguado con motivo perfecto es frecuente
encontrarse el motivo de manera imperfecta en el resto de especies, esta misma premisa ha
sido descrita en rodaballo (Navajas-Pérez y col., 2012).

El andlisis de la variabilidad de estos microsatélites del lenguado encontrada en las
bases de datos de las otras especies de peces planos, muestra que los marcadores
polimorficos en el lenguado, en su mayoria (95,5%) presentan un tamafio distinto, en cuanto
al numero de repeticiones, en las otras especies. Este dato no revela si se mantiene el
polimorfismo en las otras especies, ya que s6lo nos indica un tamafio alélico diferente,
pudiendo ser tanto polimorfico como monomorfico. Para llegar a conclusiones, se deberia
realizar un estudio de variabilidad in vitro en cada una de las especies.

Con respecto a la conservacion de la variabilidad hay una mayor proporcion de
microsatélites polimorficos que se conservan en las otras especies, dato que varia con los
obtenidos por Navajas y Pérez y col., (2012) en el rodaballo, ya que en este caso son los
microsatélites monomorficos los que mas se conservan en las otras especies.

Entre los vertebrados, la secuenciacion de los genomas de peces es de gran interés y
especialmente los Actinopterigios ya que es un grupo muy diverso y abarca mas de 31.000
especies. (http://www.fishbase.org/). Durante la ultima década se han secuenciado los
genomas completos de varias de estas especies el fugu (Takifugu rubripes), pez cebra (Danio
rerio), pez globo (Tetraodon nigroviridis), espinoso (Gasterosteus aculeatus) y medaka
(Oryzias latipes) y estos estudios se estan extendiendo a otras muchas especies por su
importancia en la evolucion o por su interés comercial, como son la trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss), el salmon Atlantico (Salmo salar L), la dorada (Sparus aurata) o la
lubina (Dicentrarchus labrax L) (Sarropoulou y col., 2011). Sin embargo, la secuenciacion
de un genoma completo aun sigue siendo costosa y laboriosa, y no justificable para especie
con poco o sin interés comercial y econdmico, por lo que para muchos organismos se estan
generando mapas de ligamiento como primer paso.

La obtencion de un mapa de ligamiento es esencial para el conocimiento de la
secuencia del genoma de cualquier especie. Ademas tiene gran valor como herramienta en
genomica comparada (Kai y col., 2005), ya que es posible conseguir una transferencia de
informacion entre genomas de especies ampliamente secuenciados y genomas de otras poco
estudiados y aportando conocimientos de la organizaciones de sus genomas y de los cambios
evolutivos entre ellas en particular y con el resto en general mediante el analisis cruzado de
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los marcadores (Cristescu y col., 2006; Wang y col., 2007). Una forma de comparar los
genomas de especies relacionadas pero poco estudiados es mediante las relaciones con los
genomas modelo, asi por ejemplo, se pueden establecer relaciones entre mapas de ligamiento
de dos especies mediante las homologias encontradas en los cromosomas de una especie
modelo, como el realizado por Cerda y col., (2010) en el rodaballo y halibut, en el que se
establecid una correspondencia entre los grupos de ligamiento de ambas especies empleando
a los cromosomas del tetraodon como intermediarios, asi por ejemplo se considera que el
grupo de ligamiento 6 del rodaballo se corresponde con el grupo 3 del halibut, porque ambos
grupos comparten marcadores con el cromosoma 13 de tetraodon. Este mismo estudio
comparado se ha aplicado en el lenguado con otras especies de peces planos como el
rodaballo, la platija y el halibut, empleando para ello los resultados de homologia de
secuencias de varios marcadores (microsatélites, AFLPs y SNPs) obtenidos en cada una de
estas especies con el tetraodon de diversos estudios, por ejemplo en rodaballo Bouza y col.,
(2012) relaciona el Cr18 de tetraodon con el LG9 y el Cr10 con el LG3. En el halibut Reid y
col., (2007) y Cerda y col., (2010) relacionan el Cr18 de tetraodon con el LG11 y el Cr10 con
el LG7.Y por ultimo en la platija Castafio-Sanchez y col., (2010), el Cr18 se relaciona con el
LG7 y el Crl0 se relaciona con LG2. Ademas, estas relaciones estan apoyadas con la
homologia que presentan algunos microsatélites en estas especies. Muchas veces, como en el
caso de los peces planos, la amplificacion cruzada de marcadores in vivo es dificil, por lo que
hay que recurrir a herramientas bioinformaticas. Este tipo de analisis permite anclar los
distintos marcadores en las secuencias de otras especies, y en consecuencia asignar regiones
del genoma en estudio a regiones ya conocidas de otras especies, orientar los fragmentos
involucrados y analizar la conservacion de los genes presentes en los mismos, asi como las
posible reordenaciones cromosomicas que han podido tener lugar (Guyon et al., 2012).

En este contexto, dentro del analisis sobre conservacion de las secuencias de lenguado
llevado a cabo en esta Tesis, se he investigado la homologia de las secuencias de los
microsatélites ya anclados en el mapa de ligamiento con la secuencia de los genomas de las
especies modelo de peces mencionadas anteriormente. Esta aproximacion revela que s6lo un
30% de las 144 secuencias analizadas presentaba homologia con secuencias de especies
modelo. La homologia encontrada ha sido mayor con secuencias de fugu (93%), espinoso
(78%), medaka (76%), tetraodon (71%) y danio (54%). Estos resultados son similares a los
obtenidos en rodaballo por Bouza y col., 2012, en tilapia (Oreochromis niloticus) (Lee y col.,
2005), en el gobio (Cottus Gobio) (Stemshorn y col., 2005); la dorada S. aurata (Franch y
col., 2006) y el barramundi (Lates calcarifer) (Wang et al. 2007) mostrandose en todos ellos
mayor homologia con los Acantopterigios (fugu, espinoso, medada y tetraodon) que con
Ostariofisios (danio), este hecho, en particular, apoya los datos filogenéticos obtenidos por
Miya y col., (2003) que demuestran una mayor relaciéon del rodaballo con los
Acantopterigios, por tanto nuestros serian un apoyo adicional a esta idea, ya que el lenguado
y el rodaballo pertenecen al mismo orden (Pleuronectiformes).

Con respecto a la secuencia de los microsatélites, y dada la separacion filogenética de
Solea senegalensis y las especies modelo utilizadas, no es extraiio que el mayor niumero de
coincidencias correspondiera a secuencias ESTs (68.3%), que provienen de secuencias
expresadas, y por ende, adicionalmente mas conservadas. Este hecho ha sido descrito por
otros autores para otras especies como la lubina, la dorada y el rodaballo (Chistiakov y col.,
2008, Franch y col., 2006 y Bouza y col., 2012). Ademas, la longitud relativamente grande
de las secuencias ESTs, hace que sean una herramienta primordial para la busqueda de genes
de interés (Sarropoulou y col., 2008, Naruse y col., 2009, Wang y col., 2011), ya que permite
el estudio de reorganizaciones cromosomicas locales que puedan sufrir los distintos genomas
a lo largo del tiempo. El genoma de los Teledsteos es de gran interés ya que posee varias

-79 -



V. Discusion

copias de un mismo gen fruto de la duplicacion de su genoma a lo largo de la evolucion hasta
llegar al pez teledsteo actual (Steinke y col., 2006a).

Asi, en nuestro analisis hemos sido capaces de asignar a casi todos los grupos de
ligamiento de lenguado homologia con un cromosoma de las especies modelo, a través de al
menos un microsatélite. Por ejemplo, el LG2 presenta 4 microsatélites presentes en el Cr19
de fugu, el LG1 3 microsatélites en el Cr9 de espinoso, Crl de medaka y Crl7 de fugu, el
LGI15 3 microsatélites presentes en Crl5 de espinoso, Cr10 de tetraodon y Cr2 de fugu y por
ultimo el LG17 con 3 microsatélites en el Cr2 de tetraodon, Cr21 de medaka y Crl de fugu.
Esto indicaria la posible existencia de bloques sinténicos entre el lenguado y estas especies, y
apoya la idea de la baja reordenacion intercromosdémica que han podido sufrir los
Acantopterigios durante su evolucion (Kasahara y col., 2004; Kai y col., 2011).

El siguiente paso es averiguar la funcionalidad de las secuencias contenidas en dichas
regiones, lo que confirmaria los marcadores microsatélites como herramientas utiles para
vincular de forma aplicada la informacion generada en lenguado con los genomas de
referencia (Gaffney y Keightley 2004; Franch y col., 2006; Bouza y col., 2007). La sintenia
entre especies representa una oportunidad para iniciar en este caso estudios de QTLs
mediante la busqueda de genes candidatos en las regiones de homologia con las especies
modelo (Erickson y col., 2004; Reid y col., 2005b). Sin embargo, hay que tener en cuenta los
reordenamientos intracromosémicos que sufren los genomas a lo largo de la evolucion que
dificulta la transferencia de informacion posicional entre los genomas (Bouza y col., 2007).

Nosotros hemos encontrado y caracterizado més en profundidad cuatro bloques
sinténicos compartidos por lenguado, espinoso, tetraodon y medaka. Estos bloques sinténicos
fueron determinados por al menos la presencia de tres marcadores microsatélites anclados al
mapa de ligamiento de lenguado, que mapearan sobre el mismo cromosoma en las distintas
especies modelo.

En resumen, tras el estudio de cuatro bloques sinténicos presentes en lenguado y tres
especies modelo (espinoso, tetraodon y medaka) es posible concluir que en todas las especies
aparecen genes muy conservados, no solo en secuencia, sino en su orden. La conservacion en
el orden de un gran nimero de genes en organismos relativamente distantes puede ser indicio
de una especial funcionalidad de los mismos. Este aspecto se estudiard en futuras
investigaciones. Ademas, en algunas especies se detecta la presencia de genes exclusivos de
la misma, lo que sugeriria la ocurrencia de deleciones/inserciones y/o duplicaciones.
También hemos detectado la presencia de inversiones a nivel local que tendria interés
cladistico, ya que han ocurrido en especies concretas.

Por ultimo, cabe destacar que la comparacion con especies modelo tiene una utilidad
adicional en el mapeo, ya que ha permitido afiadir al grupo de ligamiento (LG17) un
microsatélite (CSse3A04 UL) que en principio no se habia anclado al mapa por falta de
ligamiento. Asimismo, el hecho de que LG10 y LG23 de lenguado muestren homologia con
los mismos cromosomas de tetraodon y medaka sugeriria que ambos deberian agruparse en el
mismo grupo de ligamiento. Disponer de un mayor nimero de secuencias de lenguado que
aumente la densidad del mapa de ligamiento permitira aumentar disminuir el nimero de
grupos de ligamiento, asi como una comparacion mas detallada entre el mapa de ligamiento y
los genomas de especies modelo de peces detectando nuevas regiones sinténicas
potencialmente utilizables en programas de mejora y en estudios evolutivos.
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La construccion de librerias gendmicas especificas de una especie, es un método
rapido y eficaz para la obtencion de microsatélites. En Solea senegalensis se han
conseguido caracterizar 118 loci microsatélites susceptibles de ser informativos
(polimorficos).

La disponibilidad de secuencias asociadas a genes (ESTs) en bases de datos
especificas, supone una ventaja en la obtencion de marcadores dado el caracter
conservacionista y funcional de estas secuencias, ademas de suponer un ahorro en
costes y tiempo. La base de datos de Solea senegalensis “Soleamold” ha permitido el
desarrollo de otros 76 loci microsatélites polimorficos provenientes de estas ESTs.

El empleo de familias ginogenéticas haploides, obtenidas a través de las técnicas de
manipulacion cromosomica, facilita el desarrollo de mapas de ligamiento, por un
lado, prescindiendo de identificaciones parentales y sucesivas generaciones y
pudiendo disponer directamente de material larvario y de tamafio muestras elevado,
(en torno a 100 individuos) y por otro, simplificando el andlisis de ligamiento de
marcadores con la segregacion de un unico alelo materno en la descendencia. Por otro
lado, el empleo de las familias ginogenéticas diploides permite la localizacion del
centromero en los grupos de ligamiento mediante el analisis de medias tétradas.
Ambos tipos de familias han sido utilizadas en este trabajo para desarrollar el mapa
del lenguado senegalés, siendo por tanto, un mapa genético femenino.

Para la construccion de este primer mapa de lenguado senegalés, se ha realizado el
analisis de ligamiento de 144 microsatélites en dos familias ginogenéticas haploides.
El mapa obtenido estd compuesto de 27 grupos de ligamiento en los que se
distribuyen 129 microsatélites y con un tamafio aproximado de 1004cM. La presencia
de 6 grupos de ligamientos extra, asi como de 15 marcadores no ligados, indican que
se trata de un mapa parcial, con regiones no cubiertas por los marcadores
desarrollados. Un aumento del nimero de marcadores, permitira la localizacion de
puntos intermedios entre los marcadores ligados y no ligados, ademas se detectaran
las posibles relaciones de ligamiento con los grupos extra ajustandose al nimero de
cromosomas de las especie (2n=42).

Se ha podido estimar, mediante el estudio de una familia ginogenética diploide, la
distancia con respecto al centromero en 73 marcadores de 19 grupos de ligamiento.

Un 15% de las secuencias de microsatélites analizados fueron anotadas tras ser
contrastadas con las secuencias depositadas en la base de datos del GenBank. Como
era previsible, el mayor nimero de ellas pertenecian a las obtenidas de la base de
datos de ESTs (93%) y so6lo un 6.9% procedian de las genotecas.Se encontraron
homologias con otros peces planos como el rodaballo en el Est-16 (gen ribosémico
40s) y el halibut en el Est-31 (proteina estructural alfa-actina), asi como para el
propio lenguado en el Est-7 y Est-63 para las proteinas keratina tipo Il y
calsequestina respectivamente. Las anotaciones, de forma general se distribuyeron,
segun los términos GO en procesos biolodgicos, componentes celulares y funciones
moleculares perteneciendo a ésta ultima clasificacion un mayor numero de
microsatélites y siendo la estructura y transporte de membrana las funciones mas
representativas. Adicionalmente, se ha realizado un estudio de la localizacion del
motivo de repeticion, poniendo de manifiesto que en las UTRs se localizan los
microsatélites con motivo dinucleotido, sin afectar asi al marco de lectura, mientras
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que los microsatélites con motivos trinucleotidos se han localizado tanto en zonas
UTRs y traducidas.

Mediante estudios de gendomica comparada, hemos comprobado que el 28.4% de las
secuencias de microsatélites caracterizados en este estudio, presentan homologia con
secuencias de las bases de datos de ESTs de otros peces planos (rodaballo, platija y
halibut), en su mayoria (81.8%) se trataba de secuencias procedentes de la base de
datos de ESTs. El estudio de la conservacion y variabilidad del motivo repetitivo,
permite analizar la dindmica evolutiva de este tipo de marcador, da una estimacién
del grado de conservacion entre las especies del orden de los Pleuronectiformes y
abre la perspectiva de su aplicacion cruzada.

La comparacion de las secuencias de los marcadores presentes en el mapa del
lenguado con genomas completos de especies modelo de peces (espinoso, tetraodon,
medaka, fugu y danio), ha permitido, por un lado, evaluar la conservacion de las
mismas. Por otro, también hemos podido establecer la relacién entre grupos de
ligamiento del lenguado y cromosomas de estas especies modelo (macrosintenia). Por
ultimo, también hemos caracterizado cuatro bloques sinténicos muy conservados y
compartidos por los genomas de estas especies (microsintenia). El estudio en
profundidad de dichas regiones aportaria conocimientos sobre la evolucion de este
orden y se pueden identificar a partir de una especie regiones gendémicas relacionadas
con caracteres productivos en las demas especies sirviendo de anclaje entre sus
respectivos mapas genéticos.

Mediante el estudio cruzado de marcadores anclados en el mapa del lenguado y
conservados en especies modelo y entre estas especies modelo y grupos de ligamiento
de peces planos en las cuales existen mapas genéticos (rodaballo, platija, halibut), ha
permitido establecer asociaciones entre entre los grupos de ligamiento de todas las
especies de peces planos.
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ANEXO1
Extraccion de ADN de sangre

El método de extraccion se realizod siguiendo el protocolo, que recomienda la casa
comercial Macherey-Nagel para el kit Nucleo Spin Blood ®, con los siguientes pasos:

1. A un volumen de 50 ul de sangre se le afiaden 25 pl de proteinasa K, 125 ul de PBS

y 200 pl de tampon B3.

Mezclamos por vortex durante 10-20 s.

Incubamos durante 10-15 min a una temperatura de 70°C.

Anadimos 210 pl de etanol y mezclamos bien por vortex.

Ponemos la muestra en una columna y centrifugamos a 14000 rpm durante 1 min. El

ADN quedaré atrapado en la membrana de silice.

6. Pasamos la columna a un tubo colector limpio y afiadimos 500 ul de tampon BW. De
nuevo centrifugamos a 14000 rpm durante 1 min.

7. Descartamos el tubo colector y lo ponemos en otro limpio. A la muestra le afiladimos
600 pul de tampon BS y centrifugamos a 14000 rpm durante 1 min.

8. Pasamos la columna a un tubo de 1.5 ml y le afadimos 100 ul de tampon BE
previamente calentado a 70°C. Incubamos 1 min a temperatura ambiente.

9. Centrifugamos a 14000 rpm durante 1 min. Las muestras se resuspendieron con 50
uL de agua ultrapura y se guardan a —20°C.

Nk

ANEXO II

Obtencion de genoteca enriquecidas con microsatélites en Solea senegalensis
1. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Se llevaron a cabo digestiones de ADN genomico de S. senegalensis con las enzimas
de restriccion Rsal y Haelll.

Se digirieron 2 pg de ADN total con 20 unidades de enzima en el tampdn
recomendado por el fabricante (Biolabs). Se afiadieron 100 ng de ARNasa y se ajusto el

volumen a 50ul con agua destilada. Se dejaron incubando durante toda la noche en una estufa
a 37°C.

2. Inactivacion de las enzimas de restriccion

Para inactivar las enzimas de restriccion, a cada una de las digestiones se le aplico un
tratamiento térmico a 80°C durante 20 min.

3. Secado de las muestras por vacio

Las muestras se secaron durante 2 horas a 60°C utilizando un evaporador con bomba
de vacio.

4. Preparacion de los adaptadores AP11/123. Ligacion de los adaptadores al ADN
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Se realiz6 una mezcla equimolar de:
AP 11 5-CTCTTGCTTAGATCTGGACTA-3’
AP 12 5’-pTAGTCCAGATCTAAGCAAGAG-3’

Se desnaturalizé a 94°C durante 10 min y se dejo enfriar durante toda la noche a 25°C.
La concentracion de AP11/12 es de 50 ng/ul.

Resuspendemos los fragmentos generados por digestion en un volumen final de 30 pl
de ligacion conteniendo:

100 ng de AP11/12
2000 unidades de T4 ligasa
Tampon 10X ligasa
Agua destilada
Incubamos durante 16 horas a 14°C.

5. Preamplificacion

La reaccion de preamplificacion se realizo en un volumen final de 50 pl que
contenian: 2 pl de la reaccion de ligacion; 10 mM Tris-CIH pH=8.3; 5 mM NH4C; 50 mM
KCl; 2 pl de Cl,Mg 50 mM; 0.2 mM de cada ANTP; 0.2 uM del cebador API11 y 2.5
unidades de Taq ADN polimerasa.

La preamplificacion se llevo a cabo durante 10 ciclos y los parametros de cada ciclo
fueron: 30 s 2 94°C, 15 s a 55°C y 1 min a 72°C.

6. Hibridacion y enriquecimiento de STRs

Se realizd una mezcla con 100 ng del producto preamplificado; 200 ng de cada oligo
biotinilado, ajustando el volumen a 100 ul con 6XSSC + 0.1% SDS.

Los oligos que se utilizaron fueron b(ACA) 15, b(ATT);5 b(CT)3o de forma individual
y dos combinaciones, una formada por b(AGA);o, b(GCC);9,b(GT)3o y otra por b(GCC)y,
b(ACA);5,b(GA)s.

Desnaturalizamos las mezclas durante 5 min a 94°C y posteriormente se dejaron
hibridando 1 hora a 60°C.

Afiadimos 200 pg (20 pl) de bolitas de estreptavidina frescas equilibradas con 6XSSC
e incubamos durante 15 min a 60°C con agitacion suave (750 rpm).

Eliminamos el sobrenadante en un soporte magnético. Realizamos dos lavados con
300 pl de 6XSSCH+0.1% SDS e incubamos 15 min a 25°C con agitacion suave (500 rpm).

Volvemos a descartar el sobrenadante en el soporte magnético y lavamos dos veces
con 300 pl de 6XSSC+0.1% SDS durante 15 min a 60°C sin agitacion.

Por ultimo lavamos dos veces con 300 Ul de 6XSSC durante 5 min a 25 °C sin
agitacion.

7. Elucion de STRs

Afnadimos 50ul de 0.1 M NaOH incubando la muestra a 85°C durante 5 min.

Pasamos el sobrenadante a un microtubo limpio y afiadimos 50 Ul de Tris-pH 7.5 1M.

Purificamos el ADN mediante el Kit Nucleo Fast ® 96 PCR Plates en las condiciones
que recomienda el fabricante (Macherey-Nagel).

Diluimos el ADN en 40 pl de TE.
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8. Amplificacion mediante PCR

La reaccion de amplificacion se realizo en un volumen final de 50 pl que contenian: 5
ul de ADN purificado; 10 mM Tris-ClH pH=8.3; 5 mM NH4C; 50 mM KCI; 2 pl de Cl,Mg
50 mM; 0.2 mM de cada ANTP; 0.2 uM del cebador AP11 y 2.5 unidades de Taq ADN
polimerasa.

La amplificacion se llevd a cabo durante 30 ciclos y los parametros de cada ciclo
fueron: 30 s 2 94°C, 15sa 55°Cy 1 miny 30 s a 72°C.

El producto de amplificacion se purifico de la misma forma que hemos descrita
anteriormente.

9. Clonacién

Ligamos 4 pl del ADN purificado al vector de clonacion TOPO TA (TOPO TA
Cloning Kit for Sequencing) siguiendo las recomendaciones del fabricante (Invitrogen).

Dejamos en incubacion 30 min a temperatura ambiente

La mezcla de ligacion se utilizod para transformar células electrocompetentes de E.
coli, cepa DH5a (Invitrogen) de la siguiente forma:

Afadimos 2 pl de la mezcla de ligacion a 40 pl de la solucion de bacterias y
mantenemos en hielo 20 min.

Se da un choque térmico en bano M* a 42° C durante 30seg. Pasar a hielo
inmediatamente durante 2 min.

Afadir 250 pl de medio SOC a temperatura ambiente y dejamos en incubacion 1
hora a 37°C.

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

10. Screening de mutantes

Tras seleccionar las colonias recombinantes mediante reaccion colorimétrica,
inoculamos cada una de las colonias en 20 ul de agua destilada.

Desnaturalizamos a 94°C durante 1 min y utilizamos 1 pl para comprobar el tamafio
del inserto mediante PCR.

Las condiciones fueron las siguientes: en un volumen final de 25 pl mezclamos 1 pl
de plasmido recombinante; 10 mM Tris-CIH pH=8.3; 5 mM NH4C; 50 mM KCI; 0.2 mM de
cada ANTP; 5 uM del cebador T3 y T7 respectivamente y 2.5 unidades de Taq ADN
polimerasa.

La amplificacion se llevd a cabo durante 30 ciclos y los parametros de cada ciclo
fueron: 30 s 2 94°C, 15 s a 52°C y 2 min a 72°C.

El resultado se visualiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE.

ANEXO III

a) Reaccion de secuenciacion BigDye terminador v3.1 Cycle Sequencing

A la mezcla de reaccion del kit (3 pL), que incluye los dideoxinucle6tidos marcados con
fluorocromos y Taq ADN polimerasa se le afiade:
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kW

3 pmol de cebador correspondiente( el directo o el reverso utilizado en la
amplificacion)

5% de DMSO

Buffer 1x

500 ng de ADN

Llevar a un volumen final de 20 puL con agua ultrapura.

Las condiciones de la reaccion de secuenciacion fueron las siguientes: una desnaturalizacion
inicial de 3 min a 94° C, 25 ciclos de 96 ° C durante 10 s, 50° C durante 5 s y 60° C durante 4

min;

b) Precipitacion del ADN secuenciado

Tras la reaccion de secuenciacion el ADN fue precipitado para eliminar restos de

reactivos y dNTPs marcados que podrian interferir en la lectura de la secuencia.

1.

kW

Para ello a cada tubo se le anade:

e 3 uL acetato de sodio 3M pH 4.6
e 62.5 uL etanol 95%
* 14.5 uL agua ultrapura

Mezclar por vortéx e incubar durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad.
Centrifugar a 14.000 rpm durante 20 min a 4° C. Eliminar el sobrenadante.

Anadir 250 p L de etanol 70%.

Centrifugar a 14.000 rpm durante 15 min a 4° C. Eliminar el sobrenadante con una
pipeta y dejar secar.

¢) Reaccion de amplificacion PCR para la puesta a punto de microsatélites

La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en un volumen de 15 pL conteniendo:

25 ng de ADN gendmico, 0,2 uM de cada cebador.
0,1 mM de cada dANTPs.

0,5-1,5 mM de MgCl..

0,2 uM de cada primer.

1U de Taq polimerasa. (Biotools) y tampon 1x.

La programacion del termociclador fue: 5 min a 94°C para la desnaturalizacion, 35 ciclos
de 1 min a 94° C, 45s a la temperatura de anneling y 45s, finalmente la extension fue durante
10 min a 72° C.

ANEXO IV

a) Extraccion de ADN de individuos adultos de lenguado y larvas ginogenéticas

diploides
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El material se introduce en un tubo estéril de 1,5 ml de capacidad y se le anade
900 pL de tampdén de extraccion (10 mM de Tris-HC1 y 100 mM de EDTA,
ambos a pH 8.0), 45 uL de SDS 20 % y 4’5 pL de proteinasa K (20 mg/mL) e
incubar los tubos se mantienen a 56° C durante toda la noche.

A continuacion se afiade 2ul. de ARNasa libre de DNAsa (10mg/mL, Roche
Diagnostics) y mantenemos a 37°C en un bafio con agitaciéon suave durante 1
hora.

Purificamos el ADN afiadiendo un volumen de fenol y centrifugando durante 15
min. a 4° C. Pasamos la primera fase a otro tubo y afiadimos 1 volumen de fenol:
cloroformo: alcohol isamilico (24:24:1) centrifugando otros 15 min. a 4° C.

Para la precipitacion del ADN, pasamos la primera fase a otro tubo y afiadimos 1
volumen de isopropanol, mantenemos en refrigeracion durante toda la noche. Se
centrifuga a 4° C durante 10 min. y se elimina el sobrenadante; a continuacion se
aflade 50 pL de etanol al 70% y se centrifuga de nuevo 5 min.

Por ultimo, se elimina el etanol por decantacion y dejamos secar para eliminar los
restos de alcohol durante 15 min. E1 ADN libre de alcohol se resuspendié en 50
uL de agua ultrapura.

b) Extraccion de ADN de larvas ginogenéticas haploides

1. La larva se introduce en un microtubo de 0,2 mL de volumen, a continuacion se le
afiade 9 pL. de tampon de muestra.
2. Se desnaturaliza el ADN a 95° C durante 3 minutos.
3. La muestra de pasa a hielo y a continuacion se afiade 9 pL de tampon de reaccion
y 1 uL de enzima incubandose a 30° C durante toda la noche.
4. Finalmente se somete la muestra a 65° C durante 10 minutos.
ANEXO YV

Protocolo para la obtencion del cariotipo

1.

Se escogieron muestras de ginogenéticos tanto haploides como diploides y se
mantuvieron durante 4-6 horas en agua salina con colchicina al 0.01-0.02% y
aireacion.

A continuacion, son dispuestas en CIK 0,4% durante 45-60 minutos. Tras este
choque hipotonico, se fijan en Carnoy (metanol: 4cido acético en proporciones
3:1) durante 30 minutos a 4° C.

Transcurrido este tiempo, se elimina totalmente el fijador y se sitGian en un tubo
conico con 15 pl de 4cido acético al 70%. Con una micropipeta se agita el
material hasta formar una suspension celular.

Se deposita una gota sobre un portaobjetos previamente calentado a 60° C,
recogiendo la gota nuevamente de forma rdpida quedando en el portaobjetos las
células extendidas. Estas preparaciones cromosomicas fueron posteriormente
tefiidas con giemsa y observadas a microscopio optico.

ANEXO VI
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MICROSATELITES DESCRITOS EN Solea Senegalensis POR OTROS

AUTORES
Microsatélite Forward / Reverse (5'23") Motivo repetido | N° acceso
Sol 94 CTCAGAATAAAGCTCOTITAGE (CAMGAL | AF441389
R 550 3 S [ P
SOl GAI2 | T6CCATACTTCACITGTTCG (GA)s AR441391
SOIMIL | (G AGOTAGOTGGAAAGETGE (TG0 AY426693
SOIMU | (A TCCAAGGATACTCAGACTGC (CA)s AF441392
Sol 14 gﬁgggﬁgﬁ%ﬁiﬁ%}%% (TAA(TAA), | AF441386
F1318/4/7% ggﬁggﬁéﬁgé}?ggjzgﬁc (TG)«(GT)«(GA); | AF173852

Secuencias de los cebadores y motivo de repeticion de los microsatélites publicados en S.
senegalensis por Porta y col., 2004 (*Descrito también en S. solea por Iyengar y col., 2000).

Microsatélite | Forward / Reverse (5'23") Motivo repetido N° acceso
TCTCTTTATCTTCCAGCGCGGTGCTTA

CA39 CGCTGAGACGGATGTTAGGAGGGAAAT (CA)3 AB177541
CTTGTTATGTAAGTCAAGGTCCAGTGTCGAGT

CA47 AAAATTCAAAATGGACGGCAAGATGATAAAGC (CA)L(CA) AB177539

GATAS GGTCAAACATTTACCCTTAACCCTTAGAACA (GATAGATA), | o
CCATTCTGGGGGAGACACTACATTTCAAAG (GATA),
CACCTATTGACTTGGCATGACAGGGTTCTT (GATA)((GATA);

GATA23 TATGGGTGCATTCACACCAGCTCCTTCT (GACA)(GATA), |“AB177542
GTGTTAGACAGACAGATAGATAGCTGTTAGCA

GATA26 TGTAATGTAAATCTCTCTGACTGTAGTTTCAC (GATA) ABI77537
GGGGAAGGTGGGATAAATGGATGATTGA

GATA67 GCTGATTACAAACACCGCCCTGGAAAG (GATA) ABI77536

GATAS GGACCCTAATCTCCTGTCTGTCACTTGTCG (GGTT)(GGTA); | yo
CTGGCTGTGGCTGGACGTAACAAGG (GATA){(GATA),
AGAGACGAGTACACAGGAGGGAAGTGCAG

CA28 TTTAGAATCCCTGGTGTTCACCTCA (CA); AB177540
GAAAAGCCAAAACCATCAGTTGATCCCAAAG

GATA21 GTAAATATAATGGGCTCCCAACGGAATTTCA (GATA)1(GATA)s | AB177538
ATATCATCAGGCAGTAAAACGGTCGCAAATG

GATA38 GCAATCTGCAAACTGACCACTAGATGCCAGT (GATA)s AB177534

Secuencias de los cebadores y motivo de repeticion de los microsatélites publicados en S.
senegalensis por Funes y col., 2004.
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ANEXO VII

MICROSATELITES PROCEDENTES DE RODABALLO

Microsatélite | Primer directo y reverso (5'2>3") Motivo repetido N*acceso

Smax.02 GGAGGATGTATTGAAAGTGT (TG)ss 778101
AGAGCAGGTCATTATACAGC

Sma-E44 CGAGAAATACTACACCCGGC (GA)s HS029792
CACCTCGGGAACGTAGTTGT
CACATCGTTGGGACAATCAG

Sma-E50 (GT)o(GA)6 FE944549
AGCAGTGAGCCTCTTTGGAC

Sma-E55 GCGTCCGCAAAGTCTATCTT (AGO), EY455436
GAGTCAGTCGCACAGTCAGC

Sma-E71 CAGATCGTCTTCTCGCTCCT (GCT)s EY456073
TGAGAGGAGTCACTTGTCCG

Sma-E84 TGCATCTATTCCTGTTGGTGA (GT)so FE946202
TGTTGGTTCATAACTGAGCGAC

A ACGATACCTGCTGAT

Sma-E91 GACGGACG CCTGETG (TG)s EY455139
ACACTCGCCTCGTTTCTCAT

Sma-E96 TCTGCTGGCTCACCTTAACA (ACC)s HS029712
ATAGGGTCTGCACTCATGGC
CACACATCCACAGACTCGCT

Sma-E113 (TA),s HS030462
AAACATTCCTCTCAGTGCCG
TATTATGGA AT T

Sma-E118 GOAGGGATCGGCTG (TG)x HS030934
TCAACGTGATGTTTGCCTTC

Sma-E122 GACGGGACCTTCCACAAGTA (GAC), HS031620
ATCGCTCTCGTTCGTCATCT

Sma-E148 GCCATGATGAGCACGATCTA (AGG) FE944634
TCAAATACATGGGCCAGACA
CTGGCCTAATGGCTCAGATG

Sma-E193 (GCA)q FE951765.1
TCAGGTCAGTCTGGTTGGTG
CTCTGGTGGTCCTTTGGTGT

Sma-E209 (AG) HS029487
TCCGTCTCCTTCGATTTCAC
CCCAGAAACACTCACACCCT

Sma-E212 (AGG)14 HS029977
AAGCGCCTGTTGTACTGGAT
CAGGATTGAGGAGGAGCTTG

Sma-E220 (AC)y HS032420
ACCACAGACTTGGACCTTGG
TGGTGGTCCTCTGGTGTGTA

Sma-E273 (AG) HS031951
ACCTCCTGTCTCCGTCTCCT
CTCCACCTTCCAGCAGATGT

Sma-E288 (GAA)s FE945200.1
AGGTCAGACGCCAAACTGTC

Microsatélites diseniados en rodaballo y seleccionados de Coughlan y col., 1996 y Navajas-
Perez y col., 2012.
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MICROSATELITES PROCEDENTES DE PLATIJA

Microsatélite Primer directo y reverso (5°'23") Motivo repetido N° acceso

Poli 163TUF ATGGCCTTGTGTTTGTTTCTGTTTG (CA)e AB459435
ATCCACATCCCCTTTAGGCTAGTCC
ACAGCTGCTCTGTGTGTATGTTT

Poli 129TUF CAGCTGCTCTGTGTG G ac (CA)3; AB459406
TTGCTGACTTCCTCTGTTTACTCCC

. ACAGCTGCTCTGTGTGTATGTTTGC

Poli 200TUF (CA), AB086616
CTTGCTGACTTCCTCTGTTTACTCCC
TGGAAGAGATGTGCACTTGACTGTC

Poli 107 TUF (CA),, AB037990
AACTGTCACCTCTGAGTGGAC CG
AAATCT AAATTTAGGAATAGT

Poli 116 TUF ¢ CTGGC GG GTGG (CA)ss AB037991
GATCCTGGTGATACAGGTGAACACG
AGTGATGAATGCA AGTCATA

Poli 117 TUF CAGTGATG GCACCCAGTC ¢ (CA)yo AB037992
TCTGTACCGAAGAAGTGAGGGTGTC

Poli 18-42 TUF CAGATAACATGCAGGTCACATCTGG (GT)1, AB459373
GATCTCTGGAGGAGGAGGACGAC
ACTGCATGCATAACCAACAGTGTGT

Poli 121 TUF (CA)yp AB037993
GGCTGAATTATTTGGAGCAGAAGGT
TCT "TTTGTCTCTTTATCCAA

Poli 180 TUF cTGeC GTcTC CCAACG (GT)y AB459451
AGAAAGACTAGGAAAGTCAGGACCTGQ
TATAAGGTGGGAGAGAGGAAGGTGG

Poli 16-76TUF (CA)y AB459367
GCAGTGAGTGGACTTCAGGTGCTAT

Microsatélites diseniados en platija y seleccionados de Coimbra y col., 2001,2003; Castario-
Sanchez y col., 2010.

MICROSATELITES PROCEDENTES DE HALIBUT

Microsatélite

Primer directo y reverso (5'23")

Motivo repetido

N° acceso

CGTGGAAACCATCACAACTTG

Hhi 3IMB GGGATCCGACCCATCTGT (CA)48 EF569049
. GGAAACCCATAATAGGCCCA

Hhi 25 IMB GCTTGATGGAGAGGACATGC (CA)72 EF569067

Hhi71IMB CCAGTGCCTGTGGATAGCAT (GT)so EF569104

CAAGCATCGTAGAATTCCTCC

Microsatélites diseniados en el halibut y seleccionados de Reid y col., 2007.
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ANEXO VIII

MICROSATELITES PROCEDENTES DE LIBRERIAS GENOMICAS

Microsatélite

Primer directo y reverso (5'23")

Motivo repetido

T*(°C)/
CIMg(mM)

TGTCATTGAAGGGTGCACTAA

Mss 1 AAACAACTTTTGCACGGTGA (TG);CATG), >8/1
R S T e T
SN R e———
S v T
T s P T
T v A ——
L T
Mss28 | A TTTOCTCAGTAACCAAGAGG | GMCA s | 63105
M2 | TCOCTCACAGCATCATGTC (GA) s | 60105
Mss30 | OO TGCCTTAATGACAGATAA (ATG)s s |63/1
Mss31* | A GCAGCTGCATCAGG S— 31
M2 | T GGOAATTATGACAACG (A s |62/
Vs 35 TTGATTTCCCCTCTTCCTCA T moee 1

TCAGACTGTGAAAGGTTGAAGG

Mss 37

AAAGGCTGAATTAGCTTTGAACA

(GT) 10 imperfecto

61/1

-111 -



VIIl. Anexos

GCATGACTCTGCCGTGACT
Mes 307 TTTGAGGACCAAACAGAATGT

AAACGAATTCGCCCTTCTCT (TCAC)H(CA)18 imperteco | 56/1
Vs 4 CCGAGTCCAGTTTATCACTGC

TAGGCTGTCCACATGAATGG (CA)o 63/1
s 43 AAATGGGCTTCGCTGCTTA

TCGGAGGTGGGATTAACAAG (GTT)7 imperecto 60/0.5
Ve 4 TTGGCATGATTTGGCAGTT

CAGTTGGGCAACCTATTATTTGA (CT)1s imperteco 62/0.5
s 45 TGCAATGGTAGTTATTTAACATTTA

TCCTTGCTCCCTTATTGCAT (TG)11 imperfecto 48/0.5
Ve 46 TGCAGCTATGCAGATGTTGTT

CTAGAGCCGCAGTTTGCAG (CA)40 imperfecto 5711
" TTCCTTGTCATTACAGAGGCAT

CAATGTTAATGCACTGAGAAAGTT (CA) 26 imperteco 6071
Vs 497 TTCCTTGTCAGCTCCCTGAG

TGCTGTTCCCTGTTAATTTCAA (GA)(CA) 14 impertecto 351
Ve 50 GCTGGGTTCGAGTTACAAGC

GACTTGCTTATCCTTACATTCA (GA)S(CA)0 impertecto 39/0.5
Mes 5 GCCTGGTATTTGGGTGAGTG

GTGATGTTCGGCATCTCCTT (CA) 1 impertecto 37105
s 53 CCCTGGGCTACAGACAATC

GCTCCAGGGCTGCTATTGT (GTT), 37105
Ve 54 GACCCTCGTAAGTGGGAGAA

AGATTCCGCTGCAGTCCTT (AG)16 57/0.5
s 55 TTTCAGATGACGAAGCAAACA

CAAGGTGAGCAAACATGGA (CTDn >710.5
e 56 GCTCAGCTGCATGTGCTTT

TGGTCACTTCAGAACTCCACTC (TGt impertecto >N
s 57 ATTTGCCAGGAACACGAATC

AGGAGAACCCTGAATCCACA (GTTT)7 impertecto >
Ve 58 TGTAGTGCTCCCATTTCCTG

GCGTCCCTTACTTCCTACCG (GT)11 imperfecto 59/1

ATTGTATTCTGGTTAGGTTTA
Mss 59 CAGCCGTGAATACACTCCTCAT ACETE M@ roimercns | 591
e o1 CAGTGGAACAATAACGTGTGG

GGAGCGGTTATGAACTGACC (GT)3(CAG)s impertecto | 63/0.5
Ves 62 ATTCATGCCGACGACCTACT

CGGAGACCATGAGCTGAAAT (CT)o(CA)s impertecto | 63/0.5
o 63 ACATTTCATTTGCTGCTGCCACA

GGGACATGTTGGCTGATTCT (CTAT)20 imperteco 61/0.5
Ve 64 CCTCGTCACTTTCACAGG

GAAACACCAGTGAGCAGCAA (GAA)7 impertecto 61/0.5
Ve 65 TGGGATCAAATGAAGTCAGAAA

TTGTGCAATATCACGAATGGA (CAA)D impertecto 37105
Ve 66 ACTCTTTAACAAGTAAACCTGCATTA

CATTTAACATGGATGAAACAGCA (AGAT)12 impertecto 34/0.5
s CGGGTTCTGGTCTCATGTTT

TCGTCTTCTGCTTCGACAAA (GA 63/0.5
Ve 70 TGGTTAAGGTCAGAGATGATGTTT

GTCTGCAGAACAGCCAGCAG (GT) 10 imperteco 57/1
iee 74 CAGCAGTCAGTGTCCGTGTT

GTTTGGTGAAAGTGTACTTGGAG (TGC)7 impertecto 60/1
s 75 CAGGTCAGCGTCTGTTTGAG

TGCACTGAGGGCTTCTCTTT (CTAAT)s imperteco >2/1
s 77 GGGTGTAAGATACAACTCCACGA

CCCTCGCCTTTACATAGCAA (CAYCDs impertecro | 57/1

CAGAATCGA
MSS 78 CGCCACTCTTT (CT)8 imperfecto 57/1

CTGGAGTCGGTTGGCATAGT
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Mss 79 GGTATCCAGGTGGAAGGTCA
GTGCCTGGAAATGACAGTGA (CA)13(GA) imperteeto | 57/1
Mss 80 GCTCGCTCTAAATGGCTTTC
TCATTTGACAGAGTGAACTTGG (GAA)0 58/1
Mss 81 GCTGGTCTATTTGGAGGGAAG
CTCATTAGCGCATCACAGGA (GTT), 58/1
Mss 8 TGTAAATTGTGTCAAATGATGGAA
CCCTCAGTTATCTGGGTCTCC (CTT):3impertecto 58/0.5
Mss 84 GCTGTCTGGAAGTGCCTCAT
GACCTTGGCTGAACATCTCC (CGG)s 58/0.5
Mes 85 GGAGGGCATCCAACTACACT
GGATCAGTCACATCCAAGGAG (CA)2 54/0.5
Ms 86 AGTGAACAGCCTCGCTTCAT
CAGTGCCAGCACTTTGTGAC (CA) 54/0.5
Mss 87 TAATAGCATGGGAACAAAGTGTG
AAGGTGTCTGCAAGTTCAAGG (CT)s (CA)simpertecto | 58/0.5
Mss 91 GAGTATTTTGAACTGACCAAACCTC
CCAACAGAACACGAAGCAAA (CT)20(CA)1 impertecto | 56/0.5
Mss 96 TGACTCCGAAGTGTGCTTTG
CACTGAATCAAGGTGCATCG (GAo 52/0.5
Mss 99 GCAACCCAAGCAATCAGACT
CATGCATAGCTGCATCACAG (CT)20 impertecto 52/0.5
Mss 100 ATAACACCGAGGCACAAACC
CGGTCGATGCACATTCTTTA (GA)s 54/0.5
Mss 101 GCCGGACCAATTACCATACA
CGGCATGGTAACACACCTTC (CT)19 imperecto 54/0.5
Mss 102 AAAGGGCTCATAAAGGAAATG
CTACCGAGGACGAGGAGATG (CAA)s imperfecto 55/0.5
Mss 103+ ATGATCCGGCTGTTTACGAC
AATGGTGGCTCCAGAAAGC (CA)2 53/0.5
Mss 105 TCAGACATGACCTGACTAAGATCC
CGCTCTGACCTTGTCATCAG (GTT)7 imperfecto 52/1
Mss 106 GCGGGAGAGCTGCTTGAGTTT
TGCTTTGAAGAGCCAACACA (CA)(TA); 511
Mss 108 TTGAACCCTGTTCTCGAGGT
GACGCAACAAACCAAAGATG (TG 58/1
Mss 110 TCTAATTCACCGTGCAAACTG
TGAAATAGAAGCAGCCGTGA (GT)s 54/1
Mss 111 TCGACCTCTTATGGCTGACTG
CGGTGAAAGCAGAGGGAAAG (CA 60/1
Mss 116* GAACAAATCCGGAACAGGAA
ACGAGCGCACCCAAATAA (GA)9 imperfecto 55/1
Mss 117 TTCCGATATCAACTTCCCAA
GATCAGCTCATTCACTCACAGG (GA)s 57/1
Mss 119 CATCGCCAGGCTACTGACTGA (CT)s (CA)ry
GGTAGAGATGCTTTGGAAGTGG — 57/1
Mss 120 CTCACTCAAACCTCTGCAACC
TGAGTTAGGCAGAAACTATGGTG (GT)s 53/1
Mss 121 AGTGGCTCAGAAGAAACCACA
CTTCCACGGAGAAGTCGGTA (CAA)6 imperfecto 53/1
Mss 123+ TTCCCTGGATCTGTTTGAGC
CTATAAACACAGATGGCACAGC (GA)7 impertecto 55/1
Mas 124* AGCTTTGATTCTCACCCTTTG
CCCACTCCTCCCTAGAGTCC (TC)7 impertecto 53/1
Mss 125 GCATAGTGCAGTCAGCATCG
GATTAAGAAAGTAAGATGACGGTGA | (T@4 (CA)simperico | 54/1
Mss 126 TAGATCTGGACTAACT
GCACATTCCCGAAACAGTA (CTT)9 impertecto 48/1
Mss 127*
ss 127 ACACGAGTCGGAACCATACC (TGt (TC)s moeens | 5511
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AACAGTCCCGAAAGGGTCTT
Mss 128 TGTAGTTTGGGAAGTTGTAAGATTG

CAAACAAATGAATAAACATTCGAGA | (GTDs 52/1
Mss 129 TTGGCAGACATGAACCAAAA

CCCCAAAGCCACAGAGTCTA (GThis 57/0.5
Mss 130 CAGTGCATCATTATGGGGTTT

AGAGGCACGCAATTCTCTGT (GTis 54/0.5
Mss 131 AAAAGTTCGCCGTAGGGTTT

GAACGCTGACTTTTGCATCA (TG 56/0.5
Mss 132% AGATCTGGACTAACTA

CTGAGGTCGGATTTCCAAAG (CTT)s 50/0.5

ATTTCCTGCATCCTCTGCAC (CD)s 55/0.5
Mss 134 ACCGGTGTGAAGAGCTCAAT

TATGAAGGATGTCGGCACAA (CTTis 55/0.5

GCTGAGAGACATGTATTCAAACG
Mss 135*

5 TAACAAGCAGCGTGTGCAG (CAA) 54/0.5

Mss 136 GTTGCACAATTTTGCCCTTT

GTTCCTGGCTGGTCCTTACA (GTT)s 52/0.5
Mss 137 TCATCCATTCAGTTTCCCATT

GGCGTGTGTTGTCTGTATGC (CA)IO i imperfecto 58/1
Mss 140 CCTGGGGTCAACTCTGACAT

GGCTTTGGACTTTGGTCCTT (GA)12 imperfecto 56/1
Mss 141* TCTGGACTACCTCTGAACTGAGC

CACAGAGTTGGGAGGAGGAA (GT)19 impertecto 56/1
Mss 143 AGCTCTGTAACCACGGCAAC

GCCAGATATGTTTTATCTAAGCTTCT | (TOA)S imperteco 56/1
Mss 144 GCTGCAGGAAACACACAGAA

ACGGTGGCAATAATCCGTAG (CTas impertecto 55/1
Mss 147* AGATAGGAAGGACCGGAGCA

GCAGCGTCACCTTTCCTCTA (CTG)s (TCC)s impestecto | 57/1
Mss 148* AAAAGGTGTGGTTGGGAATG

ATCAGAGGCAGACCAAGCAG (GTT)yy 52/1
Mss 149 TCAGTGACTGCTTGGTCTGC

CTCTCTCCTCGTCTTTCTTCC (GA)11 (GT)3 (GA)s imper 55/1
Mss 150 GCACAGTCGCAGTTTATCCA

GGATCCCTGTAACGCTGTGT (CCT)3 (CTT)10 impertecto | 55/0.5
Mss 151 ATCAATCTGCCTCCAACCAG

CTCTGCATCTATGCCCCACT (CA), 55/0.5
Mss 152 CAGTGAGGGTGTTGACGATG

CTGTCTGCCGTGCTAAATCA (CCG)s 55/1
Mss 154 CAGCCACACTAAGCCACAGA

TGCAAAGAGACGGTAAAAA (GA)16(GAAA )gimpertecto | 55/1
Mss 155 GCAAACACTGAGATGCGAAAA

GGGATATTGGAGGGGAGGTA (CAN 55/0.5
Mss 156% CACAGCATCCGCAGACTAAA

AGGAAGAAAGCGTGAACGTG (CT)4(GCAs impertecto | 55/0.5
Mss 157 TTTGTTCAAACCGACTGTGC

GGTGCGTTATCCTCTCCTCA (GAA);(TG)12(GA)7 iy 55/0.5
Mss 158% CAGCCGCACATAATTCAGC

TAAATTCGGCTTCCTGTTGC (TG 55/1
Mss 159 ATTTGGCTTCGGGAAACTCT

GCTTGAGGCTGCGATGTAGT (CD)s 55/0.5
Mss 160* ACATAGACCGGAAGCTCCAA

CCAGAGCAACAATGCAACAC (CGCT)2(GT)s impertecto | 55/0.5
Mss 162 AGTGACGCAGCGGTAATAGC

ACGCACTGTGACCTCAACCT (CCACT), 55/0.5

TCTGGACTACCAGTGGCTCA
Mss 1
55163 (TTA)M imperfecto 59/0.5

CAGGGCTTTGCTCATGTTTT
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o [ICOTONCCRTIE [cn,

Nomenclatura, secuencias de los cebadores, motivo de repeticion, T de amplificacion y
concentracion de CIMg de los 118 microsatélites diseriados a partir de las genotecas
enriquecidas de S. sengalensis. Con asterisco, los que resultaron monomorficos en el
analisis de variabilidad.

ANEXO IX

MICROSATELITES PROCEDENTES DE LA BASE DE DATOS DE ESTs

Microsatélite | Primer directo y reverso (5">3") Motivo repetido gg/lcg)(/mM)
T R rancn |10, |51
comtocrs | AAMTRICCCCGCAT o o
o AT a5
CSse6A20 E?ggﬁg?ggggf?gggfggf (TAAA)S(CAAA)s imperted 60/1.5
Csse 1P20 gﬁiéSSTAgngCSTGTTGTngAgAAAGACA (GT)zs imperteco 71
e | GATOIACTNTAAA | At |50
ot [SCISTIAMIATGHICTIACT (€0, |50
cuespare | CTIMNIGCIOONT | mac,
Coeamure | CATCTATCGAGCTGTT TG s | 611
TGTCTGCAGATGAGCCAGAT

Csse 21P06*

GAGTGACGATGAGGGAGAGG

(CTT) 13 imperfecto

53/1
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CCAATGTTTTTGCTGTTTGG

Est-2 TGTAAACAAGCTTGAGGCAAA (CAY 551
e | MCAGSTAMMGACCCNTIONTE ™ G, s |5919
I o P P o7
pam | CICAGCCTEICETTETICE |
R e G PR PP
| TTAMGTIATICOGCTT | oy,
Est-33 GCTTCAGCAAACAACAGCAA (GAA) 55/1
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TGCTTTTCATGTTTCAAACTCC

ATCGGTCAAACGCAGAAGAG

Est-34 TGGACATATGGCACCCTAAA (CA)s >3/
Est-37 AACAATGGCTAGCCTGAGATG (ITA) 55115
Est-39 TCCCOGCTATTGAGATGTTC (AAT), 3
Est-42 CCCAGATACATTGTTAATGAAATGA | (CAG) 2115
e
YR Y Py
Est47 AGACITCACAGOGGOATCAG (G 3511
EstS2 | GACTCAGTCOGTGATCTOTGE (TG 3511
B 0 T P
Est54 OTACGTCCACUGAGGAAGAG Gy s
S G T T
Est-58° TGCATTCCCTGCATITIG (GA) 5/
Est60 ATTGATITACCCAACAGCGTCT (GDs 311
Est61 TCATATCAAACGOAGCAAAGE (CAT), 311
Est-65 TCATTCIGTOCTICIGTOCTG (CAstmper 3115
oo GCCAGGACTGATATCGCATT s s

GTGTTGGTTGCCTCCTGTTT
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Nomenclatura, secuencias de los cebadores, motivo de repeticion, T de amplificacion y
concentracion de CIMg de los 76 microsatélites procedentes de la base de datos de ESTs de

S. senegalensis. Con asterisco, los que resultaron monomorficos en el andlisis de
variabilidad.

ANEXO X

MICROSATELITES DE OTROS PECES PLANOS
Rodaballo ggflcg)/(mM) Platija ggfl(::;)(/mM) Halibut rgg’ch)(/mM)
Smax-02 61/1.5 Poli 163TUF 51/1.5 Hhi 25 IMB* | 54/1
Sma-E44* 58/1.5 Poli 129TUF 57/1 - -
Sma-E50 52/1 Poli 200TUF 53/1.5 - -
Sma-E91* 58/1 Poli 107 TUF* 46/1 - -
Sma-E118* 60/1.5 Poli 18-42 TUF* 60/1.5 - -
Sma-E148* 58/1.5 Poli 16-76TUF 52/1.5 - -
Sma-E220* 57/1 - i - -
Sma-E273 54/1 - i - -
Sma-E288* 5071.5 - ) - -

Temperatura y concentracion de CIMg para la amplificacion en lenguado de los
microsatélites diseriados en rodaballo, platija y halibut y seleccionados de (Coughlan y
col., 1996, Navajas-Perez 2012), (Coimbra y col., 2001,2003; Castaiio-Sanchez y col.,
2010) y (Reid y col., 2007) respectivamente. Con asterisco, los que resultaron ser
monomorficos en el andlisis de variabilidad.

-118 -



VIIl. Anexos

ANEXO XI

ANALISIS DE LA VARIABILIDAD GENETICA DE LOS MCROSATELITES
POLIMORFICOS DISPONIBLES

Microsatélite | N g:;:;go 1:1:105 Ho He flrl‘;;l]';)e Ell;ael(c)lslenlilcl?s PIC N°acceso

Mssl 28 188-216 |11 0.7143 |0.8481 |0.0105 | +0.0786 0.8150 |HE601639
Mss3 26 171-192 |7 0.3462 [0.7157 | 0.0033 | +0.3483 0.6681 | HE601641
Mss5 30 186-218 |8 0.6667 |0.6599 |0.5825 -0.0003 0.6020 |HE601643
Mss7 24 122-212 | 19 0.8333 [0.9193 |0.0447 | +0.0417 0.8926 |HE601645
Mssl1 29 206-222 |9 0.8276 [0.8826 |0.4124 | +0.0232 0.8531 |HE601646
Mss13 22 245-247 |2 0.4545 |0.4059 |1.000 -0.0680 0.3180 |HE610600
Mss14 31 183-207 |11 0.6774 |0.8646 |0.0227 | +0.1181 0.8343 | HE601648
Mss20 30 174-204 |4 0.4333 [0.5774 |0.6137 | +0.1143 0.4875 |HE601651
Mss22 23 165-174 |4 0.5217 |0.5729 |0.8183 | +0.0358 0.4631 |HE601652
Mss24 19 156-182 |8 0.7368 |0.7425 | 0.6600 -0.0051 0.6887 | HE601654
Mss25 31 156-181 |7 0.6129 |0.7435 |0.1714 | +0.0973 0.6974 |HE601655
Mss27 24 160-196 |8 0.4583 [0.4282 |0.3433 | -0.0498 0.3987 | HE601657
Mss28 29 239-267 |9 0.6897 [0.6400 |0.8697 | -0.0777 0.6096 |HE601658
Mss29 20 201-219 |9 0.6000 |0.8654 |0.0010 | +0.1701 0.8248 | HE601659
Mss30 20 169-187 |6 0.6500 [0.6667 |0.6780 |+0.0002 0.5858 | HE601660
Mss32 23 122-168 |4 0.5217 [0.5382 | 1.000 -0.0014 0.4277 |HE601661
Mss35 24 129-191 |11 0.7917 [0.8014 |0.7054 | -0.0024 0.7639 | HE601662
Mss37 24 172-192 |5 0.4167 0.5895 |0.1592 | +0.1727 0.4868 | HE601663
Mss42 25 102-170 |15 0.6800 [0.6841 |0.5716 |-0.0011 0.6601 |HE601665
Mss43 21 150-186 |9 0.4762 [0.7863 |0.0015 | +0.2439 0.7353 |HE610601
Mss44 29 226-248 |10 0.7931 [0.7834 |0.4989 | -0.0304 0.7518 | HE601666
Mss45 35 150-408 | 17 0.8571 [0.8393 |0.6895 |-0.0221 0.8109 |HE601667
Mss46 25 224-298 (17 0.8000 [0.9298 |0.2802 | +0.0656 0.9046 |HE601668
Mss47 26 120-295 | 17 0.7692 [0.9027 |0.2933 | +0.0741 0.8753 | HE601669
Mss50 24 133-158 |6 0.5833 [0.6011 | 0.1850 | -0.0050 0.4986 |HE601670
Mss52 23 122-164 |8 0.6522 |0.8029 |0.0329 | +0.0855 0.7538 | HE610602
Mss53 18 145-149 |2 0.1111 {0.1079 |1.000 |-0.0194 0.0994 | HE601640
Mss54 23 166-168 |2 0.4783 [0.5072 | 1.000 +0.0184 0.3731 |HE601642
Mss55 19 109-119 |4 0.3158 [0.4054 |0.2037 | +0.1320 0.4175 |HE601644
Mss56 26 155-159 |3 0.3462 |0.6086 | 0.0806 |+0.2657 0.5263 |HE610603
Mss57 38 218-232 |3 0.1053 [0.1021 |1.000 -0.0176 0.0977 |HE610604
Mss58 22 153-173 | 10 0.8636 |0.8605 |0.5996 | -0.0174 0.8221 |HE601648
Mss59 23 115-127 |4 0.6087 [0.6367 |0.8183 |+0.0038 0.5617 |HE610605
Mss61 23 120-134 |4 0.7391 [0.6947 |0.9868 | -0.0397 0.6196 |HE610606
Mss62 24 238-252 |8 0.7083 [0.7004 |0.7930 | -0.0134 0.6386 |HE610607
Mss63 22 112-206 | 16 0.9545 [0.9366 |{0.8979 | -0.0202 0.9068 |HE610608
Mss64 18 87-105 |5 0.5000 [0.4794 | 1.000 |-0.0590 0.3542 | HE601650
Mss65 38 137-140 |2 0.0526 [0.0519 | 1.000 |-0.0055 0.0499 | HE601671
Mss66 23 106-178 |13 0.8696 |0.8097 |0.6901 |-0.0615 0.7682 |HE601672
Mss67 26 107-155 |11 0.8846 |0.8296 |0.3894 | -0.0441 0.7922 | HE601673
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Mss70 29 | 148-151 |2 0.3103 |0.3128 |1.000 |-0.0048 0.2601 |HE610599
Mss74 18 157-170 |5 0.1667 | 0.3063 |0.0164 |+0.3298 0.2871 | HE610609
Mss75 25 106-126 |5 0.4800 |0.4629 |0.8369 | -0.0625 0.4242 |HE610610
Mss77 22 | 194-296 |7 0.8182 |0.7315 |0.8478 | -0.0692 0.6682 |HE610611
Mss78 23 160-162 |2 0.2174 | 0.1981 |1.000 -0.0516 0.1850 |HE610612
Mss79 20 | 107-258 | 10 0.7500 |0.8513 |0.0442 | +0.0512 0.8088 |HE610613
Mss80 36 |164-185 |6 0.5000 | 0.4664 |0.5861 |-0.0471 0.4403 |HE610614
Mss81 36 | 118-133 |4 0.4828 |0.5330 |0.0037 |+0.0735 0.4284 |HE610615
Mss82 31 |208-230 |8 0.8387 | 0.7916 |0.0946 |-0.3700 0.7916 |HE610616
Mss84 31 120-128 |4 0.5806 |0.5420 |0.5714 |-0.0634 0.5806 |HE610617
Mss85 31 118-134 |7 0.5484 |0.7070 |0.0727 |+0.1325 0.6594 | HE610618
Mss86 30 | 135-167 |12 0.9000 |0.8605 |0.5979 |-0.0342 0.8307 |HE610619
Mss87 30 |114-124 |6 0.8000 |0.7548 |0.8091 |-0.0342 0.7083 |HE610620
Mss91 29  [169-233 |12 0.7241 | 0.7907 |0.5290 |0.0403 0.7504 |HE610621
Mss96 31 137-165 |11 0.7742 | 0.8858 |0.2867 |+0.0596 0.8583 |HE610622
Mss99 30 | 152-168 |6 0.7667 |0.6429 |0.0668 |-0.1117 0.5666 |HE610623
Mss100 31 141-147 |3 0.3226 |0.3622 | 0.6760 |+0.0452 0.3034 |HE610624
Mss101 26 |244-256 |6 0.4231 | 0.6968 |0.0112 |+0.2492 0.6357 | HE610625
Mss102 31 196-99 2 0.3226 |0.4442 |0.2060 |+0.1507 0.3415 |HE610626
Mss105 30 | 129-152 |7 0.6667 |0.7158 |0.6798 |+0.0223 0.6566 |HE610627
Mss106 23 128-130 |2 0.0870 |0.2937 |0.0049 |+0.5333 0.2461 |HE610628
Mss108 31 93-128 |12 0.8710 |0.8964 |0.6185 |+0.0080 0.8705 |HE610629
Mss110 31 124-130 |4 0.4516 |0.6023 |0.1499 |+0.1375 0.5116 |HE610630
Mssl11 29 | 189-209 |11 0.7241 | 0.8167 |0.0404 |+0.0517 0.7849 |HE610631
Mss117 31 179-201 |9 0.7097 |0.6922 |0.8258 |-0.0236 0.6345 |HE610632
Mss119 31 144-186 |9 0.7742 |0.7382 |0.8729 |-0.0301 0.6952 |HE610633
Mss120 30 | 157-163 |2 0.6667 |0.5062 |0.1358 |-0.1450 0.3739 |HE610634
Mss121 27 |106-112 |3 0.2963 |0.2655 |1.0000 |-0.0739 0.2407 |HE610635
Mss125 30 |80-98 6 0.7667 |0.7808 |0.3244 |+0.0016 0.7308 |HE610636
Mss126 27 | 186-189 |2 0.2963 | 0.5087 |0.0545 |+0.2552 0.3747 | HE610637
Mss128 30 | 142-158 |6 0.7000 |0.6379 |0.8937 |-0.0517 0.8937 |HE610638
Mss129 31 137-171 |12 0.8387 |0.8355 |0.2158 [-0.0071 0.8021 |HE610639
Mss130 29 | 157-198 |9 0.7586 |0.8421 |0.3286 |+0.0426 0.8058 | HE610640
Mss131 30 | 111-135 |11 0.8333 |0.8350 |0.7852 |-0.0110 0.8010 |HE610641
Mss134 31 181-217 |9 0.9355 |0.8213 |0.8408 |-0.0752 0.7841 |HE610642
Mss136 30 | 141-206 |11 0.7667 | 0.8119 |0.2764 |+0.0199 0.7771 |HE610643
Mss137 31 111-121 |5 0.8065 |0.7382 |0.6808 |-0.0573 0.6832 |HE610644
Mss140 29 |218-232 |7 0.3448 |0.3418 | 0.5913 |-0.0077 0.3261 |HE610645
Mss143 30 |167-303 |5 0.6000 |0.6282 |0.8336 |+0.0098 0.8336 |HE610646
Mss144 31 170-208 |9 0.7097 |0.6579 |0.8729 |-0.0403 0.6145 |HE610647
Mss149 29 |164-170 |3 0.1724 {0.2194 |0.3269 |+0.1070 0.1988 | HE610648
Mss150 25 [159-265 |8 0.9200 |0.8229 |0.2439 |-0.0711 0.7804 | HE610649
Mssl151 25 |227-231 |3 0.4800 |0.6441 |0.9199 |+0.1075 0.5587 |HE610651
Mss152 25 139-145 |2 0.1667 |0.2096 |0.3263 |+0.1058 0.1849 | HE610652
Mss154 26 | 189-217 |11 1.0000 | 0.8763 |0.0872 |-0.0782 0.8438 |HE610653
Mss155 27 | 173-185 |5 0.5556 |0.6219 |0.6964 |+0.0530 0.5353 |HE610654
Mss157 27 | 196-216 |9 0.6296 | 0.7666 |0.0132 |+0.0945 0.7216 |HE610655
Mss159 25 178-180 |2 0.4400 | 0.3502 |0.2991 |-0.1226 0.2843 | HE610656
Mss162 25 |203-208 |2 0.6000 |0.4286 |0.0594 |-0.1762 0.3318 |HE610657
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Mss163 22 |99-120 |6 0.6364 |0.7622 |0.0279 |+0.0615 0.7038 |HE610658
Mss164 28 181-189 |2 0.4286 |0.4442 | 1.0000 |+0.0088 0.3411 |HE610651
Mss167 20 |237-241 |3 0.5000 |0.5282 |0.1927 |-0.0103 0.4604 |HE610659
EST

CSselll7 26 |83-125 |13 0.8462 |0.9087 |0.0216 | +0.0231 0.8812 | HE600105
CSsel6C12 23 | 74-258 |14 0.3913 | 0.8831 |0.0000 | +0.3811 0.8513 | HE600106
CSse2H15 24 | 103-157 |12 0.7917 |0.7624 |0.7930 |-0.0253 0.7274 | HE600107
CSselNO7 19 |125-133 |3 0.1053 | 0.1991 |0.0534 |+0.2879 0.1853 | HE600108
CSse3HO7 27 | 88-107 |8 0.7407 |0.6778 |0.8111 | -0.0550 0.6372 | HE600109
CSse2G14 20 | 79-132 |11 0.8000 |0.7423 |0.3611 | -0.0511 0.6991 |HE600110
CSse3A04 26 |161-199 |15 0.9231 |0.8401 |0.9072 | -0.0749 0.8112 |HE600111
CSse6A20 25 | 82-94 4 0.4000 |0.5853 |0.0103 |+0.2073 0.5243 | HE600112
CSse5N15 25 175-192 |5 0.5600 |{0.6702 |0.9199 |+0.0671 0.5993 | HE603854
Csse 22E12 25 103-111 |4 0.5200 |0.6433 |0.1101 | +0.1032 0.5732 | HE600113
Csse 1P20 24 | 110-133 |11 0.9167 |0.8794 |0.9214 |-0.0314 0.8462 |HE600114
Csse27G19 25 138-173 | 10 0.9200 |0.8237 |0.7368 | -0.0699 0.7882 |HE600115
Csse 7D10 27 | 100-117 |6 0.5556 |0.6660 |0.8318 | +0.0534 0.6091 |HE600116
EST-2 23 178-182 |3 0.6087 |0.5440 |0.8312 |-0.0681 0.4296 |HE600122
EST-5 24 1162-174 |3 0.5830 | 0.5503 |0.1621 |-0.0689 0.4800 | HE600077
EST-7 21 |243-261 |5 0.6190 |0.5958 |0.6437 |-0.0213 0.5200 |HE603841
EST-8 25 154-168 |8 0.8400 | 0.7890 |0.6645 |-0.0410 0.7430 |HE600073
EST-9 22 | 191-195 |3 0.4545 10.4789 |0.6692 |-0.0005 0.4050 |HE603842
EST-10 25 186-207 |6 0.8000 |0.7730 |0.9808 |-0.0319 0.717 | HE600075
EST-11 25 149-153 |3 0.6400 | 0.6360 |0.4813 |-0.0014 0.5520 |HE600076
EST-12 25 182-196 |6 0.7200 | 0.8070 |0.0323 |+0.0536 0.7610 | HE600078
EST-13 25 144-159 |6 0.9212 | 0.7771 |0.2790 |-0.1023 0.7260 |HE600079
EST-14 25 146-152 |4 0.4803 |0.4532 |0.2304 |-0.0192 0.4053 | HE600080
EST-15 25 1208-216 |3 0.4093 |0.3821 |0.7345 |-0.0296 0.3375 | HE600081
EST-16 25 |90-118 |11 0.6801 |0.8846 |0.0069 |+0.1210 0.8532 | HE600082
EST-17 25 |93-121 |12 0.7201 |0.8732 |0.0946 |+0.0895 0.8412 | HE600083
EST-18 25 195-207 |8 0.6801 |0.8302 |0.0000 |+0.0874 0.7932 | HE600083
EST-22 23 142-162 |6 0.7832 |0.7612 |0.3257 |-0.0289 0.7086 | HE600085
EST-23 22 | 124-134 |6 0.7731 |0.7562 |0.7583 |-0.0292 0.7034 | HE600086
EST-26 25 152-158 |4 0.7601 |0.7012 |0.4702 |-0.0446 0.6321 | HE600088
EST-28 21 175-193 |4 0.5714 |0.4692 |0.8611 |-0.1480 0.4252 |HE603843
EST-29 25 138-158 |7 0.7200 |0.7624 |0.0962 |+0.0225 0.7087 |HE603844
EST-31 25 184-190 |3 0.2800 |0.2550 |1.0000 |-0.0683 0.2356 |HE603845
EST-32 25 |227-247 |11 0.9201 |0.8602 |0.1270 |-0.0487 0.8273 | HE600090
EST-33 25 142-157 |6 1.0000 |0.7443 |0.0003 |-0.1820 0.6911 |HE600091
EST-34 25 |204-226 |2 0.2400 |0.2155 |1.0000 |-0.0588 0.1889 |HE603846
EST-36 20 |98-102 |3 0.4502 | 0.5503 |0.1573 |+0.0658 0.4770 | HE600092
EST-37 24 | 194-197 |2 0.4173 |0.4543 |1.0000 |+0.0323 0.3462 | HE600093
EST-38 25 121-123 |2 0.4400 |0.3502 |0.2991 |-0.1226 0.2843 | HE603847
EST-39 25 119-219 |7 0.5200 | 0.5167 |0.8487 |-0.0298 0.4772 | HE603848
EST-40 25 |231-237 |3 0.1200 | 0.1167 |1.0000 |-0.0215 0.1109 |HE603849
EST-42 22 | 657-678 |8 0.5455 |0.8245 |0.0003 |+0.1921 0.7781 | HE603850
EST-43 25 172-182 |5 0.3602 | 0.4105 |0.0464 |+0.1146 0.3773 | HE600094
EST-47 24 1461-497 |11 0.9583 |0.9143 |0.0786 |-0.0349 0.8863 | HE600096
EST-48 25 156-178 |5 0.7602 |0.7246 |0.3541 |-0.0401 0.6621 |HE600097
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EST-50 25 153-156 |2 0.2000 | 0.4972 |0.0036 |+0.4179 0.3692 | HE600098
EST-54 25 |242-244 |2 0.4400 |0.4580 |1.0000 |+0.0099 0.3481 |HE603851
EST-57 23 196-202 |4 0.2609 |0.5295 |0.0116 |+0.3429 0.4229 | HE603852
EST-60 25 134-148 |7 0.8001 |0.8192 |0.5057 |-0.0036 0.7761 |HE600102
EST-61 25 | 86-95 3 0.4000 |0.3886 |1.0000 |-0.0372 0.3326 |HE603853
EST-62 20 |205-217 |5 0.7506 |0.7812 |0.9282 |+0.0147 0.7241 |HE600103
EST-65 25 181-309 |15 0.4005 {0.9172 |0.0001 |+0.3867 0.8902 | HE600074
RODABALLO

Smax-02 21 | 78-117 |9 0.7727 |0.8467 |0.3704 |+0.0383 0.8022 |Z78101
Sma-E50 27 |224-226 |2 0.2222 10.2013 |1.000 |-0.0532 0.1780 | FE944549
Sma-E273 30 |632-648 |9 0.8333 |0.8237 |0.2161 |-0.0266 0.7899 | HS031951
PLATIJA

Polil63TUF 27 199-103 0.3333 |0.2928 | 1.000 -0.0851 0.2621 | AB459435

Poli 129TUF 24 | 65-77 0.8750 |0.6534 |0.1002 |-0.1649 0.5753 | AB459406

Poli 200TUF 27 |66-93 0.7778 |0.6841 |0.1985 [-0.0917 0.6140 | AB086616

N |00 || W

Polil6-76TUF 22 120-132 0.5455 |0.5761 |0.2902 |+0.0113 0.5365 | AB459367

Caracteristicas de la variabilidad que presentan los microsatélites en una poblacion adulta
diploide de Solea senegalensis. Para cada uno, se indica el numero de individuos analizados
por loci (N), el rango alélico en pares de bases (pb), el n°de alelos, heterocigosis observada
(H,) y esperada ( H.)significacion del test de ajuste al equilibrio Hardy-Weinberg (p-
valueHWE), la frecuencia de alelos nulos , el valor PIC y su numero de acceso. En negrita,
los valores de la frecuencia de alelos nulos >0.1.
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ANEXO XII

ANOTACION DE LAS SECUENCIAS ANONIMAS Y ESTs

Microsatélite | Anotacion BLASTx e-value | Numero acceso
Mss32 Danio rerio semaphorin 6E 4e-13 TRE3W9A6
Mss44 collagenase 3 [Danio rerio] Se-11 SPQ6NWC6-2
CSse2H15 Salmo salar casein kinase Il subunit alpha 3e-42 NP001133529
CSse3HO07 Salmo salar interferon-related developmental regulator 2 | 2e-36 TRCOHBB1
CSse2G14 Salmo salar casein kinase Il subunit alpha 3e-42 TRB5X285
CSse3A04 Tirosina fosfatasa Osmerus mordax, Danio rerio, Salmo 66-70 ACO093201.1
salar, Tetraodon
Csse 22E12 Cell death protein 4-like [Oreochromis niloticus] le-4 AAH94294.1
Csse2MO07 Protein FAM193A, partial [Danio rerio] 2e-9 TRQ4SFX9
EST-2 Oreochromis niloticus creatine kinase M-type-like 3e-132 XP003449849
EST-5 complement Cl1gq-like protein 2-like Danio rerio 2e-04 XP002660918.2
EST-7 Solea senegalensis type Il keratin 0 BAH56637.1
EST-8 Salmo salar tropomyosin-1 alpha chain 2e-15 ACI34179.1
EST-9 Oreochromis niloticus hymosin beta-4-like le-16 XP003458139
EST-10 Osmerus mordax creatine kinase, testis isozyme 5e-34 ACO08899.1
EST-11 Esox lucius trafficking protein particle complex subunit 2-lik| 9e-82 ACO13683.1
EST-13 Pennahia argentata myosin light chain 1 8e-84 BAA95129.1
EST-14 Lateolabrax japonicus fructose-1,6-bisphosphatase 0.0 JN897396.1
EST-15 Danio rerio cornifelin homolog 8e-18 NP001004663
EST-16 Scophthalmus maximus 40S ribosomal protein S27 3e-48 ABJ98653.1
EST-22 Danio rerio proton-cuopled amino acid transporter 1 5e-7 XP687732.4
EST-23 Danio rerio cleavage and specific factor 6 le-5 TR:Q1L8Q2
EST-26 Epinephelus coioides 14 kDa apolipoprotein Se-46 ACM41842.1
EST-31 Hippoglossus hippoglossus alpha actin 5e-60 ABU98961.1
EST-32 Epinephelus coioides malate dehydrogenase 1b 1e-89 ACL98112.1
EST-33 Cyprinus carpio S31 protein 8e-42 CAA76640.1
EST-47 myosin-Ic [Danio rerio] Se-17 XP003448261
EST-50 Osmerus mordax PHSI 2e-97 ACO09320.1
EST-60 OITeochroml:s nil'oticus trifunctional enzyme subunit alpha, 16-30 XM003442897 .1
mitochondrial-like
EST-62 Solea senegalensis calsequestrin 2 le-107 BAG49513.1

Resultados de la anotacion encontrada con proteinas de las secuencias de lenguado. Se
. . -3 ’ .
indica el valor de e-value (< 107) para cada una y el numero de acceso de la secuencia
homologa.
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VIIl. Anexos

ANEXO XIII

RELACION DEL N° DE REPETICIONES, ZONA DE LOCALIZACION Y
TERMINOS “GO” DE LOS MICROSATELITES

Micro- | Motivo | Localiza- Término GO
satélite | repetido | cion Proceso biolégico Funcion molecular Componente celular
2H15 Di- 5’-UTR | Fosforilacion Transporte membrana
3HO07 Di- 5’-UTR Transporte membrana
2G14 Di- 5’-UTR | Fosforilacion Transporte membrana
3A04 | Di- 5-UTR | Biosintesis lipidos | Actividad Ligasa geEmbra“a’
22E12 | Di- 5’-UTR Transporte membrana
2M07 Tri- 3’-UTR | - - -
Zona
EST-5 | Hexa- traducida| ) )
EST-8 | Di- 5’-UTR | - - -
EST-10 | 7ri- 5’-UTR | Fosforilacion Transporte membrana
EST-11 | Di- 5°-UTR | Traduccién Estructura ribosomas Rlbonucleo-p'rote}na.
Intracelular ribosémica
EST-13 | Tri- 5’-UTR Calcio binding
EST-14 | Di- 5’-UTR | - - -
EST-15 | Tetra- 5’-UTR | - - -
EST-16 | Di- 3"-UTR | Traduccién Estructura Ribonucleo-proteina
ribosomas Intracelular ribosémica
EST-22 | Di- 5’-UTR | Transporte - Membrana
EST-23 | Di- 3’-UTR | Transporte - Membrana
EST-26 | Di- 5’-UTR | - - -
EST-32 | Di- 5’-UTR | oxidacion reduccion | Actividad oxido reductasa { -
EST-33 | Tri- 3’-UTR | Transporte - R.E(Golgi) y membrana
EST-47 | Di- 5’-UTR | - ATP, nucleétidos cubierta,| Citoplasma, membrana
EST-50 | 7vi- 5’-UTR | Biosintesis lipidos Ligasa R.E. y membrana
EST-60 | Di- 5’-UTR | oxidacion-reduccion, | Actividad oxidoreductasa, { Mitocondrias, nucleolos
EST-62 | Tri- 5’-UTR | - Calcio binding -
EST-2 | Di- 5’-UTR | - - -
EST-7 | Tri- 5’-UTR | - - -
EST-9 Di- 5’-UTR | cytoskeletoorganizatiq actin binding Citoplasma
EST-31 | Tri- 5’-UTR | - ATP binding Citoplasma
M-32 Tri- Zona . Oxidacion reduccion | Oxido reductasa catalitica | Mitocondrias, nucleolos
traducida
M-44 Di- 5 UTR Regulafslop A.CId.OS nucleicos, ion zinc Nicleo
transcripcl. binding

Relacion entre el numero de repeticiones, zona de localizacion —Zonas UTRs y términos GO
de algunos microsatélites anonimos y ESTs de lenguado.
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IX. ABREVIATURAS




IX. Abreviaturas

NED:

PCR:
PIC:
QTLs:

RFLPs:
SNPs:
SSRs:
TBE:
VIC:

RAPDs:

Acido Desoxirribonucleico Complementario
Polimorfismos de Longitud de Fragmentos Amplificados
Acido Ribonucleico Mensajero

Comision Internacional para la Exploracion Cientifica del mar Mediterraneo
Unidad de mapa o Centimorgan

Acido etilendiaminotetraacético

Etiqueta de Secuencias Expresdas

Fluorocromo azul

Frecuencia de alelos nulos

Gene Ontology

Heterocigosis esperada

Fluorocromo amarillo

Heterocigosis observada

Equilibrio Hardy-Weinberg

Interferencia

Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera
Grupos de ligamiento

Logaritmo de odds

Seleccion Asistida por Marcadores

Milimolar (10 molar)

Megabases

Fluorocromo rojo

Nivel de significacion observado en el test

Pares de bases

Reaccion en cadena de la Polimerasa

Indicador de polimorfismo

Loci de caracteres cuantitativos

Frecuencia de recombinacion

Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar
Polimorfismos de longitud de Fragmentos de Restriccion
Polimorfismos de Nucleotidos Simples

Repeticiones de Secuencias Simples

Disolucion tampon formada por Tris, borato y EDTA
Fluorocromo verde

Proporcion de heterocigotos
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