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1. INTRODUCCION

1.1. EL ADN REPETIDO

Una de las caracteristicas de los genomas eucariotas, en general, y de los
genomas de vertebrados, en particular, es la acumulacion de secuencias
repetitivas (Britten y Kohne, 1968; Britten y Davidson, 1971).

El ADN repetido esta constituido por secuencias de distinta longitud y
composicion que aparecen un cierto numero de veces en el genoma. E1 ADN
repetido se clasifica segun el grado de repeticion de las secuencias que lo
componen (Britten y Davidson, 1971). Asi, el ADN moderadamente repetido lo
constituyen las familias multigénicas, con una funcion biolégica bien definida
y con un numero de copias que oscilan entre 2-3 a una docena, generalmente.
Entre este tipo de secuencias estan las familias de los genes de actinas,
tubulinas, globinas, inmunoglobulinas, interferon o los genes de histonas
(revisado en Nei, 1987; Singer y Berg, 1991; Lewin, 1994; entre otros). En
segundo lugar, estarian las secuencias de ADN medianamente repetitivas que
son aquellas que se encuentran en multiples copias, generalmente varios
cientos o miles de copias, e incluyen familias de genes encargados de la sintesis
de diversos ARNs: genes que especifican ARN ribosomico 18S y 28S, ARN
ribosomico 5S, ARN de transferencia, ARN pequenos nucleares y citoplasmaticos
y el ARN 7SL (componente esencial de la particula de reconocimiento del peptido
senal) (Singer y Berg, 1991). Finalmente, el ADN altamente repetido esta
formado por secuencias cortas de ADN que se repiten cientos de miles o
millones de veces en el genoma y de las que se desconoce su funcion, si la
tienen (Singer, 1982).

Independientemente del namero de veces que una secuencia de ADN se
repite, ésta puede hacerlo de manera dispersa por el genoma, o disponerse en
tandem formando un locus definido y caracteristico. La repeticion en tandem es
un fenémeno comun en los genomas eucariotas y ocurre a todos los niveles de
repeticion. Ocurre, por ejemplo, en familias de genes como la de las histonas,
o en los genes ribosomicos, o en parte del ADN altamente repetido. Dada la
naturaleza del trabajo que aqui se presenta, en esta introduccion nos
centraremos en la revision de los conocimientos que se tienen sobre el ADN
altamente repetido en tandem (ADN satélite; Singer, 1982).
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1.2. EL ADN SATELITE

El ADN satélite (Singer, 1982) esta constituido por familias de secuencias
cortas que se repiten en tandem cientos de miles de veces e incluso millones de
veces, formando clusters o loci cromosémicos en los genomas eucariotas. Estas
regiones se corresponden con la heterocromatina constitutiva (Brutlag, 1980),
la cual puede ponerse de manifiesto citologicamente en los cromosomas
mediante técnicas como el bandeo C o las de tincion con ciertos fluorocromos
(Sumner, 1990). Sus secuencias no contienen informacion genética conocida no
siendo transcritas, aunque existen excepciones (Macgregor y Sessions, 1986;
Pardue y Henning, 1990).

Existe una gran variabilidad para el ADN satélite, variabilidad que se
observa en la longitud de las unidades que lo componen, en el numero de copias
de dichas unidades, en su localizacion y en las secuencias en si mismas. El
tamano de las secuencias que se repiten (monémeros) en un ADN satélite oscila
entre unas pocas pares de bases como ocurre en Drosophila virilis (Gall y
Atherthon, 1974) o en D. melanogaster (Peacock et al., 1977), a varios miles de
pares de bases, como ocurre en el satélite comun de los cetaceos con una
longitud de 1750 pb (Arnason et al., 1984), o en los satélites de bovinos,
algunos con una unidad repetitiva de hasta 2600 pb (Singer, 1982). Sin
embargo, el tamano medio de los monoémeros de ADN satélite suele oscilar entre
100 y 300 pb. En cuanto a la proporcion de ADN satélite en el genoma, existen
variaciones enormes cuando se comparan especies distintas, oscilando el
contenido del mismo por genoma entre un 1%y un 60% (Macgregor y Sessions,
1986), incluso si comparamos dos especies intimamente emparentadas (especies
gemelas) (Li y Graur, 1991). E1 ADN satélite forma parte de la heterocromatina
constitutiva a nivel centromérico y telomérico, principalmente, y a nivel
intercalar (Brutlag, 1980; John, 1988). La correlacion entre ADN satélite y
heterocromatina constitutiva fue puesta de manifiesto por Yunis y Yasmineh
(1970, 1971).

En cuanto a la variabilidad a nivel de secuencia, hay que distinguir entre
variabilidad intraespecifica, variaciones entre las secuencias de las multiples
copias del ADN satélite dentro de una especie, y divergencia interespecifica. Esta
altima sera abordada mas adelante, ocupandonos aqui de la primera. Segun
Singer (1982), la variabilidad entre las secuencias de una familia de ADN
satélite dentro de una especie, es como mucho del 15%. Sin embargo, las
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diferencias pueden ser mayores, como ocurre con la familia del satélite alfa
centromeérico humano donde pueden ser superiores al 30%. Pero, por lo general,
las variaciones a nivel intraespecifico son menores del 15% y, a veces, minimas
(Ruiz-Lara et al.,, 1992). Por tanto, en una especie conviene definir una
secuencia consenso o0 secuencia promedio que permite identificar a los
miembros de una familia repetitiva de la especie. Hay que recordar que la
definicion de familia es pragmatica. En ausencia de datos de la secuencia real,
se consideran miembros de una misma familia al conjunto de secuencias
capaces de hibridar unas con otras. En general, secuencias que divergen un
30% o mas de una secuencia consenso resultan de dificil deteccion, pudiendo
escapar al método de deteccion aquellas secuencias que divergen en exceso si
las condiciones de hibridacion no son lo suficientemente relajadas. Sin embargo,
si se comparan datos de secuencia de dos monomeros que no hibridan entre si,
puede que sean homologos en grado suficiente como para ser agrupados dentro
de una misma familia o dentro de una superfamilia de familias. Esto es
especialmente interesante si comparamos ADN satélites de distintas especies
(Fanning et al., 1993) o de familias relacionadas dentro de una misma especie
(Jamilena et al., 1993).

Por otro lado, a veces el grado de divergencia entre distintos monoémeros
de una familia de ADN satélite puede ser notable, hasta tal punto que puedan
considerarse subfamilias dentro de una familia. Esto es lo que ocurre en el caso
de la familia alfa de ADN satélite humano (Willard y Waye, 1987a, 1987b;
Alexandrov et al., 1988). Pero, también en una familia de ADN satélite pueden
definirse distintas subfamilias cuando cada una de ellas esta caracterizada por
monomeros que, aun siendo muy similares en sus secuencias, presentan una
zona que es ampliamente diferente en unos con respecto a los otros (hasta un
70%, incluso) (Grellet et al., 1986). Las diferencias pueden verse acentuadas
cuando ademas cada subfamilia muestra localizaciones preferenciales entre los
distintos cromosomas del cariotipo de una especie (Alexandrov et al., 1988).

Si bien cada familia de ADN satélite tiene una unidad monomérica
perfectamente definida, cuando se analizan sus secuencias se pueden detectar
periodicidades internas, reflejo de la evolucion de ese ADN satélite. Estas
periodicidades consisten en repeticiones directas o inversas. Por ejemplo, el ADN
satélite menor, centromérico, de Mus musculus, esta formado por monémeros
de 234 pb. Sin embargo, cuando se analiza su secuencia se puede observar que
la longitud actual de las unidades monoméricas se ha originado a partir de
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ciclos alternantes de mutacion y amplificacion de un nonanucleétido (Horz y
Altenburger, 1981). Suele ocurrir que satélites con unidades largas, como los
de la familia Bovidae (Plucienniczak et al., 1982) o su homélogo en la familia
Cervidae (Bogenberger et al., 1985, 1987), parecen originados a partir de la
amplificacion de unidades menores, a partir de 31 pb en este caso.

1.3. EVOLUCION DEL ADN SATELITE

Existen tres caracteristicas que llaman la atencion sobre la evolucion del
ADN satélite: a) la distribucion de los ADN satélites en las distintas especies y
grupos de seres vivos, b) su acumulacion preferencial en distintas regiones
concretas de los cromosomas y c) la evolucion concertada de sus secuencias.
Una gran cantidad de trabajos han abordado estos tres puntos, teniendo todos
en comun la aplicacion de una serie de mecanismos de cambio que explican o
intentan explicar la aparicion y el mantenimiento del ADN satélite, y los ciclos
de expansion, contraccion y desaparicion de las distintas familias de ADN
satélite a lo largo de la evolucion. A continuacion hacemos una revision de
algunos de ellos.

1.3.1. Distribucion entre especies

Gran parte de los ADN satélites estan restringidos a un grupo o a unos
pocos grupos de especies relacionadas, lo que implica que puedan tener un
origen relativamente reciente (Singer, 1982). Los ADN satélites muestran a
menudo cambios rapidos entre las especies, incluso entre especies
emparentadas. Pueden perderse o aparecer nuevas familias de ADN satélite en
un periodo de tiempo evolutivo relativamente corto (Miklos, 1985). Es decir, el
ADN satélite cambia, aparece y desaparece a un ritmo mucho mas elevado que
cualquier otra parte del genoma (Singer, 1982). Asi por ejemplo, existen ADN
satélites que solo aparecen en una especie, teniendo por tanto un origen muy
reciente, como los ADN satélites CgoA y el CgoB del primate Callimico goeldii
(Fanning et al., 1989), o ADN satélites que son especificos de un grupo de
especies relacionadas, como ocurre en el género Triturus (Cremisi et al., 1988)
o en el género Equus (Wijers et al., 1993). Sin embargo, otros ADN satélites
muestran un mayor grado de conservacion. Por ejemplo, ADN satélites comunes
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a una familia completa, como el ADN satélite de las familias Felidae (Fanning
et al., 1988) y Cebidae (Fanning et al., 1993), o comunes a un grupo de familias
relacionadas, como el ADN satélite pesado conservado en las familias del
suborden Mysticeti (Cetacea) (Arnason, 1990), o el que comparten las familias
Bovidae y Cervidae (Bogenberger et al., 1987). Existen ademas, ADN satélites
como el alfa centromérico de primates (Willard, 1991; Fanning et al., 1993), o
el componente comun de los cetaceos (Arnason, 1990; Gretarsdottir y Arnason,
1992) que estan ampliamente extendidos entre las especies de un orden
completo, pudiendo llegar a tener una antigiiedad de 40-50 millones de anos
(Fanning et al., 1993).

El proceso basico de aparicion de cualquier familia de secuencias
repetidas es la amplificacion por duplicacion de una secuencia. Una vez
duplicada, ciertos mecanismos moleculares de cambio pueden facilitar una
amplificacion aun mayor. Uno de estos mecanismos, el entrecruzamiento
desigual, fue propuesto por Smith (1976) como un mecanismo basado en el
intercambio desigual entre dos unidades cromosomicas (cromatidas hermanas,
homoélogas o regiones homologas de cromosomas no homologos). Esto ocurre
cuando existe un alineamiento entre dos repeticiones no alélicas de un tandem.
Tras el entrecruzamiento, una de las unidades (cromatida) adquiere material
genético extra, mientras la otra sufre la pérdida correspondiente. La accion
continuada del entrecruzamiento desigual puede producir tanto la amplificacion
como la contraccion (reduccion) del namero de copias de una familia de
secuencias, asi como la homogenizacion de las mismas. Algunas familias
multigénicas se han generado de esta manera, como es el caso de las familias
de los genes ribosomicos o de los genes de histonas (Hoelzel y Dover, 1991). Sin
embargo, la evolucion del ADN satélite no puede ser explicada unicamente en
términos duplicacion-entrecruzamiento desigual (Nei, 1987). Para Stephan
(1989) y Walsh (1987), un tandem esta abocado a desaparecer en un tiempo
finito si en su evolucion sélo intervienen mecanismos como el entrecruzamiento
desigual. En ausencia de accion de la seleccion natural, la persistencia de un
tandem repetitivo depende criticamente de un balance entre ciclos de
amplificacion y periodos en los que el entrecruzamiento desigual tenderia a
eliminar el tandem (Stephan, 1989; Walsh, 1987). Para Harding et al. (1992),
sin embargo, los mecanismos de amplificacion pueden ser importantes en la
aparicion de un ADN satélite, ya que en ausencia de seleccion y de mecanismos
de amplificacion, la expansion del tandem depende del numero de copias de
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partida. Pero una vez constituido el tandem, tales mecanismos (seleccion o
amplificacién) no son imprescindibles para la persistencia en el tiempo de un
ADN satélite. Un tandem de ADN satélite grande es particularmente proclive a
sufrir alteraciones drasticas en su longitud cuando esta afectado por el
alineamiento desigual, aumentando asi la probabilidad de una pérdida total del
mismo (Stephan, 1986, 1987; Walsh, 1987; Harding et al., 1992). Pero los
tiempos de persistencia de un tandem de ADN satélite pueden ser mas grandes
que el periodo evolutivo de vida de una especie, de tal forma que la persistencia
evolutiva de un ADN satélite puede remontarse hasta ancestros distantes en la
historia filogenética de las especies actuales (Harding et al., 1992). Dicha
persistencia puede, sin embargo, ser transitoria, sin necesidad de ser explicada
en términos de equilibrios entre recombinacion y amplificacion o seleccion.
Estaria en funcion del numero de copias inicial, de la frecuencia de
recombinacion y, ademas, de las reglas de alineamiento incorrecto que precede
al intercambio desigual, cuya restriccion debe ser elevada para el ADN satélite
(Harding et al., 1992).

Cuando se estudia el ADN satélite se observa que ocurren eventos
saltacionales que dan lugar a la aparicion y expansion rapida de familias de
ADN satélite (Fanning et al., 1989; Bachmann y Sperlich, 1993; Modi, 1993). Se
observa también como se produce la divergencia gradual de las familias de ADN
satélite tras la divergencia interespecifica (Bachmann y Sperlich, 1993; Fanning
et al., 1993). La evolucion de los ADN satélites parece pues, en cuanto a
aparicion y mantenimiento, ser el resultado de la alternancia entre ciclos
explosivos de amplificacion y ciclos de divergencia gradual de los mismos entre
las especies (Bachmann y Sperlich, 1993).

Amplificacion es un término generalizado y confuso que engloba cualquier
mecanismo que produzca incrementos a gran escala del numero de copias de
una secuencia de ADN (John, 1988). La transposicion duplicativa es uno de
estos mecanismos responsables de la aparicion de novo y amplificacion de una
familia de ADN satélite. Walsh (1987) ha propuesto como mecanismo
alternativo, la amplificacion mediante la produccion de multiples copias a través
del mecanismo conocido como replicacion del circulo rodante (Hourcade et al.,
1973) de ADN extracromosomico, seguido de la integracion en el genoma de
dichas copias. En este sentido, algunos experimentos sugieren la existencia de
formas circulares extracromosomicas de ADN satélite alfa humano que
apoyarian este mecanismo (Kiyama et al., 1987). La reincorporacion al genoma
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de retrotranscritos de ARN también es un mecanismo de amplificacion sugerido
sobre todo para la amplificacion de ADN repetido disperso (Hoelzel y Dover,
1991). Stephan (1989) propone el mecanismo de deslizamiento de la hebra
durante la replicacion (replication slippage) (Levinson y Gutman, 1987), que
posiblemente tenga gran importancia en la amplificacion de minisatélites y
secuencias simples como las secuencias CA (Tautz et al., 1986), y cuyos efectos
se observan en diversos ADN satélites (Plohl y Ugarkovic, 1994). Parece que este
ultimo es debido al deslizamiento de una hebra de una molécula de ADN sobre
la otra, creando un hueco o gap en una de las cadenas y un bucle en la otra.
La reparacion de esta estructura puede dar lugar a ganancias o pérdidas de
fragmentos de ADN. Recientemente se ha propuesto un mecanismo de
amplificacion en el que intervienen repeticiones inversas con capacidad para
formar estructuras en horquilla y lazo (stem-loop) (Ohshima et al., 1992).

1.3.2. Localizacion cromosomica

Segun John (1988) hay dos caracteristicas principales que definen la
acumulacion del ADN satélite y la heterocromatina en los cromosomas. En
primer lugar, la heterocromatina tiende a acumularse en sitios similares en
cromosomas no homologos. Y ello, porque la heterocromatina se acumula
preferentemente en centromeros y telomeros, y porque cuando aparecen bandas
intercalares en los cromosomas €stas aparecen en posiciones equilocales
(equilocalidad de la heterocromatina; Heitz, 1933, 1934). Y en segundo lugar,
las distintas bandas de heterocromatina difieren en composicion de tal forma
que las secuencias de los ADN satélites que las componen reflejan su
localizacion (Arnason y Widegren, 1989; Jamilena et al., 1993). Por tanto, deben
existir mecanismos capaces de generar repeticiones en tandem en sitios
equivalentes en cromosomas no homologos, mecanismos que juegan un papel
importante en el origen y evolucion del ADN satélite y de la heterocromatina.
Segun John estos mecanismos deben ser de dos tipos:

1) Amplificacion de secuencias similares dispersas en sitios determinados
a través del genoma. La seleccion natural actua restringiendo las tasas de
recombinacion sobre regiones que, como los centromeros y los telomeros,
requieren de una estructura repetitiva con un numero de copias optimo para
desarrollar su funcion (Charlesworth et al., 1986). El intercambio desigual no
restringido en estas regiones conduciria a la variacion en dicho namero 6ptimo
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(Ohta, 1981; Ohta y Kimura, 1981), con la consiguiente reduccion de la eficacia
biologica. Para Charlesworth et al. (1986) y Stephan (1986, 1987) la
acumulacion de secuencias de ADN satélite sin ninguna funcion en estas
regiones ocurriria a posteriori, como una consecuencia de las bajas tasas de
recombinacion que prevendrian de la eliminacion estocastica de dichos satélites.
Sin embargo, no esta claro si las bajas frecuencias de recombinacion que se
observan a estos niveles son una causa o una consecuencia de la acumulacion
de secuencias repetitivas. Ademas, no siempre los telomeros por ejemplo,
presentan bajas tasas de recombinacion (revisado en John, 1988). Para
Cavalier-Smith (1985), la acumulacion de secuencias repetitivas en centromeros
y telomeros es una consecuencia de la adaptacion del tamano de los genomas
al volumen celular, de tal forma que cuanto mayor es un genoma mayor
cantidad de secuencias repetitivas requiere para las funciones propias de
centromeros y telomeros.

2) Amplificacién de secuencias en un cromosoma (a nivel centromeérico,
telomérico o intercalar) y posterior propagacion de dichas secuencias repetitivas
a otros sitios equivalentes en cromosomas no-homologos, cuando los
cromosomas se organizan en una intima asociacion. Schweizer y Loidl (1987)
sugirieron que la disposicion espacial de los cromosomas en el nucleo mitético
y meiotico permite la proximidad fisica necesaria entre cromosomas no
homologos, lo que facilita la dispersion de los ADN satélites de forma equilocal,
acompanada de la homogenizacion de sus secuencias.

1.3.3. Evolucion concertada de las secuencias de ADN repetido

Las familias de secuencias repetidas evolucionan de manera concertada
(evolucion concertada; Smith, 1974), de tal forma que la identidad entre los
miembros de una familia en una especie es mayor que entre miembros de la
misma familia en dos especies distintas, incluso cuando éstas estan muy
emparentadas. La evolucién concertada ocurre en todas las familias
multigénicas (Dover, 1993) incluido el ADN satélite (Strachan et al., 1985). Las
nuevas variantes que aparecen se expanden gradualmente a través de una
familia mediante mecanismos como el entrecruzamiento desigual, lo que
conduce a la homogenizacion de las nuevas variantes dentro de una especie.
Pero en la homogenizacion de las secuencias de una familia en una especie
intervienen otros mecanismos como la conversion génica (Strachan et al., 1985;
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Plohl y Ugarkovic, 1994). La conversion génica consiste en la transferencia no
reciproca de una secuencia entre dos copias de la familia. Esta relacionada con
la creacion de un heteroduplex en un proceso de recombinacion por la invasion
de la doble hélice de una de las copias por parte de una hebra simple de la
hélice de la otra. El heteroduplex es entonces reparado, dando lugar a un
homoduplex establemente constituido por el apareamiento correcto de las bases.
Es decir, que, comenzando por dos copias distintas (dos variantes distintas de
una misma familia), la conversion génica origina dos copias idénticas. La
conversion puede ocurrir en un sentido u otro (arbitraria) pero también puede
ocurrir que sea sesgada de tal forma que la reparacion del heteroduplex sea
siempre hacia un mismo sentido originando la misma copia en la mayoria de los
casos (ver por ejemplo, Hillis et al., 1991). A diferencia del entrecruzamiento
desigual este mecanismo no conlleva la alteracion en el numero de copias de los
miembros de la familia. Tanto estos dos mecanismos de intercambio no
reciproco como otros ya mencionados (transposicion, deslizamiento de la hebra
en la replicacion, transferencias a través de intermediarios de ARN o a través de
elementos circulares extracromosomicos) conducen hacia la divergencia genética
entre las secuencias de una misma familia en dos especies distintas las cuales
mantienen, sin embargo, un alto grado de homologia entre sus propias
secuencias. La divergencia del ADN satélite entre las dos especies dependera de
la capacidad de las nuevas variantes para propagarse a través de una familia
multigénica. Esta capacidad depende de la actuacion de mecanismos de cambio,
como los descritos anteriormente, dentro de y entre cromosomas homologos o
regiones homologas de cromosomas no homologos (homogenizacion), y a través
de una poblacion (fijacion). Este proceso o fuerza evolutiva de homogenizacion
y fijacion se ha denominado molecular drive, téermino que se podria traducir
como transmision molecular (Dover, 1982, 1986).

Por lo tanto, una familia de ADN satélite evoluciona de manera cohesiva
y gradual en las poblaciones (Ohta y Dover, 1984). Esto es debido a que la
distribucion al azar de los cromosomas entre generaciones es mucho mas rapida
que las frecuencias a las que se expanden las nuevas mutaciones en una familia
multigénica, y ésta, a su vez, es mayor que la frecuencia de mutacion. Es decir,
que en una generacion dada no existen grandes diferencias en la relacion entre
variantes nuevas y antiguas de la familia en los individuos de una poblacion.
Y ello ocurre durante todo el periodo de tiempo que una variante tiene para
reemplazar completamente a otra (Dover et al., 1982; Strachan et al., 1985). A
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través del analisis de las secuencias de una familia de ADN satélite en dos
especies distintas, por tanto, se podran observar y distinguir entre los diferentes
estados de transicion en el proceso de homogenizacion y fijacion, y las nuevas
variantes totalmente homogenizadas y fijadas en cada especie (Ohta y Dover,
1983, 1984; Strachan et al., 1985).

La probabilidad y el tiempo necesario para la homogenizacion y fijaciéon
de una nueva variante dependen del namero de copias de la familia repetitiva,
de la frecuencia de transferencia no reciproca y del tamano de la poblacion
(Ohta, 1983; Ohta y Dover, 1984). Tanto la probabilidad como el tiempo
necesario para la homogenizaciony fijacion de una nueva variante son alterados
ademas, cuando existe un sesgo en uno de los mecanismos de cambio. Se
favorecerian asi unas variantes sobre otras, acelerandose el proceso, tal como
ocurre con la conversion génica sesgada o la transposicion (Ohta y Dover, 1984).
Ademas, la seleccion natural puede interactuar con los mecanismos de cambio
homogenizando siempre en una misma direccion cuando se trate de familias
multigénicas con una funcion primordial (regiones codificantes del ADN
ribosomico, familia de las histonas,...) (Dover et al, 1982). A veces las tasas de
cambio para un ADN satélite son bajas, de tal forma que cuando se compara
una familia de ADN satélite entre dos especies muy emparentadas (D.
mauritania y D. simulans) no se observan diferencias en secuencia ni en
patrones de homogenizacion y fijacion (Strachan et al., 1982, 1985). En este
caso, la explicacion podria estar, en ausencia probable de seleccion natural, en
el elevado numero de copias que componen un ADN satélite y ademas, en que
la tasa de homogenizacion intercromosomica es mas lenta que la
intracromosomica (Dover et al., 1982; Ohtay Dover, 1983). Sin embargo, Turner
et al. (1991) han demostrado que puede existir evolucion concertada de una
familia de ADN satélite incluso entre poblaciones de una misma especie. Estos
autores utilizan como marcador poblacional secuencias diagnostico de un ADN
satélite especificas de distintas poblaciones de la especie Cyprinodon variegatus.
Y es que distintas familias de ADN satélite pueden evolucionar sufriendo
distintas tasas de cambio (Strachan et al., 1985). Incluso una misma familia
compartida por un grupo de especies relacionadas puede tener diferentes tasas
evolutivas en diferentes linajes (Laursen et al., 1992; Adegoke et al., 1993).

Como hemos mencionado anteriormente, la disposicion espacial de los
cromosomas en mitosis y meiosis (Schweizer y Loidl, 1987) facilita la dispersion
y homogenizacion de las secuencias repetidas a través de mecanismos de
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intercambio no reciproco en lugares similares de cromosomas no homélogos.
Las distintas variantes de un ADN satélite, bien en estado de transicion (Brown
y Dover, 1981; Plohl et al., 1992) o bien totalmente homogenizadas y fijadas,
apareceran dispersas por todos los loci cromosémicos, si no hay limitacién fisica
para el intercambio. Esta limitacion no existe, por ejemplo, para el ADN
ribosomico, incluso cuando tiene una localizacion multicromosomica, dada la
asociacion de los loci ribosomicos en el nucléolo (Arnheim et al., 1980; Krystal
et al., 1981; Garrido-Ramos et al., 1992). Pero la homogenizacién de nuevas
variantes puede ser especifica de un cromosoma o un grupo de cromosomas.
Algunos casos, como el de las variantes especificas de un loci cromosémico de
ADN ribosomico (Separack et al., 1988), pueden ser sélo el reflejo de un estado
de transicion hacia la expansion intercromosémica, ya que no parece haber
limitaciones al intercambio entre cromosomas NORs (Dover, 1989). Sin
embargo, a veces pueden existir limitaciones fisicas al intercambio
cromosomico, como ocurre en Sus scrofa. En esta especie, la distribuciéon de dos
subfamilias de un ADN satélite centromeérico refleja la morfologia cromosémica
(una subfamilia s6lo se encuentra en los cromosomas submeta/metacéntricos,
mientras que la otra so6lo esta en los cromosomas acrocéntricos), y el
intercambio exclusivo de material entre aquellos cromosomas que son similares
en morfologia (Jantsch et al., 1990). La especificidad cromosémica de distintas
variantes es una caracteristica del ADN satélite alfa humano (Alexandrov et al.,
1988; Willard y Waye, 1987a, 1987b). La organizacion de este ADN satélite
refleja, por un lado, la homogenizacion intracromosémica de variantes
especificas de un cromosoma (Durfy y Willard, 1989; Wevrik y Willard, 1989;
Warburton y Willard, 1990). Y por otro lado, refleja la evolucion concertada
horizontal entre cromosomas homedlogos de diferentes especies de primates
(Waye y Willard, 1989; Warburton y Willard, 1990). Aunque hay que senalar que
en el caso del ADN satélite alfa, existe también intercambio intercromosoémico
entre algunos cromosomas (Baldini et al., 1989), especialmente entre las
unidades de alfa de los cromosomas NOR que mantienen un contacto intimo en
el nucléolo (Willard, 1991).
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1.4. FUNCION DEL ADN SATELITE

Asi como la funcion de las familias multigénicas parece obvia, no esta tan
claro, sin embargo, para qué sirve el ADN altamente repetido. La aparente
ausencia de actividad transcripcional, la ausencia de capacidad codificante y los
cambios rapidos en sus secuencias, junto con la falta de conservacion entre
grupos de especies, incluso a veces entre especies muy emparentadas (Miklos,
1985), son las razones por las que el ADN altamente repetido ha sido
considerado como ADN basura o ADN trivial (Ohno, 1974) sin ninguna funcion,
o incluso ADN egoista o ADN parasitico (Orgel y Crick, 1980; Doolittle y
Sapienza, 1980). Sin embargo, Orgel et al. (1980) y Dover y Doolittle (1980)
distinguieron posteriormente dos procesos: a) un proceso parasitico o egoista
que define a aquellas secuencias con capacidad para asegurarse su propio
mantenimiento, amplificacion y dispersion, sin beneficio alguno para el genoma
hospedador, y aqui se incluirian las secuencias transponibles y las secuencias
altamente repetitivas dispersas (Doolittle, 1982); y b) un proceso independiente
de la secuencia en el que estaria incluido el ADN satélite. Este ADN satélite,
puede tener un significado funcional en el comportamiento y en la evolucion
cromosomica (Brutlag, 1980). Pero no se sabe si el papel que desempena es
accidental (Dover, 1978), por ser un ADN ignorante, neutro a la seleccion y
expandido de acuerdo a un proceso totalmente estocastico (Dover, 1980), o bien
porque ha sido seleccionado para ello (Cavalier-Smith, 1980, 1985).

Y es que posiblemente la funcion del ADN satélite quizd no esté
relacionada con su secuencia, sino en el papel que pueda jugar a nivel de
organizacion y comportamiento cromosomicos, y especialmente en los efectos
fisico-mecanicos que este ADN satélite puede tener en el ciclo celular (McGregor
y Sessions, 1986). Para Vogt (1990) existe un coédigo de plegamiento de la
cromatina. Las estructuras repetitivas serian superestructuras capaces de atraer
y ligar proteinas nucleares especificas. Dado que existen a nivel centromeérico,
telomérico e intercalar, estas secuencias repetitivas contribuirian al plegamiento
y organizacion de la cromatina en el nucleo. Existen dos formas de entender la
union de las proteinas a los motivos de union presentes en estas secuencias
repetitivas (Vogt, 1992): a) la union es especifica de la secuencia primaria del
ADN; b) la uniéon esta mediada por una conformacion especial o curvatura
estable del ADN, curvatura, a su vez, mediada por un tipo de secuencias
determinadas. Tanto en un caso como en otro la organizacion espacial correcta
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de los motivos de union solo puede ser llevada a cabo y estabilizada facilmente
en una estructura repetitiva en tandem. Pero mientras en el segundo caso la
secuencia en si no parece muy relevante, en el primero la secuencia jugaria un
papel importante en la union de las proteinas, lo que estaria relacionado no
solo con la compactacion de la cromatina, sino que también podria tener un
papel fundamental en la funcion propia del locus en que se encuentra.
Posiblemente, esto es lo que ocurre en centromeros y telomeros.

La conservacion de una secuencia repetida es indicativa de que dicha
secuencia pueda tener una funcion. Parece claro que la conservacion de una
misma secuencia telomérica, (TTAGGG)n, en todos los vertebrados (Meyne et al.,
1989), y la conservacion de secuencias relacionadas en eucariotas inferiores
(Blackburn, 1991) y en plantas (Richards y Ausubel, 1988) indicaria que esa
secuencia tiene que ver con la funcion telomérica (estabilidad cromosémica y
terminacion completa de la replicacion sin pérdidas de nucleétidos en el
proceso) (Blackburn, 1991). No esta tan claro que la conservacion de la
secuencia sea tan grande para sitios de union de proteinas relacionadas con la
funcion centromeérica. Existen, sin embargo, ciertos motivos conservados en
algunos grupos como la secuencia CENP-B o caja CENP-B, un motivo
conservado de 17 pb que esta presente en el ADN satélite centromérico de
mamiferos (Masumoto et al., 1989a), que puede tener un papel importante en
la funcion centromeérica (Haaf et al., 1992). Recientemente se ha aislado el gen
de la proteina CENP-B que se une a dicho motivo y se ha comprobado que genes
relacionados que han divergido en secuencia pueden estar conservados en todos
los vertebrados, por lo menos en aves (Sullivan y Glass, 1991). Existen otros
ADN satélite centroméricos cuyas secuencias estan conservadas en distintos
grupos evolutivos como la secuencia (GGAAT)n del satélite III de humanos
(Grady et al., 1992) o el satélite dodeca de Drosophila melanogaster (Abad et al.,
1992). En ninguno de estos dos casos esta muy claro el papel que juegan en
la funcion centromérica (Haaf et al., 1992; Tyler-Smith y Willard, 1993; Abad
et al., 1992). El satélite dodeca podria tener una funcion, sin embargo, en la
union de cromatidas hermanas tras la replicacion (Carmena et al., 1993). No
parece por tanto que para la funcion centromeérica exista una unica secuencia
consenso como la telomérica. Sin embargo, la falta de conservacion en la
secuencia para una familia de secuencias repetitivas no significa ausencia de
funcion. Los mecanismos de cambio que intervienen en la evolucion del ADN
satélite permiten las condiciones relajadas suficientes como para que la

15



ADN satélite y cromosomas de los esparidos

seleccion natural actae sobre otros genes (genes que codifican para las
proteinas de union, por ejemplo). De esta forma, en respuesta a la presion
provocada por el cambio progresivo de la familia repetitiva, estos genes
cambiarian lentamente de acuerdo a una mayor eficiencia en el reconocimiento
de la nueva familia de secuencias que esta emergiendo. Esto es lo que se conoce
por coevolucion molecular (Dover, 1982, 1986).

1.4.1. Curvatura del ADN satélite

Existen bastantes ejemplos de ADN satélites que exhiben las
caracteristicas propias de moléculas de ADN con una curvatura estable (Radic
et al., 1987; Kodama et al., 1987; Plohl et al., 1990; Martinez-Balbas et al.,
1990; Doshi et al., 1991; Ugarkovic et al., 1992; Hibino et al., 1992; Suka et al.,
1993). Curvaturas estables del ADN se han detectado ademas en las secuencias
centroméricas de Sacharomyces cerevisiae (Ng et al., 1986) y en una enorme
cantidad de secuencias reguladoras de la transcripcion, replicacion y
recombinacion (revisado en Hagerman, 1990).

La curvatura en una molécula de ADN se pone de manifiesto porque,
cuando se somete dicha molécula a electroforesis en un gel de poliacrilamida,
muestra un comportamiento anomalo, siendo menor la migracion en el gel de
lo que cabe esperar de acuerdo a la longitud de su secuencia; es decir, se
comporta como si su longitud fuese mayor de lo que es en realidad (Wu y
Crothers, 1984). Esta migracion es menor cuanto mas centrada esta la
curvatura en la molécula (Wu y Crothers, 1984). La curvatura del ADN esta
generalmente asociada con la presencia en la molécula de cortas secuencias de
adeninas o de adeninas y timinas espaciadas periodicamente (Koo et al., 1986;
Martinez-Balbas et al., 1990). Aparentemente, al menos tres adeninas seguidas
son necesarias para introducir una torsion en la hélice de ADN (Koo et al.,
1986). La incubacion de moléculas curvadas de ADN con distamicina A, que se
une especificamente a regiones ricas en AT, determina un enderezamiento de
la curvatura (Griffith et al., 1986; Radic et al., 1987). Asimismo, cuando se
ponen a crecer c€lulas de raton en un medio que contiene Hoechst 33258 (Lica
et al., 1986) o distamicina A (Radic et al., 1987) se ve inhibida la condensacion
de la heterocromatina (compuesta de ADN satélite). Estos dos datos sugieren
que el ADN satélite juega un papel importante, a través de la union de proteinas
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a zonas ricas en AT, en el proceso de condensacion de la cromatina y en la
organizacion del armazon cromosomico.

Strauss y Varshavsky (1984) aislaron una proteina que se unia al ADN
satélite alfa centromérico del mono verde africano. Esta proteina mas tarde fue
reconocida como perteneciente al grupo de las proteinas de alta movilidad
electroforética (HMG, del inglés high mobility group) (Lund et al., 1983). Las
HMG son un grupo de proteinas no histonas, abundantes y heterogéneas,
componentes de la cromatina y presentes en todos los vertebrados
(Rodriguez-Alfageme et al., 1980). La proteina alfa es idéntica a la HMG-I y se
une preferentemente a series de cinco o seis adeninas consecutivas (Solomon
etal., 1986), interactuando con el satélite alfa en tres sitios especificos formados
por series de AT. La posicion de estos tres sitios en cada unidad alfa es tal, que
sugiere que la union de la proteina al ADN podria causar una periodicidad
nucleosomica que por su regularidad llevaria a la formacion de un
empaquetamiento especialmente compacto de los nucleosomas. Este
empaquetarniento se corresponderia citogenéticamente con la heterocromatina
(Solomon et al., 1986). Los trabajos de Radic et al. (1992) y de Reeves y Nissen
(1990) apuntan en este sentido puesto que indican que la HMG-I se une
especificamente a sitios ricos en AT y que a nivel de estos sitios es donde se
observa una curvatura estable en el satélite centromérico del raton. Pero la
union no depende de la curvatura, sino de la secuencia (Radic et al., 1992),
aunque los efectos aditivos de sitios de union periodicos en un ADN curvado
podria resultar en interacciones proteina-proteina especiales en este tipo de
ADNs (Reeves y Nissen, 1990; Radic et al., 1992). La proteina HMG-I parece
implicada también en la condensacion cromosomica de otras regiones,
intercalares y terminales, ricas en AT, de los cromosomas de mamiferos ya que
por inmunoflurescencia se han visto localizadas tanto a nivel de las bandas C
como de las bandas G de los cromosomas metafasicos de humanos y raton
(Disney et al., 1989). Se sabe que las proteinas HMG también participan en la
regulacion de la transcripcion de ciertos genes estructurales y de los genes
ribosomicos (revisado en Johnson et al., 1989).

Es importante anadir que las proteinas HMG son capaces también de
reconocer ciertas estructuras secundarias del ADN. Por ejemplo, las estructuras
cruciformes (Bianchi et al., 1989). La capacidad para adquirir estructuras
cruciformes la tienen moléculas de ADN que poseen repeticiones inversas de sus
secuencias (Wells, 1988).
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1.4.2. Centromeros y secuencias centroméricas

La informacion genética relativa a la funcién centromérica en
Saccharomyces cerevisiae esta contenida enteramente en una secuencia de unos
125 pb que consiste en tres elementos (Clarke y Carbon, 1980, 1985): una
region de 78-86 pb rica en AT (elemento centromérico II, CDE II), flanqueada a
cada lado por las regiones CDE 1 (PuTCACPuTG) y la CDE III
(TGTTT(T/A)TGNTTTCCGAAANNNAAAAA). Si bien las tres regiones son
importantes, es la region CDE-III la que juega un papel mas esencial para la
funcion centromérica, como lo prueba el hecho de que mutantes defectivos en
esta zona ven alterada dicha funcion (revisado en Cai y Davis, 1990). Las
regiones CDE 1y CDE III, estan altamente conservadas, mientras que para CDE
I solo es critico su alto contenido en AT y su longitud, pero no tanto su
secuencia (Clarke, 1990). Se han aislado distintas proteinas de union tanto a
CDE I como a CDE III relacionadas con la funcion centromérica (revisado en
Clarke, 1990; en Niedenthal et al., 1993 y en Cai y Davis, 1990). Sin embargo,
el centromero de Schizosacharomyces pombe contiene varias clases de
secuencias de ADN repetido (Clarke et al., 1986) que son necesarias para la
funcion centromérica (revisado en Clarke, 1990). Para Clarke (1990), la
explicacion de esta diferencia esta en que S. pombe tiene un ciclo celular mas
complejo y similar al del resto de eucariotas con la formacion de un cinetocoro,
existencia de huso multitubular, de condensacion cromosomica y existencia de
fases G1, S, G2 y M discretas. Estas caracteristicas no se dan en levaduras que
como S. cerevisiae no tienen un proceso ecuatorial en la division celular, en las
que, de hecho, en la segregacion cromosomica soélo interviene un huso
unitubular y no parece patente la existencia de un cinetocoro caracteristico de
eucariotas (Rieder, 1982).

El centromero de eucariotas superiores estaria constituido por secuencias
de ADN repetido. Los organismos mas estudiados en este sentido son los
vertebrados, sobre todo los mamiferos y bastante menos, el resto. En mamiferos,
se pueden definir distintas zonas o dominios del cromosoma metafasico a nivel
centromeérico (Pluta et al., 1990; Rattner, 1992): a) un dominio apareante que
supone el punto de contacto que mantiene unidas las cromatidas hermanas tras
la replicacion, b) un dominio central y ¢) un dominio superficial que comprende
al cinetocoro. Es muy importante conocer qué tipo de secuencias se hallan a
este nivel, cuales son las proteinas que estan relacionadas con dichas
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secuencias, y cual es el papel de unas y otras en cualquiera de las funciones del
centromero. Principalmente, es necesario comprender como ocurre la union de
las cromatidas hermanas hasta anafase y la segregacion de las mismas. En esta
ultima funcioén juega un papel principal el cinetocoro y las secuencias que estan
relacionadas con €l. En base a los datos que se tienen, Zinkowsky et al. (1991)
han disenado un modelo complejo cinetocoro-centromero para mamiferos,
basado en la union del cinetocoro a la cromatina centromérica a través del
plegamiento de una fibra da ADN consistente en unidades repetitivas en
tandem. E1 ADN repetido en tandem candidato en humanos, por ejemplo, seria
el ADN satélite alfa (Willard, 1990; Tyler-Smith y Willard, 1993) 6, en ratones,
el satélite menor del centromero (Wong y Rattner, 1988). Ambos satélites
parecen jugar un papel importante en la organizacion del cinetocoro y ambos,
que no presentan relaciones de parentesco en su secuencia, presentan una
secuencia motivo muy conservada de 17 pb, llamada caja CENP-B (Masumoto
et al., 1989a): CT(A/T)(C/T)G(T/GITGGAAA(C/A)GG(G/A)A en el satélite alfa y
CATTCGTTGGAAACGGGA en el satélite del raton. Esta secuencia es reconocida
especificamente por la proteina CENP-B tanto in vitro como in vivo (Masumoto
et al., 1989a, b; Pluta et al., 1992; Muro et al., 1992). CENP-B pertenece al
grupo de proteinas de union al ADN que contienen un dominio denominado
dominio hélice-lazo-hélice (Murre et al., 1989a,b; Sullivan y Glass, 1991). A este
grupo de proteinas pertenecen diversas proteinas relacionadas con la regulacion
de la transcripcion y una proteina, la CBF1, que se une especificamente a la
region CDE I del centromero de S. cerevisiae, que es requerida tanto para la
funcion centromeérica como para la regulacion génica de algun gen estructural
(Cai y Davis, 1990). Se ha confirmado que la proteina CENP-B aparece
distribuida a través de la heterocromatina (donde se localizan los ADN satélites
mencionados) subyacente al cinetocoro, en el dominio central del centromero
(Cooke et al., 1990). Todas las caracteristicas mencionadas aportan datos a
favor de que el ADN satélite centromeérico, y concretamente el motivo CENP-B,
desempena un papel importante en la estructura y funcion del centromero. Asi
lo sugieren también los resultados obtenidos mediante la transfeccion de células
de simio con ADN satélite alfa humano (Haaf et al., 1992). Para Haaf et al.
(1992), por tanto, el hecho de que el ADN satélite alfa sea variable en secuencia
no excluye esta posibilidad, ya que un centromero puede contener un numero
pequeno de motivos o dominios que sirven como senal para la union de
proteinas, pero estos dominios deben estar perfectamente espaciados y
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estabilizados en una ordenacion concreta que serviria como punto de nucleaciéon
para la formacion del cinetocoro (Willard, 1990; Haaf et al., 1992; Vogt, 1992;
Pluta et al., 1992; Muro et al., 1992).

Existen otras proteinas centroméricas, como la INCENP que interviene en
el dominio apareante, y proteinas que participan en la organizaciéon del
cinetocoro como la CENP-C, y posiblemente la CENP-A (revisado en Cooke et al.,
1990).

Los datos sobre el centromero en otros vertebrados son escasos. Se
conocen algunas secuencias centroméricas, como en el caso de anfibios (Cremisi
et al.,, 1988). Estas secuencias tienen caracteristicas comunes a los ADN
satélites de mamiferos, como su localizacion, riqueza en AT, la existencia de
series de adeninas en las secuencias de sus monomeros y la posibilidad de éstos
de adquirir curvaturas estables.

1.5. UTILIDAD DEL ADN SATELITE EN LA CONSTRUCCION DE FILOGENIAS

El ADN altamente repetido evoluciona de forma rapida. Las caracteristicas
ya mencionadas (aparicion y amplificacion explosiva, rapida homogenizacion
intraespecifica y divergencia interespecifica gradual, pero rapida, de sus
secuencias) hacen de este ADN un material genético de gran utilidad en el
analisis de las relaciones filogenéticas entre especies relacionadas. Asi, por
ejemplo, el grupo de Arnason, utilizando distintas familias de ADN satélite ha
realizado numerosos trabajos que han contribuido enormemente a aclarar la
filogenia de las distintas familias que comprenden los dos subérdenes del orden
Cetacea (Arnason et al., 1984; Arnason et al., 1988; Arnason y Widegren, 1989;
Arnason, 1990; Arnason y Best, 1991; Arnason et al., 1992; Grétarsdottir y
Arnason, 1992, 1993; Adegoke et al., 1993). Sin embargo, para algunos autores
las caracteristicas evolutivas del ADN satélite son mas bien un elemento en
contra para su utilidad en el analisis filogenético (Miklos, 1985).

Tradicionalmente, quiza no se ha tenido en cuenta el ADN satélite en las
inferencias filogenéticas por el hecho de ser considerado exclusivo de una
especie o como mucho de un género. Pero cuando una familia de ADN satélite
esta conservada en una familia o incluso en un orden, el analisis de la
divergencia entre los ADN satélites de las distintas especies resulta de gran
utilidad en la inferencia de las relaciones filogenéticas entre las mismas (Lima
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de Faria et al., 1984; Arnason y Widegren, 1986; Bogenberger et al., 1987,
Fanning et al., 1988, 1989; Gretarsdottir y Arnason, 1992; Quinn et al., 1992;
Juan et al., 1993).

Una familia de ADN satélite resulta el mejor marcador filogenético cuando
se trata de agrupar las especies que la comparten en un clado (grupo
monofilético, con un ancestral comun). Asi, el simple analisis de
presencia/ausencia de un ADN satélite en distintas especies ha resuelto, por
ejemplo, sobre la monofilia de los cetaceos (Arnason et al., 1984) o los pinipedos
(Arnason y Widegren, 1986). Asimismo, este analisis ha permitido establecer las
relaciones filogenéticas entre distintas familias del orden Cetacea (Arnason,
1990), entre las especies de la familia Cervidae (Bogenberger et al., 1987) o la
discriminacion entre distintos linajes dentro de la familia Equidae (Wijers et al.,
1993) o la familia Phyllostomidae (Van den Busche et al., 1993).

Ademas, cuando una especie o grupos de especies comparten distintas
familias de ADN satélite, se puede incrementar el poder de resolucion en el
estudio de las relaciones de parentesco entre las mismas, ya que alguna de las
familias puede ser comun a un grupo completo, mientras que otras son unicas
para un linaje determinado (Arnason y Widegren, 1986; Arnason, 1990). En este
sentido, por ejemplo, se ha utilizado la aparicion de distintas familias de SINES
(ADN altamente repetido disperso constituido por unidades de secuencia corta)
a lo largo de los diferentes estadios de la evolucion de los salmoénidos (Murata
et al., 1993). Todas las especies de salménidos comparten la familia repetitiva
Hpal, mientras que conforme han ido ramificandose los distintos linajes que
han dado lugar a las especies actuales han ido apareciendo distintas familias
SINES, cada una de las cuales define un clado de especies que comparten un
ancestro y una familia SINE comunes (Kido et al., 1991; Murata et al., 1993).
Un analisis similar con secuencias LINES (ADN altamente repetido disperso
constituido por unidades de varias Kb de longitud) se ha utilizado con éxito en
la filogenia de los pinipedos (Arnason y Widegren, 1986).

En principio, mediante hibridacién sobre Southern blots se pueden conocer
aspectos sobre la divergencia genética entre los ADN satélites de distintas
especies, y estos datos utilizarse en la inferencia filogenética. Debido a los
mecanismos evolutivos inherentes al ADN satélite, las distintas especies que
comparten una familia del mismo pueden exhibir patrones de restriccion
especificos. Estos patrones pueden ser utilizados, al menos de manera
aproximada, para establecer agrupamientos entre especies de acuerdo a
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criterios de proximidad entre las mismas (diferencias y semejanzas entre los
patrones de restriccion generados por distintos enzimas) (Fanning et al., 1988;
Modi et al., 1988). Este método de inferencia filogenética ha sido utilizado en
ciervos (Lima de Faria et al., 1984), lagartos (Capriglione et al., 1991), aves de
la familia Gruidae (Chen et al., 1989) o Icteridae (Quinn et al., 1992) o en
murciélagos (Van den Busche et al., 1993).

Pero, naturalmente, los patrones de divergencia entre los ADN satélites
de un grupo de especies también se han analizado mediante la comparacion de
las secuencias de cada uno de ellos. En este caso, se han comparado bien las
secuencias consenso del ADN satélite en cada especie (Gretarsdottir y Arnason,
1992), o bien, se ha considerado, ademas, la variabilidad intraespecifica
mediante la comparacion de un numero determinado de secuencias monémero
de cada especie (Strachan et al., 1985; Bachmann y Sperlich, 1993; Laursen et
al., 1992; Adegoke et al., 1993). Sin embargo, los datos de secuenciacion del
ADN satélite hay que manejarlos con precaucion, conociendo y teniendo en
cuenta los mecanismos que intervienen en la evolucion del ADN satélite. Se
puede inferir una filogenia a partir de secuencias consenso (Grettarsdottir y
Arnason, 1992), pero puede ocurrir que la divergencia entre secuencias
consenso sea menor que la variabilidad intraespecifica. Esto se explica si se
tiene en cuenta que los sitios variables en los monomeros de una especie
pueden ser sitios en estado de transicion en el proceso de fijacion de los mismos
(que posiblemente no se vean reflejados en la secuencia consenso), mientras que
los sitios totalmente homogenizados y fijados en cada especie se veran reflejados
en esa secuencia consenso y analizados como sitios divergentes entre las dos
especies que se comparan (Grettarsdottir y Arnason, 1992). Cuando se
comparan distintas unidades monomeéricas de cada especie la existencia de
sitios variables en una especie (estados de transicion), puede llevar a la paradoja
de que secuencias monoméricas de dos especies distintas presenten mayor
identidad que cuando se comparan cada una con unidades de la misma especie
(Adegoke et al., 1993). Dado que la vida media de un ADN satélite supera la vida
media de una especie (Harding et al., 1992), puede ocurrir que la variabilidad
exista ya en la especie ancestral a las especies que se analizan. En este caso,
si el tiempo que hace que divergieron las especies que se comparan es
relativamente reciente, o la homogenizacion y fijacion de las variantes es un
proceso relativamente lento, puede darse la paradoja mencionada. Asi, las
filogenias basadas en ADN satélite han de considerar no solo las tasas de
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mutacion, sino también las de homogenizacion y fijacion, distinguiendo entre
sitios en estado de transicion y sitios totalmente homogenizados (Strachan et
al., 1985; Gretarsdottir y Arnason, 1992; Laursen et al., 1992).

Por otro lado, se sabe que en algunos ADN satélites existen diferentes
subfamilias, cada una de las cuales tiene una historia evolutiva diferente, lo que
habra de ser considerado cuando se quiera realizar una estima filogenética
(Laursen et al., 1992). Atencion especial merecen también aquellos ADN
satélites cuyas unidades monomeéricas estan formadas por distintas partes, de
tal forma que la evolucion de la secuencia monomérica no refleja la historia
evolutiva de esa familia de ADN satélite, ya que cada parte ha seguido historias
evolutivas diferentes (Cabot et al., 1993). Ante esta situacion, como se ha
mencionado para el caso de subfamilias, habra que considerar las distintas
partes que forman la unidad monomeérica a la hora de estimar una
reconstruccion filogenética.

1.6. EL GENOMA DE LOS PECES

La clasificacion de las 20.000 a 23.000 especies de peces existentes
establece tres grandes grupos: a) Agnatos: peces sin mandibula, como las
lampreas. b) Condrictios: peces cartilaginosos, como las quimeras, tiburones y
rayas. c) Osteictios: peces 0Oseos, a su vez divididos en las subclases
Sarcopterigii (peces pulmonados) y Actinopterigii. Los actinopterigios se dividen
en las infraclases: Condrostei (esturiones), Holostei (poco representados) y
Teleostei (grupo de peces 6seos mas evolucionado y numeroso). En este ultimo
grupo estarian incluidos los peces objeto de nuestro estudio, pertenecientes a
la Familia Sparidae del Orden Perciformes.

El contenido de ADN de los peces es muy variable de unos grupos a otros.
Los valores mas elevados (algunos hasta cuarenta veces superiores al del
genoma de marmniferos) se dan en especies de grupos menos comunes y mas
primitivos (Condrictios y Sarcopterigios), con la excepcion de los Agnatos
(valores de C entre 0.65 y 2.75 picogramos (pg)). Sin embargo, los valores de
Teleosteos oscilan entre 0.4 y 4.4 pg. De estos ultimos, los valores mayores
corresponden a aquellos linajes que en su evolucion sufrieron procesos de
poliploidizacion (Ohno, 1970). Por lo general, los valores de C en el resto de
Teleosteos oscila entre 0.4 y 1.5 pg (Hinegardner y Rosen, 1972; Hinegardner,
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1980). Segiin Ohno y Atkin (1966) y Ohno (1970), el genoma ancestral de los
peces debio tener un contenido de ADN en torno a 1.3 pg (20% del genoma de
los mamiferos). El valor medio de C en los Perciformes es de 0.97 pg
(Hinegardner y Rosen, 1972), mientras que el de los esparidos oscila entre 0.52
y 0.65 pg (12% del genoma de los mamiferos) (Cano et al., 1981, 1982). El
contenido de genes estructurales parece similar en todos los vertebrados
(Cavalier-Smith, 1985; Brenner et al.,, 1993). Por tanto, las diferencias en
contenido de ADN entre peces y el resto de vertebrados, debe estar mediado por
un menor contenido en secuencias repetitivas funcionales y no funcionales, en
los peces.

En general, se sabe poco de la organizacion genomica de los peces. Sobre
todo se han estudiado los salmonidos y en ellos se han descrito secuencias
SINES (Kido et al., 1991) y LINES (revisado en Goodier y Davidson, 1993), y se
han descrito también minisatélites (Taggart y Ferguson, 1990). En cuanto a
ADN satélite se sabe que los Teleosteos poseen menor contenido de este tipo de
ADN que los vertebrados de sangre caliente (aves y mamiferos) (Bernardi y
Bernardi, 1990a, 1990b). Desde tiempo atras se ha sugerido que éste esta
presente en el genoma de peces (Schmidtke et al., 1979; Gold et al., 1986). Pero
soOlo recientemente se han descrito ADN satélites en algunas especies: en
salmoénidos (Datta et al., 1988; Goodier y Davidson, 1993), tilapias (Wright,
1989; Franck et al., 1991, 1992; Frank y Wright, 1993), y en alguna otra
especie como Pollachius virens (Denovan y Wright, 1990), en el pez cebra (Ekker
et al., 1992), y en el ciprinido Notropis lutrensis (Moyer et al., 1988). Por regla
general, suponen un bajo porcentaje del genoma (2 al 13%) y estan pobremente
conservados en especies relacionadas en la mayor parte de los casos. No se
tienen datos de localizacion cromosomica de ninguno de estos ADN satélites.

Una diferencia caracteristica del genoma de los peces con respecto a los
vertebrados de sangre caliente esta en la ausencia en los primeros de la
compartimentalizacion estructural que se observa en los segundos. Los genomas
de especies de sangre caliente son mosaicos de isocoras (segmentos de ADN
caracterizados por una composicion de bases similar), es decir, son
heterogéneos composicionalmente (Bernardi et al., 1985; Bernardi, 1989). En
éstos, existen dos familias de isocoras pobres en GC, dos ricas en GC y una
muy rica en GC (60%). Esta ultima supone un 3% del genoma y es donde se
concentran la mayor proporcion de genes estructurales y genes constitutivos
relacionados con el mantenimiento celular (housekeeping genes) (Bernardi,

24



Introduccién

1992). Estos ultimos se caracterizan por la presencia de islas CpG, regiones
reguladoras ricas en GC (Bird, 1986). En vertebrados de sangre fria (peces,
anfibios y reptiles), sin embargo, no se observa esta compartimentalizacion
composicional, son mas pobres en GC (Bernardi y Bernardi, 1990a, 1990b,
1991) y las islas CpG de los genes constitutivos son pobres en GC (Cross et al.,
1991). La heterogeneidad composicional de los genomas de vertebrados de
sangre caliente esta correlacionada con una compartimentalizacion a nivel
cromosomico (Bandas G, compuestas por isocoras pobres en GC, y Bandas R,
compuestas por isocoras ricas en GC) lo que tampoco se observa en los peces
(Medrano et al., 1988). Lo mas interesante es que, aunque no existen grandes
heterogeneidades composicionales, en el genoma de peces y vertebrados de
sangre fria ya existe un patron de acumulacion de genes estructurales y de
genes implicados en el mantenimiento celular similar al de los vertebrados de
sangre caliente, acumulacion que ya es preferencial en las isocoras mas ricas
en GC (Bernardi y Bernardi, 1991). Asi, el genoma de los peces puede ser
considerado un paleogenoma pobre en GC, que a lo largo de la evolucion de los
vertebrados se ha hecho composicionalmente heterogéneo por la acumulacion
y fijacion sesgada (hacia un mayor contenido en GC) de mutaciones que se han
superimpuesto sobre un patron de concentracion génica ya existente (Bernardi,
1992). Por tanto, la evolucion desde peces a mamiferos (dejando a un lado los
eventos de poliploidizacion) debe haber ocurrido principalmente por la
acumulaciéon de secuencias intergénicas localizadas en las regiones pobres en
genes y en GC (Bernardi, 1992).

1.7. LOS CROMOSOMAS DE LOS PECES

De las 20.000-23.000 especies que se conocen de peces, solo del 10%
(unas 2000) se conoce su cariotipo. En contra de lo que se pudiera pensar dado
el numero de especies, su diversidad morfologica y su antigiedad evolutiva, no
existe una elevada diversidad cariotipica entre las distintas especies de peces.
Asi, por ejemplo, muchos érdenes son relativamente uniformes en cariotipo, a
pesar de que su diversificacion tuviera lugar hace decenas de millones da anos.

El cariotipo compuesto por 48 cromosomas acrocéntricos aparece en
distintos ordenes de Teleosteos y es, curiosamente, €l cariotipo predominante
en el orden Perciformes que se considera como el mas reciente evolutivamente
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hablando, aparte de ser el mas numeroso en cuanto a la diversificacion de sus
especies. Se ha sugerido que este cariotipo es ancestral (Ohno y Atkin, 1966;
Ohno, 1970, 1974). Si nos centramos en Teledsteos, y sin considerar los casos
de poliploidia, se puede observar una correlacion entre tamano del genoma y el
numero cromosomico. Las especies, al comienzo de cada linea evolutiva
debieron incrementar el contenido de ADN en sus genomas (por duplicacion o
por poliplodizacion) y, asociado con las especializaciones o adaptaciones a los
propios habitats, se ha debido producir posteriormente una disminucion
gradual en dicho contenido (Hinegardner y Rosen, 1972). Esto presumiblemente
esta en parte asociado con reordenaciones cromosomicas que conllevan
pérdidas de ADN y reduccion en el numero de cromosomas. Parece que las
inversiones pericéntricas suponen uno de los mecanismos principales
implicados en la evolucion de los cariotipos, reordenaciones éstas que producen
cambios en el numero de brazos cromosomicos (Chiarelli y Capanna, 1973).
Reordenaciones cromosomicas como fusiones y fisiones céntricas alteran el
numero de cromosomas pero no afectan al namero de brazos cromosomicos.
Hay diferentes opiniones acerca de la incidencia de estos mecanismos en la
evolucion cariotipica de los peces, pero se acepta que la tendencia en un linaje
evolutivo (especies de un género o de una familia) es a reducir el numero de
cromosomas 0 a incrementar el numero de brazos cromosomicos, de tal forma
que aquellas especies que tienen todos sus cromosomas acrocéntricos son mas
primitivas en términos cariotipicos (Ohno y Atkin, 1966; Chiarelli y Capanna,
1973; White, 1973).

La idea de que las reordenaciones cromosomicas estan implicadas en los
procesos de especiacion se ha sugerido en muchas ocasiones, bien porque
puede ser un mecanismo implicado en el aislamiento reproductivo postcigotico
(White, 1973), bien porque puede significar cambios significativos en los
patrones de regulacion génica (Wilson et al., 1974a, 1974b). Entre los peces
existen distintos taxones que muestran evidencia de grandes reordenaciones
cromosomicas (revisado en Gold, 1979). Sin embargo, es frecuente encontrar
que entre especies relacionadas que han sufrido grandes reordenaciones
cromosomicas, éstas no contribuyen al aislamiento reproductivo. Por ejemplo,
es frecuente encontrar hibridos naturales fértiles entre distintas especies de
salmonidos o de carpas (Chevassus, 1983). Este fenomeno también se ha
observado entre especies con elevado conservadurismo a nivel cariotipico. Asi,
son frecuentes los hibridos entre especies de la familia Centrarchidae
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(Perciformes) que mantienen cariotipos con 48 cromosomas acrocéntricos.

Por otro lado, como se menciono antes, el grado de conservadurismo
cariotipico esta muy extendido. Asi, por ejemplo, el 70% de los Perciformes tiene
48 cromosomas en su cariotipo, y de éstos, el 70% tiene un Numero
Fundamental (namero de brazos cromosomicos) NF=48 (Sola et al., 1981). Este
hecho, sugiere también que las reordenaciones cromosomicas no han sido un
factor determinante en la especiacion de los peces. Muchas especiaciones en los
peces, de hecho, han debido producirse sin cambios cromosémicos grandes
(Gold, 1979).

1.7.1. Polimorfismos cromosomicos

Cuando en una poblacion existen mas de una forma cromosémica de
una determinada pareja del carioptipo, se dice que la poblacion es polimérfica
y los individuos se consideran como homocigotos o heterocigotos para tal
reordenacion en el sentido genético tradicional. Los polimorfismos
cromosomicos pueden observarse tanto a nivel intra- e interindividual, como a
nivel intra- e interpoblacional. Pueden ser de dos tipos, como se menciono
anteriormente, robertsonianos (fusiones y fisiones céntricas) o no
robertsonianos (inversiones, duplicaciones, deleciones y translocaciones no
robertsonianas).

Algunas reordenaciones cromosomicas pueden afectar negativamente al
individuo portador. Estas anomalias cromosomicas pueden afectar a la fertilidad
o a la viabilidad de las progenies, tal como se ha observado en distintas especies
de mamiferos (Bruere, 1974). Este tipo de fenomenos se ha detectado poco en
peces. Sin embargo, es especialmente necesario llevar a cabo analisis de este
tipo tratando de determinar la existencia de anomalias cromosomicas en peces
cuando estamos hablando de especies con interés en Acuicultura. Si se
establece una correlacion entre un defecto cromosomico o genético, en general,
y un defecto funcional, habra de tenerse en cuenta a la hora de seleccionar los
reproductores que formaran parte del stock de una piscifactoria, por ejemplo.

El analisis de la variabilidad cromos6mica en peces ha estado dificultado
por dos factores decisivos, el éxito limitado de los métodos citogenéticos y el
escaso éxito de las técnicas de bandeo cromosomico, en los peces. Por ejemplo,
la ausencia de compartimentalizacion composicional y estructural del genoma
de los peces (Bernardi y Bernardi, 1990a, 1990b; Medrano et al., 1988), resulta
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en la inoperancia de técnicas como las del bandeo G y R que se han utilizado
en una definicion adecuada del cariotipo de vertebrados homeotermos. En
peces, se han utilizado con éxito las bandas de replicacion (Giles et al., 1988),
pero la técnica requiere de un conocimiento exhaustivo del ciclo celular y es
complicada de utilizar de manera rutinaria en el laboratorio. En general, los
patrones de bandeo en peces han estado restringidos a la deteccion de
heterocromatina constitutiva mediante técnicas como el bandeo C, la tincion
con distintos fluorocromos como la cromomicina A; (CMA;) o el DAPI, o el
tratamiento in situ con enzimas de restriccion.

Por otro lado, una de las regiones cromosomicas mas estudiadas en los
peces ha sido la regiéon organizadora del nucléolo (NOR). La tincion con nitrato
de plata es especifica de las NORs. Esta tincion depende de la actividad
nucleolar y, por ésto, ha sido utilizada para estudiar los niveles de expresion
nucleolar. Parece que en peces y anfibios, la CMA, tine tanto las NORs activas
como las inactivas (Amemiya and Gold, 1986; Schmid, 1982), por lo que este
fluorocromo se ha utilizado mucho en peces para detectar variabilidad en el
numero de NORs. Sin embargo, hay algun caso en €l que no aparece esta
correlacion entre tincion positiva con CMA, y loci ribosomicos (Pendas et al.,
1993Db).

La region organizadora del nucléolo es una region muy variable en los
genomas eucariotas. Mientras que algunas especies tienen un numero
constante de NORs, en muchas especies las NORs se ven afectados por distintos
polimorfismos. En peces, dichos polimorfismos estan relacionados con el
tamano (Lozano et al., 1991; Sanchez et al., 1990; Pendas et al., 1993a),
localizacion y namero (Phillips et al., 1988) o namero de NORs activas (Amores
et al., 1993; Galetti et al., 1985; Martinez et al., 1991; Sola et al., 1986; Vitturi
et al., 1990). Estas variaciones han sido atribuidas a distintos fenémenos como
deleciones, duplicaciones-amplificaciones, activacion-inactivacion o incluso, a
transposiciones. Sin embargo, las causas exactas en cada situacion son dificiles
de demostrar hasta que no se aplican técnicas como la de hibridacion in situ
con sondas de ADN ribosomico (Pendas et al., 1993a, 1993b). En el caso de
deleciones de las NORs como la que se estudia en esta memoria en el caso de
dorada, las variaciones en el numero de NORs pueden afectar de distinta forma,
segun sean las situaciones. Las deleciones pueden ser deletéreas cuando
afectan al namero basico de dos NORs de una especie diploide como ocurre en
Xenopus laevis (Elsdale et al., 1958) y otras especies de anuros (Schmid, 1982).
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Sin embargo, no tienen por qué serlo cuando la delecién o la eliminacion de
alguna region NOR afecta a especies cuyo numero de NORs es superior a este
numero basico, como ocurre en los casos de especies poliploides (Pendas et al.,
1993a; Vaughan et al., 1993) o en los casos de localizacion multicromosémica
de las NORs (Jamilena et al., 1990; Garrido-Ramos et al., en prensa).

1.7.2. Manipulaciones cromosémicas y mejora

En especies de peces con interés en Acuicultura ocurre que muchas veces
existen una serie de problemas relacionados con el cultivo que se han tratado
de paliar mediante métodos de mejora genética. Algunos de estos problemas
estan relacionados con los efectos que sobre los individuos tiene el proceso de
maduracion gonadal. En efecto, existen una serie de problemas colaterales a
este periodo en el ciclo de vida de los peces. Problemas como son la disminuciéon
de la tasa de crecimiento, el deterioro en la calidad de la carne y la alta
mortalidad asociada a este periodo. La solucion a estos problemas ha sido
abordada mediante la utilizacion de técnicas de manipulacion cromosémica, ya
que los métodos de mejora clasica han fracasado. Las técnicas a las que nos
referimos son las de induccion de poliploidia. Estas técnicas se vienen
desarrollando desde hace tiempo y han resultado con éxito en especies de
salmonidos (Thorgaard et al., 1981; Chevasus et al., 1983; Johnstone, 1985;
Lozano et al., 1987a, 1988b), la carpa (Cherfas et al., 1981) o especies de peces
planos (Purdom, 1972). La induccion de poliploidia se ha llevado a cabo
mediante la aplicacion de distintos tratamientos a huevos recién fecundados.
Dichos tratamientos pueden ser, bien fisicos, como los choques térmicos (frios
o calientes) o los choques de presion, o bien tratamientos quimicos. Todos
tienen en comun el que actuan inhibiendo la segregacion cromosomica.
Dependiendo del momento de aplicacion del tratamiento obtendremos
individuos triploides o individuos tetraploides. Los primeros pueden ser
producidos actuando a nivel de la division meiotica inhibiendo la extrusion del
segundo corpusculo polar. Los segundos se obtienen cuando el tratamiento de
choque actua bloqueando la primera division celular una vez formado el cigoto.
La mejora por manipulacion se ha desarrollado principalmente en la obtencion
de triploides. La produccion de tetraploides, sin embargo, ha perseguido siempre
la obtencion de un stock de reproductores, para ser utilizados en cruzamientos
con diploides y obtener asi triploides, sobre todo en aquellos casos en los que
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la manipulacion de huevos para producir triploides resulta imposible (Purdom,
1993). De todos los métodos de obtencion de triploides parece que los mas
efectivos en peces son los choques térmicos. De éstos, los choques frios (Lincoln
et al., 1974) son menos efectivos, mientras que los calientes han ofrecido
buenos resultados en la mayoria especies probadas (Lozano et al, 1987b). Los
tratamientos quimicos, que son usados frecuentemente para producir triploides
de moluscos, suelen originar altas tasas de mosaicismo en los peces (Allen y
Stanley, 1979). Los choques de presion han resultado eficaces en la obtencion
de triploides y tetraploides, pero requieren de bombas hidraulicas de presion y
han sido ensayados menos veces (Purdom, 1972).

En el caso de utilizar choques térmicos calientes en la produccion de
triploides, se ha comprobado que el éxito de las experiencias (medido en
porcentaje de progenie triploide y supervivencia y viabilidad de la misma)
depende de tres factores fundamentales (Lozano et al., 1987b):

a) Intensidad del choque térmico (temperatura)

b) Duracion del tratamiento

¢) Tiempo de incubacion (tiempo que media entre la fecundacion del
huevo y el momento en que se aplica el tratamiento).

Estimando correctamente los tres parametros se pueden obtener
progenies que muestren limites aceptables en la relacion porcentaje de triploides
obtenidos-tasas de supervivencia de la descendencia.

De cara a la mejora animal, el interés de las técnicas de induccion de
triploidia en peces reside en el control que ésta ejerce sobre la maduracion
sexual (Thorgaard, 1986). La primera consecuencia de la triploidia es la
esterilidad causada por el mal emparejamiento de los cromosomas homologos
durante la meiosis. Esto origina gametos mal formados, inviables o estériles en
el caso de los machos o bien, ausencia de desarrollo ovarico en las hembras. De
los datos obtenidos en diversas especies se sabe que la tasa de crecimiento de
los triploides es superior a la de los diploides, al menos a partir de una
determinada edad, pudiendo alcanzar los triploides pesos hasta un 40%
superiores a los diploides (Thorgaard, 1986; Lozano, 1989). Ademas, la
esterilidad ofrece, al menos dos ventajas mas, como son la ausencia de
mortalidad ligada a esta fase y la mayor calidad de la carne (por la no
movilizacion de las grasas hacia la produccion gonadal). Se ha relacionado
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también una mayor heterocigosis con el estado triploide, existiendo una
correlacion entre aquella y una mayor estabilidad en el desarrollo (Leary et al.,
1985) y parece que también con una mayor tasa de crecimiento (Thorgaard,
1986).

1.8. LA FAMILIA SPARIDAE

Entre los Teleosteos, el orden Perciformes comprende el grupo de peces
mas numeroso, con 6.000 especies agrupadas en 140 familias. La
diversificacion de los Perciformes tuvo lugar en el Terciario, tras la aparicién de
los primeros teleosteos en el Cretacico, hace 140 millones de anos (MA). La
mayoria de los perciformes son peces marinos, que generalmente habitan las
areas costeras de regiones tropicales y templadas. La mayor parte de especies
incluidas en este orden presentan importancia pesquera. Dentro de este orden,
la familia Sparidae aparece encuadrada sistematicamente en el suborden
Percoidei, superfamilia Percoidea. La familia de los esparidos tiene su origen en
el Eoceno (hace 50-35 MA) (Tortonese, 1975). La componen unas cien especies
tipicas de areas tropicales, subtropicales y templadas. Segun la revision de
Bauchot y Hureau (1986), estas especies se reparten en 29 géneros, de los
cuales 11 (25 especies) estan representados en el area Clofnam (area que
comprende el Atlantico Noreste y el Mediterraneo). En esta revision nos
centraremos en las especies de este area, por razones obvias. Los géneros y
especies, asi como €l nombre comun de cada una de ellas se exponen en la
Tabla 1.

La mayoria de las especies de la familia son hermafroditas, por lo general,
exhibiendo un hermafroditismo asincrénico: protoginico (el pez madura primero
como hembra sufriendo posteriormente reversion sexual a macho) o protandrico
(el caso contrario). En la familia existen también algunas especies gonocoricas
(sexos separados), y otras que, siéndolo en general, sin embargo algunos
ejemplares se comportan sexualmente como hermafroditas asincronicos.

La taxonomia y sistematica de esta familia de peces es muy discutida e
inestable, siendo revisada a menudo. La clasificacién de la familia Sparidae se
ha basado fundamentalmente en caracteres morfologicos, principalmente
caracteres meétricos y meristicos (Tortonese, 1975; De la Paz, 1975; Bauchot y
Hureau, 1986), y, en algan caso, anatomicos (Bianchi, 1984). Concretamente,
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uno de los caracteres en los que se han basado la mayoria de clasificaciones ha
sido la denticion. Este caracter parece claramente adaptado y muy diferenciado
en varios géneros (Cataudella et al., 1980). Atendiendo a las variaciones de este
caracter, Tortonese (1975) agrupa en tres subfamilias a las especies presentes
en el Mediterraneo:

a) Denticinae, a la que pertenece el género Dentex, que son carnivoros con
dentadura predadora.

b) Boopsinae (géneros Boops, Sarpa, Obladay Spondyliosoma), herviboros
0 carnivoros.

c) Sparinae, con los géneros Sparus, Diplodus, Pagellus y Lithognathus,
carnivoros con aptitudes para triturar presas de cuerpo duro debido a la
presencia de dientes molariformes.

Es de destacar que este autor no considera al género Pagrus, cuyas
especies (pargo, urta, pargo zapata y pargo africano) estarian incluidas en el
género Sparus junto a la dorada (Sparus aurata). Mediante distintos trabajos
sobre variabilidad isoenzimatica, Basaglia ha mantenido esta clasificacion,
defendiendo la proximidad filogenética entre las especies de Pagrusy la dorada
y considerando sinénimos los nombres de ambos géneros (Basaglia, 1989,
1991a, 1991b, 1991c; Basaglia y Marchetti, 1990).

Una clasificacion similar de la familia Sparidae, pero que no hace
referencia a subfamilias, aparece en la revision de Bauchot y Hureau (1986). En
esta revision se recoge, sin embargo, el estudio taxonomico realizado por
Bianchi (1984). Este autor, basandose en caracteristicas meristicas y
osteologicas (huesos craneales), confirma la reinstauracion del género Pagrus
ya propuesto por Cuvier en 1817. y que el género Sparus seria monotipico
(Sparus aurata).

Actualmente se acepta que existe el género Pagrus que incluye a las
especies P. pagrus (pargo), P. auriga (urta), P. caeroleostictus (pargo zapata) y P.
africanus (pargo africano). A pesar de ello, en muchas publicaciones se
mantiene la sinonimia entre Pagrus y Sparus.

Varios géneros de esta familia son monotipicos como el género Sparus, o
solo tienen un representante en el area Clofnam. Entre los géneros que cuentan
con mas de una especie (Dentex, Pagellus y Diplodus), el género Diplodus merece
especial atenciéon desde el punto de vista taxonomico y sistematico.

En el género Diplodus existen 19 especies, que se pueden agrupar en 3
morfotipos: cervino-fasciatoide, vulgaro-bellottiide, sargo-annularoide, cada uno
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de los cuales recoge las seis especies del area mediterranea (De la Paz, 1975).
Al primero pertenece D. cervinus (sargo breado), al segundo, D. vulgaris (mojarra
vulgar) y D. bellottii (mojarra fina) y al tercero, D. sargus (sargo), D. annularis
(mojarra rubia) y D. puntazzo (sargo picudo). La posicién filogenética de D.
bellottii y de D. puntazzo, no parece clara (De la Paz, 1975). En los estudios de
Basaglia (Basaglia y Marchetti, 1990; Basaglia, 1991a) el género Diplodus se
muestra heterogéneo a nivel sistematico. Por otro lado, segtin el estudio de De
la Paz (1975), las especies mas emparentadas en este género son D. sargus
(sargo) y D. annularis (mojarra rubia). Los trabajos de Basaglia lo confirmarian
(Basaglia y Marchetti, 1990; Basaglia, 1991a). Parece que estas dos especies
tienen tendencia a producir hibridos naturales, aunque se recomiendan
estudios genéticos para confirmarlo (De la Paz, 1975). De los datos obtenidos
mediante electroforesis de isoenzimas, D. puntazzo (sargo picudo) aparece como
relativamente distante de estas dos especies mas proximas (Basaglia, 1991a).

Asimismo, en el género existen un gran numero de especies secundarias
(De la Paz, 1975) que aparecen en zonas que no pertenecen al area Clofnam y
que posiblemente desciendan de la especie politipica, D. sargus, mediante el
mecanismo de especiacion por colonizacion. Ademas, de esta especie se
reconocen actualmente seis subespecies, siendo D. sargus sargus la mas
frecuente en nuestras costas.

La mojarra rubia (Diplodus annularis) es una especie del Mediterraneo y
de la costa Atlantica de la Peninsula Ibérica, mientras que la mojarra fina
(Diplodus bellottii) ha sido descrita en el Atlantico desde Cadiz a Cabo Verde y
en las costas de Malaga. Ambas especies difieren imperceptiblemente a nivel
morfologico, concretamente en alguna caracteristica meristica como el naumero
de radios de las aletas dorsales y anales y en una mancha oscura alrededor del
pedunculo caudal, de forma anular en D. annularis y en forma de silla de
montar en D. bellottii (Cardenas, 1978). Las diferencias a nivel citogenético, sin
embargo, si son considerables (Amores et al., 1993).

Pero, independientemente de los problemas taxonomicos, la familia
Sparidae comprende muchas especies de interés desde el punto de vista
pesquero y de la Acuicultura. Particularmente la dorada Sparus aurata,
presenta un interés creciente para la Acuicultura (Hempel, 1993). En la
actualidad, el cultivo de la dorada presenta muchos problemas, habiéndose
realizado muchos estudios de la biologia, fisiologia y cultivo de esta especie
(véase, por ejemplo, Barnabé y Billard, 1984). Sin embargo, desde el punto de
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vista de la Genética, apenas se han llevado a cabo estudios de esta especie.
Ademas, algunas de las especies de la familia se estan investigando para ser
introducidas en Acuicultura y tampoco se han realizado estudios genéticos de
ellas. Concretamente, aparte de los trabajos sobre datos electroforéticos de
Basaglia ya mencionados, los analisis genéticos llevados a cabo en las especies
de la familia Sparidae son escasos. El mayor numero de datos que se tiene de
la genética de estas especies es a nivel citogenético. Se han publicado los
numeros cromosomicos de distintas especies (Sola y Cataudella, 1978;
Cataudella et al., 1980; Cano et al., 1981, 1982; Sola et al., 1981). Solo dos
especies (Pagellus bogaraveo y Diplodus bellottii) se han descrito de una forma
mas completa a nivel cariotipico (Vitturi et al., 1990; Amores et al., 1993). Estos
dos trabajos analizan ademas un polimorfismo para el namero de NORs.
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Tabla 1.

Peces de la familia Sparidae que se encuentran habitualmente en las costas del
area CLOFNAM. Las especies marcadas con un asterisco son las analizadas en
esta memoria y que, por otro lado, son las mas frecuentes en las costas de la

Bahia de Cadiz.
GENERO ESPECIE NOMBRE COMUN
Dentex dentex Denton
canariensis Chacarona
gibbosus Sama de pluma
macrophthalmus Cachucho
maroccanus Sama marroqui
Boops boops Boga
Crenidens crenidens -—--
Oblada melanura Oblada
Sarpa salpa Salema
Spondyliosoma  cantharus ‘Chopa
Diplodus annularis "Mojarra rubia
sargus "Sargo
puntazzo *Sargo picudo
bellottii ‘Mojarra fina
vulgaris Mojarra vulgar
cervinus Sargo breado
Lithognathus mormyrus ‘Herrera
Sparus sparus ‘Dorada
Pagellus acarne Aligote
bellottii e
bogaraveo Besugo
erythrinus ‘Breca
Pagrus auriga ‘Urta
pagrus "Pargo
coeruleostictus Pargo zapata
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2. OBJETIVOS

En este trabajo hemos pretendido contribuir al conocimiento de la genética
basica de un grupo de peces, con bastante interés para la Acuicultura, como
son los esparidos, y comenzar a explorar las implicaciones que desde el punto
de vista aplicado presentan tales conocimientos. Concretamente, nuestros
objetivos han sido:

PRIMERO. Realizar un estudio sistematico de las caracteristicas del cariotipo
de los esparidos presentes en las costas de Cadiz.

SEGUNDO. En una especie de interés para la Acuicultura como es la dorada,
se pretende estudiar la existencia de anomalias cromosomicas que puedan
originar problemas en el desarrollo y cultivo de esta especie.

TERCERO. Asimismo, hemos tratado de poner a punto un método de obtencion
de triploides de dorada, con la idea de utilizarlos en el futuro como peces
carentes de problemas en la maduracion sexual.

CUARTO. Y, sobre todo, hemos abordado la clonacion de varias familias de ADN
satélite de este grupo de peces. Una vez localizadas en los cromosomas y
secuenciadas tales familias, hemos procedido a su caracterizacion y posterior
utilizacion como marcadores filogenéticos.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL EMPLEADO Y PROCEDENCIA

Las investigaciones llevadas a cabo en la elaboracion del presente trabajo,
se han desarrollado en parte en el Centro de Investigacion y Cultivo de Especies
Marinas (C.I.C.E.M.) "El Toruno" que PEMARES (Plan de Explotaciones
Marisqueras de la Region Suratlantica), organismo dependiente de la Consejeria
de Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia, posee en el Puerto de Santa
Maria (Cadiz). En las instalaciones de este Centro se han realizado las
experiencias de induccion de triploidia en dorada, utilizando para ello los stocks
de reproductores disponibles en dichas instalaciones. Asimismo, en este Centro
se han realizado las diferentes técnicas encaminadas a obtener preparaciones
cromosoOmicas y se han procesado los tejidos (congelacion de las muestras a
-80°C y posterior liofilizacion) que fueron después utilizados para la extracciéon
del ADN de las diferentes especies analizadas en esta memoria.

El C.I.C.E.M. "El Toruno" se dedica a la investigacion de todos aquellos
aspectos relacionados con la Acuicultura de diferentes especies de peces
marinos y de moluscos, destacando el estudio de la dorada (Sparus aurata).
Todo el material animal de esta especie ha sido suministrado por este Centro.
Asimismo, los ejemplares de sargo, mojarra fina y mojarra rubia utilizados en
este trabajo fueron suministrados por este Centro. El resto de especies de
esparidos analizadas en esta memoria fueron obtenidos de las aguas de la Bahia
de Cadiz, mediante pesca con cana o mediante pesca submarina, gracias a la
inestimable colaboracion de D. Antonio Rodicio y de pescadores de diversas
embarcaciones que amarran en el puerto de Cadiz, asi como de la Direccion del
C.I.C.E.M. "El Toruno" que puso a nuestra disposicion todos los medios
materiales necesarios.

Nuestro trabajo, por tanto, se ha llevado a cabo en las especies de
esparidos habituales en las costas de Cadiz y dichas especies aparecen
indicadas con un asterisco en la tabla 1: Sparus aurata L. (dorada), Diplodus
sargus L. (sargo), Diplodus puntazzo Cetti (sargo picudo), Diplodus bellottii
Steindachner (mojarra fina), Diplodus annularis L. (mojarra rubia), Lithognathus
mormyrus L. (herrera), Spondyliosoma cantharus L. (chopa), Pagellus erythrinus

L. (breca), Pagrus pagrus L. (pargo), Pagrus auriga Valenciennes (urta), y

39



ADN satélite y cromosomas de los esparidos

Dicentrarchus punctatus Bloch (baila). Esta tiltima especie ha sido utilizada en
el analisis filogenético como especie de referencia externa perteneciente a la
familia Serranidae, también del orden Perciformes como los esparidos.

Para el analisis citogenético y molecular de cada una de las especies se
utilizaron 5 especimenes de 200-400 gramos de peso. En el estudio citogenético
llevado a cabo en la poblacion de doradas del C.I.C.E.M. "El Toruio" se
analizaron ademas, 59 larvas, 20 alevines y 20 reproductores del Centro.

3.2. PREPARACION DE ADN A PARTIR DE TEJIDO ANIMAL

La obtencion del ADN total de las diferentes especies se llevoé a cabo a
partir de tejido hepatico siguiendo el método descrito en Sambrook et al. (1989).
Para ello, previamente se sacrifico el animal y se extrajo el higado del mismo,
el cual inmediatamente fue congelado a -80°C y posteriormente liofilizado para
su conservacion. Los pasos seguidos para la obtencion de ADN son:

1) 100 mg de tejido liofilizado se maceran en presencia de nitrégeno
liquido con la ayuda de un mortero de porcelana. El tejido macerado se
transfiere a un tubo de polipropileno al que se le anaden 10 ml. de tampén de
extraccion:

10 mM Tris-ClH, pH=8 (Trihidroximetilaminometano-clorhidrico)
100 mM EDTA, pH=8 (acido etilendiaminotetraacético)

20 pg/ml ribonucleasa (RNAasa)
0.5% SDS (sodio dodecil sulfato)

2) Mantener una hora a 37°C en un bafio con agitacion suave.

3) Anadir 100 pg/ml de Proteinasa Ky mantener durante 3 horas a 50°C.

4) El ADN obtenido de esta forma se purifica a continuacion mediante
varias extracciones con un volumen de fenol y una altima extracciéon con un
volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).

5) Tras la purificacion, el ADN se precipita con un volumen de etanol, se
lava con 70% de etanol y se disuelve en 100-200 pl de tampon TE.

La cantidad y calidad del ADN obtenido se determindé mediante
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electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 0.7% con el uso de marcadores
de peso molecular conocido (ADN del fago lambda digerido con Hind III). El ADN
extraido mediante este método era de aproximadamente 30-50 Kb, resultando
adecuado a la hora de digerirlo con distintas endonucleasas de restriccion y de
utilizarlo en analisis de Southern-blot.

En aquellos casos en los que se necesito ADN lo suficientemente puro
como para poderlo medir sin error en un espectrofotémetro a 260 nm (en la
estimacion del namero de copias del ADN ribosomico en el genoma de la dorada,
por ejemplo), el ADN obtenido se traté con 100 pg/ml de ARNasa y se purifico
adicionalmente con el kit "Magic PCR Preps™ DNA Purification System"
(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.3. IDENTIFICACION, AISLAMIENTO Y CLONACION DEL ADN SATELITE
3.3.1. Identificacion y aislamiento del ADN satélite

La identificacion de ADN satélite en el genoma de las diferentes especies
de esparidos se llevo a cabo mediante el analisis de las bandas resultantes tras
digerir el ADN total de la especie con enzimas de restriccion, separacion de los
fragmentos generados en un gel de agarosa y tincién con bromuro de etidio.

Las digestiones se realizaron con 5 unidades de enzima por pg de ADN
en el tampon recomendado por el fabricante (Boehringer-Mannheim o Promega)
durante 8-16 horas. Los fragmentos de restriccion obtenidos tras la digestion
se separaron mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa del
0.7-1.5% en tampon TBE 0.5X (1XTBE: Tris 90 mM, acido bérico 90 mM, EDTA
1mM) conteniendo 0.5 pg/ml de bromuro de etidio.

Las unidades repetitivas de un ADN satélite pueden ser puestas de
manifiesto mediante la digestion con enzimas de restriccion del ADN genémico
total de una especie. Cuando en una unidad tipica del ADN satélite esté
presente la diana de restriccion para el enzima, la digestion correspondiente
convertira un tandem repetitivo en un conjunto de fragmentos de ADN de
longitud igual a la de la unidad repetitiva (monémero). Cuando el ADN digerido
es sometido a electroforesis en gel, tras la tincion con bromuro de etidio se
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observa una banda intensa sobre el rastro generado por el ADN genémico total
digerido, compuesta por fragmentos que son los cientos de miles de copias de
la unidad repetitiva. Una digestion parcial o la ausencia de dianas de restricciéon
en alguna de las unidades repetitivas provocara la aparicion en el gel de una
escalerade bandas intensas cuyos peldanos corresponden a multiplos (dimeros,
trimeros,...) de la unidad repetitiva. Este tipo de digestion es denominado
digestion de tipo A (Horz y Zachau, 1977). Una digestion de tipo B ocurre
cuando un satélite no presenta o presenta ocasionalmente en algunas de sus
unidades repetitivas una diana para un enzima determinado (Horz y Zachau,
1977).

Para clonar las unidades monoméricas del ADN satélite contenidas en las
bandas intensas de un gel, 10 pg de ADN se digieren con el enzima apropiado
en las condiciones descritas anteriormente. Los fragmentos de restriccion
resultantes se separan en un gel de agarosa NuSieve GTG (FMC) de bajo punto
de fusion al 3% en tampén TAE (Tris 0.04M, acido acético 0.04 M, EDTA 1 mM)
conteniendo 0.5 pg/ml de bromuro de etidio. Tras observar el ADN en un
transiluminador de luz ultravioleta, las bandas de interés se escinden del gel
con la ayuda de un bisturi y se colocan en un tubo de microcentrifuga.

3.3.2. Clonacion del ADN satélite aislado de geles de agarosa

La clonacion de los fragmentos de restriccion contenidos en cada una de
las bandas de ADN repetido obtenidas del gel se lleva a cabo con la siguiente
metodologia:

1) El plasmido vector, pUC19, se digiere con el enzima de interés (aquél
que genero los fragmentos de restriccion a clonar), se purifica mediante
extraccion con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se precipita con etanol.

2) La ligacion del ADN aislado del gel de agarosa al vector pUCI19 se
realizo siguiendo el protocolo que recomienda FMC para la ligacion y
transformacion en agarosa NuSieve-GTG fundida. La reaccién de ligacion se
realizo en una proporcion vector:inserto de 1:5 con 1 unidad de DNA ligasa de
T4 (Boehringer-Mannheim) por cada 10 pl de volumen final en el tampon de
ligacion recomendado por el fabricante.
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3) La mezcla de ligacion se utilizo6 para transformar células competentes
de E. coli DH5a obtenidas mediante tratamiento con CaCl, tal como se describe
en Sambrook et al. (1989). Los clones recombinantes se detectaron en placas
con medio LB conteniendo ampicilina (100 pg/ml), IPTG (isopropil-
beta-D-tiogalactosido) y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactosido)
(Sambrook et al., 1989).

3.3.3. Deteccion de los clones recombinantes con el monémero del ADN satélite
de interés.

La deteccion de las bacterias recombinantes conteniendo monémeros de
ADN satélite se realizo mediante hibridacion en dot-blot. Para ello se siguieron
los siguientes pasos:

1) Se seleccionaron 50 colonias recombinantes y se cultivaron en medio
LB liquido durante una noche. i1 ADN plasmidico de cada uno de los clones se
aislo a partir de 1.5 ml de cultivo siguiendo el método de lisis alcalina propuesto
por Sambrook et al. (1989).

2) El dot-blot del ADN plasmidico de cada uno de los clones se realizo
siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante de la membrana de
nylon utilizada, Hybond N* (Amersham). Para ello, el ADN se desnaturalizo en
agua hirviendo durante 10 minutos, se enfrié en hielo durante 5 minutos y se
diluy6 con un volumen de 20XSSC (1XSSC=NaCl 0.15M, citrato sédico 0.015M).
Una muestra de aproximadamente 50 ng de cada plasmido fue aplicada a la
membrana y se dejo secar a temperatura ambiente. El ADN se fijo a la
membrana con NaOH 0.2M durante 4 minutos, y la membrana se lavé con
6XSSC durante aproximadamente 1 minuto y se dej6 secar a temperatura
ambiente.

3) La deteccion de los clones recombinantes con las secuencias de ADN
satélite se realiz6 hibridando los plasmidos inmovilizados mediante dot-blot con
ADN marcado extraido a partir de la misma banda del gel que se utilizo para
clonar. Esto se hizo asi para seleccionar los plasmidos recombinantes
conteniendo los monomeros del ADN satélite EcoRI de la dorada y para los que
contenian los monomeros del ADN satélite Dral de la urta. Para la seleccion de
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clones recombinantes de la familia EcoRI en el resto de especies distintas a la
dorada se utiliz6 como sonda el inserto marcado del plasmido pSal9 (unidad
monomeérica de la familia EcoRI de la dorada). Para la selecciéon de clones
recombinantes de la familia Dral en el resto de especies distintas a la urta se
utilizO como sonda el inserto marcado del plasmido pUD112 (unidad
monomerica de la familia Dral de la urta). El marcaje y la hibridacién se
llevaron a cabo utilizando el kit "ECL gene detection system" (Amersham) en las
condiciones que se indican en el apartado siguiente.

3.4. ANALISIS DEL ADN SATELITE MEDIANTE HIBRIDACION EN
SOUTHERN-BLOT ‘

Con el fin de estudiar la organizacion y distribucion de las secuencias de
ADN satélite en los genomas de los esparidos el ADN fue digerido con distintas
enzimas de restriccion, se separ6 mediante electroforesis en geles de agarosay
se transfiri6 a membranas de nylon. El1 ADN fijado a la membrana se hibridé
posteriormente con distintas sondas de ADN repetido.

3.4.1. Restriccion del ADN genémico, electroforesis y transferencia a membrana

Para el analisis de ADN genémico mediante Southern-blot, 2-5 pg de ADN
genomico fueron digeridos con distintas enzimas de restriccion en las
condiciones recomendadas por el fabricante.

Los fragmentos de restriccion resultantes se separaron mediante
electroforesis en geles horizontales de agarosa (0.7-1.5%) en 0.5 X TBE
conteniendo 0.5 pg/ml de bromuro de etidio. La electroforesis se realizé en geles
de 20 cm de longitud a 1.5 voltios por cm durante 12 a 16 horas. El ADN
fraccionado se visualiz6 en un transiluminador de luz ultravioleta, y el gel se
fotografio usando la pelicula 665 de Polaroid.

Tras la electroforesis, los fragmentos de restriccion se transfirieron a
membranas de nylon Hybond N* siguiendo el protocolo propuesto por Sambrook
et al. (1989). La fijacion del ADN a la membrana se realiz6 con NaOH 0.2M
durante 4 minutos tal y como recomienda "Amersham" para el uso del kit de
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marcaje, hibridacion y deteccién no radiactivo ECL. La membrana se lavo con
6XSSC durante 1 minuto y se dejo secar a temperatura ambiente.

3.4.2. Plasmidos utilizados

La mayor parte de plasmidos utilizados en esta memoria han sido
plasmidos recombinantes obtenidos en nuestro trabajo, derivados del vector
plasmidico pUC19. A dicho plasmido fueron ligados los diferentes fragmentos
monomeéricos obtenidos de la digestion de, por un lado, la familia de ADN
satélite EcoRI centromérico comun a todos los esparidos analizados, y por otro
lado, las unidades monomeéricas resultantes de la digestién de las familias DralA
y DralB intercalares restringidas a las especies de los géneros Pagrus y Pagellus.

Los plasmidos pSal9, pSa35, pSa36, pSa38, pSa44 y pSa45, que
contienen diferentes unidades monoméricas de la familia EcoRI de la dorada
estan depositadas en la base de datos de la EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) bajo los numeros Z21781 al Z21786.

Ademas, para la localizacion in situ de los genes ribosémicos de la dorada
y de la chopa, asi como para la cuantificacion del numero de copias de dichos
genes en diferentes ejemplares de dorada, se han utilizado los plasmidos
siguientes:

HM123: plasmido recombinante derivado del plasmido pBR313 que
contiene un fragmento EcoRI de 4.8 Kilobases (Kb). Este fragmento se
corresponde con la mayor parte del gen 28s y la secuencia ITS (internal
transcribed spacer) de la unidad repetitiva del ADN ribosomico de Xenopus
laevis (Meunier-Rotival et al., 1979; Cortadas y Pavon, 1982).

HM456: plasmido recombinante derivado del plasmido pBR313 que
contiene un fragmento EcoRI de 6.6 Kb. Este fragmento se corresponde con la
mayor parte del gen 18s y la secuencia NTS (non transcribed spacer) de la
unidad de repeticion del ADN ribosémico de Xenopus laevis (Meunier-Rotival et
al., 1979; Cortadas y Pavon, 1982).

Ambos plasmidos fueron amablemente suministrados por la Dra. Itamar
G. Ruiz (Sao Paulo, Brasil).

45



ADN satélite y cromosomas de los esparidos

3.4.3. Purificacion de plasmidos y de fragmentos utilizados como sondas

Los plasmidos conteniendo los fragmentos de ADN utilizados como
sondas se amplificaron en E. coli y se purificaron mediante lisis alcalina
siguiendo el protocolo propuesto por Sambrook et al. (1989).

Los plasmidos fueron digeridos con los enzimas de restricciéon adecuados
para liberar los fragmentos de ADN utilizados como sondas, y se separaron
mediante electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de fusién
(SeaPlaque-GTG, FMC) del 0.7-1% en tampon TAE. Las bandas
correspondientes a los fragmentos de interés se escindieron del gel y se
purificaron mediante varias extracciones con fenol, otra extraccién con
cloroformo: alcohol isoamilico y precipitacion con etanol (Sambrook et al., 1989).
En aquellos casos en los que los fragmentos de ADN a recuperar eran mayores
de 300 pb, éstos se purificaron con el kit "Magic PCR Preps™ DNA purification
system" (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.4.4. Marcaje de las sondas e hibridacion

El marcaje de las sondas y la hibridacion se llevaron a cabo utilizando el
sistema no radioactivo "ECL, direct nucleic acid labelling and detection system"
(Amersham), y siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante.

Las membranas se prehibridaron con el tampén de hibridacion
proporcionado por el fabricante conteniendo urea 6M, NaCl 0.5M y agente
bloqueante al 5% durante aproximadamente 1 hora a 42°C. Transcurrido este
tiempo, se anadio la sonda previamente desnaturalizada y marcada con la
enzima peroxidasa a una concentracion de 10 ng/ml de solucion de hibridacion.
Las membranas se incubaron entonces durante aproximadamente 12 horas a
42°C y en constante agitacion.

Tras la hibridacion se lavaron las membranas de diferente forma segiin
la astringencia requerida en cada caso y siguiendo la formula de Meinkoth y
Wahl (1984) basada en las relaciones entre porcentaje de homologia entre dos
hebras de ADN y la temperatura empleada (T):
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T = 81.5 + 16.6logM + 0.41(%G+C) - 500/n - 0.61(% formamida) -
1.5(% bases no complementarias)

donde M es la concentracion de iones Na*" y n es la longitud de la cadena de
ADN en pb.

Las membranas se lavaron dos veces durante 20 minutos con urea 6M,
0.1XSSCy 0.4% SDS a 42°C (condiciones de alta astringencia) o con 1XSSC y
0.4% SDS a 55°C durante solo diez minutos (condiciones de baja astringencia).
La urea a una concentracion 6M en los tampones de hibridacién y de lavado
equivale a utilizar 50% formamida (Amersham). Posteriormente, las membranas
se lavaron en 2XSSC a temperatura ambiente durante cinco minutos cada vez.

Las condiciones de alta astringencia (42°C, 1XSSC, urea 6M) utilizadas
para la deteccion de hibridacion sobre Southern-blot de las unidades
monomericas de la familia EcoRI de ADN satélite (187 pb, 33-37% de G+C)
permiten detectar secuencias que guardan una homologia superior al 92% con
la sonda de hibridacion. Las condiciones de baja astringencia (55°C, 0.1XSSC)
aplicadas en este caso permiten detectar secuencias que guardan una
homologia superior al 80% con la sonda de hibridacion.

En el caso de las hibridaciones llevadas a cabo utilizando como sonda las
unidades monomeéricas de la familia DralA (172 pb, 42-43% G+C) o las unidades
monomeéricas de la familia DralB de ADN satélite (163 pb, 36-40% G+C), las
condiciones aplicadas de alta astringencia permiten detectar secuencias que
guardan una homologia superior al 95% con la sonda de hibridacion, mientras
que las condiciones de baja astringencia permiten detectar secuencias que
guardan una homologia superior al 82% con la sonda de hibridacion.

Tras los lavados, los sitios de hibridacion fueron detectados usando las
soluciones de deteccion del kit ECL que contienen peroxido de hidrogeno y
luminol. Las membranas fueron expuestas durante 30 minutos a 2 horas con
una pelicula autorradiografica (Hyperfilm ECL, Amersham) capaz de
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impresionarse con la luz que se emite en los sitios de hibridacién durante la
reaccion de deteccion.

Como en las hibridaciones se utilizaron tiinicamente los insertos de ADN
satélite, no fue necesario eliminar la sonda antes de reutilizar las membranas
en nuevas hibridaciones. Esto se debe a que la peroxidasa utilizada para marcar
las sondas se inactiva tras la reaccion de deteccion.

3.5. SECUENCIACION Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Para llevar a cabo la secuenciacion de las unidades monoméricas de ADN
satélite, los plasmidos recombinantes obtenidos se amplificaron en E. coliy se
purificaron mediante el sistema "Minipreps DNA purification system" (Promega).
Las reacciones de secuenciacién se realizaron segan el método enzimatico de
Sanger et al. (1977). Las dos cadenas de los plasmidos se secuenciaron
utilizando el secuenciador automatico laser fluorescent ALF DNA sequencer de
Pharmacia y los primers fluorescentes universal y reverso, segun las
instrucciones del fabricante.

El analisis de las secuencias se llevo a cabo utilizando el paquete
informatico GENEPRO v. 6.1 (Riverside Scientific Ent., 1993). La busqueda de
homologia de nuestras secuencias con otras presentes en la Base de datos de
la EMBL y del GenBank se realizo con el programa FASTA (Pearson y Lipman,
1988).

Mediante técnicas de modelizacion molecular (simulacion por ordenador
de la conformacion espacial de moléculas biologicas) se ha iniciado un analisis
de la estructura espacial de la secuencia monomeérica de la familia EcoRI de la
dorada. Para ello se ha utilizado el paquete informatico HyperChem v. 3.0. La
estructura se ha optimizado hasta un gradiente de 1 mediante calculos de
mecanica molecular usando un campo de fuerza AMBER (Weiner et al., 1984).
Las cargas negativas de los fosfatos fueron neutralizadas con iones Na*.
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3.6. ANALISIS DE LA VARIABILIDAD INTRA- E INTERESPECIFICA ENTRE
LAS UNIDADES MONOMERICAS DE LAS DIFERENTES FAMILIAS DE
ADN SATELITE CLONADAS

El analisis comparativo de las diferentes secuencias monoémero de los
distintos ADN satélites clonados requiere del alineamiento previo de dichas
secuencias, para lo que se utilizd el programa informatico CLUSTAL V de
alineamiento multiple de secuencias (Higgins y Sharp, 1988).

A nivel intraespecifico, se midié el porcentaje de identidad entre los
secuencias monomericas clonadas, que resulta de la relacion entre posiciones
nucleotidicas que son diferentes entre dos secuencias que se comparan y el
numero total de nucleétidos que componen dichas secuencias. La variabilidad
global de una familia de ADN satélite en una especie se puede estimar a través
del calculo de dos parametros diferentes: Polimorfismo y Diversidad Nucleotidica
(Nei, 1987). Cuando se comparan todas las secuencias clonadas de una especie,
el Polimorfismo es el numero de sitios o posiciones nucleotidicas que son
variables con respecto al numero total de nucleétidos de la secuencia que se
estudia.

La Diversidad Nucleotidica (Nei, 1987) mide el numero medio de
diferencias nucleotidicas por sitio entre diferentes secuencias y se calcula como:

I=3%n,/n,

donde n es el namero de secuencias analizadas, Ty es la proporcion de
nucleétidos que son diferentes entre las secuencias i-ésima y j-ésima y n, es el
numero total de comparaciones realizadas: n(n-1)/2.

La divergencia interespecifica se ha calculado siguiendo dos métodos
diferentes propuestos por Strachan et al. (1985). El primero de estos dos
meétodos mide la variabilidad media por posicion nucleotidica utilizando todas
las combinaciones posibles entre los distintos clones de las dos especies que se
comparan. Basicamente se calcula de manera similar a como se calcula la
diversidad nucleotidica dentro de una especie, es decir, sumando todas las
diferencias nucleotidicas entre cada par de secuencias que se comparan y
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dividiendo dicha suma por el namero de comparaciones realizadas. El método
2 utiliza en la comparacion una secuencia consenso de cada especie, y la
divergencia entre ambas se calcula a partir del namero de posiciones que son
diferentes entre las dos secuencias consenso en funcion del numero de
nucleotidos que tiene la secuencia.

El analisis filogenético desarrollado en esta memoria se ha realizado
utilizando el paquete informatico de programas de inferencia filogenética PHYLIP
v. 3.5c¢ (Felsenstein, 1993).

3.7. TECNICAS CITOGENETICAS
3.7.1. Obtenciéon de preparaciones cromosémicas

El analisis citogenético llevado a cabo en la familia Sparidae se ha
realizado a partir de tejidos somaticos (larvas completas, rinén y sangre).
Algunas de las preparaciones de cromosomas mitéticos obtenidas a partir de
estos tejidos se tineron con Giemsa 10% en tampén fosfato pH=6.8, durante 10
minutos, para llevar a cabo el analisis cariotipico de cada especie. Otras, se
utilizaron para la aplicacion de diversas técnicas citogenéticas.

Para la obtencion de estas preparaciones cromosoémicas se han empleado
dos técnicas diferentes:

a) preparaciones cromosomicas a partir de tejido sélido
b) preparaciones cromosomicas a partir de cultivos de
tejidos (rinon y sangre)

3.7.1.1. Preparaciones cromosoémicas a partir de tejido sélido

Se han empleado las técnicas descritas para peces por Kligerman y Bloom
(1977) (METODO 1) y por Lozano et al. (1988a) (METODO 2). La primera técnica
se aplico a larvas completas, mientras que para la segunda se utilizé tejido renal
de alevines. Ambas técnicas se han empleado indistintamente para diversos
tipos de analisis citogenético desarrollados en esta memoria. En el conteo
cromosomico tras la induccion de triploidia en huevos recién fecundados de
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dorada se utilizo el método 1.
METODO 1

1) La larva se mantiene nadando durante 3 horas en un recipiente bien
aireado que contenga una solucion de colchicina 0.01-0.02%.

2) Se disponen las larvas en una placa de Petri que contenga CIK 0.4%.
La duracion del choque hipoténico debe ser de 45-60 minutos.

3) Se elimina la solucion hipotonica y se procede a la fijacion de las larvas
anadiendo fijador Carnoy modificado (metanol:acido acético en proporciones
3:1). Este paso debe durar 30 minutos y ser repetido con dos cambios
adicionales de fijador fresco. Las larvas asi tratadas pueden ser almacenadas
en fijador a 4°C hasta el momento de su estudio.

4) Eliminar totalmente el fijador, separar la bolsa de grasa de la larva y
situar esta ultima en el fondo conico de un tubo de ensayo en el que
previamente se han anadido 15 pl de acido acético 70%.

5) Con una micropipeta agitar el material junto con el acético hasta
formar una suspension celular de aspecto lechoso.

6) Inmediatamente, haciendo uso de la misma micropipeta, se deposita
una gota de 0.5-1 cm de diametro sobre un portaobjetos previamente calentado
a 60°C. La misma gota se vuelve a recoger de forma rapida quedando asi un
halo de células alrededor de una densa aglomeracion de las mismas. La
operacion se repite tantas veces como la superficie del portaobjetos lo permita.

METODO 2

1) Este método consiste en el tratamiento in vivo con colchicina de
alevines de unos 100 gramos de peso. Para ello, al alevin se le inyecta
intraperitonealmente 0.1 ml/gr de peso fresco de una soluciéon de colchicina
0.01-0.02% en suero fisiologico. La técnica es mejorada en cuanto a calidad y
cantidad de metafases se refiere, si el animal previamente a la colchicinacién,
es pretratado mediante la inyeccion intraperitoneal de 2 dosis de 1 ml de una
solucion de levaduras (7 gr de D-glucosa y 3.5 gr de levadura seca y granulada
en 25 ml de agua destilada estéril calentada a 40°C) (Lozano et al., 1988a). La
segunda dosis es aplicada 24 horas después de la primera. 24 horas despues
de la segunda dosis, se colchicina in vivo el animal de la forma mencionada.
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2) Transcurridas 4-5 horas tras la inyeccion de colchicina se sacrifica el
animal y se le extrae el rinon. Se trocea y se dispone en un recipiente con CIK
4%. Se macera ahora el material junto con la solucion hipoténica de CIK 4% en
un homogenizador de tejidos.

3) Con una pipeta Pasteur tomar la suspension celular y pasarla a un
tubo de centrifuga con fondo cénico al que se afiade CIK 4% hasta 10 ml. El
choque hipoténico debe durar 45-60 minutos.

4) Transcurrido este tiempo se realiza una prefijacion para evitar la
aglutinacion mediante la adicion de 3 6 4 gotas de fijador Carnoy. Seguidamente
se centrifuga a 1000 rpm durante 10 minutos.

5) Se elimina ahora el sobrenadante, se resuspende el sedimento y se
procede a la fijacion del mismo, que durara 45 minutos y se desarrollara a 4°C.

6) Transcurrido este tiempo, se centrifuga a 1000 rpm durante 10
minutos, pasados los cuales se decanta el sobrenadante y se anade fijador freco.
Este paso se repite por tercera y ultima vez.

7) Tras la ultima centrifugacion se elimina el sobrenadante y se
resuspende el material en 1 ml de fijador fresco, mezclandose bien con una
pipeta Pasteur.

8) Se procede a la obtencion de las extensiones cromosomicas a partir de
la suspension celular obtenida. Para ello, con una Pasteur y desde una cierta
altura (un metro aproximadamente) se hacen caer de 3 a 5 gotas de la
suspension a un portaobjetos que previamente ha sido desengrasado y lavado.

3.7.1.2. Preparaciones cromosémicas a partir de cultivos de tejidos

El cultivo de tejidos se realiz6 a partir tanto de tejido renal de alevines,
como de sangre de animales adultos. Mientras que el cultivo de tejido renal tuvo
siempre un desarrollo corto (4 horas), los cultivos de linfocitos fueron de ciclo
largo (4-5 dias) y en algunos casos, de ciclo corto (4 horas).

Cultivo de tejido renal

1) Se sacrifica el animal y se le extrae el rinén, se trocea y se introduce
en un homogenizador de tejidos que contiene 1 ml de medio de cultivo RPMI
1640 (modificacion Dutch). Se macera el material y la suspensién se pasa ahora
a un tubo que contiene 7 ml del medio de cultivo empleado: 80% de medio RPMI
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1640 (modificacion Dutch) y 20% de suero bovino fetal.

2) Inmediatamente se anaden 7 gotas de una solucion de colchicina
0.04% en solucion salina de Hank. El cultivo se incuba ahora a 20°C durante
4 horas.

3) Transcurridas las 4 horas, se centrifuga el cultivo a 1000 rpm durante
10 minutos.

4) Se retira el sobrenadante, se resuspenden las celulas y se le anaden
7 ml de solucion CIK 0.075M, prolongando el choque hipoténico durante 45-60
minutos.

S) A partir de este paso se procede igual que en el método 2 del apartado
anterior.

Cultivo de linfocitos

1) Para desarrollar esta técnica se procede primero a extraer la sangre del
animal, para lo que se anestesia el animal con una dilucion 0.5% de
2-Phenoxi-etanol. Una vez dormido el pez, se lava con agua y se desinfecta la
zona donde se pinchara con alcohol al 70%. Se extraen 2-3 ml de sangre de la
vena caudal mediante succién con una jeringa estéril heparinizada (0.1-0.3 ml
de heparina) y se traspasa a un tubo de cultivo heparinizado.

2) Mezclar la sangre extraida con solucion salina de Hank en proporcion
1:1. Centrifugar dos veces la sangre diluida a 500 rpm durante 5 minutos a 4°C,
extrayendo, en cada centrifugado, el plasma rico en linfocitos (fraccion superior).
En las dos extracciones el plasma se pasa a un tubo estéril que contenga 1 ml
de medio RPMI 1640 (modificacion Dutch).

3) Centrifugar durante 10 minutos a 1000 rpm y a 8°C, y se elimina el
suero.

4) Se resuspenden las celulas y se lavan con 4 ml de Hank en dos
ocasiones, centrifugando a 1000 rpm, 8°C durante 10 minutos cada una de
ellas.

5) El sedimento obtenido se resuspende en 2 ml de medio de cultivo si el
cultivo va a ser largo (4-5 dias), y en 7 ml si va a ser corto (4 horas).
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Si se trata de un cultivo corto, el medio de cultivo debe contener un 80%
de medio RPMI 1640 (modificacion Dutch) y 20% de suero bovino fetal,
anadiendo inmediatamente 7 gotas de una soluciéon de colchicina 0.4% en
Hank. El cultivo se incuba ahora a 20°C durante 4 horas.

Si el cultivo es largo, el medio contiene 77% de medio RPMI 1640
(modificacion Dutch), 19% de suero bovino fetal, 1.5% de fitohemoaglutinina
(PHA-P), 0.75% de L-Glutamina, 1.8% de penicilina+estreptomicina. El cultivo
se incuba ahora a 20°C durante 4-5 dias, transcurridos los cuales se le afiaden
5-6 gotas de colchicina 0.4% en Hank y se mantiene 4 horas mas en las mismas
condiciones.

Una vez colchicinados los cultivos, se procesan para la obtencion de
preparaciones cromosomicas, siguiendo para ello el mismo procedimiento que
cuando se procesaban los cultivos de tejido renal.

3.7.2. Técnica de bandeo C

El método utilizado ha sido el descrito por Schwarzacher et al. ( 1980) con
algunas modificaciones: las preparaciones cromosémicas se sumergen en acido
acetico al 45% durante 15 minutos a 60°C; se lavan con agua abundantemente
y se tratan con una solucion saturada de hidréxido barico al 5% durante 5-7
minutos a temperatura ambiente. Después de este tratamiento, las
preparaciones se vuelven a lavar abundantemente con agua y se sumergen en
una solucion salina (2xSSC) durante una hora y media a 60°C. Tras lavar de
nuevo las preparaciones, se tinen con una solucion de Giemsa al 2% en tampon
fosfato pH=6.8 durante 5 a 10 minutos.

3.7.3. Técnicas de fluorescencia

En este trabajo hemos utilizado dos contratinciones: Cromomicina A,
(CMA;)-Distamicina (DA) para poner de manifiesto las zonas ricas en pares de
bases GCy, 4'-6-diamidino-2-phenylindol (DAPI)-Actinomicina D (AMD) para las
regiones ricas en pares de bases AT.
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Contratincion CMA;-DA (Schweizer, 1976)

Para ello, se tifien secuencialmente las preparaciones con una solucién
de CMA; en la oscuridad y a temperatura ambiente durante 60 minutos y con
DA durante 15 minutos en las mismas condiciones. Entre una y otra tincion se
lavan las preparaciones y se secan al aire. Al final de la tincién, las
preparaciones se lavan y se secan montandose sobre una solucién de
glicerol:tampon Mcllvaine pH=7 (en proporciones 1:1), sellando el cubreobjetos
con pegamento de contacto. Las preparaciones se guardan a 37°C al menos 2
dias antes de su observacion al microscopio.

Contratincion DAPI-AMD (Schweizer, 1976)

La tincion se lleva a cabo de igual forma que en el caso anterior. Las
preparaciones se tinen con DAPI a temperatura ambiente y en la oscuridad
durante 30 minutos. Posteriormente, lavamos la preparacion con agua destilada
para retirar el DAPI, secamos y teniimos com AMD durante 20 minutos en las
mismas condiciones. Finalmente, las preparaciones se montan y se sellan de
igual forma que en el caso anterior.

Las observaciones microscopicas de las preparaciones tenidas con
fluorocromos se han llevado a cabo en un microscopio de fluorescencia,
excitando las preparaciones con luz de longitud de onda en un rango de
360-370 para el DAPI y de 430-470 para la cromomicina A,

Soluciones y tampones utilizados para la técnica de fluorescencia

-Tampon Mcllvaine pH=7-7.5: mezclar 18 ml de acido citrico 0.1M y 82 ml de
PO,HNa, 0.2M.

-Solucion stock de ClL,Mg 1M

-Solucion stock de DAPI: 0.1 ml de DAPI por ml de agua destilada

-Solucion stock de PO,H,Na 1M ajustada a pH=7 con NaOH

-Solucion stock de EDTA 0.5M ajustada a pH=7

-Solucion de tincion de CMA,: 0.5 mg/ml en tampon Mcllvaine pH=7 mitad de
concentrado que el stock y con 5mM de Cl,Mg

-Distamicina A: 0.05-0.1 mg de DA por ml de tampo6n Mcllvaine pH=7
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-AMD 0.2-0.3 mg/ml. La AMD se disuelve primero en 2 6 3 gotas de metanol y
después se adiciona tampon sodio-fosfato 10mM pH=7 con 1mM de EDTA.
-Solucion de tincion con DAPI: 0.6 pl/ml en tampén Mcllvaine pH=7. Se
disuelve inmediatamente antes de usar.

-Medio de inclusion: mezcla de glicerol con tampén Mcllvaine (con 5mM de
CL,Mg para dar una concentracion final de 2.5mM) en proporciones 1:1

3.7.4. Técnica de impregnacién argéntica

El método utilizado ha sido el descrito por Kodama et al. (1980) con
ciertas modificaciones: sobre las preparaciones, se colocan unas gotas de
solucion acida de nitrato de plata (nitrato de plata:agua destilada-acido formico
pH=3.1; en proporciones 1:1) y se cubren con una malla de nylon. Rapidamente
se introducen en una camara humeda a 60°C, en oscuridad, durante un tiempo
que oscila entre 5 y 10 minutos. Finalmente, las preparaciones se lavan con
agua destilada y se montan para su observacion microscépica en agua
destilada:glicerol (1:1).

Algunas de las preparaciones tenidas con nitrato de plata, se destifieron
para su posterior tincion con cromomicina A,. Para ello, se introducen las
preparaciones en una solucion al 0.4% de dicromato potasico, 10% de acido
clorhidrico y agua destilada (10:10:5) hasta la pérdida de la coloracién
amarillenta y, rapidamente, se introducen en fijador fotografico durante 10
minutos (Jiménez et al., 1988)

3.7.5. Hibridacién in situ
Marcaje de las sondas

Los fragmentos de ADN utilizados como sonda se purificaron de la misma
forma que para su utilizacion en hibridaciones en Southern-blot (apartado
3.4.3). Las sondas se marcaron con digoxigenina-dUTP siguiendo las
recomendaciones del kit de random primed de Boehringer-Mannheim. Tras la
reaccion de marcaje, el ADN se purificd, eliminando los nucleotidos no
incorporados mediante precipitacion con etanol.
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Hibridacion

Las hibridaciones se realizaron siguiendo el método de Leitch et al. (1991)
con algunas modificaciones:

1) Las preparaciones cromosomicas se trataron con ARNasa 100 pg/ml
en 2XSSC a 37°C durante 1 hora y se lavaron tres veces en 2XSSC a
temperatura ambiente durante 5 minutos.

2) A continuacion, las preparaciones se incubaron en 70% formamida a
70°C durante 2 minutos y 30 segundos, para desnaturalizar el ADN
cromosomico, y se deshidrataron rapidamente sumergiendo los portaobjetos en
etanol 70% a -20°C durante 5 minutos y en etanol absoluto en las mismas
condiciones anteriores. Finalmente los portaobjetos se secaron a temperatura
ambiente.

3) La solucion de hibridacion conteniendo 50% de formamida, 20% de
sulfato de dextrano, 2XSSC, 50 pg/ml de ADN de esperma de salmén y 10
ng/pl de sonda, se desnaturaliz6 en agua hirviendo durante 10 min y se dejo
enfriar durante al menos 5 minutos en hielo. Cada una de las preparaciones
cromosomicas se incub6é con 50 pl de solucion de hibridacién bajo un
cubreobjetos de plastico a 37°C durante una noche en una camara humeda.

Lavado de las preparaciones y deteccion de los sitios de hibridacién

Tras la hibridacion, los portaobjetos se lavaron siguiendo las
recomendaciones de Leitch et al. (1991). Tras eliminar el cubreobjetos, las
preparaciones se lavaron en una solucion de formamida 50% y 2XSSC a 42°C
durante 10 minutos. Posteriormente, se hicieron 4 lavados, dos en 2XSSC a
37°C durante 5 minutos y dos en 2XSSC a temperatura ambiente durante 5
minutos. Cuando se quiso aumentar la astringencia de las condiciones de
hibridacion, tanto la solucién de hibridacién como las de lavado posterior, se
hicieron a una concentracion de formamida del 65%, en lugar de 50%. Cuando
se quiso reducir la astringencia, se utilizaron concentraciones de formamida
inferiores al 50% y las preparaciones se lavaron a 37°C.

Las sondas marcadas con digoxigenina se detectaron con antidigomgefl;rié
conjugada con FITC, siguiendo el mismo protocolo antes mencionado (Leitch_et
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al., 1991). Las preparaciones se lavaron en 4XSSC/0.2% Tween 20 durante 5
minutos, se incubaron con BSA (albumina de suero bovino) 5% en
4XSSC/Tween durante 5 minutos a temperatura ambiente. Entonces, los
portaobjetos fueron incubados con 50 pl de antidigoxigenina-FITC
(Boehringer-Mannheim) obtenida en oveja a una dilucion 1:10 en
4XSSC/Tween/BSA a 37°C durante una hora en una camara humeda, y
posteriormente lavados en 3 ocasiones durante 5 minutos en 4XSSC /Tween a
37°C. La senal de hibridacion se amplificé con anticuerpos de conejo frente a
inmunoglobulinas de oveja conjugados con FITC (Sigma) a la dilucién 1:30. Para
ello, los portas se bloquearon previamente con suero normal de cabra al 5% en
4XSSC/Tween y posteriormente se incubaron durante 1 hora a 37°C con la
dilucion 1:30 del anticuerpo en 4XSSC/Tween /suero de cabra. Posteriormente,
se lavaron en las mismas condiciones anteriores (3 X 5 minutos en
4XSSC/Tween a 37°C).

Tras la deteccion, los cromosomas se contratifieron con 2 pg/ml de DAPI
en tampo6n Mcllvaine (acido citrico 0.009 M, Na,HPO,.H,0 0.08 M, MgCl, 2.5
mM) o con yoduro de propidio 10 pg/ml en 2XSSC durante 10-30 minutos a
temperatura ambiente. Las preparaciones se lavaron con agua destilada y se
montaron en wuna solucion de Tris-CIH 0.1M pH=8, 1 mg/ml de
p-fenilenediamina y 90% de glicerol.

3.8. TECNICA DE INDUCCION DE TRIPLOIDIA MEDIANTE
CHOQUE TERMICO

La técnica puesta a punto en este trabajo para inducir triploidia en
dorada conlleva los siguientes pasos:

1) Desove de las hembras mediante masaje abdominal y recogida de los
huevos en un cristalizador; el volumen total de huevos se reparte en tantas
alicuotas como variables se vayan a probar en una experiencia.

2) Freza del macho, también mediante masaje abdominal, y comprobacion
de la calidad del esperma mediante determinacién de la motilidad espermatica
del mismo (porcentaje de espermatozoides que se mueven activamente y en linea
recta al contacto con agua de mar).

58



Material y Métodos

3) Fecundacion artificial de los lotes de huevos con un volumen similar
de esperma. En la mayoria de las experiencias se utilizaron huevos de 2 6 3
hembras que fueron separados en varios lotes aproximadamente iguales y se
fecundaron con partes alicuotas de semen mixto de dos machos. Se incremento
la eficacia de la fecundacion mediante la adicion de unos 25 ml de agua de mar.
La duracion del proceso se redujo a un minuto, puesto que tiempos mayores
originan gran cantidad de polispermia.

4) Traslado de los huevos recién fecundados, y previamente lavados para
eliminar el exceso de esperma, a un acuario en el que fueron incubados hasta
el momento de aplicar el choque térmico. La temperatura del agua en dicho
acuario se mantuvo a 20°C, temperatura a la que se mantiene el stock de
reproductores. En las experiencias en las que se aplico el choque térmico
inmediatamente tras la fecundacion, sin periodo de incubacion, este paso fue
eliminado.

5) Inmersion de los huevos, con ayuda de cestillas adecuadas, en un
acuario termorregulado de agua a la temperatura (temperatura de choque) y a
la salinidad deseadas.

6) Concluido el choque térmico, que siempre tuvo una duracion de 10
minutos, se trasladaron los huevos a los tanques cilindro-conicos de
incubacion. Esta transcurrié durante 48 horas, manteniendo la temperatura del
agua constante a 20°C.

7) Tras la eclosion de los huevos, las larvas emergentes son tratadas con
colchicina y fijadas para su analisis cromosémico de acuerdo a la técnica
descrita en el apartado 3.7.1.1.
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4. RESULTADOS

4.1. ANALISIS CROMOSOMICO DE LA FAMILIA SPARIDAE
4.1.1. Cariotipos de los esparidos

En la presente memoria hemos estudiado los cariotipos de diez especies
de la familia Sparidae, en lo que al nimero cromosomico (2n) Yy numero
fundamental (NF) de cada especie se refiere. Para la caracterizacion citogenética
de tales especies, se han aplicado técnicas de bandeo cromosémico, bandeo C
y tincion con plata y distintos fluorocromos (DAPI y CMA,). Asimismo, en una
poblacion de dorada mantenida en cautividad, se ha analizado la presencia de
una anomalia cromosomica que afecta a la region organizadora del nucléolo
(NOR).

La mayoria de las especies analizadas presentan un numero de
cromosomas 2n=48. En dos de ellas sin embargo, mojarra fina y chopa, el
cariotipo es 2n=46 cromosomas. En las especies cuyo cariotipo esta formado por
48 cromosomas, todos los cromosomas (pargo, urta y breca) o la mayoria
(dorada, sargo, sargo picudo, mojarra rubia y herrera) son acrocéntricos. En
este ultimo grupo de especies, la dorada, con 30 cromosomas acrocéntricos y
un NF= 56, es la especie cuyo cariotipo se aleja mas de la condicién ancestral
(2n=48 cromosomas acrocéntricos). La reduccion de 48 a 46 cromosomas en el
cariotipo de la mojarra fina y la chopa, puede ser debida a la fusion céntrica de
dos parejas de cromosomas acrocéntricos. De hecho, en las dos especies existe
una pareja de cromosomas metacéntricos grandes que no aparecen en ninguna
otra especie. La morfologia de estos cromosomas y la longitud de sus brazos
cromosomicos, permiten considerar la fusion céntrica como la causa mas
probable de su aparicion.

En la tabla 2 se recogen los datos del numero de cromosomas, el niumero
fundamental y el namero de cromosomas acrocéntricos, subtelocéntricos,
submetacéntricos y metacéntricos que componen el cariotipo de cada especie.
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Tabla 2. Nuamero cromosémico diploide (2n), niimero fundamental (NF), y namero de
cromosomas acrocéntricos (Ac), subtelocéntricos (ST), submetacéntricos (SM) y
metacéntricos (Me), que componen el cariotipo de las diferentes especies
analizadas de la familia Sparidae.

ESPECIE NOMBRE COMUN 2N NF Ac ST SM M
Diplodus sargus Sargo 48 54 40 2 4 2
Diplodus annularis Mojarra rubia 48 54 40 2 4 2
Diplodus puntazzo Sargo picudo 48 54 42 0 4 2
Diplodus bellottti Mojarra fina 46 54 26 12 6 2
Lithognathus mormyrus Herrera 48 54 36 6 4 2
Spondyliosoma cantharus Chopa 46 56 24 12 6 4
Sparus aurata Dorada 48 56 30 10 4 4
Pagellus erythrinus Breca 48 48 48 0 0] 0
Pagrus pagrus Pargo 48 48 48 0 0 0]
Pagrus auriga Urta 48 48 48 0 0 0

En la figura 1 se muestran algunos de los cariotipos mas representativos
de la familia. Se describen por primera vez los cariotipos del sargo picudo
(Diplodus puntazzo), la chopa (Spondyliosoma cantharus) y la urta (Pagrus
auriga) (figura 1 y tabla 2). El cariotipo del sargo picudo es similar a los
cariotipos del sargo y de la mojarra rubia, compuesto por una primera pareja
de cromosomas submetacéntricos y dos parejas de cromosomas mas pequenos,
una submetacéntrica y otra metacéntrica, siendo el resto de cromosomas
acrocéntricos. El cariotipo de la chopa esta formado por 46 cromosomas, de los
cuales, una pareja es la formada por los cromosomas grandes metacéntricos

62



NA A8 AA 88 A8 AN RA R A5
LA DA AR Ba v~ o A A 08 B &4

AA £2 A2 A p 85

o

i
@D
-
>
m‘

=
#
\iw}
3
b |
b
]
i

L
MWWHW
e
et
il
o
i
Wt
e
W;
L
I me
i \W‘
L
W\
|
1 W\
™
i
mw‘
e

b+ 3
Wi
-
il
i
Ww
£
-
W
i
i
‘IWM‘
L
L
\mw
M\
»
iy
L
i
!

©

Q8 B AN OG 0 A8 /s OG B8 DIH OB TN

o

N D0 O AR AA QA AB AR AT B N B

©)

FIGURA 1. Cariotipos diploides de Diplodus puntazzo (sargo picudo) 2n=48 (A), de Diplodus bellottii (mojarra fina)
2n=46 (B), de Spondyliosoma cantharus (chopa) 2n=46 (C), y de Pagrus auriga (urta) 2n=48 (D). Las
representaciones de los cariotipos incluyen las parejas de cromosomas NOR detectadas mediante tincion con el
fluorocromo CMA, en el caso del sargo picudo, la mojarra fina y la urta. La localizacion de las NORs de la chopa
se realizo mediante hibridacion in situ y se muestra en la figura 27F. La escala representa 10 pm.
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(primera pareja), una pareja de cromosomas metacéntricos de tamano menor
que la anterior, tres parejas de cromosomas submetacéntricos, la mayor de las
cuales es la portadora de las NORs, y 6 parejas de cromosomas
subtelocéntricos. El cariotipo de la urta, al igual que el del pargo (Pagrus
pagrus) y el de la breca (Pagellus erythrinus), esta constituido por 48
cromosomas acrocéntricos. Si bien, como se vera mas adelante, en el caso de
la breca, al tenir los cromosomas con CMA, para detectar las NORs de la
especie, se aprecia que una de las parejas es subtelocéntrica, siendo su brazo
mas pequeno casi inapreciable si no fuera por la tincion de la NOR. Por tanto,
parece que este pequeno brazo cromosomico esta constituido exclusivamente
por genes ribosomicos.

En cuanto a marcadores citogenéticos hay que destacar que estas
especies carecen de muchos de ellos. Apenas se observan con nitidez bandas C
de heterocromatina constitutiva en los centromeros de los cromosomas de las

distintas especies (resultados no mostrados). La tincion con DAPI no muestra

ninguna banda positiva en ninguna especie. La tincion con cromomicina A; es
especifica y exclusiva de las NORs en todas las especies y se ha utilizado
sistematicamente para su localizacion (figura 1). Todas las especies analizadas
tienen dos regiones organizadoras del nucléolo, excepto en el caso de la mojarra
fina (Diplodus bellottii), que presenta dos parejas de cromosomas NOR. En la
figura 27F se muestra una metafase cromosomica de la chopa en la que se
puede apreciar la unica pareja de cromosomas NOR de la especie detectados
mediante hibridacion in situ con una sonda de ADN ribosomico (inserto del
plasmido HM123).

4.1.2. Andlisis de un stock cultivado de dorada. Estudio de una deleciéon que
afecta a las NORs.

La dorada tiene un numero cromosomico 2n=48. Los cromosomas de la
primera y segunda parejas del cariotipo son submetacéntricos, existiendo
ademas dos parejas de cromosomas metacéntricos (parejas tercera y cuarta),
cinco parejas de cromosomas subtelocéntricos (parejas quinta a novena), y el
resto (15 parejas), son cromosomas acrocéntricos (figura 2 y tabla 2). La tincion
con plata pone de manifiesto la unica pareja de cromosomas NOR. Esta region
se localiza terminalmente en el brazo corto de los cromosomas submetacéntricos
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de la primera pareja del cariotipo (figura 3a). Las regiones NO, cé6mo en el resto
de las especies, se tifien especificamente con el fluorocromo CMA, (figura 3c).

Dado el interés que para la Acuicultura tiene esta especie, se llevo a cabo
un analisis poblacional en 59 larvas, 20 alevines y 20 adultos de dorada
obtenidas del C.I.C.E.M. El Torunio (Puerto de Santa Maria, Cadiz). En este
estudio se puso de manifiesto que de los individuos analizados, 27 larvas
(45.76%), 5 alevines (25%) y 3 adultos (dos hembras y un macho) (15%),
presentan solo una NOR activa tras la tincion con nitrato de plata (figura 3b),
mostrando asimismo una soéla zona CMA;-positiva, que se corresponde con la
de la NOR activa (figura 3d). En el analisis no se detect6é ningin individuo sin
NORs.

Para profundizar en el conocimiento de este polimorfismo se realizaron
dos experiencias distintas. En primer lugar, se determing la fraccion que supone
el ADN ribosomico en el genoma de la dorada, tanto en cuatro individuos
normales como en cuatro individuos que tienen una séla NOR. La estimacion
hecha a partir de la cuantificacion de la senal de hibridacion con ADN
ribosomico sobre dot-blots conteniendo distintas concentraciones de ADN
genomico de cada uno de los individuos, sugiere que aproximadamente el 0.1%
del genoma de la dorada lo constituye el ADN riboséomico en el caso de
individuos normales, mientras que en los otros cuatro sélo supone un 0.05%,
aproximadamente. De ello se deduce que en el genoma de los segundos debe
existir la mitad del numero de copias de genes ribosomicos que en el de los
primeros (figura 4). En segundo lugar, mediante hibridacién in situ con ADN
ribosomico (inserto del plasmido HM123) se determiné el namero y localizacién
de los loci ribosomicos en los dos tipos de individuos. Aquellos individuos que
solo muestran una NOR con plata y CMA, sé6lo poseen un locus de ADN
ribosomico, teniendo dos los otros individuos (figura 5).
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FIGURA 2. Cariotipo diploide de la dorada (Sparus aurata) 2n=48. La escala representa 10 pm.



FIGURA 3. Metafases somaticas de dorada (S. aurata) tefiidas con nitrato de plata (A,B) y CMA,
(C,D), respectivamente. A y C muestran metafases obtenidas de individuos con 2 NORs, mientras
que By D fueron obtenidas de individuos con una séla NOR en su cariotipo. Las flechas indican las
NORs.
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FIGURA 4. Hibridacion sobre dot-blot para estimar la cantidad
relativa de genes ribosomicos en el genoma de diferentes
individuos de S. aurata (dorada). (A) Individuos con dos NOR. (B)
Individuos con una séla NOR. (C) Plasmido HM123 linealizado
utilizado como control. Los valores que se indican son cantidades
de ADN total de cada individuo y de ADN plasmidico (ng). Dichos
ADNSs fueron desnaturalizados, inmobilizados en membranas de
nylon y el dot-blot resultante (ver Material y Métodos) se hibrido
entonces con el inserto de 4.8 Kb clonado en HM123. La cantidad
relativa de genes ribosémicos en cada individuo fue estimada
después mediante la comparacion entre la lectura realizada por
un densitémetro de la senal de hibridacién en las diferentes
diluciones de ADN genoémico y la lectura de la senal de
hibridacién en las diluciones del ADN plasmidico.
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FIGURA 5. Hibridacion in sttu sobre los cromosomas de dos individuos de S. aurata (dorada) utilizando como

sonda el inserto marcado del plasmido HM123. (A) Individuo con dos loci ribosémicos; (B) individuo con un sélo
locus ribosémico.



Resultados

4.2. INDUCCION DE TRIPLOIDIA EN DORADA

La produccion de peces triploides se consigue mediante la inhibicion de
la segunda division meiotica del huevo recién fecundado. Con este fin, nosotros
hemos probado la aplicacion de choques térmicos calientes por ser éstos los que
mejores resultados han ofrecido en otras especies de peces. Para que la
experiencia tenga éxito se requiere determinar primero, el momento adecuado
en el que aplicar el choque térmico, es decir, el tiempo de incubacion o tiempo
transcurrido entre la fecundacion del huevo y el momento en el que se aplica
el choque térmico. El periodo de incubacion, junto con la intensidad del choque,
influyen decisivamente en la eficacia del método.

En el primer conjunto de experimentos realizados, la duracion del choque
térmico se mantuvo constante (10 minutos), introduciéndose como parametros
variables el tiempo de incubacion y la intensidad del choque térmico (tabla 3).
En dichas experiencias se probaron distintas temperaturas de choque (T),
comprendidas entre 26 y 34°C, asi como tiempos de incubacion (t) variables
entre 1 y 10 minutos. En estas primeras experiencias se mantuvo la salinidad
habitual del agua de suministro en las instalaciones del centro. Dada la sequia
de los ultimos anos que ha afectado de manera significativa a la zona de la
bahia de Cadiz, la salinidad del agua que fue utilizada estuvo siempre alrededor
del 40 por mil, e incluso superior. Tal como se observa en la tabla 3, los
resultados en cuanto a porcentaje de triploides obtenidos en los diversos
tratamientos aplicados son poco aceptables.

Posteriormente, se disenaron dos nuevas experiencias (tabla 4) en las que,
manteniendo la duracion del tratamiento (10 minutos) y eliminando el tiempo
de incubacion (el choque térmico tuvo lugar inmediatamente tras la fecundacion
de los huevos), se aplicaron temperaturas de choque superiores a las probadas
inicialmente. En la experiencia A se probaron temperaturas superiores a 34°C,
que dieron un 35% de triploides en la descendencia, porcentaje que aumento
hasta un 85% con tratamientos de 36°C. Si bien, en este ultimo caso las tasas
de supervivencia fueron del 30%y, ademas, se aprecio que un 10% de las larvas
obtenidas eran aneuploides, es decir el numero cromosomico en estos
individuos no alcanza el namero 3n=72
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Tabla 3. Resultados del primer conjunto de experiencias de induccién de triploidia en la
dorada (Sparus aurata) en el C.I.C.E.M. "El Torufio" de PEMARES.

EXP. CONDICIONES % DE
T t D Salin. TRIPLOIDES

A Control 40%. 0.00
26 10 10 40%. 0.00
28 10 10 40%. 0.00
30 10 10 40%. 0.00
32 10 10 40%. 0.00
34 10 10 40%. 0.00
B Control 40%. 0.00
26 5 10 40%. 0.00
28 5 10 40%. 8.80
30 5 10 40%. 9.00
32 5 10 40%. 9.00
34 5 10 40%. 9.90
C Control 40%. 0.00
26 3 10 40%. 0.00
28 3 10 40%. 10.00
30 3 10 40%. 10.00
32 3 10 40%. 10.00
34 3 10 40%. 12.00
D Control 40%. 0.00
26 1 10 40%. 0.00
28 1 10 40%. 10.00
30 1 10 40%. 15.00
32 1 10 40%. 15.00
34 1 10 40%. 35.00
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Tabla 4. Resultados de la segunda serie de experiencias de induccién de triploidia en la
dorada (Sparus aurata) llevadas a cabo en el C.I.C.E.M. "El Toruno". 'Los
porcentajes de supervivencia hacen referencia a la tasa de eclosién de los huevos
tratados y se expresan en funcion del porcentaje de supervivencia de los huevos
control sin tratar que se han ajustado sobre un 100%.

EXP. CONDICIONES SUPERVIVENCIA . 9%DE

T t D Salin. (%)* TRIPLOIDES
A Control 40%. 100.00 0.00

34 0 10 40%. 90.00 35.00

36 0 10 40%. 30.00 85.00

38 0 10 40%. 00.00
B Control 30%. 100.00 0.00

32 0 10 30%. 70.00 15.00

34 0 10 30%. 40.00 100.00
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cromosomas. Los choques térmicos de 38°C son excesivamente traumaticos, de
tal forma que no se observa supervivencia alguna de los huevos tratados.

La experiencia B fue diseiada pensando que quizas la salinidad del agua
de tratamiento pudiera estar influyendo en la eficacia del método, ya que a
salinidades superiores al 33 por mil, los huevos de dorada flotan en el agua. La
flotabilidad del huevo puede, por tanto, hacer que la incidencia del tratamiento
térmico sobre los huevos no sea igual que si los mismos estuvieran totalmente
inmersos en el agua.

Por tanto, manteniendo ty D en los valores ya establecidos en la primera
ronda de experiencias, se probaron temperaturas de choque de 32, 34 y 36°C,
pero en agua en la que se redujo la salinidad hasta un 30 por mil. A estos
valores de salinidad los huevos de dorada no flotan. El tratamiento a 32°C, fue
ineficaz puesto que sélo un 15% de la descendencia tratada es triploide. Sin
embargo, el tratamiento a 34°C produce un 100% de individuos triploides en la
descendencia, no detectandose ningun caso de aneuploidia. Si bien este
resultado es el ideal, maxime cuando no se produce con ningun otro
tratamiento un resultado que se aproxime a lo que se puede denominar como
de éxito en la induccién de triploidia, la supervivencia al tratamiento de los
huevos no es todo lo buena que cabria desear (40%). Los tratamientos en estas
condiciones, aplicando choques de 36°C, provocan la muerte de todos los
huevos tratados.

En la figura 6 se muestran dos metafases cromosémicas, una de un
individuo normal (2n=48) y otra de un individuo triploide (3n=72).

Dado el bajo porcentaje de triploides obtenidos en las experiencias
reflejadas en la tabla 3, no se estudio la supervivencia de los huevos tratados
ni la viabilidad de las larvas eclosionadas a partir de ellos. Los porcentajes de
supervivencia en la tabla 4 se refieren a la tasa de eclosion.
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FIGURA 6. Metafases somaticas de una larva diploide (2n=48)
y de una larva triploide (3n=72) de dorada (S. aurata).



Resultados

4.3. CLONACION Y CARACTERIZACION DEL ADN SATELITE
CENTROMERICO DE LA DORADA

El ADN genomico de Sparus aurata fue digerido con distintos enzimas de
restriccion (EcoRI, Pvull, Haelll, Accl, Dral, Sacl, Hindlll, Hinfl y Xbal). Los
fragmentos generados en la digestion con los distintos enzimas fueron
sometidos a electroforesis en un gel de agarosa, que tras ser teftido con bromuro
de etidio puso de manifiesto que los enzimas EcoRI, Pvull y Haelll originaban
bandas intensas sobre el rastro generado por el ADN genomico total digerido.
Dichas bandas intensas se corresponden con cientos de miles de fragmentos de
ADN de unos 186 pb de longitud, presumiblemente de fragmentos monoméricos
de una familia de ADN satélite. La banda de ADN generada por el enzima EcoRI
fue aislada y purificada después de ser escindida de un gel de bajo punto de
fusion. Los fragmentos de ADN que la componian fueron ligados al plasmido
vector pUC19 y los plasmidos recombinantes fueron clonados en cepas
DHb5alpha de Escherichia coli. La seleccion de los clones recombinantes fue
realizada de entre aquellos clones que mostraron hibridacion positiva con una
alicuota marcada de fragmentos aislados a partir de la propia banda de
fragmentos EcoRI del genoma de Sparus aurata. Fueron seleccionados seis
clones (pSal9, pSa35, pSa36, pSa38, pSa44 y pSa45). Posteriormente, se realizo
un estudio para comprobar que dichos fragmentos son unidades monomeéricas
de un ADN satélite, asi como para analizar la organizacién genoémica del mismo,
su localizacion cromosomica y secuencia, y para comprobar su grado de
conservacion en otras especies y aspectos relacionados con su posible funcion.

Primero se comprobo que los fragmentos clonados pertenecian a una
familia de ADN satélite. Para ello, se realizaron digestiones parciales de ADN
genomico total de la especie con el enzima EcoRI (figura 7a). Los fragmentos
separados mediante electroforesis en agarosa fueron transferidos a membranas
de nylon y sobre éstas se hibrido con insertos marcados del clon pSal9. Tal
como cabe esperar de un ADN repetido en tandem, la hibridacion revelaba
escaleras de bandas multiméricas de la unidad repetitiva de 186 pb, escaleras
en las que la proporcion de fragmentos mas cortos aumentaba conforme
aumentaba el tiempo que el ADN era sometido a digestion con EcoRI. Incluso,
tras una digestion completa, parte del ADN repetido permanecid6 como
oligomeros de 186 pb.
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La hibridacion del inserto de pSal9 marcado sobre membranas de nylon
que tenian transferido el ADN digerido con distintos enzimas de restriccién dio
el patron que se describe a continuaciéon (figura 7b). EcoRI y Pvull digieren el
ADN satélite de la dorada hasta unidades mono- y multiméricas de bajo peso
molecular, siendo de destacar que la banda prominente de ADN satélite
originada con Pvull mostré hibridacion cruzada con la secuencia de pSal9. Los
enzimas Hindlll, Hinfl, Dral, Sacl y Xbal apenas digieren la familia del ADN
satélite EcoRI, produciendo multimeros de alto peso molecular. Accl dio un
patron multimérico desde monomeros hasta oligomeros de 14 unidades. El
enzima Haelll origin6 un patron de digestion particular en la familia EcoRI, ya
que aunque aparecian bandas mono y multiméricas de 186 pb, una fraccién de
esta familia de ADN satélite no fue digerida y aparecié como fragmentos de alto
peso molecular, es decir, dominios dentro de la familia en los que las unidades
repetitivas que los componen no poseen dianas para el enzima Haelll.

La cantidad de ADN repetido de la familia EcoRI en el genoma de Sparus
aurata fue estimada mediante densitometria. Para ello se fotografio el gel de
electroforesis de los fragmentos generados por la digestion con EcoRI del ADN
de la dorada. A partir del area integrada bajo los diferentes picos en la lectura
del gel por un densitometro se pudo determinar que esta familia de ADN satélite
supone un 2% del genoma total de la especie.

Cada uno de los seis clones seleccionados fue secuenciado. La figura 8
muestra la secuencia nucleotidica de cada uno de ellos, asi como la secuencia
consenso estimada a partir de los mismos. Cuatro de los clones (pSal9, pSa35,
pSa36 y pSa38) tienen 186 pb de longitud y muestran menos de un 4% de
divergencia cuando son comparados con la secuencia consenso (tabla 5). Los
otros dos clones, pSa44 y pSa45, tienen 187 pb, debido a la inserciéon de un pb
en posicion 127. Ademas, estos dos clones presentan una mayor divergencia
con respecto a la secuencia consenso (91% de homologia) (tabla 5). Cuando las
secuencias de estos dos clones son comparadas entre si, la divergencia entre
ellos es solo del 5%, pero si alguno de ellos es comparado con alguno de los
clones pSal9, pSa35, pSa36 y pSa38, se observan diferencias de alrededor del
12% (tabla 5).
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FIGURA 7. Hibridacién sobre Southern-blots con el inserto
marcado del plasmido pSal9 (unidad monomérica de la
familia EcoRI de ADN satélite de la dorada). (A) El ADN de S.
aurata (dorada) fue digerido con el enzima EcoRI (0.5 U/pg
ADN) durante 5 minutos (a), 15 minutos (b), 30 minutos (¢),
60 minutos (d), 90 minutos (e), 120 minutos (f), y 16 horas (2
U/pg ADN) (g). (B) El ADN de la dorada fue digerido con 2
U/pg ADN de los enzimas: Pvull (a), Dral (b), Sacl (c), Xbal (d),
Hinfl (e), HindIlll (f), Haelll (8 y Accl (h). En el margen
izquierdo se representa como marcador molecular el fragmento
de 0.56 Kb del ADN del fago lambda digerido con HindIII.



Resultados

Tal como se observa en la figura 8, los sitios variables 9, 12, 28, 54, 74,
152 y 167, no aparecen agrupados en ninguna region especifica. Sin embargo,
entre las posiciones 98 y 128, se puede observar un bloque de 31 pb que
distingue y define claramente dos tipos de unidades repetitivas. Esta region es
relativamente homogénea en los clones pSal9, pSa35, pSa36 y pSa38 (3-13%
de divergencia), pero a nivel de dicha region estos clones difieren enormemente
(39-61% de divergencia) cuando son comparados con los clones pSa44 y pSa45
(tabla 6). Estos ultimos son casi homogéneos en secuencia en esta zona de 31
pb. En esta region variable, en los clones pSa44 y pSa45 aparece una nueva
diana de restriccion (para el enzima Accl) que no esta presente en la secuencia
de los otros fragmentos (figura 8). Por tanto, se puede considerar que el ADN
satélite EcoRI de dorada esta formado, al menos, por dos subfamilias. Una
representada por los clones pSa44 y pSa45 (subfamilia DORADA 1), y otra por
los clones pSal9, pSa35, pSa36 y pSa38 (subfamilia DORADA II). Existen 29
sitios polimorficos (Polimorfismo=0.156) de los que 20 corresponden a la regién
variable (tabla 7). La diversidad nucleotidica, calculada para la secuencia
completa y la region variable, asi como para las distintas subfamilias, aparece
descrita en la tabla 8. La relacion transiciones/transversiones es de 0.52.

Como se puede comprobar en la figura 8, la secuencia consenso de la
familia EcoRI es rica en AT (67%) y presenta numerosas series de adeninas y/6
timidinas consecutivas. En la secuencia pueden observarse repeticiones directas
e inversas cortas. Ademas, existe una secuencia palindromica de 8 pb entre los
sitios 75 y 82 (figura 8). Es de destacar la secuencia 1 que se se repite de forma
directa 3 veces. La secuencia que se representa en esta figura, es la de la
cadena complementaria a la secuencia que se representara mas adelante en las
figuras de las demas especies de esparidos. Si se contempla la secuencia de la
cadena complementaria (figura 26) el motivo que se repite en la dorada es el
mismo que, como veremos mas adelante, se repite en los monomeros de las
demas especies de esparidos, es decir, la secuencia (A/T)CTGAAA(A/C)(G/C).

Se realizo una busqueda de secuencias homoélogas en la base de datos del
GenBank y de la EMBL, pero no dio resultados significativos.

En cuanto a la localizacion cromosomica de las secuencias repetitivas de
esta familia, ésta fue analizada mediante hibridacion in situ con los insertos de
los clones pSal9 y pSa45 marcados con digoxigenina. El revelado con
anticuerpos fluorescentes anti-digoxigenina pone de manifiesto que tanto una
secuencia como otra, y tanto en condiciones de baja como de alta astringencia,
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hibridan en todos los centromeros de los cromosomas que componen el cariotipo

de la especie (figura 9).

CAGTCAAAAA TGGTTTCTCA AGTGAAATTG TACTCAAATT GTGTGAA

Figura 8. Secuencias de las seis unidades repetitivas de la familia EcoRI de ADN satélite
clonadas a partir del genoma de la dorada (Sparus aurata). La secuencia consenso (S.c.) es la
primera que se muestra. Bajo ella, sélo se muestran las sustituciones nucleotidicas de cada
unidad con respecto a la secuencia consenso, mientras que los guiones significan el mismo
nucleétido que en la secuencia consenso. Las flechas completas senalan las repeticiones directas,
mientras que las flechas interrumpidas indican las repeticiones inversas. Es destacable la
secuencia indicada con 1-1°-1" que se repite tres veces de forma directa (ver texto). En negrita
se ha destacado una secuencia palindromica de 8 pb. Es importante observar la region
divergente entre las posiciones 98 y 128 que distinguen dos subfamilias en la familia EcoRI de
la dorada. La diana para el enzima de restricciéon Accl, que sélo aparece en la subfamilia I se ha
senalado en la figura. Igualmente, se ha sefialado la diana para el enzima Haelll, que se
encuentra en la zona de maxima curvatura de la unidad monomeérica (figura 10).
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Tabla 5. Identidad entre las secuencias de los diferentes clones de la familia EcoRI de
ADN satélite de la dorada (Sparus aurata)

pSal9 pSa35 pSa36 pSa38 pSa44 pSa4b

S.c. 99 97 97 98 91 91
pSal9 96 96 97 90 90
pSa35 97 98 88 88
pSa36 97 89 89
pSa38 89 89
pSa44 95
Tabla 6. Divergencia a nivel de la zona variable de las unidades monomeéricas de la familia

EcoRI de la dorada (Sparus aurata).

pSal9 pSa35 pSa36 pSa38 pSa44 pSa4d

S.c. -- 13 10 10 48 39
pSal9 13 10 10 48 39
pSa35 10 3 61 52
pSa36 6 52 42
pSa38 58 48
pSa44 10
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Tabla 7. Valores del Polimorfismo en el ADN satélite de la dorada (Sparus aurata).

Unidad repetitiva Regién variable Resto
Familia EcoRI 0.16 0.66 0.06
Subfamilia I 0.04 0.06 0.03
Subfamilia II 0.04 0.16 0.02

Tabla 8. Diversidad nucleotidica en el ADN satélite de la dorada (Sparus aurata).

Unidad repetitiva Regién variable Resto
Familia EcoRI 0.07 0.31 0.02
Subfamilia I 0.04 0.10 0.03
Subfamilia II 0.02 0.09 0.01
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FIGURA 9. (A) Metafase mitotica de Sparus aurata (dorada) tenida con Giemsa. (B) Hibridacion in situ del
inserto marcado del plasmido pSal9 sobre los cromosomas de dorada. La sefal de hibridaciéon se observa

en los centromeros de todos los cromosomas de la especie.



Resultados

4.3.1. Curvatura del ADN satélite EcoRI de la dorada

Cuando los monomeros de la familia EcoRI de dorada son sometidos a
electroforesis en un gel de poliacrilamida, se observa un retraso caracteristico
en los mismos. Es decir, su comportamiento electroforético es tal que parece
como si el tamano de la unidad monomeérica fuese mayor de lo que es en
realidad, es decir, 186 6 187 pb de longitud. Esta caracteristica es propia de las
moléculas de ADN que presentan una curvatura estable. Para profundizar en
este aspecto y determinar mas exactamente a que nivel es mayor la curvatura
del monoémero, se realizo el experimento de permutacion circular disenado por
Wu y Crothers (1984). Este experimento se realiza a partir de la construcciéon
de un dimero compuesto por dos unidades monomeéricas del ADN satélite EcoRI.
Este dimero se digiere entonces con enzimas de restriccion cuya diana esta
representada una sola vez en la secuencia de la unidad monomeérica. Los
fragmentos que genera cada enzima tienen la misma longitud (186 pb, la
longitud de la unidad monomeérica), pero estan permutados circularmente. El
método se basa en el hecho de que, en geles de poliacrilamida, los fragmentos
que tienen una movilidad menor es porque la curvatura esta centrada en la
molécula, mientras que aquellos fragmentos cuya curvatura cae en las
proximidades de cualquiera de los extremos, desarrollan una movilidad
electroforética mayor, mas proxima a la esperada de acuerdo a su longitud. Los
dimeros construidos fueron digeridos con los enzimas EcoRI, Pvull, Haelll, Ddel
y Rsal. Los fragmentos de 186 pb asi generados fueron sometidos a
electroforesis en un gel de poliacrilamida (12% de poliacrilamida en 1XTBE a
60V y 4°C, durante 24 horas). La grafica de la figura 10 muestra los resultados
obtenidos en cada caso. La grafica representa los valores del factor K (relacion
entre la distancia de migracion esperada y la observada) calculados para cada
tipo de fragmentos generados por los diferentes enzimas usados. Los valores de
K se representan en el eje vertical para cada fragmento generado por el enzima
de restriccion representado en el eje horizontal, de tal forma que se puede
apreciar de manera grafica la zona de la molécula en la que la curvatura es
maxima. Como se puede observar, todas las unidades monomeéricas presentan
un retraso en su movilidad electroforética con respecto a su longitud, excepto
para el caso del fragmento generado por la digestion con Haelll, que muestra
una movilidad igual a la esperada (K=1), indicando que la zona de maxima
curvatura se localiza alrededor de esta diana de restriccion.
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Como se ha descrito en la introduccién de esta memoria la curvatura de
una molécula de ADN puede depender de su secuencia Yy concretamente se ha
visto que en muchos casos dicha curvatura esta asociada a series de adeninas
y/0 timinas consecutivas dispuestas periddicamente con respecto a la doble
hélice de la molécula de ADN. Ademas, se han relacionado este tipo de
secuencias con una capacidad para ligar proteinas que participan en la
organizacion de la cromatina, capacidad que es potenciada por el efecto de la
Curvatura. La secuencia de los monémeros de la familia EcoRI de dorada es rica
en AT y ademas presenta series de adeninas y/6 timinas consecutivas. Estas
moléculas presentan curvaturay, por tanto, es interesante analizar si presentan
ademas capacidad para ligar proteinas que se unen especificamente a series
ricas en AT. Una forma de comprobarlo es observar el comportamiento
electroforético en poliacrilamida de estas moléculas cuando han sido incubadas
con distamicina A (20 ng/ml en las muestras, en el gel y en el tampéon de
electroforesis). Dicho patron electroforético puede verse eésquematizado también
en la grafica de la figura 10. Como se puede apreciar en dicha grafica, la
curvatura de los distintos fragmentos es eliminada parcial o totalmente por la
union de la distamicina al ADN, lo que se traduce en una mayor movilidad
electroforética, aproximandose al comportamiento esperado de acuerdo a su
longitud, en todos los casos. Es digno de mencionar el hecho de que el
monomero obtenido con Haelll experimenta en este caso una movilidad aun
mayor de la que corresponde a su tamaro (K=0.92).

Figura 10. Anilisis de la curvatura de la molécula monomérica del ADN satélite EcoRI de la
dorada. Se construy6 un dimero con dos unidades monoméricas EcoRI de la dorada y este
dimero fue digerido con los enzimas EcoRI, Pvull, Haelll, Ddel ¥ Rsal que solo tienen una diana
de restriccion en cada secuencia monomeérica. Los fragmentos generados se sometieron a
electroforesis en gel de acrilamida y se observo el retraso electroforético que cada uno de ellos
presentaba con respecto a la movilidad esperada de acuerdo a su longitud (factor K). El factor
K se representa en el eje X en funcién de la posicion de la diana de restriccién que genero6 cada
fragmento (eje Y). En rojo se representa el resultado obtenido cuando los fragmentos corren en
ausencia de distamicina A, mientras que en amarillo se ofrece el resultado obtenido cuando lo
hacen en presencia de distamicina A.
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Mediante técnicas de modelizacién molecular (simulacién por ordenador
de la conformacion espacial de moléculas biologicas) se ha iniciado un analisis
de la estructura espacial de la secuencia monomeérica de la familia EcoRI de la
dorada. Utilizando el paquete informatico HyperChem (ver Material y Métodos)
se ha analizado la organizacion espacial, en principio, de 75 pb. Estas 75 pb
estan comprendidas entre las posiciones 36 y 110 de la secuencia monoémerica.
En el centro de este fragmento (posiciones 72-75) se halla la secuencia diana
para Haelll, que como se ha visto anteriormente corresponde a la zona de
maxima curvatura de la unidad monomérica. El resultado que se obtiene se
puede observar en la figura 11. Como se ve en esta figura, la secuencia de esta
region induce la curvatura de la doble hélice de ADN, lo que en principio esta
de acuerdo con las experiencias llevadas a cabo en el laboratorio. En la figura
12 se muestra una imagen frontal de la doble hélice curvada (figura 12a y c) y
se compara con la imagen frontal de un ADN no curvado (figura 12b y d). Estas
imagenes son significativas puesto que mientras que una molécula de ADN no
curvada ofrece una imagen frontal esférica en la que se aprecia el eje central de
la doble hélice, la imagen del ADN curvado se asemeja a la de un tubo curvado
donde no se aprecia el eje central de la doble hélice.

4.4. CONSERVACION DE LA FAMILIA ECORI DE ADN SATELITE DE LA
DORADA EN LOS ESPARIDOS.

Se realizaron experimentos para comprobar el grado de conservaciéon de
esta familia de ADN satélite de la dorada en distintas especies de la familia
Sparidae: Diplodus sargus (sargo), D. annularis (mojarra rubia), D. puntazzo
(sargo picudo), D. bellottii (mojarra fina), Lythognathus mormirus (herrera),
Spondyliosoma cantharus (chopa), Pagellus erythrinus (breca), Pagrus pagrus
(pargo) y Pagrus auriga (urta), asi como en una especie de otra familia del orden
Perciformes, concretamente, en Dicentrarchus punctatus (baila), de la familia
Serranidae. Para ello, el ADN genomico total de las distintas especies fue
digerido con ocho enzimas de restricciéon (EcoRI, Pvull, HindIll, Haelll, Hinfl,
Dral, BamHI y Bglll) y sometido a electroforesis en geles de agarosa. Tras tenir
los distintos geles con bromuro de etidio se observan bandas prominentes de
ADN satélites en todas las especies, cada una generadas con enzimas distintos.
Los enzimas de restriccion EcoRI, Pvull y Haelll, como ya vimos anteriormente,
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Figura 11.

Analisis de la curvatura de la molécula monomérica del ADN satélite EcoRI de
la dorada. Este resultado se ha obtenido mediante modelizacién molecular de la
secuencia de 75 pb que se localiza alrededor de la diana de restriccion Haelll en
la unidad monomérica de la dorada. Dicha diana se ha marcado en color verde
sobre una de las cadenas de la doble hélice. También en verde, se ha marcado
la secuencia motivo (A/T)CTGAAA(A/C)(G/C) que se repite dos veces, una a cada
lado de la diana Haelll. Es de destacar la curvatura inducida por su secuencia
que presenta la molécula analizada. El cédigo en colores del disefo, basado en
esferas, es el siguiente. Morado: iones Na* utilizados para neutralizar las cargas
negativas de los fosfatos; Blanco, esferas grandes: fosfatos; Azul claro: atomos
de carbono; Rojo: atomos de oxigeno; Blanco, esferas pequenas: hidrégeno; Azul
oscuro: nitrégeno.
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Figura 12. Vision frontal de la molécula curvada que se presenta en la figura 11 (Ay C), y
comparacion con la imagen frontal de una molecula de ADN no curvada, segun un diseno basado
en esferas (Ay B) 6 en barras (C y D). El codigo de colores es el utilizado en la figura 11.
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generan bandas de 186 pb ADN satélite en Sparus aurata. Bandas de ADN
satélite similares en longitud son obtenidas por la digestion con HindIII del ADN
de todas las especies del género Diplodus analizadas, asi como de Lithognatus
mormyrus (herrera) y de Spondyliosoma cantharus (chopa). En el caso de
Diplodus puntazzo (sargo picudo) y Diplodus bellottii (mojarra fina), ademas, se
observan bandas de igual tamano en las digestiones con el enzima Haelll.
Enzimas como Dral, Haelll y Hinfl producen bandas de ADN satélite, en este
caso menores en longitud (unos 170 pb), en el ADN de Pagrus pagrus (pargo) y
Pagrus auriga (urta). Ningan enzima genera bandas de ADN satélite en Pagellus
erythrinus (breca).

Mediante la técnica de Southern el ADN de estos geles fue transferido a
membranas de nylon. Estas membranas fueron hibridadas con el inserto del
clon pSal9 del satélite centromérico de dorada. Este ADN no hibrida con el ADN
digerido de Pagrus pagrus, Pagrus auriga ni con el de Dicentrarchus punctatus
(familia Serranidae). Esto ocurre en condiciones de hibridacién tanto de alta
como de baja astringencia. Sin embargo, el ADN de las especies de Diplodus, de
Lithognathus mormyrus y de Spondyliosoma cantharus hibrida, dando una
fuerte senal de hibridacion en condiciones de baja astringencia, con el inserto
del plasmido pSal9. Tras aplicar condiciones de hibridacién de alta
astringencia, las senales de hibridacién son mas débiles en especies del género
Diplodus, y casi imperceptibles en el caso de L. mormyrus y S. cantharus. Es
importante senalar que las bandas de ADN satélite generadas por HindIll en
Diplodus, L. mormyrus y S. cantharus, asi como las generadas por Haelll en
Diplodus bellottii y Diplodus puntazzo muestran hibridaciéon cruzada con el
inserto de pSA19, indicando que dichos ADN satélites pertenecen a una familia
de ADN satélite comun, conservada en este grupo de especies. Por ultimo, el
ADN digerido de Pagellus erythrinus (breca), aunque con los enzimas que ha
sido tratado no aparecen bandas de ADN satélite en los geles, muestra
hibridacion cruzada con el inserto del plasmido pSal9, pero aparecen senales
de hibridacion muy débiles ante condiciones de baja astringencia en la
hibridacion, y no se observa sefal alguna tras hibridar en condiciones de alta
astringencia. Estos datos indican que la familia de ADN satélite conservada en
las especies antes mencionadas se halla presente también en la breca aunque,
0 bien esta escasamente representada en el genoma de la breca, o bien la
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secuencia de sus unidades monomeéricas presenta un grado de divergencia
elevado. Estos resultados se resumen en la tabla 9.

Los patrones que se pueden observar en la hibridacion cruzada del
monomero de la familia repetitiva EcoRI de dorada con los ADN digeridos de las
distintas especies son los siguientes (figura 13 y tabla 9). E1 ADN satélite de la
herrera (L. mormyrus), la breca (P. erythrinus) y la chopa (S. cantharus) no es
digerido por el enzima Pvull. Este enzima produce multimeros de alto peso
molecular en el ADN satélite de las especies del género Diplodus, observandose
un patron en escalera que parte desde fragmentos de gran peso molecular y
llegando dicha escalera hasta la unidad monomeérica en el caso de D. annularis
(mojarra rubia) (figura 13a). EcoRI digiere el ADN satélite hasta multimeros de
bajo peso molecular s6lo en dorada, pero no en el resto de especies, en las que
este ADN permanece sin digerir o bien se producen digestiones que generan
multimeros de alto peso molecular (figura 13b). HindIIl produce un patron de
restriccion similar en las especies de Diplodus, en L. mormyrus y en
Spondyliosoma cantharus que consiste en escaleras de multimeros de bajo peso
molecular, aunque en el caso Diplodus sargus (sargo) y S. cantharus (chopa) se
observan escaleras que alcanzan hasta oligomeros de 14 unidades. El patron
de restriccion que genera este enzima en Sparus aurata (dorada) y en Pagellus
erythrinus (breca) es de fragmentos de alto peso molecular (figura 13c). El
enzima Hinfl digiere el ADN satélite de Pagellus erythrinus y de Lithognathus
mormyrus produciendo multimeros de bajo peso molecular de la unidad
repetitiva de 186 pb, aunque una fraccion del ADN satélite de la primera especie
permanece sin digerir. Este enzima no digiere el ADN satélite EcoRI del resto de
las especies o digiere produciendo multimeros de alto peso molecular. En el caso
de Diplodus puntazzo (sargo picudo) y de Diplodus annularis (mojarra rubia)
Hinfl produce escaleras que partiendo desde fragmentos de gran peso molecular
llegan hasta la unidad monomérica (figura 13d). Haelll origina un patréon de
restriccion particular en el ADN satélite de Diplodus sargus, similar al de
dorada; es decir, la mayor parte del mismo es digerido hasta multimeros de 186
pb de bajo peso molecular, pero una parte no es digerido en esta especie. El
ADN satélite de Diplodus bellottii (mojarra fina) y de Diplodus puntazzo (sargo
picudo) es digerido por este enzima hasta multimeros de bajo peso molecular.
En el resto de las especies, Haelll no digiere el ADN satélite (Pagellus erythrinus
y Lithognatus mormyrus) o digiere ligeramente originando fragmentos de alto
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peso molecular (Spondyliosoma cantharus), aunque en el caso de Diplodus
annularis puede originar hasta unidades monomeéricas (figura 13e). Los enzimas
BamHI, Bglll y Dral no digieren el ADN satélite de estas especies (datos no
mostrados).

Con el objetivo de conocer qué familias de ADN satélite existen en el
genoma de las especies de Pagrus (pargo y urta), se aislo y purifico la banda de
ADN satélite generada al digerir con el enzima Dral el ADN de la urta (Pagrus
auriga). Sin ser clonados previamente, los fragmentos de ADN que componen
ésta banda (monémeros de un ADN satélite) fueron utilizados como sonda en
hibridaciones sobre membranas con ADN de pargo, urta y breca digerido con
distintos enzimas. Estos fragmentos hibridan con el ADN de Pagrus pagrus,
Pagrus aurigay Pagellus erythrinus pero no con el ADN del resto de las especies
(figura 14). Ademas, las bandas de ADN satélite que se observan en la digestion
con Haelll y con Hinfl del ADN total de las especies de Pagrus muestran
hibridacion cruzada con los monémeros Dral, lo que significa que pertenecen
a la misma familia de ADN satélite. Los patrones de restriccion de este ADN
satélite en las distintas especies que lo poseen, son los siguientes (figura 14).
La familia Dral de ADN satélite fue digerida produciendo monémeros y
multimeros de bajo peso molecular con los enzimas Dral, Haelll y Hinfl, tanto
en el caso de la urta (Pagrus auriga) como en el del pargo (Pagrus pagrus). Sin
embargo, en las digestiones con Haelll y Hinfl, superpuesto sobre éste patron
escaleriforme, se pueden observar escaleras alternativas de bandas que son
multiplos de un monoémero de menor tamano. Los enzimas EcoRI, Pvull, HindlIII,
BamHI 6 BglII no cortan el ADN satélite Dral de estas dos especies (figura 14a
y b). El patron de hibridacion de la banda Dral de urta sobre las digestiones de
Pagellus erythrinus (breca) fue similar al de las especies de Pagrus en el caso de
los enzimas Dral, Haelll, Hinfl, BamHI y BglII (figura 14c). Sin embargo, EcoRI
origina un fragmento, que es puesto de manifiesto tras hibridacion, y que
consiste en un tetramero de unidades de 170 pb. Este enzima no produce
monomeros ni ninguan otro tipo de multimero. El resto de senal de hibridacién
aparece sobre ADN satélite que no ha sido digerido. Los enzimas Pvull y HindlIII
no cortan en ninguna unidad de este ADN satélite.

De los datos obtenidos mediante hibridacién con los monémeros de la
familia EcoRI de la dorada y con los de la familia Dral de la urta, se desprende
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que estas dos familias de ADN repetido pueden utilizarse para definir dos linajes
separados en la familia Sparidae: uno constituido por la breca (Pagellus
erythrinus) y el pargo y la urta (Pagrus pagrus Y pagrus auriga, respectivamente)
y otro linaje que agrupa al resto de las especies (sargos y mojarras del género
Diplodus, 1a dorada Sparus aurata, 1a herrera Lithognathus mormyrusy la chopa
Spondyliosoma cantharus). La existencia de un ADN satélite (familia Dral)
restringido a los géneros Pagrusy Pagellus sugiere que estos dos géneros deben
estar mas relacionados entre ellos de lo que lo estan con el resto de de especies
de esparidos. Por otro lado, desde un punto de vista cladistico, la presencia de
la familia EcoRI en Pagellus erythrinus (breca) confirma que los dos linajes
comparten un ancestral comun.
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FIGURA 13. Patrones de hibridacién del
inserto del plasmido pSal9 (monémero
EcoRI de la dorada) sobre Southern-blots
conteniendo el ADN digerido con
diferentes enzimas en las distintas
especies de esparidos. El ADN de la
herrera Lithognatus mormyrus (a), el sargo
picudo Diplodus puntazzo (b), la mojarra
fina Diplodus bellottii (c), el sargo Diplodus
sargus (d), la mojarra rubia Diplodus
annularis (e), la chopa Spondyliosoma
cantharus (f), la breca Pagellus erythrinus
(8 y la dorada Sparus aurata (h) digerido
con los enzimas Pvull (A), EcoRI (B),
HindlIII (C), Hinfl (D) y Haelll (E). La flecha
senala las unidades monoméricas (187 pb)
de la familia EcoRI de ADN satélite. Los
resultados que se muestran son los
obtenidos cuando se aplican condiciones
de baja astringencia de hibridacién.
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FIGURA 14. Patrones de hibridacion de la banda de ADN satélite Dral aislada a partir de la digestién con dicho enzima del ADN
genomico de la urta (Pagrus auriga) sobre Southern-blots que contienen los ADNs de la urta (A), el pargo (Pagrus pagrus) (B)
y la breca (Pagellus erythrinus) (C) digeridos con Dral (a), EcoRI (b), Pvull (c), Haelll (d), HindllII (e), Hinfl (f) and BamHI (g). La
flecha senala las unidades monoméricas de la familia Dral de ADN satélite (170 pb). Los resultados que se muestran son los
obtenidos cuando se aplican condiciones de baja astringencia de hibridacion.
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Tabla 9. Patrones de restriccion obtenidos con diferentes enzimas de las familias EcoRI

y Dral de ADN satélite en las distintas especies de esparidos: + indica un patrén
de restriccién en escalera compuesta de multimeros de la unidad monomeérica,
- Indica que el enzima de rstriccién raramente digiere 6 no digiere la familia de
ADN satélite en esa especie. E=EcoRI, P=Pvull, H=Haelll, Hd=HindIII, Hf=Hinfl,
D=Dral, B=BamHI and Bg=BglII.

Familia de

ADN satélite DIANAS DE RESTRICCION

EcoRI ESPECIES E P H Hd Hf D B Bg
Sparus aurata + + + - - - = -
Lithognathus mormyrus - - - + + = s =
Diplodus sargus - - + + ~ - = =
Diplodus puntazzo - - + + + - - .
Diplodus annularis - + + + + - = =
Diplodus bellotti - - + + - - = -
Spondyliosoma cantharus - - - + = - - -
Pagellus erythrinus - - - - + - - -

Dral
Pagrus pagrus - - + - + + - -
Pagrus auriga - - + - + + - =
Pagellus erythrinus - - + - & = - -
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4.5. CLONACION Y SECUENCIACION DE LOS ADN SATELITES
DE LAS DISTINTAS ESPECIES DE ESPARIDOS

El procedimiento seguido para la clonacién de los ADN satélites de las
distintas especies de esparidos fue llevado a cabo siguiendo distintas
estrategias.

En el caso de las especies del género Diplodus (sargo, sargo picudo,
mojarra fina y mojarra rubia), de la herrera (Lithognathus mormyrus) y de la
chopa (Spondyliosoma cantharus) se aislo y purifico la banda de ADN satélite
que se observa en los geles de agarosa tras la digestion y electroforesis del ADN
genomico de estas especies con el enzima de restriccion HindIII, siguiendo el
mismo procedimiento de clonaciéon que se utilizo en el caso de la dorada. De
entre los clones recombinantes fueron seleccionados algunos de los que
mostraron hibridacion cruzada con el inserto del plasmido pSal9 (monémero
EcoRI del ADN satélite centromérico de la dorada). A los ADN satélites de las
distintas especies de esparidos que muestran relacion con el ADN satélite de
dorada se les denomino, en general, familia EcoRI.

En el caso de la urta (Pagrus auriga) y del pargo (Pagrus pagrus) se aislo
la banda de ADN satélite generada por el enzima Dral que ya se habia
comprobado que no mostraba hibridacion cruzada con la familia EcoRIL. La
estrategia seguida para la clonacién de los fragmentos monomeéricos de esta
familia de ADN satélite (familia Dral) fue igual a las anteriores. La seleccién de
los clones recombinantes fue realizada de entre aquellos clones que mostraron
hibridacion positiva con una alicuota marcada de fragmentos aislados a partir
de la propia banda Dral del genoma de Pagrus auriga.

Como los enzimas de restriccion probados para digerir el ADN genomico
de la breca (Pagellus erythrinus) no generaron ningiin tipo de banda de ADN
satélite, fueron probados nuevos enzimas. Ningiin enzima de los probados cuya
diana fuera de 6 nucleétidos, dio un resultado positivo. Por tanto, probamos
distintos enzimas con dianas de 4 nucleétidos, y ello a pesar de ser muy
probable que las dianas para este tipo de enzimas estuvieran presentes mas de
una vez en la secuencia monémero de cualquier ADN satélite. Entre los enzimas
probados, dos de ellos generan bandas de ADN satélite tras la digestion y
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electroforesis del ADN genémico total de esta especie. El enzima Alul genera
bandas de ADN satélite de unos 175 pb. La hibridacién en Southern revela que
esta banda y otras bandas, multiméricas de la anterior, muestran hibridacién
cruzada con el inserto marcado de pSal9, aunque la senal es débil. Luego los
fragmentos que componen dicha banda deben pertenecer a la familia EcoRI. El
enzima Haelll genera bandas de ADN satélite que son observables en el gel a
una altura que se corresponde con una longitud de los fragmentos de unas
110-115 pb. Estos fragmentos y otros, multiméricos del anterior, muestran
hibridacion cruzada con el inserto del plasmido pUD112, que contiene una de
las unidades monoméricas del ADN satélite Dral de la urta. Luego estos
fragmentos deben corresponder a ADN satélite de la familia Dral encontrada, en
un principio, en las especies del género Pagrus y, posteriormente, como ya
vimos en el apartado anterior, en la breca, pero no en el resto de especies.

4.5.1. GENERO DIPLODUS
4.5.1.1. Diplodus sargus (Sargo)

Fueron seleccionados cinco clones (pSE2, pSE27, pSE30, pSE33 y
PSE35). La figura 15 muestra la secuencia nucleotidica de cada uno de ellos,
asi como la secuencia consenso derivada de los mismos. Tres de los clones
(pPSE2, pSE27 y pSE35) tienen una longitud de 186 pb. Los otros dos (pSE30
y PSE33), solo 185 pb de longitud. Esto es debido a la delecion de un nucleétido
en la posicion 174 (6 a la insercion a este nivel en los otros tres clones). De
forma similar a lo que ocurre en la dorada, en la familia EcoRI de ADN satélite
del sargo se pueden distinguir dos subfamilias. La tabla 10 refleja la identidad
entre los distintos clones de esta especie y de éstos con la secuencia consenso.
Los clones pSE2, pSE27 y pSE35 presentan entre 2-3% de divergencia con la
consenso y entre un 3-6% entre ellos. Sin embargo, los clones pSE30 y pSE33,
que entre ellos difieren en un 8%, difieren cada uno un 8% con la secuencia
consenso, y cuando se comparan con cualquiera de los otros tres clones difieren
de un 10 a un 11%. Los sitios variables 10, 11, 22, 40, 41, 53, 68, 72, 73, 91,
96, 117, 118, 120, 124, 128, 130, 131, 133, 147, 154 y 161 no aparecen
agrupados en ninguna region especifica. Sin embargo, entre las posiciones 164
y 175 se puede observar un bloque de 12 nucleétidos que define dos subfamilias
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distintas dentro de esta familia de secuencias repetitivas en el sargo. En la tabla
11 se puede apreciar que ésta region es relativamente homogénea cuando se
comparan los clones pSE2, pSE27 y pSE35. Igual ocurre cuando se comparan
PSE30 y pSE33 a este nivel. Pero cuando se compara alguno de estos tltimos
con los primeros o viceversa, las diferencias son de hasta un 60%. La secuencia
representada por pSE2, pSE27 y pSE35 la hemos denominado subfamilia
SARGO I, mientras que la subfamilia SARGO II esta representada por pSE30 y
PSE33.

El namero de sitios polimorficos es de 30 y el polimorfismo 0.16 (tabla
12). La diversidad nucleotidica es de 0.082 en el total de la secuencia. Este valor
es 0.3731 en la region variable y 0.057 en el resto de la secuencia. La diversidad
nucleotidica de la subfamilia SARGO I es 0.043 para toda la secuencia, 0.044
en la region variable y 0.042 en el resto de la secuencia. La diversidad
nucleotidica en la subfamilia SARGO II tiene un valor de 0.075 para toda la
secuencia, 0.200 en la region variable, y 0.064 en el resto de la secuencia (tabla
13). La relacién transiciones/transversiones es de 0.65.

Este ADN satélite es rico en AT (64%), y presenta numerosos segmentos
de adeninas y timinas en serie. En su secuencia pueden observarse
periodicidades internas. Existen distintas repeticiones directas (figura 15),
siendo de destacar la repeticion (A/T)CTGAAA(A/C)(G/C) que aparece 4 veces
dispersa por la unidad monomérica. También se observan repeticiones inversas.

Mediante hibridacion in situ se puede comprobar que tanto una como otra
subfamilia se localizan a nivel de todos los centromeros de los 48 cromosomas
que componen €l cariotipo de la especie (figura 21).

112



Resultados

2 o 1
1 T TTT=T
s —— ————

S.c. CTTCTAGCGC TCTGAAAAGC TTAATTTGGC CAGAAAACAC TTCTGACTGA AACGAATGAA AGAACAACTG
PSE2  —-emmeee- e Commmmmee e T TP
PSE27 —eemmeee e T g )
PSE30 mcmcmmmcme e e e mmmmeeeee mmmmmmeee e - PP
] O I e et L LT T T T —— G--
PSE35 ----ooomn- O i e T

-—— - ’

1" 1

— T G - - - — - -

AAACCATGTT TAGATAGTGT AATCATGTAA AGTTGAGCCA TTTTGAGCAC AATTTCACTT GAGAAAGCAT

_______________________________________________ AcC mcmmm e e

----------------------------------------------- C-G --cA-cmmce mmmeeeee

I, . SO Glossm mmommsnns  sswmmns i s Pl sowwmn s Bowr  mammmms s

------------------------- (O ot b LT T-TPUPE Y. P ¢ JJ R ) P ——

----------------------------------------------- (o0 N SRR N , SON——

2 o

1" 186
S S——

TTTTGACTGA AATACAGCTT AGTGTACAGT AAC£&GCAAA AACAAG

_________________________________ "o DR

______ O

----------------------- TCATCAT TAC*Gev-oe —cceee-

------------- G-==-=-=-- C--TCATCAT TAG¥-cccee —ce---

______ Bl s S EETa e oo sm i, omiom o Goimramsonion: s am am o

Figura 15. Secuencia consenso y secuencias de las cinco unidades monomeéricas del ADN

satélite EcoRI clonadas del sargo (Diplodus sargus). Como en la figura 8, las
flechas completas e interrumpidas destacan las repeticiones directas e inversas,
respectivamente. Es importante destacar la zona divergente que defina dos
subfamilias de EcoRI en esta especie y que se localiza entre las posiciones 164
y 175. Los asteriscos representan deleciones con respecto a la secuencia consenso.
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Tabla 10. Valores de identidad entre los distintos clones secuenciados de la familia EcoRI
de ADN satélite del sargo (Diplodus sargus).
PSE2 pSE27 pSE30 pSE33 PSE35
S.c. 98 97 92 92 97
pPSE2 94 90 90 94
pSE27 89 89 97
pPSE30 92 89
pSE33 88
Tabla 11. Divergencia a nivel de la region altamente variable de las unidades monomeéricas
de la familia EcoRI del sargo (Diplodus sargus).
pSE2 pSE27 pPSE30 pSE33 pPSE35
S.c. - 7 54 60 --
pSE2 7 54 60 --
pSE27 54 60 7
pSE30 20 54
pSE33 60
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Tabla 12. Valores del Polimorfismo en el ADN satélite EcoRI del sargo (Diplodus sargus).

Unidad repetitiva Region variable Resto
Familia EcoRI 0.16 0.37 0.06
Subfamilia I 0.06 0.08 0.06
Subfamilia II 0.07 0.17 0.07

Tabla 13. Diversidad nucleotidica en el ADN satélite del sargo (Diplodus sargus).

Unidad repetitiva Region variable Resto
Familia EcoRI 0.08 0.37 0.06
Subfamilia I 0.04 0.04 0.04
Subfamilia II 0.07 0.20 0.06
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4.5.1.2. Diplodus annularis (Mojarra rubia)

De esta especie fueron seleccionados 6 clones de la familia EcoRI de ADN
satélite. La secuencia de los mismos, asi como la secuencia consenso, se puede
apreciar en la figura 16. Al igual que en los casos de las dos especies ya
descritas, y tal como se puede comprobar en las tablas 14 y 15, se pueden
deducir una vez mas dos subfamilias distintas. En este caso, y como ocurre en
el caso del sargo, las dos subfamilias difieren mucho en la region comprendida
entre las posiciones 164 y 176. La subfamilia MOJARRA RUBIA I esta
representada por los clones pME14, pME18, pME19 y pME29. La subfamilia
MOJARRA RUBIA I, por los clones pME15 y pME23. Las posiciones variables
6, 10, 11, 31, 33, 34, 58, 83, 99, 115, 116, 151, 152 y 161 muestran una
distribucion al azar. La longitud de la secuencia es de 186 pb en todos los
clones excepto en el clon pME15 que ha sufrido la delecion de dos nucleotidos,
curiosamente uno en posicion 164 y otro en posicion 176.

Se observan 24 sitios polimorficos, siendo el Polimorfismo 0.13 (tabla 16).
Los valores de diversidad nucleotidica total y la calculada para la region variable
aparecen en la tabla 17. Igualmente se presenta este valor para cada subfamilia.
La relacion transiciones/transversiones es de 0.57.

También en este caso la secuencia es rica en AT (65.6%) y presenta series
de adeninas y timinas. Se aprecian también algunas repeticiones directas e
inversas en la secuencia (figura 16). Entre las directas, destaca el motivo
(A/T)CTGAAA(A/C)(G/C) que se encontro en el sargo y que aqui se repite tres
veces (repeticion 1 en la figura 16), en posiciones similares a las que aparecian
en aquella especie.

A nivel cromosomico, el ADN satélite de la familia EcoRI se encuentra
localizado en los centromeros de los 48 cromosomas de la especie (figura 21).
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Figura 16. Secuencia consenso y secuencias de cada uno de los clones EcoRI de la mojarra

rubia (Diplodus annularis). Entre las posiciones 164 y 176 existe la zona que en
esta especie define dos subfamilias EcoRI. Los asteriscos representan deleciones
con respecto a la secuencia consenso.
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Tabla 14. Valores de identidad entre los distintos clones secuenciados de la familia EcoRI
de ADN satélite de la mojarra rubia (Diplodus annularis).

pPME14 PME15 pME18 PME19 pPME23 PME29

S.c. 97 94 98 99 93 100
PME14 92 95 95 90 96
PMEI15 94 93 96 94
PME18 97 91 98
PMEI19 91 98
PME23 93
Tabla 15. Divergencia a nivel de la region altamente variable de las unidades monomeéricas

de la familia EcoRI de la mojarra rubia (Diplodus annularis).

pPMEl14  pMEI5 pME18 pME19 pME23 pME29
S.c. 6 63 6 - 56 .
pME14 69 12 6 62 6
pME15 62 62 12 62
pME18 6 56 6
pME19 56 -
pME23 56
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Tabla 16. Polimorfismo en el ADN satélite EcoRI de la mojarra rubia (Diplodus annularis).
Unidad repetitiva Regidén variable Resto
Familia EcoRI 0.13 0.73 0.07
Subfamilia I 0.06 0.08 0.06
Subfamilia II 0.03 0.15 0.02
Tabla 17. Diversidad nucleotidica en el ADN satélite EcoRI de la mojarra rubia (Diplodus
annulartis).
Unidad repetitiva Region variable Resto
Familia EcoRI 0.06 0.36 0.03
Subfamilia I 0.03 0.06 0.03
Subfamilia II 0.03 0.12 0.02
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Figura 17. Secuencias de las diferentes unidades monomeéricas de la familia EcoRI de ADN
satélite del sargo picudo (Diplodus puntazzo). S.c.= secuencia consenso. Las
flechas senalan las repeticiones directas e inversas, de la misma forma que en
anteriores figuras.

120



Resultados

4.5.1.3. Diplodus puntazzo (Sargo picudo)

Los cinco clones analizados (pPE9, pPE31, pPE34, pPE39 y pPE40) de
esta especie muestran una elevada identidad entre sus secuencias (figura 17),
si se compara con la de las especies anteriores (tabla 18). La unidad
monomerica tiene una longitud de 185 pb y su secuencia es rica también en AT
(62.2%). En este caso existen 10 sitios polimérficos (Polimorfismo 0.054). Las
sitios variables (6, 7, 57, 78, 95, 117, 118, 121, 161 y 176) estan distribuidos
al azar. No se aprecian distintas subfamilias en el ADN satélite EcoRI de esta
especie. El valor de la diversidad nucleotidica es bajo (0.027). La relacion
transiciones/transversiones es de 1.2. Son interesantes algunas de las
repeticiones directas e inversas que aparecen indicadas en la figura 17. Y
sefalamos que son interesantes por dos cosas. La primera, porque alguna
repeticion es bastante larga, como, por ejemplo, la repeticion directa senalada
como 2-2', que comprende 22 nucleotidos. La segunda, porque algunos motivos
se repiten hasta tres veces. De estos ultimos es interesante, ademas, observar
como el motivo 2 comprende a parte del motivo 1 (cuya repeticion 1* esta
comprendida también en parte en el motivo 2‘, ademas de en otra zona entre 2
y 2' (1Y). También ocurre lo mismo para la repeticion 4-4‘-4", sélo que, en este
caso, 4 y 4" estan completamente comprendidos dentro de 2 y 2*. Hay que
destacar que la repeticion 1 es el motivo (A/T)CTGAAA(A/C)(G/C), que aparece
en las especies anteriores en posiciones similares.

Como los anteriores, este ADN satélite se localiza a nivel centromérico en
todos los cromosomas de la especie (figura 21).

Tabla 18. Valores de identidad entre los clones EcoRI del sargo picudo (Diplodus puntazzo).

pPE9 pPE31 pPE34 pPE39 pPE40

S.c. 98 98 98 97 100
pPE9 98 97 97 96
pPE31 98 97 97
pPE34 96 96
pPE39 98

Diversidad nucleotidica=0.03
Polimorfismo=0.06
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Figura 18. Secuencia consenso y secuencias de diferentes unidades monomeéricas de la

familia EcoRI de la mojarra fina (Diplodus bellottt) clonadas en pUC19. En negrita
se ha senalado la secuencia palindromica a la que se hace referencia en el texto.
Los asteriscos representan deleciones con respecto a la secuencia consenso.
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4.5.1.4. Diplodus bellottii (Mojarra fina)

Han sido secuenciados seis clones del ADN satélite EcoRI de esta especie
(pPBE7, pBE9, pBE11, pBE13, pBE23 y pBE34). Sus secuencias y la secuencia
consenso de los mismos aparecen en la figura 18. Las unidades monomeéricas
de pBE7 y pBE9 tienen una longitud de 185 pb, mientras que el resto estan
constituidas por 186 pb (delecion en la posicion 141). Tal como se puede
apreciar en la tabla 19, las distintas unidades monomeéricas presentan una
elevada variabilidad entre si, teniendo en cuenta que no se observan regiones
variables que definan subfamilias distintas. Salvo en el caso de pBE7 y pBE9
que solo difieren en un 4%, las comparaciones entre los distintos clones ofrecen
valores de identidad que oscilan entre el 86 y el 92%. Existen 39 posiciones
variables distribuidas al azar entre los distintos clones, aunque existen ciertas
mutaciones especificas de los clones pBE7 y pBE9 (posiciones 6, 8, 11, 70, 80
y la delecion en 141). El valor del Polimorfismo es 0.21. La diversidad
nucleotidica es de 0.10. La relacién transiciones/transversiones es de 1.05.

El contenido en AT es del 63.4%. Se observan en este caso también
algunas repeticiones directas e inversas imperfectas, Yy una secuencia
palindromica localizada entre los sitios 95-102. El motivo
(A/T)ICTGAAA(A/C)(G/C) aparece también en este caso en tres ocasiones
(repeticion 1) localizado, ademas, en las mismas posiciones que en las especies
anteriores.

La hibridacion in situ de éstas secuencias utilizadas como sonda sobre
cromosomas fijados de D. bellottii muestra que la familia repetitiva EcoRI se
localiza a nivel centromeérico en los 46 cromosomas del cariotipo de la especie,
incluido el cromosoma metacéntrico grande originado por la fusién centromérica
de dos cromosomas acrocéntricos (figura 21).
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Tabla 19. Valores de identidad entre las secuencias EcoRI de la mojarra fina (Diplodus bellottii).

pBE7 pBE9 pBEI11 pBE13 pBE23 pBE34
Sc. 95 94 95 92 91 92
pBE7 96 92 88 87 88
pBE9 91 86 87 86
pBE11 89 89 90
pBE13 89 93
pBE23 89

Diversidad nucleotidica:O. 10
Polimorfismo=0.21

4.5.2. GENERO LITHOGNATHUS
4.5.2.1. Lithognathus mormyrus (Herrera)

La secuencia de las cinco unidades monoméricas analizadas (pHE11,
PHE12, pHE18, pHE19 y pHE20) asi como la homologia (Identidad
media=95.3%) existente entre ellas se pueden observar en la figura 19 y en la
tabla 20. El contenido en AT es 62.4% y su tamano 186 pb, existiendo 18
posiciones variables (Polimorfismo=0.10). La relacién
transiciones/transversiones es de 1.11. Son frecuentes las repeticiones directas.
Resultan interesantes las repeticiones perfectas cortas (5 y 6 pb,
respectivamente) 5-5° y 6-6°. También se observan distintas repeticiones
inversas cortas. De forma similar a lo que ocurre en las demas especies, aparece
un motivo, que en este caso es (A/T)CT(G/C)AAA(C/A), repetido tres veces en
las mismas posiciones.

La familia EcoRI de ADN satélite esta localizada también a nivel
centromeérico en todos los cromosomas del cariotipo de la herrera. Pero es
importante senalar que la intensidad de la senal de hibridacion fue débil
siempre que se probo con cualquiera de los insertos de los distintos clones de
esta especie (figura 21).
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Figura 19. Secuencias de los diferentes clones EcoRI de ADN satélite de la
herrera (Lithognathus mormyrus).
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Tabla 20. Identidad entre los clones de la familia EcoRI de la herrera (Lithognathus
mormyrus).

pHEI11 pHE12 pHE18 pHE19 pHE20
C.s. 98 94 97 98 97
pHE11 93 95 96 97
pHE12 94 94 94
pHE18 97 96
pHE19 97

Diversidad nucleotidica=0.04
Polimorfismo=0.10

4.5.3. GENERO SPONDYLIOSOMA
4.5.3.1. Spondyliosoma cantharus (Chopa)

Se han analizado siete clones del ADN satélite EcoRI de esta especie
(figura 20). Todos ellos presentan una longitud de 185 pb. Existen una serie de
datos referentes a la secuencia de estos clones que llaman la atencion. Primero,
el bajo nivel de Polimorfismo (0.07) y de diversidad nucleotidica (0.03),
acompanado de valores de identidad entre clones que oscila entre el 93 y el
100% (Identidad media=96.4%) (tabla 21). Segundo, cuatro de los clones son
iguales dos a dos en secuencia (pCE13=pCE15 y pCE16=pCE43). Y tercero, a
pesar de los datos anteriores, de las 12 posiciones variables que se observan,
cinco estan localizadas en un bloque (posiciones 163-168), que define dos tipos
de secuencias, las que a ese nivel tienen una secuencia TGGCTT (clones pCE11,
pCE13, pCE15, pCE16 y pCE43) y las que tienen la secuencia GGCAG(T/C)
(clones pCE7 y pCE18). La diferencia en este caso no es muy elevada, pero esta
zona variable se corresponde con las zonas variables de otras especies donde se
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definieron subfamilias (tabla 22). Por analogia, hemos denominado subfamilia
CHOPA 1 a la secuencia representada por los primeros y CHOPA II a la
secuencia de los clones pCE7 y pCE18. Como en otras especies, hemos
calculado también el polimorfismo y la diversidad nucleotidica en las dos
subfamilias (tablas 23 y 24). La relacion transiciones /transversiones es de 1.33.

La secuencia en esta especie es de las mas ricas en AT, nucleétidos que
aparecen en un porcentaje igual al que lo hacian en la dorada (67%). Existen
pocas repeticiones directas en la secuencia de la chopa. Pero una de ellas, que
se repite tres veces, es muy interesante, puesto que es igual a la que se ha
descrito en las demas especies ((A/T)CTGAAA(A/C)(G/C)) y aparece en las
mismas posiciones que en ellas (figura 20). En la figura 20 también se senalan
las repeticiones inversas observadas, siendo destacable por su longitud la
repeticion imperfecta 1-1° que comprende 21 pb.

La localizacion cromosomica de la familia EcoRI en esta especie es
interesante pues, si bien es centromeérica, existen dos parejas de cromosomas
que no muestran hibridacion, o la muestran débilmente cuando las condiciones
de astringencia se reducen, con cualquiera de las unidades monoméricas
clonadas de la chopa (figura 21). Una de estas parejas de cromosomas es la
primera pareja del cariotipo de la especie, formada por los cromosomas
metacéntricos grandes originados por la fusion de dos cromosomas
acrocéntricos (esta especie tiene un numero cromosomico 2n=46).
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Figura 20. Secuencia consenso y secuencias de las unidades monomeéricas EcoRI clonadas

a partir del genoma de la chopa (Spondyliosoma cantharus). Entre las posiciones
163 y 168 se observa una zona divergente que diferencia las secuencias de los
clones pCE7 y pCE18 del resto de clones.
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Tabla 21. Identidad entre los clones EcoRI de la chopa (Spondyliosoma cantharus).

pCE7 pCE11 pCE13 pCE15 pCE16 pCE18 pCE43

S.c. 94 97 98 98 100 96 100
pCE7 94 93 93 94 97 94
pCEl1l 98 98 97 95 97
pCE13 100 98 95 98
pCE15 98 95 98
pCE16 96 100
pCE18 96
Tabla 22. Divergencia en la region variable de las secuencias monoméricas de la chopa
(Spondyliosoma cantharus).

pCE7 pCE11 pCE13 pCE15 pCE16 pCE18 pCE43

S.c. 50 - - - - 40 —
pCE7 50 50 50 50 10 50
pCEl1 - s - 50 —
pCE13 o - 50 —
pCE15 - 50 .
pCE1l6 50 50
pCE18 -
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Tabla 23. Polimorfismo en el ADN satélite EcoRI de la chopa (Spondyliosoma cantharus).
Unidad repetitiva Region variable Resto
Familia EcoRI 0.04 0.50 0.04
Subfamilia I 0.02 0.00 0.02
Subfamilia II 0.02 0.16 0.02
Tabla 24. Diversidad nucleotidica en el ADN satélite EcoRI de la chopa (Spondyliosoma
cantharus).
Unidad repetitiva Region variable Resto
Familia EcoRI 0.03 0.24 0.02
Subfamilia I 0.01 0.00 0.01
Subfamilia IT 0.02 0.10 0.02
Figura 21. Hibridacion in sttu utilizando como sonda las unidades monomeéricas de la familia

EcoRI de ADN satélite clonadas en cada especie. (A) Diplodus sargus (sargo), (B)
D. annularts (mojarra rubia), (C) D. puntazzo (sargo picudo), (D) D. bellottit
(mojarra fina), (E) Lithognathus mormyrus (herrera), (F) Spondyliosoma cantharus
(chopa). En todas los casos, la senal de hibridacion se observa exclusivamente
a nivel de los centromeros de todos los cromosomas de la especie, excepto en el
caso de la chopa, en la que dos parejas cromosémicas no muestran senal de
hibridacion (flechas).
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4.5.4. GENERO PAGELLUS
4.5.4.1. Pagellus erythrinus (Breca)

En esta especie, tal como se dijo anteriormente (véase apartado 4.4 e
introduccion del 4.5), se han detectado dos familias de ADN satélite distintas,
que no muestran hibridacion cruzada. Segun se deduce de los patrones de
hibridacion en Southern, una estaria constituida por monémeros de unos 186
pb, mientras que la otra, estaria compuesta por unidades repetitivas de unos
170 pb. Como también se intuye de los datos de hibridacién, la primera muestra
homologia con la familia EcoRI de la dorada, mientras que la segunda la tiene
con la familia Dral de la urta (Pagrus auriga). De entre los enzimas de
restriccion probados, sélo tras la electroforesis de los fragmento generados por
Alul y Haelll se pueden apreciar bandas de ADN satélite. Alul genera fragmentos
de ADN satélite de unos 175 pb, mientras que Haelll los genera de unos 110 pb.
La primera banda muestra hibridacion cruzada con sondas marcadas de
monomeros EcoRI de dorada, mientras que la segunda, lo hace con los
monomeros Dral de urta.

4.5.4.1.1. ADN satélite relacionado con la _familia EcoRI de dorada

La banda Alul de ADN satélite fue purificada y los fragmentos de ADN que
la componian fueron clonados. De los clones recombinantes fueron
seleccionados seis de los que dieron positivo tras la hibridacion de las colonias
con los monémeros EcoRI de dorada (pRA6, pRAS, pRA11, pRA15, pRA22 y
pRA31). La figura 22 muestra la secuencia de los seis clones asi como la
secuencia consenso. El clon pRA22 tiene una longitud de 174 pb, el pRA11 175
y €l pRA1S5 tienen 175pb, mientras que el tamano del pRA6, del pRA8 y del
pRA31 es de 176 pb. La homologia entre los distintos clones oscila entre un
95% y un 98% (Identidad media=96.65%) (tabla 25). Existen 12 sitios variables
no agrupados en una zona concreta de la unidad (Polimorfismo=0.07). La
relacion transiciones/transversiones tiene un valor de 1. El contenido en AT es
del 61.9%. Existen pocas repeticiones directas en su secuencia, destacando la
repeticion 2-2° que comprende 18 pb. Es de destacar que si bien la secuencia
TCTGAAACG aparece en la posicion 11-19, como en las especies anteriores, este
motivo no se repite en la secuencia repetitiva centromérica de la breca. Ademas
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existen 4 cortas repeticiones inversas y una secuencia palindromica de 10 pb
entre las posiciones 58 y 67. Esta familia de ADN satélite se localiza a nivel de
todos los centromeros de los 48 cromosomas acrocéntricos que constituyen la
dotacion cromosomica de esta especie (figura 27). Dada su localizacion y su
homologia con la familia EcoRI de ADN satélite (aproximadamente un 50% de
homologia con la secuencia repetitiva centromérica de las demas especies, como
se vera mas adelante), se considera a este ADN satélite de breca clonado a partir
de fragmentos Alul perteneciente a la familia EcoRI centromérica.

1
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2 -
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S.c. CTTCTCTCGC TCTGAAACGC TCAATTTTCA CATAAGCCAG TTTTCAGCCT TATTGAATGA AATTTCAVGGA
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Figura 22. Secuencias de las unidades monomeéricas de la familia EcoRI de ADN satélite de

la breca (Pagellus erythrinus). Se han senalado las distintas repeticiones directas
e inversas con flechas completas y flechas interrumpidas, respectivamente. En
negrita destaca una secuencia palindromica de 10 pb. Los asteriscos representan
deleciones con respecto a la secuencia consenso.
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Tabla 25. Identidad entre los clones de la familia EcoRI de ADN satélite centromérico de la
breca (Pagellus erythrinus).

PRA6 PRAS8 pRA11 pRA15 pRA22 pPRA31
S.c 96 99 99 97 98 99
pPRA6 97 96 96 94 95
pPRA8 98 97 98 98
pPRA11 97 98 97
pRA15 97 96
pRA22 97

4.5.4.1.2. ADN satélite relacionado con la familia Dral de urta

La banda Haelll de ADN satélite fue purificada y sus fragmentos clonados.
Fueron secuenciados cinco clones de entre los que dieron positivo con el inserto
del plasmido pUD112 de urta (unidad monomeérica de la familia Dral de ADN
satélite de urta). En la figura 23 se puede observar la secuencia (116 pb) de los
mismos. La tabla 26 muestra los valores de identidad entre las secuencias de
los distintos clones, asi como el valor del Polimorfismo y de la diversidad
nucleotidica. Como se puede comprobar, esta familia de ADN satélite presenta
una elevada homologia a nivel de secuencia entre los fragmentos que forman
parte de la misma: 3 sitios polimorficos de un total de 116 pb, de los cuales,
uno es por delecion y los otros dos por sustitucion nucleotidica (transiciones).
El contenido de AT es solo del 45.7%. No se observan grandes repeticiones
directas pero, sin embargo, si se aprecian 4 cortas secuencias (3-6 pb) que se
repiten dos veces cada una. Es de destacar la presencia de una repeticion
invertida imperfecta de 19 pb. Ademas se detecta en la secuencia un palindromo
imperfecto de 11 pb y otro completo de 8 pb (figura 23).

La familia Dral de ADN satélite se dispone en todos los cromosomas de
la especie, formando loci cromosomicos a nivel intercalar, dispuestos
distalmente con respecto al centromero en los 48 cromosomas acrocéntricos de
la especie (figura 27).
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Tabla 26. Identidad entre los clones de la familia DralA de ADN satélite intercalar en la
breca (Pagellus erythrinus).
pRH1 pRH5 pRH26 pRH30 pRH31 pRH34
S.c 99 99 99 100 99 100
pRH1 98 98 98 98 98
pRH5 98 99 100 99
pRH26 99 98 99
pPRH30 99 100
pRH31 99
1
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Figura 23.

Secuencia consenso y secuencias de las unidades monomeéricas de la familia Dral
de ADN satélite de la breca (Pagellus erythrinus). Las dos secuencias

palindromicas mencionadas en el texto se han destacado en negrita.
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4.5.5. GENERO PAGRUS

De los primeros estudios que se realizaron en la busqueda de familias de
ADN satélite (véase apartado 4.4), sabiamos que las dos especies del género
Pagrus poseen en sus genomas una familia de ADN satélite (familia Dral)
especifica de éstas y presente ademas en la breca (de hecho, la familia Dral de
ésta especie fue seleccionada a partir de experiencias de hibridacion del ADN
satélite de urta con el ADN genomico de breca). La digestion del ADN de pargo
y urta con el enzima Dral genera un patron electroforético tal que en un gel de
agarosa se pueden apreciar bandas de ADN satélite constituido por unidades
monomeéricas de 170 pb. Los fragmentos de ADN de estas bandas fueron
purificados y clonados. La familia Dral de ADN satélite no se localiza a nivel
centromeérico, tal como hemos visto en la breca. Se intento, por tanto, localizar
otras bandas de ADN satélite generadas con distintos enzimas de restriccion con
el fin de encontrar en las especies de este Género una familia de ADN satélite
que se localizara a nivel centromeérico. Sabiamos que los monoémeros EcoRI de
dorada no hibridan con el ADN genomico de estas especies, al menos en
Southern blot. Por ello, clonamos el ADN centromérico de la breca (que si
hibridaba, aunque la senal era muy débil, con los monomeros de la familia
EcoRI de la dorada), y lo utilizamos como sonda en hibridaciones sobre
Southerns con ADN genomico digerido de estas dos especies (pargo y urta). La
hibridacion fue positiva tanto a baja como a alta astringencia. Por tanto, se
deduce que el ADN centromeérico de breca, que guarda cierta homologia con el
de dorada, presenta una elevada homologia con una familia de ADN satélite que
se halla en el genoma del pargo y la urta (80%, aproximadamente). Esta familia,
segun los patrones de hibridacion debe estar formada por unidades repetitivas
de unos 186 pb de longitud.

Sin embargo fue imposible, al menos con la bateria de enzimas probados,

aislar una banda de unidades monomeéricas de un ADN satélite que mostrara
hibridacion cruzada con el ADN centromeérico, ni de breca, ni de dorada.

4.5.5.1. Pagrus auriga (Urta)

Se han secuenciado seis clones de la familia Dral de la urta. Resulta
interesante que cuatro de los seis clones (pUD14, pUDI16, pUD112 y pUD116)
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Figura 24. Secuencias Dral de la urta (Pagrus auriga). (A) Unidades monoméricas de la
familia DralA de ADN satélite. (B) Unidades monoméricas de la familia DralB de
ADN satélite. En negrita se han destacado las diferentes secuencias
palindromicas indicadas en el texto.
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presentan una secuencia similar, mientras que los otros dos (pUD214 y
pUD216), similares entre ellos, son totalmente distintos en secuencia a los
primeros (figura 24a y b).

Por tanto, lo que hasta ahora se ha venido denominando familia Dral es,
en realidad, una banda de ADN satélite que esta compuesta por dos tipos de
unidades monomeéricas. Unas de 170 pb pertenecientes a una familia que
llamaremos a partir de ahora familia DralA, y otras unidades monomeéricas de
160 pb de longitud pertenecientes a una familia de ADN satélite que se le ha
denominado DralB.

4.5.5.1.1. Familia DralA

Con el fin de estudiar la organizacion genomica de esta familia, el ADN
de la urta fue digerido con distintos enzimas de restriccion. El patron de
hibridacion obtenido utilizando como sonda el inserto del plasmido pUD112
sobre ADN total digerido con los enzimas Dral, EcoRI, HindIIl, Haelll, Hinfl,
BamHI, Bglll y Pvull fue el mismo que el que se observo al hibridar con los
fragmentos Dral sin clonar (véase apartado 4.4). Ademas, se probaron otros
enzimas distintos (figura 25a): Sall, Sacl y Xbal no tienen dianas en las
unidades repetitivas de la familia Dral; Alul origina una escalera de multimeros
de 171 pb.

La longitud de las unidades monomeéricas es de 171 pb (figura 24a). El
contenido en AT es del 57.3%. La homologia entre las secuencias de los
distintos clones se compara en la tabla 27. El valor del Polimorfismo es 0.06, no
observandose ninguna localizacion preferencial de los sitios variables. La
diversidad nucleotidica tiene un valor de 0.03. La relacion
transiciones/transversiones es de 0.6.

Se observan en la secuencia algunas cortas repeticiones directas. Merecen
especial atencion un palindromo perfecto de 12 pb entre las posiciones 145y
155 y un palindromo de 8 pb (posiciones 87-94). Ademas, destaca una
repeticion inversa imperfecta de 17 pb.

139



ADN satélite y cromosomas de los esparidos

Mediante hibridacion in situ fue analizada la localizacion cromosoémica de
esta familia de ADN satélite. El cariotipo de la especie, como ya se ha dicho,
consta de 48 cromosomas acrocéntricos, siendo dificilmente identificables las
parejas de homologos. La disposicion de la familia DralA es intercalar,
distalmente con respecto al centromero, en los 48 cromosomas de la especie.
Ademas aparecen dos parejas de cromosomas que presentan, ademas de este
loci distal, un loci repetitivo DralA a nivel proximal respecto al centromero
(figura 27).

4.5.5.1.2. Familia DralB

La organizacién genémica de esta nueva familia fue estudiada mediante
la hibridacion en Southern con el inserto del plasmido pUD214. Los enzimas
Dral, EcoRI, HindIIl, Haelll, Hinfl, BamHI, Bglll y Pvull ofrecen patrones de
restriccion e hibridacion con esta sonda similares a los que se observan cuando
se utiliza como sonda el inserto del plasmido pUD112 (no mostrado). Igual
ocurre con enzimas como Sall y Xbal (figura 25b). Sin embargo, al contrario de
lo que ocurre para la familia DralA, la digestion con el enzima Sacl origina
monomeros, dimeros y trimeros de la familia DralB (figura 25b). El enzima Alul
produce monomeros y dimeros de unidades de 163 pb.

La secuencia de los dos representantes de esta familia se puede observar
en la figura 24b. La longitud de las unidades monomericas es de 163 pb. El
contenido en AT es del 64.4%. El grado de homologia entre las dos unidades
secuenciadas es del 94% (tabla 27).

Resulta muy interesante la secuencia de la familia DralB por cuanto esta
formada por gran cantidad de repeticiones directas e inversas. Entre las directas
destaca la repeticion 1-1° en tandem constituida por 34 pb, presentando una
homologia ambas repeticiones del 60%. Existe ademas una repeticion directa
de 22 pb cuyos componentes presentan un 68% de homologia (2-29. Se
observan ademas cuatro cortas repeticiones directas caracterizadas por aparecer
muy proximos entre si los motivos que se repiten. En cuanto a repeticiones
invertidas existen dos muy proximas entre si (1-1° y 2-2°. El motivo 1 se
corresponde con parte del motivo que en las repeticiones directas hemos
llamado motivo 2, y ademas ambos forman parte de una gran secuencia
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palindromica imperfecta de 32 pb (posiciones 62-93). Por otro lado, la repeticion
directa 2° comprende en su secuencia un palindromo de 16 pb (posiciones
131-146). Existe ademas otra secuencia palindromica imperfecta entre las
posiciones 20 y 31.

La familia DralB de secuencias repetitivas no se localiza en todos los
cromosomas del cariotipo. La senal de hibridacion sobre los cromosomas es
débil, y segun las metafases, se puede apreciar que se halla presente en un
numero de cromosomas que oscila entre 10 y 16. Estos loci repetitivos son
intercalares, coincidiendo con la disposicion distal que se observaba para la
familia DralA (figura 27).

Tabla 27. Identidad entre los clones de las familias DralA y DralB de ADN satélite intercalar
de la urta (Pagrus auriga).

pUD14 pUD16 pUD112 pUD116
S.c. 98 99 99 98
pUD14 97 96 96
pUDI16 98 98
pUD112 97

Identidad entre clones pUD214/pUD216 (familia DralB) = 94

4.5.5.1.3. Curvatura de las unidades monoméricas de DralA y de DralB

Puesto que tanto la secuencia como la localizacion de estas dos familias
de ADN satélite es distinta de la de la familia EcoRI, nos propusimos conocer si
estos ADNs mostraban retrasos en la movilidad electroforética en geles de
poliacrilamida. En este caso no se realizo un experimento tan completo como el
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diseniado para los monomeros centromeéricos de la dorada, con lo cual no se
puede conocer la zona de maxima curvatura de la molécula. Sin embargo, los
monomeros fueron escindidos de los plasmidos recombinantes que los
contenian mediante digestion con el enzima Dral y al someter los monomeros
de DralA y de DralB a electroforesis en acrilamida, se observo un ligero retraso
en los dos (K=1.1 y K=1.05, respectivamente).

4.5.5.1.4. Familia EcoRI

Como ya se ha indicado, no hemos logrado clonar y analizar de forma
directa el ADN satélite centromérico de esta especie. Sin embargo, mediante
hibridacion con el inserto de pRA6 (monomero centromérico de la breca) sobre
Southerns con ADN de urta, se pudo comprobar que la familia EcoRI esta
presente en el genoma de la urta. De las distintas experiencias en las que las
condiciones de astringencia en la hibridacion fueron variables, se puede deducir
que la homologia entre la secuencia de las unidades de la familia EcoRI de la
breca y la de la urta es aproximadamente del 80%. Para comprobar la
localizacion de la familia EcoRI en los cromosomas de la urta, se marco el
inserto del plasmido pRA6 con digoxigenina y se hibrido in situ sobre dichos
cromosomas una vez fijados. Las condiciones de astringencia fueron tales que
permitieran la hibridacion sobre secuencias con una homologia superior al 80%.
El revelado con anticuerpos fluorescentes mostro senal de hibridacion a nivel
de todos los centromeros de los cromosomas de esta especie (figura 27).
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Figura 25. Patrones de hibridaciéon obtenidos utilizando como sonda el inserto del plasmido
pUD112 (unidad monomeérica de la familia DralA de ADN satélite) (A) y el inserto
del plasmido pUD214 (unidad monomeérica de la familia DralB) (B) sobre el ADN
de la breca (a-d) y de la urta (e-h) digerido con los enzimas: (a,e) Xbal; (b,f) Sacl;
(c,g) Sall; (d,h) Alul. Las flechas sefnalan las unidades monomeéricas de 172 pb
(familia DralA) y de 163 pb (familia DralB).

4.5.5.2. Pagrus pagrus (Pargo)

Se purificé la banda de ADN satélite que se observa en los geles tras
someter a electroforesis los fragmentos de ADN del pargo digerido con el enzima
Dral. La seleccion de clones recombinantes se hizo entre aquellos que dieron
positivo en un experimento de hibridacion utilizando como sonda tanto el
inserto del plasmido pUD112 (familia DralA de urta) como el del pUD214
(familia DralB de urta). Pertenecientes a la familia DralA de ADN satélite se
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secuenciaron 5 clones (pPGD11, pPGD113, pPGD118, pPGD119, pPGD120)
mientras que de la familia DralB solo se identifico un clon positivo (pPGD221).
Las secuencias de los distintos clones se muestran en la figura 26 a y b. Los
monomeros de DralA tienen una longitud de 172 pb, mientras que la de DralB
es de 163 pb.

4.5.5.2.1. Familia DralA

De forma similar a lo que ocurre en el caso de la urta, los fragmentos
monomeéricos de la familia DralA del pargo muestran una elevada homologia en
sus secuencias. Existen 5 sitios polimorficos (Polimorfismo=0.03), mientras que
la diversidad nucleotidica tiene un valor de 0.01. La tabla 28 refleja estos
resultados asi como los valores de identidad entre los distintos clones y la de
estos con la secuencia consenso derivada. La secuencia de la familia DralA en
el pargo presenta un contenido en AT del 58.1% y la relaciéon
transiciones/transversiones es igual a 0.33.

Se aprecian cortas repeticiones directas en la secuencia DralA del pargo
(figura 26a). Aparecen también en la secuencia DralA del pargo secuencias
palindromicas imperfectas en las mismas regiones que aparecian en la
secuencia DralA de la urta. La repeticion inversa 1-1° es también la misma que
se observaba en la secuencia DralA de la urta.

La localizacion a nivel cromosomico de esta familia de ADN satélite es
intercalar, dispuesta distalmente respecto al centromero (no mostrado).

4.5.5.2.2. Familia DralB

De la familia DralB se secuencio el uinico clon positivo en un experimento
de hibridacion con el inserto de pUD214 (unidad monomeérica de la familia
DralB de la urta). Su secuencia, con un contenido en AT del 60.7%, se detalla
en la figura 26b. Se aprecian en dicha secuencia cortos motivos que se repiten.
Entre las repeticiones directas no destaca ninguna sobre las demas. Sin
embargo, conviene sefnalar que en el pargo no se observa la larga repeticion en
tandem de 34 pb presente en la secuencia DralB de la urta (repeticion 1-1° de
la urta). En cuanto a la repeticion 2-2° de la urta, aqui tampoco se detecta, pero
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Figura 26. Secuencias Dral del pargo (Pagrus pagrus). (A) Unidades monomeéricas de la
familia DralA de ADN satélite. En la secuencia se observan 2 palindromos de 8
pb de 10 pb respectivamente sefialados en negrita. Este tltimo ademas se incluye
dentro de una secuencia palindromica imperfecta que se ha subrayado. (B)
Secuencias de las unidades repetitivas de la familia DralB. En negrita se ha
destacado una secuencia palindromica imperfecta.
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ADN satélite y cromosomas de los esparidos

se puede observar que parte de dicha repeticion esta conservada en el pargo
(repeticion directa 2-2° de la figura 26b). De las repeticiones inversas destaca
una secuencia palindromica imperfecta entre las posiciones 132 y 145, que se
corresponde con la misma que se observaba en la secuencia DralB de la urta.

Tabla 28. Valores de identidad entre las secuencias monoméricas de la familia DralA de ADN
satélite intercalar del pargo (Pagrus pagrus).

pPGD11 pPGD113 pPGD118 pPGD119 pPGD120

S.c. 100 99 99 99 99
pPGD11 99 99 99 99
pPGD113 99 98 99
pPGD118 98 98
pPGD119 98
Figura 27. Hibridacion in situ sobre los cromosomas de diferentes especies de esparidos. En

(A y B) se utilizé como sonda el inserto del plasmido pRA6 (unidad monomeérica
del ADN satélite EcoRI de la breca) sobre cromosomas mitéticos de la breca
(Pagellus erythrinus) (A) y de la urta (Pagrus auriga) (B). La sefal de hibridacion
se observa sobre los centromeros de todos los cromosomas de las dos especies.
(C) Hibridacion del inserto del plasmido pRH1 (unidad monomérica de la familia
DralA de ADN satélite de la breca) sobre cromosomas mitéticos de la breca. La
localizacion es intercalar y aparece en todos los cromosomas de la especie. (D)
Hibridacion in situ del inserto del plasmido pUD112 (unidad monomérica de la
familia DralA de ADN satélite intercalar de la urta) sobre los cromosomas de la
urta. (E) Hibridacion del inserto del plasmido pUD214 (unidad monomérica de
la familia DralB de ADN satélite de la urta) sobre los cromosomas de la urta. La
senal de hibridacion es débil y se detecta s6lo en algunos cromosomas del
cariotipo de la especie. (F) Hibridacion in situ del inserto del plasmido HM123
(ADN ribosémico 28s de Xenopus laevis) sobre los cromosomas de la chopa
(Spondyliosoma cantharus). Las flechas sefalan los dos loci ribosémicos de la
especie.
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4.5.5.2.3. Familia EcoRI

Al igual que en el caso de la urta, ningun enzima de restriccion ofrecio la
posibilidad de clonar y analizar el ADN satélite centromérico del pargo. Sin
embargo, por hibridacion in situ sabemos que el representante de la familia
EcoRI de ADN satélite en la breca (plasmido pRA6), hibrida a nivel centromérico
de en todos los cromosomas del pargo (no mostrado).

Para finalizar el apartado 4.5 debemos anadir que se realiz6 una
busqueda de secuencias homologas a las distintas secuencias clonadas tanto
de la familia EcoRI como de las familias DralA y DralB en la base de datos del
GenBank y de la EMBL. Ninguna de las secuencias mostré resultados
significativos.

4.6. ANALISIS DE LA DIVERGENCIA INTERESPECIFICA EN LA FAMILIA
ECORI DE ADN SATELITE CENTROMERICO

Para comparar la secuencia de la familia EcoRI de ADN satélite entre las
distintas especies se llevdo a cabo el alineamiento multiple de todas las
secuencias de las unidades monomericas estudiadas, tal y como se muestra en
la figura 28. En dicha figura se puede observar que las unidades monoméricas
de la familia EcoRI de todas las especies tienen una longitud consenso de 187
pb, excepto en el caso de la breca. En principio, el tamano de los monémeros
de esta especie parece ser de 176 pb. Sin embargo, cuando se comparan estos
monoémeros con los de las demas especies se observa que se pueden alinear
estableciendo un gap o hueco entre las posiciones 159 y 170. La explicacion
mas plausible de esta diferencia de tamano es que en realidad la unidad
monomerica de la breca tiene también alrededor de 187 pb y que los fragmentos
de 176 pb son artefactos de clonacion. La obtencion de estos fragmentos de 176
pb se deberia a la existencia de dos dianas para el enzima Alul en las posiciones
159 y 170. Como se ha utilizado este enzima para clonar el ADN satélite EcoRI
de la breca, al hacerlo se elimina el fragmento de 11 pb que existe entre las
posiciones 159 y 170. De hecho, en todas las especies existe una diana para
Alul en la posicion 159, y es posible que en la breca exista otra diana en la
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Figura 28. Alineamiento multiple de todas las secuencias monoméricas clonadas de la

familia EcoRI de ADN satélite centromérico. Se ha representado una secuencia
consenso de todas las unidades excepto de las de la breca cuyo grado de
-divergencia no permite que sean incluidas en dicha secuencia consenso. Los
guiones son sitios que no varian con respecto a la secuencia consenso, mientras
que aquellas posiciones que varian tanto a nivel intra- como interespecifico se
han indicado en la figura. A nivel intraespecifico, cuando un sitio es variable, la
base representada en mayuscula es la mas frecuente, mientras que cuando las
dos bases son igualmente frecuentes se representan ambas en mayuscula. Los
asteriscos representan deleciones. En las secuencias de la breca, el simbolo \
representa nucleétidos que no se han identificado debido al método de clonacién.
Entre la breca y la secuencia consenso, el simbolo | indica homologia en esa
posicién. Las secuencias que se representan de la dorada, son las de la hebra
complementaria a la representada en la figura 8, y ademas se han reorganizado
de tal forma que coincida la posicién en la que se localiza la diana para el enzima
HindIIl con la posicién 1 en esta figura, ya que las unidades de las demas
especles se clonaron con dicho enzima. En el caso de la breca, cuyas unidades
monomeéricas se obtuvieron con el enzima Haelll, también se ha reorganizado la
secuencia para que su diana HindlIII coincida con las de las demas especies. El
motivo (A/T)CTGAAA(A/C)(G/C) que se repite varias veces en las unidades de
todas las especies se ha incluido en recuadros. Asimismo se indica la diana Haelll
que en la unidad monomeérica de la dorada se incluye en la region de maxima
curvatura de la molécula.
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posicion 170. Esta apreciacion esta basada ademas, como ya se vio en el
apartado 4.4, en los patrones obtenidos cuando se hibrida el inserto del
plasmido pSal9 (mondémeros EcoRI de la dorada) sobre Southern blots
conteniendo el ADN de la breca digerido con enzimas como Hinfl. Como se
recordara (apartado 4.4), este enzima genera escaleras de ADN satélite EcoRI en
la breca cuya unidad monomeérica tiene un tamano de 186 pb.

Para una comparacion global, hemos calculado la divergencia
interespecifica siguiendo los dos procedimientos descritos en Material y Métodos
(Strachan et al., 1985). El primero de ellos mide la variabilidad media por
posicion nucleotidica utilizando todas las comparaciones posibles entre los
distintos clones de las especies que se comparan. El método 2 utiliza en la
comparacion una secuencia consenso de cada especie. Ademas, hemos
considerado dos tipos de datos, por un lado se han considerado todos los clones
secuenciados en cada especie y por otro, hemos tenido en cuenta que en
algunas especies existen dos subfamilias. Cuando no hemos considerado
subfamilias, s6lo hemos aplicado el método 1, puesto que la secuencia consenso
derivada de todos los clones no seria representativa de las distintas subfamilias.
En el caso de considerar la existencia de subfamilias dentro de una especie,
cuando aplicamos el método 1 se comparan los clones que pertenecen a una
subfamilia con los de la otra subfamilia de la misma especie, y con los clones
de las subfamilias de otras especies y con todos los clones de las especies donde
no hay subfamilias. Para el calculo mediante el método 2 se han establecido
secuencias consenso de cada subfamilia y todas las secuencias consenso
establecidas son comparadas.

En la tabla 29 se muestran los resultados obtenidos utilizando el método
1 y sin considerar las distintas subfamilias que componen la familia EcoRI en
las distintas especies analizadas. En cambio, los datos de divergencia
interespecifica que surgen teniendo en cuenta la existencia de distintas
subfamilias, se reflejan en las tablas 30 (método 1) y 31 (método 2).

Por otra parte, se ha realizado un analisis de las relaciones entre las
distintas unidades monomeéricas de la familia EcoRI de las diferentes especies
de esparidos. Para ello, las correspondientes secuencias fueron alineadas
utilizando el programa CLUSTAL V (Higgins y Sharp, 1988) y utilizadas como
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fuente de datos sobre la que aplicar diferentes métodos en la construcciéon de
arboles de secuencias. Con este objetivo, se empleo el paquete informatico de
analisis filogenético PHYLIP 3.5 de Felsenstein (1993). A continuacion se
detallan los resultados obtenidos tras aplicar a los datos diferentes métodos de
inferencia basados en matrices de distancias (las distancias fueron calculadas
siguiendo el método de Kimura de 2 parametros (Kimura, 1980)). En la figura
29 se muestra el arbol de secuencias que resulta aplicando el método UPGMA
(Sneath y Sokal, 1973) usando el programa NEIGHBOR del paquete PHYLIP. Tal
como se observa en dicha figura, en general las secuencias monoméricas de una
misma especie aparecen mas intimamente relacionadas entre ellas que con
respecto a las de las demas especies. Esto ultimo es valido también cuando se
comparan las secuencias de distintas subfamilias del ADN satélite de la chopa
y de la dorada. Sin embargo, las relaciones entre las secuencias monomeéricas
del sargo, el sargo picudo y la mojarra rubia son poco claras. En efecto, se
observa una ramificacion del arbol que agrupa, por un lado a los miembros de
la subfamilia Sargo Il y Mojarra rubia II junto con los del ADN satélite del sargo
picudo, mientras que por otro lado se encuentran los miembros de las
subfamilias Sargo I y Mojarra rubia I (figura 29).

Tabla 29. Divergencia de la familia EcoRI de ADN satélite entre las diferentes especies de
esparidos analizadas. Para su calculo se ha seguido el método 1 propuesto en
Material y Métodos, y no se ha considerado la existencia de dos subfamilias en
algunas de las especies.

MOJAR. SARGO MOJAR. HERRER CHOPA DORAD BRECA
RUBIA PICUDO FINA

SARGO 0.09 0.12 0.17 0.23 0.23 0.22 0.43
MOJARRA 0.10 0.15 0.20 0.23 0.20 0.44
RUBIA

SARGO 0.20 0.25 0.22 0.19 0.43
PICUDO

MOJARRA 0.23 0.29 0.25 0.46
FINA

HERRERA 0.27 0.27 0.47
CHOPA 0.25 0.48
DORADA 0.45
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Tabla 30. Divergencia de la familia EcoRI de ADN satélite entre las diferentes especies de
esparidos, considerando que algunas de ellas existen dos subfamilias de EcoRI,
y siguiendo el método 1 para su calculo.

SARGO  MoJ. MOJ. SARGO MOJ. CHOPA CHOPA DORADA  DORADA
11 RUBIA I RUBIA II PICUDO  FINA  HERRERA 1 11 1 11 BRECA
SARGO I 0.11 0.08 0.10 0.13 0.15 0.21 0.23 0.23 0.2l 0.23 0.43
SARGO II 0.11 0.06 0.11 0.19 0.25 0.23 0.24  0.21 0.20 0.43
MOJARRA 0.08 0.12 0.13 .19 0. . . . ,
HOJARRA 0 24 0.25  0.21 0.21 0.45
MOJARRA 0.07 0.18 0. A . L . s
MOJARRA 23 0.22 0.23  0.19 0.18 0.43
SARGO A . . ‘ : . .
S4Re0, 0.20 0.26 0.23 0.22  0.20 0.19 0.43
MOJARRA . s . Y . .
MoJA 0.23 0.28 0.30  0.25 0.25 0.45
HERRERA 0.27 0.28  0.27 0.27 0.47
CHOPA 1 0.05  0.25 0.25 0.48
CHOPA 11 0.26 0.26 0.48
DORADA I 0.10 0.44
DORADA I 0.46
Tabla 31. Divergencia interespecifica de la familia EcoRI de ADN satélite segiin el método
2, considerando dos subfamilias en algunas especies.

SARGO  MOJ. MOJ. SARGO MOJ. CHOPA CHOPA DORADA  DORADA

11 RUBIA I RUBIA II PICUDO  FINA  HERRERA 1 11 1 11 BRECA
SARGO I 0.07 0.06 0.09 0.13 0.13 0.19 0.22 0.22  0.20 0.22 0.44
SARGO II 0.06 0.03 0.09 0.14 0.20 0.22 0.22  0.17 0.16 0.46
MOJARRA 0.06 0.12 0.09 0.16 0.23 0.23  0.18 0.19 0.46
RUBIA 1
MOJARRA 0.07 0.14 0.20 0.22 0.22  0.17 0.16 0.46
RUBIA 11
SARGO 0.18 0.24 0.22 0.21  0.18 0.17 0.46
PICUDO
MOJARRA 0.18 0.25 0.25  0.21 0.21 0.46
FINA
HERRERA 0.27 0.26  0.25 0.25 0.48
CHOPA 1 0.04  0.24 0.24 0.49
CHOPA 11 0.24 0.24 0.48
DORADA I 0.06 0.46
DORADA 11 0.47
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Figura 29.
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Arbol sin raiz de secuencias monomeéricas de la familia EcoRI de ADN satélite
obtenido mediante el método UPGMA. Solo se muestran los clones mas

representativos de cada especie.
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Arbol sin raiz de secuencias monoméricas de la familia EcoRI de ADN satélite
obtenido mediante el método Neighbor-Joining. Sélo se muestran los clones mas
representativos de cada especie.

156



Resultados

Se realizo ademas un analisis mediante los métodos del vecino mas
proximo (neighbor-joining) (Saitou y Nei, 1987) y de Fitch y Margoliash (1967),
utilizando los programas NEIGHBOR y FITCH del paquete PHYLIP,
respectivamente. Ambos métodos dan resultados similares (figura 30). El arbol
de la figura 30 muestra que en algunos casos las secuencias no se agrupan de
acuerdo a las especies, y ademas, la topologia que ofrecen estos dos métodos no
se ajusta a las relaciones filogenéticas que cabe esperar entre las distintas
especies y géneros de los cuales se estan comparando sus secuencias (figura
30). Por ejemplo, las secuencias de la herrera aparecen agrupadas con las de la
mojarra fina y junto con las de la subfamilia I de la mojarra rubia.

Dadas las complejidades que se aprecian con los distintos métodos
empleados a la hora de establecer las relaciones entre las distintas secuencias
monomeéricas de la familia EcoRI, decidimos comparar detenidamente las
diferentes secuencias a nivel de la region comprendida entre las posiciones
160-175. Como se recordara, esta region es la region hipervariable que en
algunas especies define dos subfamilias. Hay que recordar también que,
lamentablemente, parte de esta region es la ausente en los fragmentos que se
clonaron del ADN satélite de la breca. La comparacion de las distintas
secuencias consenso para cada especie, a este nivel, se puede apreciar en la
figura 31. Como se observa en dicha figura, la secuencia de esta region en el
caso de la mojarra fina, de la herrera y de la subfamilia I de la dorada esta mas
relacionada con la de las subfamilias Sargo I y Mojarra rubia I que con la del
resto de secuencias. Igualmente, la secuencia de esta zona en el sargo picudo
y en la subfamilia II de la dorada y las dos subfamilias de la chopa esta muy
relacionada con la de las subfamilias Sargo Il y Mojarra rubia II. De hecho, una
asociacion de secuencias similar a ésta es la que se observa en los arboles de
las figura 30 (analisis mediante los métodos del vecino mas proximo y de Fitch
y Margoliash).

Estos datos nos llevan a concluir que en los esparidos existen al menos
dos subfamilias paralogas de la familia EcoRI de ADN satélite (tabla 32). De la
subfamilia I hemos clonado secuencias monomeéricas en el caso del sargo, de la
mojarra rubia, de la mojarra fina, de la herrera y de la dorada. De la subfamilia
II hemos clonado unidades monomeéricas en el caso del sargo, de la mojarra
rubia, del sargo picudo, de la chopa y de la dorada. Es imposible conocer a qué
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subfamilia pueden pertenecer las secuencias EcoRI clonadas en la breca. Como
se ha dicho (apartado 4.5.3.1), de la chopa se tienen dos subfamilias diferentes
y las dos parecen estar relacionadas con la subfamilia II. Sin embargo, es dificil
asegurarlo puesto que la zona divergente entre ellas es muy pequena,
comprendiendo solo las posiciones 163-168. El resto de la zona que es variable
en las demas especies, es exactamente igual en secuencia en las dos
subfamilias de la chopa. Parece que los mecanismos de homogenizacion en el
ADN satélite de esta especie han actuado de tal forma que es apenas
imperceptible la diferencia entre las secuencias de las dos subfamilias cuando
se comparan con las secuencias de las subfamilias I y II de las demas especies.

Sargo II 156CAGCTTAGT TCATCATTACGG- CAAAAACAAG187
Mojarra rubia II CAGCTTAGT TCATCATTAGGGG CAAAAACAAG
Sargo picudo CAGCTCAGT GCATCCTTAGGG- CGAAAACAAG
Dorada II CAGCTTAGT CTGTCATTAGTG- CATTAAACAG
Chopa I CAGCTTTTT GGCTTTTGAGGG- CAAAAACAAG
Chopa II CAGCTTTTG GCAG?TTGAGGG— CAAAAACAAG

Sargo I CAGCTTAGT GTAC-AGTAACCTG  CAAAAACAAG
Mojarra rubia I CAGCTTAGT CTAC-AGTAACTTG CAAAAACAAG
Mojarra fina CAGCTT&GT CTGC-AGTAACTTG CAAAAACAAG
Herrera CAGCTTGCT CTAATTGTAACTTG  TACAAACAAG
Dorada I CAGCTTAGT AGAC-CTTAAGTGG  CAAAATAGTG
Figura 31. Alineamiento multiple de las secuencias consenso de las dos subfamilias
detectadas en la familia EcoRI de ADN satélite en la region comprendida entre
las posiciones 156 y 187. Resulta interesante observar la secuencia de la zona
variable que define cada subfamilia (posiciones 165-177): subfamilia II, arriba;
subfamilia I, abajo.
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Tabla 32. Agrupacion de las diferentes secuencias de la familia EcoRI clonadas en las
diferentes especies de esparidos segin pertenezcan a la subfamilia I 6 a la

subfamilia II.

SUBFAMILIA I

SUBFAMILIA II

Sargo I
Mojarra rubia I

Mojarra fina

Sargo II
Mojarra rubia II

Sargo picudo

Herrera Chopa I
Dorada | Chopa 1I?
Dorada II

4.7. ANALISIS DE LA DIVERGENCIA INTERESPECIFICA DE LAS
FAMILIAS DRAIA Y DRAIB DE ADN SATELITE INTERCALAR

Estas dos familias de ADN satélite solo estan presentes en el genoma de
la breca, el pargo y la urta. Para determinar la divergencia interespecifica de la
familia DralA, se alinearon las distintas secuencias monoméricas de cada
especie (figura 32). Las unidades monomeéricas del pargo y la urta presentan
una longitud de 172 pb. En la breca, los fragmentos de la familia DralA
clonados con el enzima Haelll tienen una longitud de 116 pb.

Al igual que ocurri6 en el caso de la familia EcoRI, y basandonos en el
alineamiento de las secuencias, se deduce que ésta no debe ser la longitud de
la secuencia monomero DralA en la breca sino que deben existir en ella dos
dianas Haelll, de tal forma que la digestion con dicho enzima genera fragmentos
de 116 pb y de 56 pb. Los primeros estarian entre los clones secuenciados de
esta especie, pero no los segundos.

En la tabla 33 se recoge la divergencia interespecifica para el caso de la
familia DralA, siguiendo los métodos 1 y 2 senalados en el apartado anterior.
Hay que senalar que solo el dato para la divergencia entre la familia DralA del
pargo y la urta es real. En este caso, se han comparado las secuencias
monomeéricas completas de las dos especies. La divergencia calculada entre
cualquiera de estas dos especies y la breca es solo aproximada. Se basa en este
caso so6lo en la comparacion de los 116 nucleétidos que se conocen de la unidad
monomeérica de la breca. Por tanto, los valores reales de divergencia deben ser
algo mayores a los que se muestran en la tabla.
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No se dispone de la secuencia de DralB de la breca. Del pargo, sélo se
tiene un clon secuenciado y de la urta, dos (figura 33). Por tanto, el analisis en
este caso resulta limitado.

AAAATATTCGCCAAAAATACAAATTCCACCCGAATCCAATGGGGACTGCT

GTGTCTCGTTCAGCCAGTATAGGACCACGTTTGGGAGAAATTTCCAGTCA

ATCGGTCCAAAGACCTGGAAGCTATTGAAAAAATCGGCCGA

kcrrTrCOAT

----- A0 VW W VO W WV VWV VWV VWV WV W VW W W VWV W VW O W W 0 W O

G
GAAAAAG

AN A U U U WA

------ Cc

------ T
Figura 32
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U - T . R
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172

Alineamiento multiple de las diferentes unidades monomeéricas clonadas de la
familia DralA de ADN satélite. Se ha obtenido una secuencia consenso y cada
secuencia se ha representado en funcién de ella. Los simbolos son los mismos

que se utilizaron en la figura 28.
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TGAAGCT

GTAACTG

TTGTGTT

e eC-=== =

' Resultados
' Tabla 33. Divergencia interespecifica de la familia DralA de ADN satélite segiin los métodos
ly2.
l Método 1 Método 2
l PARGO URTA PARGO URTA
' BRECA 0.188 0.180 0.190 0.155
PARGO 0.072 0.064
' PARGO AAAGGAGTTCCACATGGTCCTGTGAGCTCGAGGGTTTATATT
URTA ---A--A--T--AGCT---§F8------._ EEATCm oo m e m o i = 00 o
. PARGO CTTGAATGAGATCAAGTCATTTTTAGGCAGAAATCACCATTC
' URTA T T L R Ity —— how A E RS SRS S - - tA---T--6c-4
PARGO CATTTGGCCTCCAATCAATTTTTGGCAGGTGAAAAAGCACTT
'tmu T--mmee oo N I e T G--T-A-
163
'PARGO GTAATGGTCCTTT
lux'm -------------
' Figura 33. Comparacion de las secuencias monomeéricas de la familia DralB de ADN satélite
del pargo y la urta.
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4.8. ANALISIS FILOGENETICO DE LA FAMILIA SPARIDAE UTILIZANDO LA
FAMILIA ECORI DE ADN SATELITE

Utilizando las secuencias consenso de las dos subfamilias existentes de
la familia EcoRI de ADN satélite se han estudiado las relaciones de parentesco
entre las diferentes especies de esparidos. La fuente de datos para todos los
métodos empleados ha sido la misma, el alineamiento multiple de las
secuencias. Hay que senalar que, de acuerdo a los resultados obtenidos
mediante hibridacion tipo Southern (véase apartado 4.4 de Resultados), con
estas secuencias se podra analizar las relaciones dentro del linaje
Sparus-Diplodus-Lithognathus- Spondyliosoma y de éste con respecto al linaje
Pagrus-Pagellus. De este ultimo solo se dispone de la secuencia de la familia
EcoRI de la breca. Esta especie, se utilizara como especie de referencia externa
o outgroup, dada la divergencia de su secuencia respecto a las de las otras
especies.

4.8.1. Arboles filogenéticos basados en matrices de distancias.

De acuerdo a los resultados mostrados en el apartado 4.6 se realiz6 un
analisis filogenético basado en secuencias ortologas. Asi, se alinearon, por un
lado, las secuencias consenso Sargo II, Mojarra rubia II, Dorada II, las
secuencias consenso de la chopa y la del sargo picudo, y la de la breca como
especie de referencia externa. Por otro lado, se compararon las secuencias
consenso Sargo I, Mojarra rubia I, Dorada I, y las secuencias consenso de la de
la mojarra fina y la de la herrera y la de la breca, esta ultima como especie de
referencia externa. Las figuras 34 y 35 muestran los arboles generados por los
métodos UPGMA y del vecino mas proximo respectivamente. Para comprobar la
fiabilidad de cada arbol, se realiz6 un remuestreo por el método de bootstrap
(Felsenstein, 1985, 1988), utilizando para ello el programa SEQBOOT del
paquete PHYLIP. Se realizaron 2000 remuestreos para que los resultados fueran
fiables (Hedges, 1992). En los nodos de cada arbol se expresan los valores
obtenidos, en tantos por ciento, por el método de remuestreo. Como se puede
apreciar en las figuras 34 y 35, de los dos arboles generados por el método
UPGMA el basado en la comparacion de la subfamilia II es bastante significativo
en todos los nodos, mientras que el basado en la subfamilia I es menos
significativo en algun nodo. Ninguna de las dos subfamilias genera arboles
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cuyos nodos son significativos cuando aplicamos el método del vecino mas
proximo, aunque ambas topologias son similares a las que ofrece el método
UPGMA. En general, es destacable la monofilia del linaje
Sparus-Diplodus-Lithognathus-Spondyliosoma con respecto a la breca.

4.8.2. Arboles filogenéticos basados en el principio de mdaxima parsimonia.

Utilizando el programa DNAPARS de paquete PHYLIP, se aplico el
principio de maxima parsimonia de Wagner (Farris, 1970). Al igual que cuando
utilizamos métodos basados en distancias, aplicamos el principio de maxima
parsimonia a aquellas secuencias consenso que son ortologas utilizando la
breca como especie de referencia externa en ambos casos. Los distintos arboles,
asi como los resultados del remuestreo aparecen reflejados en la figura 36.
Como se puede ver, la comparacion de secuencias consenso de la subfamilias
II, da igual resultado al que ofrecian los métodos basados en matrices de
distancias, si bien el nivel de significacion es bajo para algunos nodos. En el
caso del analisis de las secuencias consenso de la subfamilia I, también se
obtiene una topologia similar a la obtenida con los métodos basados en matrices
de distancias, pero sus nodos son poco significativos.
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— Diplodus annularis

8

I

L piplodus sargus
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___I©

Diplodus puntazzo

e e e e

Sparus aurata

S)
— =

Spondyliosoma
cantharus

Pagellus erythrinus

Diplodus annularis

I
r—gﬁ L— piplodus sargus

5
‘,__

Diplodus bellottii

S

Lithognathus mormyrus

B

Sparus aurata

]

Pagellus erythrinus

Arboles filogenéticos generados por el método UPGMA. (A) Arbol  basado en el
analisis de las secuencias consenso de la subfamilia Il del ADN satélite EcoRI.
(B) Arbol basado en el analisis de las secuencias consenso de la subfamilia I de
EcoRI. La escala representa una distancia de 0.1. Los valores de los nodos
expresan los resultados del remuestreo.
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Spondyliosoma cantharus

1

Sparus aurata

Diplodus annularis

Diplodus sargus

— Diplodus puntazzo

Pagellus
erythrinus
Sparus aurata
— Diplodus sargus
Lithognathus mormyrus
49 Diplodus bellottii
Diplodus annularis
Pagellus
erythrinus
a 35. Arboles filogenéticos generados por el método del vecino mas proximo. (A) Arbol
g g P

basado en el analisis de las secuencias consenso de la subfamilia II de la familia
EcoRI de ADN satélite. (B) Arbol basado en las secuencias consenso de la
subfamilia I de EcoRI. La escala representa una distancia de 0.1. Los valores de
los nodos expresan el resultado del remuestreo.
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Figura 36.

r Pagellus erythrinus
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i
| I Spondyliosoma cantharus
"
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Arboles filogenéticos basados en el método de maxima parsimonia. (A) Arbol

generado a partir de las secueficias consenso de la subfamilia II del ADN satélite
EcoRI. Requiere un total de 170 eventos mutacionales. (B) Arbol obtenido a partir
de las secuencias consenso de la subfamilia I EcoRI. Requiere 169 eventos
mutacionales. Sobre los nodos se refleja el resultado del remuestreo.
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Discusién

5. DISCUSION

5.1. ANALISIS CROMOSOMICO DE LA FAMILIA ESPARIDAE

5.1.1. Cariotipos de los esparidos

El analisis llevado a cabo en diferentes especies de esparidos demuestra
que cariotipicamente esta famnilia de peces es homogénea (figura 1 y tabla 2).
Ocho de las diez especies de esparidos que se han analizado presentan un
numero cromosomico de 2n=48 cromosomas, mientras que las otras dos
especies (mojarra fina y chopa) poseen 2n=46 cromosomas.

Desde hace tiempo, se acepta que el cariotipo ancestral de los peces
estaba constituido por 48 cromosomas acrocéntricos (Ohno y Atkin, 1966; Ohno
et al., 1967). Este numero de cromosomas se considera también como nuamero
basico para los teledsteos (Ohno, 1974) y se sabe que esta conservado en la
mayoria de las especies de esparidos (Amores et al., 1993). Sin embargo, con
anterioridad se han descrito dos especies de esparidos que presentan solo 46
cromosomas en su cariotipo. Una de estas especies, la oblada Oblada melanura
estudiada por Cataudella et al. (1980), no ha sido estudiada en esta memoria.
La otra especie, la mojarra fina Diplodus bellottii (Amores et al., 1993), si se ha
estudiado, coincidiendo su cariotipo con el descrito previamente por Amores et
al. (1993). A estas dos especies con 2n=46 cromosomas S€ suma una nueva
especie que se describe en esta memoria por primera vez, la chopa
(Spondyliosoma cantharus). La mojarra fina y la chopa se caracterizan por
presentar en su cariotipo una pareja de cromosomas metacéntricos grandes que
no se observa en ningan otro cariotipo de los esparidos. Su morfologia y la
longitud de sus brazos cromosoémicos son indicativos de que su origen se debe
a una fusion céntrica de dos cromosomas acrocéntricos. La chopa, ademas, es
la especie estudiada en esta memoria que mas se aleja de la condicion
ancestral, puesto que posee un NF=56, presentando mas cromosomas de dos
brazos que las demas especies (cuatro parejas ademas de la ya mencionada),
posiblemente originados a partir de inversiones pericéntricas de cromosomas
acrocéntricos. En el caso de la oblada, no parece que la fusion céntrica de dos
cromosomas acrocéntricos del mismo tamano haya sido el mecanismo que ha
intervenido en la reduccion del numero cromosomico de la especie. Segun
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Cataudella et al. (1980), esta reduccion se puede deber a la pérdida o a la
traslocacion a otro cromosoma de la pareja mas pequena de cromosomas
acrocéntricos.

Entre las especies que poseen 48 cromosomas en su cariotipo, la breca
(Pagellus erythrinus), el pargo (Pagrus pagrus) y la urta (Pagrus auriga),
destacan por mantener la condicion ancestral, es decir que todos sus
cromosomas son acrocéntricos (figura 1 y tabla 2). Otras especies del género
Pagellus no estudiadas en esta memoria, como el aligote (Pagellus acarne) y el
besugo (Pagellus bogaraveo) presentan cariotipos diferentes del cariotipo
ancestral. El aligote, por ejemplo, tiene un cariotipo compuesto por una pareja
de cromosomas submetacéntricos, tres parejas de cromosomas subtelocéntricos
y veinte parejas de cromosomas acrocéntricos (Cataudella et al.,, 1980). El
cariotipo del besugo es excepcional ya que su NF es igual a 66, estando formado
por 4 parejas de cromosomas metacéntricos, 5 de cromosomas
submetacéntricos, 4 de cromosomas subtelocéntricos y 11 parejas de
cromosomas acrocéntricos (Vitturi et al., 1990).

El resto de las especies analizadas (sargo, mojarra rubia, sargo picudo,
herrera y dorada) han diversificado sus cariotipos hacia el aumento del numero
fundamental (NF), es decir hacia la aparicion de cromosomas con dos brazos
cromosomicos. La conservacion del numero cromosomico basico en estas
especies y el aumento del NF a partir de cromosomas acrocéntricos indica que
la aparicion de cromosomas de dos brazos es debida a inversiones pericéntricas.
Entre este ultimo grupo de especies, el sargo, la mojarra rubia y el sargo picudo,
presentan un cariotipo similar, basado en tres parejas de cromosomas de dos
brazos, una pareja de subtelocéntricos y el resto de cromosomas acrocéntricos
(figura 1 y tabla 2). El cariotipo de la mojarra rubia y el sargo, han sido
descritos con anterioridad, coincidiendo nuestros resultados con dichas
descripciones (Sola y Cataudella, 1978; Cataudella et al., 1980; Cano et al.,
1981). La herrera presenta un cariotipo compuesto también por tres parejas de
cromosomas de dos brazos, ademas de seis parejas de cromosomas
subtelocéntricos, cariotipo que coincide con el descrito anteriormente (Sola y
Cataudella, 1978; Cataudella et al., 1980). Por ultimo, la dorada, con cuatro
parejas de cromosomas de dos brazos y cinco parejas de cromosomas de
subtelocéntricos es la especie de este grupo que mas se aleja de la condicion
ancestral (figura 2 y tabla 2).
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Las especies de la familia Sparidae son pobres en marcadores
citogenéticos. Apenas se distinguen bandas C centroméricas en algunos
cromosomas de las distintas especies, bandas C que tampoco se tifien
especificamente con ningun fluorocromo. Esta observacion demuestra que estas
especies tienen poca cantidad heterocromatina constitutiva, lo que confirma las
observaciones realizadas en las dos unicas especies de la familia en las que se
han realizado técnicas de bandeo cromosomico, la mojarra fina (Amores et al.,
1993) y el besugo (Vitturi et al., 1990). Y confirmma ademas que los esparidos, al
igual que la mayoria de las especies de peces, poseen pequenas cantidades de
ADN satélite (Bernardi y Bernardi, 1990a, 1990b). Este dato es congruente con
los datos aportados en esta memoria. Dada la baja resolucion de técnicas como
el Bandeo-C, la hibridacion in situ con sondas de ADN satélite, como se ha
comprobado en esta memoria (figuras 21 y 27), aparece como la técnica mas
resolutiva a la hora de caracterizar los cariotipos de los esparidos.

Las regiones organizadoras del nucléolo pueden ser puestas de manifiesto
mediante la tincion con nitrato de plata, que es especifica de las NORs activas.
En los anfibios y los peces, se mantiene que la tincion con el fluorocromo CMA,
es especifica de las NORs, independientemente de que estas sean activas o
inactivas (Schmid, 1982; Amemiya y Gold, 1986), y en esta memoria se ha
utilizado de manera sistematica para localizar las NORs de las diferentes
especies analizadas (figuras 1 y 3). Sin embargo, la técnica de hibridacion in situ
con sondas de ADN ribosémico se hace necesaria para resolver casos complejos
de polimorfismos para las NORs (Pendas et al., 1993a, 1993b). Esta técnica se
ha utilizado en el caso de la dorada (ver apartado siguiente) y en el caso de la
chopa (figura 27F). Solo en el caso de la dorada, por su interés en Acuicultura
y debido al polimorfismo para las NORs detectado en una poblacion de esta
especie, se ha realizado un analisis de actividad/inactividad de las NORs
mediante la tincion con nitrato de plata (ver apartado siguiente).

Todas las especies analizadas presentan dos regiones organizadoras del
nucléolo, condicion ésta considerada ancestral (Schmid, 1978; Amemiya y Gold,
1988), excepto la mojarra fina que presenta dos parejas de cromosomas NOR,
lo que se considera en cambio, como condicion derivada (Amores et al., 1993).
En la mojarra fina se ha descrito un polimorfismo para el nimero de NORs
activas, que varian entre dos y cuatro (Amores et al., 1993). Las parejas
cromosomicas implicadas en este polimorfismo son las mismas que en los tres
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especimenes de mojarra fina analizados en esta memoria presentan tincion
positiva con CMA, (figura 1). Esto quiere decir que en esta especie existen
cuatro regiones organizadoras del nucleolo, y que la variabilidad detectada
mediante la tinciéon con nitrato de plata, puede ser debida a fenomenos de
activacion/inactivacion. En la chopa, tras aplicar la técnica de hibridacion in
situ con sondas de ADN ribosomico (figura 27F), se puede apreciar que solo
existe una pareja de cromosomas NOR. Por tanto, la condicion derivada de
cuatro NORs no esta correlacionada con la reduccion en el numero de
cromosomas que presentan estas dos especies (mojarra fina y chopa), sino que
es un suceso independiente. En este contexto, hay que senalar que el besugo,
que presenta un numero cromosomico de 2n=48, presenta también un
polimorfismo para el niumero de NORs activas en el que estan implicadas dos
parejas cromosomicas (Vitturi et al., 1990).

5.1.2. Andlisis de un stock de dorada. Deteccion de una delecion que afecta a las
NORs.

La dorada, Sparus aurata, presenta un cariotipo compuesto por 48
cromosomas. Entre los cromosomas del cariotipo de la dorada existe una unica
pareja de cromosomas NOR. Sin embargo, en el caso de las doradas que se han
estudiado del C.I.C.E.M. "El Torunio" de PEMARES, hemos puesto de manifiesto
un polimorfismo que afecta al nimero de NORs. Efectivamente, la tincion con
nitrato de plata revela que normalmente las NORs se localizan en el extremo del
brazo corto de los cromosomas de la primera pareja del cariotipo normal (figura
3a). Sin embargo un 46% de las larvas, un 25% de los alevines y un 15% de los
adultos analizados muestran soélo una Ag-NOR (figura 3b). Por otro lado, el
fluorocromo CMA, tifne especifica y exclusivamente las regiones NO del cariotipo
de la dorada (figura 3c). Se acepta que este fluorocromo tifie de manera
especifica las NORs de anfibios y peces, independientemente de que éstas sean
activas o inactivas (Schmid, 1982; Amemiya y Gold, 1986). En el caso de la
poblacion de la dorada analizada, aquellos individuos que muestran so6lo una
NOR activa mediante la tincién con plata, también mantienen tincion positiva
con CMA, en uno so6lo de sus cromosomas (figura 3d). Por tanto, parece que la
conclusion mas apropiada para explicar el polimorfismo detectado es que se
debe a la delecion completa de una de las dos NORs de su cariotipo. Esta
hipotesis se confirma por dos resultados adicionales. En primer lugar, la
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hibridacion in situ con una sonda de ADN ribosomico pone de manifiesto un
solo locus ribosomico en aquellos individuos que muestran una séla region
Ag/CMA;-NOR (figura 5). En segundo lugar, los analisis cuantitativos llevados
a cabo demuestran que aquellos individuos con un soélo locus de ADN
ribosomico tienen la mitad de copias de genes ribosomicos que aquellos
individuos que tienen dos loci ribosomicos o NORs (figura 4), con lo que se
puede excluir cualquier otra explicacion diferente a la de la delecion.

En la poblacion analizada, la frecuencia de la delecion es extremmadamente
alta, lo que podria ser debido inicialmente a causas como la deriva genética
(efecto fundador) y/6 la consanguinidad. En cualquier caso, el defecto
cromosomico solo se observa en heterocigosis, no habiéndose detectado ningin
individuo homocigoto para la delecion. De hecho, cuando se aplica a los datos
una de t de Student con transformacion angular (Sokal y Rohlf, 1969), se
observa que existe una deficiencia estadisticamente significativa de homocigotos
para la delecion (t=2.498; P> 0.05-0.01), lo que sugiere un efecto deletéreo de
esta anomalia cromosomica en condicion homocigotica. El caso que se observa
en la dorada seria comparable al de Xenopus laevis (Elsdale et al., 1958). En X.
laevis, los animales heterocigotos para la delecion de una de las dos NOR de su
cariotipo, son viables (Barr y Esper, 1963; Kahn, 1962), pero los individuos
homocigotos no tienen ADN ribosémico ni forman nucléolos siendo totalmente
inviables (Brown y Gurdon, 1964; Schmid, 1982). Schmid (1982), al analizar el
esperma de tres machos de X. laevis, Bufo fowleri y Bombina variegata,
heterocigotos para la delecion de una NOR, observdé que la mitad de los
espermatozoides de dichos machos no tenian regiones NOR, tal como cabria
esperar.

Merece senalar en este punto las muchas dificultades que presenta el
cultivo de la dorada, unas derivadas de los problemas de maduracion gonadal
de las hembras (Colombo et al., 1989), y otras derivadas de los problemas en el
desarrollo larvario de esta especie (Paperna, 1984). Seria pues interesante
conocer qué parte de responsabilidad tienen en estos problemas anomalias
cromosomicas como la descrita en esta memoria, 0 mas aun, si este tipo de
deficiencias suponen un incremento de los problemas habituales de desarrollo
y maduracion gonadal que afectan al cultivo de la especie.
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5.2. INDUCCION DE TRIPLOIDIA EN DORADA

En el campo de la mejora genética, la induccion de poliploidia ha
constituido un método muy utilizado sobre todo en plantas (Dewey, 1980). En
animales, la producciéon de poliploides se ha utilizado en la mejora de peces,
especialmente en especies con interés en Acuicultura (Purdom, 1993). Entre los
poliploides, los peces triploides aparecen como los mas interesantes. El estado
triploide en peces resulta viable, pero afecta a la maduracion gonadal de tal
forma que los individuos triploides son estériles. Esta cualidad ha permitido en
muchas especies, particularmente en salmonidos, solventar los problemas
derivados de la maduracion sexual (Purdom, 1993). Y es que, durante esta
etapa, la energia metabolica almacenada en los tejidos es destinada al desarrollo
gonadal, lo que retrasa sensiblemente el crecimiento durante este periodo.
Ademas existen otra serie de inconvenientes derivados de la maduracion sexual,
como son el deterioro de la calidad de la carne y la alta mortalidad.

Se han obtenido triploides de una gran cantidad de especies de peces.
Tave (1993) en su libro Genetics for Fish Hatchery Managers ha realizado una
revision amplia y reciente de las especies de peces en las que se han llevado a
cabo este tipo de experiencias. Destaca la produccion de triploides de diferentes
especies de salmonidos, ciprinidos y ciclidos. Los triploides se han obtenido
mediante diferentes tratamientos quimicos o fisicos (ver Introduccion). Pero
entre todos, destaca la produccion de triploides mediante choques térmicos. Y
ello, porque los choques térmicos son el método mas facil, mas barato y mas
seguro para producirlos (Tave, 1993).

La produccion de peces triploides se ha realizado con escasa frecuencia
en especies marinas ya que, entre otras cosas, su cultivo ha estado menos
desarrollado que el de las especies de agua dulce. En esta memoria se presenta
por primera vez un trabajo encaminado a obtener un método eficaz en la
produccion de triploides de dorada, una especie marina con creciente interés en
Acuicultura (Hempel, 1993). El interés de la obtencion de triploides en este caso
es doble. Por un lado, desde el punto de vista aplicado, y por otro desde el punto
de vista basico, dado que no se conocen los efectos que el estado triploide puede
tener sobre una especie que como la dorada es un hermafrodita protandrico
(Zohar et al., 1978). Nosotros hemos utilizado como método de induccion los
choques térmicos calientes, intentando optimizar los parametros que sobre la
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produccion de triploides tienen una influencia notable, esto es, el periodo de
incubacion y la intensidad o temparatura de choque.

De todas las temperaturas probadas en el primer grupo de experimentos
(tabla 3), se deduce que los choques térmicos de 26°C, independientemente del
tiempo de incubacién, son totalmente ineficaces para producir progenies
triploides; al igual que ocurre cuando estos tratamientos se realizan
transcurridos 10 minutos tras la fecundacion; por contra, reduciendo el tiempo
de incubacion (5, 3 6 1 minuto), y aplicando choques de 28, de 30 de 32 6 de
34°C, se consiguen progenies con niveles de triploidia que oscilan entre un 8%
y un 35%. En estas cuatro primeras experiencias se mantuvo la salinidad
habitual del agua de suministro en las instalaciones del Centro (a veces, incluso
por encima del 40 por mil).

Dado el bajo rendimiento en la produccion de triploides conseguido hasta
ese momento, se realizo un segundo conjunto de experimentos con el fin de
optimizar los resultados (tabla 4). Concretamente, en estas nuevas experiencias
se elimino el periodo de incubacion, es decir el choque térmico fue aplicado
inmediatamente tras la fecundacion de los huevos y, ademas, se probaron
temperaturas superiores a 34°C. De ellas se deduce que choques térmicos de
36°C originan descendencias en las que el 85% de los individuos son triploides,
aunque la supervivencia de los huevos tratados es bastante baja (30%).

Se pens6 que quizas la flotabilidad de los huevos de dorada estaba
afectando al tratamiento. Esto se puede apreciar por el hecho de que a
temperaturas tan elevadas como la de 36°C, que son ya bastante traumaticas
para los huevos (70% de mortalidad), s6lo se logran porcentajes de triploidia del
85%, y por el hecho de que se detecten aneuploidias en un 10% de esos
individuos que hemos considerado triploides. Por tanto, se disenaron
experimentos en las que se altero la flotabilidad de los huevos, pudiendo asi
aplicar tratamientos de choque térmico mas suaves. De hecho, reduciendo la
salinidad del agua en la que va a tener lugar el tratamiento hasta un 30 por mil,
se elimina la flotabilidad de los huevos, y con ello, tras la aplicacion de choques
térmicos de 34°C, se consiguen progenies 100% triploides. La supervivencia en
este caso aun es baja (40%). Aunque cuando se aplican choques de 32°C, la
supervivencia es mayor (70%), el porcentaje de triploides es bastante bajo (15%).

Por tanto, se concluye que la eficacia del método de induccion de
triploidia no s6lo depende de los parametros normalmente considerados, periodo
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de incubacion e intensidad y duracion del tratamiento, sino que en especies
marinas la salinidad del agua juega un papel importante toda vez que de ella
depende la flotabilidad de los huevos a tratar. Asi, el tratamiento mas eficaz
para inducir triploidia en la dorada es el que consiste en aplicar temperaturas
de 34°C inmediatamente después de la fecundacion, es decir, sin periodo de
incubacion, y en agua en la que la salinidad es del 30 por mil, consiguiéndose
de esta forma progenies 100% triploides (tabla 4).

El hecho de que la supervivencia de los huevos tratados para la obtencion
de triploides sea baja, es s0lo un problema relativo en especies que como los
peces marinos tienen una fecundidad alta, teniendo en cuenta, ademas, que se
consiguen progenies 100% triploides y que no hay ningun otro tratamiento, al
menos aplicando choques térmicos calientes, que tenga un nivel de efectividad
aceptable (producto resultante de multiplicar la supervivencia de los huevos
tratados por el porcentaje de triploides obtenidos (Johnstone, 1985)).

Las temperaturas que en otras especies, de salmonidos por ejemplo, se
han mostrado eficaces, en la dorada no lo han sido (26-28°C; Purdom, 1993),
probablemente debido a que el ciclo de desarrollo de la dorada transcurre a
temperaturas superiores (20°C) a como lo hacen especies de agua dulce
(12-16°C).

La triploidia artificial inducida en otras especies, como la trucha o los
salmones, causa la esterilidad de los animales triploides, 1o que se traduce en
la ausencia total o parcial de desarrollo gonadal y ello es la causa de los
aumentos que se observan en las tasas de crecimiento de los triploides respecto
a los diploides durante el periodo de maduracion sexual (Lozano, 1989; Tave,
1993; Purdom, 1993). En el caso de la dorada, nuestro objetivo principal ha sido
determinar los parametros que influyen y optimizar el método de la induccion
de triploidia por primera vez en esta especie. Actualmente y durante los
proximos anos se analizaran los efectos que el estado triploide tiene sobre la
dorada, esperando que influyan notablemente en la mejora de su cultivo tal
como ha ocurrido en otras especies de interés en Acuicultura.
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5.3. EL ADN SATELITE EN LA FAMILIA SPARIDAE

A nivel molecular, una de las fracciones mas estudiadas del genoma
eucariota es el ADN satélite. En general, se conocen diversos aspectos de su
posible funcion (Tyler-Smith y Willard, 1993), su evolucion (Dover, 1993) o
aspectos relacionados con su estrutura y organizacion genomica en grupos muy
diversos de especies (Singer, 1982; Miklos, 1985). Sin embargo, en el caso del
ADN satélite de los peces, aparte de una serie de trabajos descriptivos de
algunos ADN satélites concretos (Datta et al., 1988; Goodier y Davidson, 1993;
Wright, 1989; Franck et al., 1991, 1992; Frank y Wright, 1993; Denovan y
Wright, 1990; Ekker et al., 1992; Moyer et al., 1988), nunca se ha realizado un
analisis exhaustivo referente a los aspectos citados anteriormente.

En esta memoria, hemos analizado desde el punto de vista estructural y
evolutivo tres familias de ADN satélite existentes en la familia Sparidae. Una de
estas familias, la familia EcoRI, se localiza a nivel centromérico en los
cromosomas de todas las especies analizadas. Las otras dos, las familias DralA
y DralB, estan restringidas a las especies de los géneros Pagrus y Pagellus y su
localizacion cromosomica es intercalar.

5.3.1. La familia EcoRI

De la familia EcoRI destaca su conservacion en todas las especies
analizadas de la familia Sparidae. Tanto los datos de hibridacion, en
Southern-blot e in situ, como los de secuenciacion revelan que existe un grupo
de especies (especies de los géneros Sparus, Diplodus, Lithognathus y
Spondyliosoma), que mantienen un alto grado de homologia para este ADN
satélite (figuras 13 y 28 y tablas 29, 30 y 31). Ademas, de los datos de
hibridacion en Southern-blot se desprende que en la breca (Pagellus erythrinus)
existe un ADN satélite relacionado con la familia EcoRI que aparece en las
especies antes mencionadas. Pero la sefal de hibridacion que este ADN satélite
de la breca muestra cuando es probado con el inserto del plasmido pSal9
(unidad monomeérica del ADN satélite EcoRI de la dorada) es muy débil (figura
13). Este dato indica que si bien la familia EcoRI esta presente en el genoma de
la breca, su secuencia ha divergido bastante con respecto a la secuencia de la
dorada o que esta familia se halla poco representada en el genoma de la breca.
Una vez secuenciados los distintos clones del ADN satélite que en la breca
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aparecen relacionados con la familia EcoRI se pudo comprobar que la familia
EcoRI esta igualmente representada en dicho genoma. Sin embargo, la
secuencia de sus unidades monomeéricas presenta un grado de divergencia
bastante grande con respecto a la secuencia no solo de la dorada sino también
de las demas especies (tablas 29, 30 y 31). Esta familia de ADN satélite también
muestra en la breca una localizacion cromosomica a nivel centromérico (figura
27). En cambio, el inserto de pSal9 no muestra hibridacion cruzada con el ADN
del pargo (Pagrus pagrus) ni la urta (Pagrus auriga). La explicacion mas logica
en este caso seria que estas especies no tienen la familia EcoRI de ADN satélite.
Sin embargo, cuando se hibrida sobre Southern-blots conteniendo el ADN
digerido de estas dos especies con el inserto del plasmido pRA6 (unidad
monomeérica de la familia EcoRI de la breca), se observa que existe hibridacion
cruzada. La senal de hibridacion sugiere que en el genoma del pargo y la urta
existe un ADN satélite relacionado con la familia EcoRI y que presenta un
elevado grado de homologia con el ADN satélite EcoRI de la breca (80%,
aproximadamente). Ademas cuando se utiliza el inserto de pRA6 (unidad
monomeérica del ADN satélite DralA de la breca) como sonda de hibridacion
sobre los cromosomas fijados del pargo y la urta, se puede observar que la senal
de hibridacion aparece en todos los centromeros de los 48 cromosomas
acrocéntricos de estas dos especies (figura 27).

La familia EcoRI de ADN satélite se localiza exclusivamente a nivel del
centromero en todas las especies analizadas. El centromero es el locus
responsable de la segregacion cromosomica en mitosis y en meiosis. A nivel
citologico, el centromero se corresponde con la constriccion primaria de los
cromosomas donde se asocian las cromatidas hermanas y se forman un par de
cinetocoros. El cinetocoro constituye el sitio de union de las fibras del huso
acromatico y es posible que contenga el motor mecanico-quimico necesario para
segregacion anafasica de las cromatidas hermanas en mitosis o de los
cromosomas homologos en meiosis (Pluta et al., 1990; Willard, 1990). El
centromero se ha estudiado ampliamente en levaduras y en mamiferos.
Mientras que el centromero funcional de Saccharomyces cerevisiae esta
constituido por una secuencia no repetitiva de unos 125 pb (Clarke y Carbon,
1980), el centromero de Schizosaccharomyces pombe contiene diferentes clases
de ADN repetido (Clarke et al., 1986), las cuales se requieren para la funcion
centromeérica (Clarke, 1990). Como en esta ultima levadura, el centromero de
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mamiferos esta relacionado con secuencias repetitivas en tandem o ADN satélite
(Willard, 1990). Se conoce muy poco de las secuencias que se localizan a nivel
centromérico en otros vertebrados. Solo algun trabajo aislado demuestra la
presencia de ADN satélite centromérico en anfibios como es el caso de los
tritones (Cremisi et al., 1988) y en reptiles como los lagartos (Capriglioni et al.,
1991).

En esta memoria se analiza por primera vez un ADN satélite centromérico
de peces. Este ADN centromérico, se caracteriza por estar ampliamente
conservado en todas las especies analizadas de la familia Sparidae. Este dato
es significativo, puesto que dada la rapida evolucion del ADN satélite (Singer,
1982), la conservacion de un tipo determinado de ADN satélite junto con su
localizacion exclusiva en los centromeros pueden ser indicativos de su posible
papel en la organizacion y /06 la funcion del centromero, como ocurre con el ADN
satélite alfa de primates (Fanning et al., 1993). La secuencia del ADN satélite
centromeérico de los esparidos destaca por su alto contenido en AT (62-67%,
segun las especies), y por contener gran cantidad de series cortas de adeninas
y/6 timidinas consecutivas. Estas dos caracteristicas, junto con la de la
longitud de las unidades monoméricas (187 pb), son comunes a otros ADN
satélites centroméricos como el del raton (Horzy Altenburger, 1981; Radic et al.,
1987), el de humanos (Singer, 1982) o el de tritones (Cremisi et al., 1988).

Por otro lado, en la dorada hemos desarrollado un experimento clasico
para detectar curvaturas estables en moléculas de ADN (Wu y Crothers, 1984).
La curvatura del ADN esta generalmente asociada con la presencia en la
molécula de cortas secuencias de adeninas o de adeninas y timinas espaciadas
periodicamente (Koo et al., 1986; Martinez-Balbas et al., 1990). Aparentemente,
al menos tres adeninas seguidas son necesarias para introducir una torsion en
la hélice de ADN (Koo et al., 1986). Segun el método de Wu y Crothers, cuando
una molécula de ADN esta curvada, se puede determinar la zona de dicha
molécula que presenta la maxima curvatura (apartado 4.3.1 de Resultados). La
zona de maxima curvatura de las unidades monomeéricas EcoRI de la dorada se
localiza a nivel de la diana para el enzima Haelll de dichas unidades (figura 10).
Una vez alineada la secucncia de estas unidades monomeéricas con las de las
demas especies (figura 28), dicha zona esta comprendida alrededor de la
posicion 30 de su secuencia. Ademas, los resultados preliminares obtenidos
mediante modelizacion molecular confirman que la secuencia nucleotidica
comprendida en dicha zona induce la curvatura de la molécula de ADN (figuras
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11 y 12). Igualmente, hemos demostrado que, como ocurre en el ADN
centromérico del raton (Radic et al., 1987), sustancias como la Distamicina A
que se unen a regiones de ADN ricas en AT, provocan el enderezamiento de la
curvatura de las unidades monomeéricas EcoRI, al menos in vitro (figura 10).
Estos tres datos sugieren que el ADN satélite EcoRI juega un papel importante,
a través de la union de proteinas a zonas ricas en AT, en el proceso de
organizacion de la cromatina a nivel centromérico. Desde hace tiempo se sabe
que existen una serie de proteinas no histonicas, las proteinas HMG (Lund et
al., 1983), componentes de la cromatina y conservadas en todos los vertebrados
(Rodriguez-Alfageme et al., 1980). Una de estas proteinas, la proteina HMG-I,
reconoce series de adeninas consecutivas en una molécula de ADN y es capaz
de unirse a dicha molécula a este nivel (Solomon et al., 1986; Radic et al.,
1992). Segun Reeves y Nissen (1990) y Radic et al. (1992), cuando este tipo de
dianas para proteinas estan dispuestas en un ADN curvado, los efectos pueden
ser aditivos de tal forma que resulten en interacciones proteina-proteina
desarrollando un papel importante en la organizacion cromosomica. Y €s que,
en el ADN centromeérico del raton estos sitios de union de la HMG-I se disponen
de tal forma que quedan comprendidos en la zona de maxima curvatura de
dicho ADN satélite.

La existencia de repeticiones directas en el ADN saté€lite centromeérico de
los esparidos es un fenomeno comun que ocurre en otros ADN satélites, por
ejemplo, en primates, en roedores y en bovidos (Singer, 1982). Su presencia
puede estar relacionada con el origen de este ADN satélite (Horz y Altenburger,
1981). En la tilapia Oreochromis mossambicus /hornarum (Wright, 1989) y en el
raton (Horz y Altenburger, 1981; Singer, 1982) se han descrito ADN satélites
cuyas unidades monomeéricas actuales se han originado a partir de ciclos de
amplificacion y divergencia de una secuencia ancestral de 9 pb. Tal como se ha
destacado en las figura 8 y en las figuras 15 ala 21 en la secuencia monomeérica
del ADN satélite EcoRI de los esparidos existe una secuencia corta o motivo de
9 pb ((A/T)CTGAAA(A/C)(G/C)) que se repite de forma directa de tres a cuatro
veces (segun la especie), y en las mismas posiciones, excepto en la breca. En
esta ultima especie aparece so6lo una vez, pero coincidiendo en la localizacion
con las demas especies. Este dato sugiere que la unidad monomeérica actual de
187 pb se ha originado a partir de la amplificacion de este motivo o de una
secuencia que lo contenia. Si se observa detalladamente la secuencia de las
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unidades monomeéricas de este ADN satélite, se puede intuir la presencia de
unidades similares en el resto de la secuencia (figura 28). La amplificacion
puede haber ocurrido a través de mecanismos como la duplicacion en tandem
o posiblemente a través de mecanismos como el de deslizamiento de la hebra
durante la replicacion, replication slippage (Levinson y Gutman, 1987). Tautz et
al. (1986) observaron que en diferentes regiones del genoma y en diferentes
especies, existen motivos cortos repetidos distribuidos de una forma no
aleatoria. Ellos propusieron que tales motivos representan una fuente enorme
de variacion genética originada a través de mecanismos como el de
deslizamiento de la hebra en la replicacion.

La conservacion del motivo mencionado en las secuencias monoméricas
del ADN satélite EcoRI puede estar relacionada con alguna funcion especifica
(Franck y Wright, 1993). Es interesante destacar que el motivo ancestral que ha
originado la unidad monomérica actual de la tilapia Oreochromis
mossambicus/homarum (Wright, 1989) tiene wuna secuencia similar
(CTGAAAAAC) a la del motivo que se repite en los monomeros EcoRI de los
esparidos. Dada la posible significacion de este dato, realizamos una buasqueda
de homologia entre la secuencia que se repite en los esparidos y las secuencias
de vertebrados que se hallan depositadas en las bases de datos del GenBank y
de la EMBL. Entre los resultados mas significativos se puede destacar: la
presencia de la secuencia TCTGAAAAG que aparece en las unidades
monomeéricas de un ADN satélite descrito en el pez Pollachius virens (Denovan
y Wright, 1990) (no se conoce la localizacion cromosomica de este ADN satélite),
la presencia de la secuencia (A/C)CTGAAAAG que se repite dos veces en los
monomeros del ADN satélite centromérico de Triturus vulgaris (Cremisi et al.,
1988) y la presencia de la secuencia ACTGAAAA(A /T)(G/C) varias veces repetida
en cada unidad monomérica del ADN satélite centromérico del raton (Radic et
al., 1987). En el raton, algunas de estas repeticiones directas estan relacionadas
con la union de la proteina HMG-I (Radic et al.,, 1992). Por otro lado,
recientemente, se ha identificado la zona de union entre el ADN satélite alfa y
el satélite III en los centromeros de los cromosomas humanos 13, 14y 21 (Vissel
et al., 1992). En esta zona de union se localiza una secuencia motivo, de origen
alfoide, que se repite dos veces de forma directa (GTGAAAAAG). Estos mismos
autores (Gaff et al., 1994) han aislado una nueva proteina (pJ-alfa) que se une
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a este motivo. Segun Gaff et al. (1994), esta proteina parece unirse también a
una parte significativamente importante del ADN satélite alfa.

En la figura 28 se ha enmarcado sobre la secuencia de las diferentes
unidades monoméricas los cuatro motivos que se repiten en todas las especies
de esparidos. Tal como se puede observar, dos de estos motivos, los situados en
las posiciones 68-76 y 147-155, presentan distintos niveles de variabilidad
intra- e interespecifica en su secuencia. En cambio, la secuencia de los otros
dos motivos (los situados en las posiciones 11-19 y 47-55) es mucho mas
constante tanto a nivel intra- como a nivel interespecifico. Estos dos motivos
mas conservados aparecen en una zona interesante, puesto que lo hacen
alrededor del punto de maxima curvatura de la unidad monomeérica, tal como
se puede apreciar en la figura 11. Si como parece, la unidad monomeérica actual
del ADN satélite EcoRI de los esparidos se ha construido a partir de la
amplificacion de este motivo o de una secuencia que lo contiene y posterior
divergencia, resulta significativo el que precisamente a este nivel sea donde
mayor conservacion tiene su secuencia (Radic et al., 1992).

Pero, como se ha dicho antes, en la unidad monomeérica de la breca solo
aparece una vez la secuencia motivo que en el resto de los esparidos se repite
varias veces. Si, como creemos, este motivo es importante en la organizaciony/o
funcion del centroméro de los esparidos, habria que pensar que la existencia de
uno so6lo de estos motivos en cada unidad monomeérica del ADN satélite, como
ocurre en la breca, es suficiente para desarrollar dicha funcion. De hecho,
bastantes autores defienden que la estructura repetitiva del centromero tiene
su base en el perfecto espaciamiento y ordenacion de motivos funcionales
(Willard, 1990; Zinkowsky et al., 1991; Haaf et al., 1992; Vogt, 1992; Pluta et
al., 1992; Muro et al., 1992). Si es asi, no todas las unidades monomeéricas
tienen por qué contener motivos funcionales. En el ADN satélite alfa, por
ejemplo, solo una fraccion pequena de sus unidades monomeéricas contiene el
motivo CENP-B (Willard, 1990). E1 ADN satélite estaria sometido a una serie de
macanismos evolutivos (Dover, 1982, 1986) que permiten la acumulacion de
unidades monoméricas que no tienen porque estar sujetas a ningun tipo de
presion selectiva que mantenga la secuencia de un motivo funcional, ya que no
son necesarias para la funcion del locus en el que se encuentran, el centromero
en este caso (Vogt, 1990; Haaf et al., 1992).
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Tal como se discutira mas adelante al hablar de las familias DralA y
DralB, las repeticiones inversas parecen intervenir tanto en procesos de
amplificacion del ADN (Ohshima et al., 1992), como en procesos de formacion
de estructuras secundarias (Bianchi et al., 1989). Se han observado varias
repeticiones inversas en las secuencias monomericas de la familia EcoRI de los
esparidos (figura 8 y figuras 15 a la 21). Todas ellas se caracterizan por ser
secuencias cortas, poco significativas, del tipo de las que se observan en otros
ADN satélites de peces, como es €l caso de Cyprinus carpio (Datta et al., 1988)
o el de Notropis lutrensis (Moyer et al., 1988).

Se han detectado diferentes subfamilias de la familia EcoRI de ADN
satélite en varias especies (sargo, mojarra rubia, dorada y chopa). La existencia
de diferentes subfamilias de un ADN satélite es un fenomeno frecuente. Ocurre,
por ejemplo en el caso del ADN satélite alfa de primates (Alexandrov et al., 1988;
Laursen et al., 1992). Estas subfamilias se caracterizan porque las unidades
repetitivas que las componen divergen bastante en su secuencia. Sin embargo,
se han descrito casos en los que las unidades monoméricas de las distintas
subfamilias, atin manteniendo un alto grado de homologia, divergen
ampliamente a nivel de una zona caracteristica concreta dentro de la unidad
monomeérica (Grellet et al., 1986; Wright, 1989). Este segundo caso es el que
ocurre en las especies de esparidos mencionadas anteriormente. Cuando se
analizan y comparan las secuencias de los distintos monoémeros clonados se
observa que en cada especie existen una serie de posiciones variables que se
pueden considerar mutaciones puntuales que se distribuyen al azar dentro de
la secuencia. Sin embargo, existen regiones concretas que difieren enormemente
de unos clones a otros (figura 8 y figuras 15 a la 21; tablas 5 a la 25). En el
sargo y la mojarra, dicha region se halla comprendida entre las posiciones 164
y 176. En el caso de la dorada, dicha region esta comprendida entre las
posiciones 98 y 128. Sin embargo, cuando la secuencia de la dorada se alinea
con la secuencia de las especies anteriores (figura 28) se aprecia que la region
variable en el ADN satélite de la dorada aparece en posiciones equivalentes a las
de dichas especies, si bien en este caso, la region variable es mas amplia
(posiciones 164 a 187, continuando desde la posicion 1 a la 6). En la chopa, la
region variable es mas corta, pero también aparece en posiciones similares
(163-168). En la figura 28 donde se alinean las diferentes secuencias de los
distintos esparidos, se puede apreciar que hemos representado las regiones
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variables, en el caso del sargo y la mojarra fina en posicion 165-177 y en el de
chopa en posicion 164-169. Esto es debido a que cuando estas secuencias se
alinean con la de la dorada hay que incorporar un gap en posicion 25 por un
pb extra que se observa a este nivel en la secuencia de la dorada.

Como se ha dicho mas arriba, en el ADN satélite alfa de humanos existen
diferentes subfamilias (Alexandrov et al., 1988), cada una de las cuales es
paraloga de la otra y evoluciona independientemente (Waye y Willard, 1989;
Jorgensen et al., 1992; Laursen et al., 1992). Ademas en el ADN satélite alfa de
los demas primates se han definido también diferentes subfamilias cada una de
las cuales es paraloga la una a la otra y tiene su correspondiente subfamilia
ortologa en las demas especies (Waye y Willard, 1989; Jorgensen et al., 1992;
Laursen et al., 1992). En el caso de la familia EcoRI de ADN satélite de los
esparidos ocurre un fenémeno similar. Un dato significativo en este sentido se
obtiene cuando se comparan las secuencias de estas subfamilias a nivel
interespecifico (tablas 30 y 31). Asi, la subfamilia Sargo I muestra menor grado
de divergencia respecto a la subfamilia Mojarra rubia I, que respecto a la
subfamilia Sargo II. Igual ocurre cuando comparamos Sargo Il con Mojarra rubia
II. Pero es que, ademas, los miembros de las subfamilias Sargo II y Mojarra
rubia Il son mas parecidos a los miembros de la familia del sargo picudo y a los
de la subfamilia Dorada II, de lo que se parecen las subfamilias Sargo I y
Mojarra rubia I. Sin embargo, estas dos ultimas subfamilias (Sargo I y Mojarra
rubia I) muestran menor divergencia que las subfamilias Sargo II y Mojarra
rubia II cuando se comparan con las secuencias EcoRI de la mojarra fina y la
herrera o con las de la subfamilia I de la dorada. Asimismo, cuando se analizan
las relaciones entre las distintas secuencias monomeéricas de cada especie,
mediante métodos de inferencia filogenética como el método del vecino mas
proximo, se obtienen unas topologias confusas que agrupan las secuencias de
una manera que no se corresponde con las especies que se comparan (figura
30). Sin embargo, las topologias si se ajustan a los patrones de homologia que
hemos descrito antes para las dos subfamilias entre las distintas especies
(tablas 30 y 31). Dadas este tipo de complejidades se decidio comparar
detenidamente las secuencias que las unidades monomeéricas de cada especie
presentan a nivel de la region comprendida entre las posiciones 160-175 de
dicha unidad, region que se corresponde con la zona variable a partir de la cual
se han definido diferentes subfamilias en algunas especies (figura 31). Cuando
se hace esto, se llega a la misma conclusion que antes. Es decir, a nivel de la
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zona que se esta comparando, la subfamilia I del sargo y la mojarra rubia son
practicamente iguales en secuencia y totalmente diferentes a la secuencia de la
subfamilia II de estas mismas especies, y viceversa. Ademas la secuencia en
esta region en las unidades monomeéricas del sargo picudo, de la subfamilia I
de la dorada y de las dos subfamilias de la chopa presentan mayor homologia
con la secuencia de la subfamilias II del sargo y la mojarra rubia. Mientras, que
por otro lado, la secuencia en esta region de la subfamilia I del sargo y la
mojarra rubia presentan mayor homologia con las unidades monomeéricas de la
mojarra fina, la herrera y la subfamilia II de la dorada.

Por tanto en la familia EcoRI de los esparidos se pueden definir dos
subfamilias paralogas una a la otra, al igual que ocurre en el ADN satélite alfa
de primates. Tal como se menciono en Resultados (tabla 32) y se utilizé para el
analisis filogenético (apartado 4.8 de Resultados), por un lado son ortologas las
secuencias de Sargo II, Mojarra rubia II, del sargo picudo y las secuencias
Dorada II y la chopa y por otro lado son ortologas las secuencias de Sargo I,
Mojarra rubia I y las de Dorada I, las de la mojarra fina y las de la herrera.

Dado que las dos subfamilias aparecen en especies de géneros diferentes,
se puede suponer que la aparicion de las dos subfamilias tuvo lugar en el
ancestral comun a todas ellas. Pero, mientras que en el sargo, la mojarra rubia
y la dorada se observan las dos subfamilias del ADN satélite EcoRlI, en las
demas especies s6lo parece existir una de ellas. Esto puede querer decir que
mientras que en unas especies se han mantenido las dos subfamilias, en otras
una de las dos subfamilias ha desaparecido a costa de la amplificacion de la
otra. Pero es muy probable que las dos subfamilias persistan en realidad en
todas las especies, como ocurre para el ADN satélite alfa de primates (Laursen
et al., 1992). De hecho, de cientos de miles de copias del ADN satélite EcoRI que
existen en cada especie, solo se han secuenciado 5 6 6 en cada caso.

Independientemente del mecanismo que promueve la aparicion de
diferentes subfamilias, se considera que la existencia de este tipo de regiones
variables como la encontrada en la familia EcoRI de los esparidos es un
indicador de fenomenos de conversion génica (Grellet et al., 1986; Drouin y
Dover, 1990; Dover, 1993; Plohl y Ugarkovic, 1994). Los efectos de la conversion
génica se ponen de manifiesto cuando una serie de mutaciones que son
compartidas por diferentes miembros de una familia de secuencias aparecen
agrupadas en una region concreta de la secuencia. La accion continua de la
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conversion génica explicaria el mantenimiento de dos subfamilias en las
distintas especies de esparidos asi como una evolucion independiente de las dos
subfamilias (Drouin y Dover, 1990).

La técnica de hibridacion en Southern-blot informa detalladamente sobre
la organizacion genoémica, la disposicion de las diferentes unidades variables de
un ADN satélite, de acuerdo a los patrones de restriccion e hibridacion que para
diferentes enzimas muestra dicho ADN satélite (Plohl et al., 1992). En este caso,
las alteraciones puntuales en la secuencia de una unidad monomeérica se ponen
de manifiesto tanto por la pérdida como por la ganancia de la diana de
reconocimiento para un enzima de restriccion. La alteracion en la diana puede
ser aleatoria o puede no serlo de tal forma que las distintas variantes
monomeéricas para la diana de restriccion se localicen agrupadas formando lo
que se conoce por dominio. E1 ADN satélite del raton (Horz y Zachau, 1977), del
conejillo de indias (Altenburger et al., 1977), o de la tilapia (Wright, 1989), son
algunos ejemplos de como las variantes monoméricas de un ADN satélite se
organizan en regiones definidas o dominios dentro de dichos ADN satélites. El
caso extremo, y mas estudiado en este sentido es el del ADN satélite alfa
humano. Este ADN satélite esta constituido por unidades monomeéricas de 171
pb (Singer, 1982). Sin embargo, sobre la monotonia de la repeticion en tandem
de sus unidades monomeéricas se sobreimpone una estructura jerarquizada en
su organizacion genémica (Willard, 1991), es decir, los monomeros se agrupan
formando una estructura superior multimérica, que corresponde a la unidad
estructural basica (dominio) de amplificacion y homogenizacion dentro de este
ADN satélite (Willard y Waye, 1987a, 1987b). Ademas cada dominio es especifico
de un cromosoma y un conjunto de cromosomas que contienen la misma
unidad de amplificacion o dominio constituyen una subfamilia (Alexandrov et
al., 1988; Warburton y Willard, 1990; Laursen et al., 1992). Frente a esta
organizacion tan compleja existen casos como el de Tenebrio molitor, en el que
la distribucion de las distintas variantes monomeéricas es al azar sin que
aparezcan agrupadas formando dominios concretos (Plohl et al., 1992).

En nuestro caso, hemos estudiado tanto la distribucion de las diferentes
subfamilias como la de las distintas variantes monoméricas que se detectan
dentro del ADN satélite de cada especie. En cuanto a la distribucion de las
diferentes subfamilias, se ha podido comprobar, mediante hibridacion in situen
condiciones de alta astringencia, que las dos subfamilias que se detectan en el
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sargo, la mojarra rubia, la dorada o la chopa se distribuyen por igual en todos
los centromeros de sus cromosomas (figura 21). Incluso, en el caso de la chopa,
donde dos parejas cromosomicas no muestran hibridaciéon en sus centréomeros,
las sondas construidas a partir de los monémeros de las dos subfamilias ofrecen
los mismos resultados (figura 21). Por otro lado, hemos tratado ver si,
independientemente de que estas subfamilias se localizan distribuidas al azar
entre los distintos cromosomas, al menos se agrupan en dominios especificos
dentro del ADN satélite. Tal como se ha senalado en la figura 8, la subfamilia
Dorada I posee a nivel de la region variable que la define una diana de
restriccion especifica que no se observa en las unidades monoméricas de la
subfamilia Dorada II (diana para el enzima Accl). El patron de restriccion e
hibridacion generado por este enzima cuando se digiere el ADN de la dorada,
muestra una escalera de fragmentos multiméricos con un rango que va desde
la unidad monomeérica hasta multimeros de 14 unidades (figura 7b). Esto
demuestra que las dos subfamilias no se agrupan en grandes dominios
especificos, pero revela la existencia de ciertos dominios cortos (multimeros
constituidos por hasta 14 unidades monomeéricas) en los que se agrupan los
monomeros de cada subfamilia. En el caso de las otras especies no se ha
realizado un analisis similar.

Independientemente de las subfamilias, los patrones de restriccion e
hibridacion en las distintas especies que se han analizado en nuestro trabajo
revelan claramente la existencia de dominios particulares constituidos por
diferentes variantes monoméricas. El caso mas notable se observa en la
digestion con Haelll del ADN satélite de la dorada y del sargo. Mientras que
parte del ADN satélite de estas dos especies es digerido dando multimeros de la
unidad repetitiva, otra parte de dicho ADN se mantiene sin digerir (figura 13).
Aunque en la aparicion de este patron puede intervenir fenomenos como la
metilacion de la diana Haelll, el dato sugiere que en el ADN satélite de estas dos
especies existen dominios largos compuestos de unidades que han perdido la
diana para Haelll.

Como ya se ha dicho, la familia EcoRI de ADN satélite se localiza a nivel
centromérico en todas las especies analizadas. Y lo hace en todos los
cromosomas de la especie, incluso en los casos de la breca, el pargo y la urta
cuyo grado de divergencia con respecto a las demas especies es considerable
(ver mas adelante). Sin embargo, existen dos excepciones. En el caso de la
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herrera, cuando se hibrida in situ con una sonda de ADN satélite EcoRI, se
observa que, si bien todos los centromeros muestran hibridacion, la senal es
muy débil si se compara con otras especies (figura 21). En el caso de la chopa,
dos parejas cromosomicas no muestran hibridacion en sus centréomeros (figura
21). Tanto en un caso como en otro hay que destacar que las unidades
monomeéricas con las que se ha trabajado son aquellas que se obtuvieron a
partir de los clones que dieron positivo en un experimento de clonacion
utilizando como sonda una unidad monomérica del ADN satélite de la dorada.
Por tanto, no es de extranar que en el centromero de estas especies existan
otras variantes monomeéricas de la familia EcoRI que por su grado de
divergencia no sean detectadas por el método de hibridacion in situ. De hecho,
cuando se reduce la astringencia, se observa una débil senal de hibridacion en
las parejas cromosomicas mencionadas de la chopa. En esta ultima especie es
conveniente destacar que una de las dos parejas cromosémicas que no hibrida
es la formada por los cromosomas metacéntricos grandes originados a partir de
la fusion céntrica de dos cromosomas acrocéntricos. Este tipo de reordenaciones
puede originar la desaparicion de un tipo de ADN satélite y la aparicion de otro
nuevo (Wijers et al.,, 1993). Pero también se sabe que, de acuerdo a la
disposicion espacial en el nucleo, los intercambios entre cromosomas no
homéologos ocurren preferencialmente entre cromosomas acrocéntricos por un
lado y submeta-metacéntricos por otro (Dod et al., 1989; Jantsch et al., 1990).
Estos intercambios preferenciales favorecerian la divergencia de las unidades
monomeéricas EcoRI en las dos parejas cromosomicas mencionadas de la chopa.
En Crepis capillaris, se han descrito tres familias de ADN satélite que tienen un
origen comun, una de las cuales es especifica del cromosoma NOR. La
asociacion preferencial en el nacleo de la pareja de cromosomas NOR favoreceria
la divergencia y especificidad cromosomica de esta familia con respecto a las
otras dos (Jamilena et al., 1993).

A pesar de los niveles de variabilidad dentro de cada especie discutidos
hasta ahora, cuando se cuantifica la variabilidad intraespecifica del ADN satélite
EcoRI de los esparidos, se observa un alto grado de homologia entre las
distintas secuencias monomeéricas que lo componen. En las tablas 34 y 35 se
recoge de forma resumida la variabilidad intraespecifica (diversidad
nucleotidica) cuantificada en cada especie. La tabla 34 refleja la variabilidad
dentro de cada especie, sin tener en cuenta la existencia de subfamilias. Es de
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destacar que aquellas especies que presentan distintas subfamilias son las mas
variables para este ADN satélite (sargo, mojarra rubia y dorada). Hay sin
embargo, dos excepciones, como son la chopa que presenta un valor muy bajo
(0.03) aun teniendo dos subfamilias de la familia EcoRI, y la mojarra fina que
no presenta subfamilias y que posee el valor mas elevado de diversidad
nucleotidica (0.10).

En la tabla 35 se recoge la variabilidad intraespecifica estimada para las
distintas especies, considerando distintas subfamilias en algunas de ellas.
Logicamente, en aquellas especies donde no se definen distintas subfamilias, los
valores de variabilidad son los mismos que los de la tabla 34 (mojarra fina,
sargo picudo, herrera y breca). En la tabla 35 se observa que los valores mas
altos de diversidad nucleotidica se dan en la subfamilia Sargoll de la familia
EcoRI del sargo (0.07) y en la familia EcoRI de la mojarra fina (0.10). Existen
diferencias dentro de las distintas especies cuando se compara la variabilidad
interna a cada subfamilia. De dicha comparacién, se deduce que los valores de
la tabla 34 , que definen la variabilidad global de la especie, son mas elevados
que los que estamos analizando ahora, ya que la variabilidad en las distintas
subfamilias es baja, en general (excepto en el caso de Sargo II). Y ello, porque
en el primer caso, al calcular la variabilidad intraespecifica se incluia la zona
hipervariable de estas especies. Esta zona hipervariable es la que define dos
subfamilias en la especie. Por tanto, al ser éstas consideradas por separado, se
reduce la variabilidad observada a nivel de dicha zona. En el caso del sargo, la
subfamilia Sargo II es mas variable que la Sargo I, mientras que en el caso de
la mojarra rubia y de la chopa, las dos subfamilas son igualmente variables. Se
observa una ligera diferencia entre las dos subfamilias de la dorada.

Hay que senalar que si cada subfamilia de una especie tiene una historia
evolutiva diferente, como ya se ha apuntado mas arriba, es mas correcto
manejar los datos de la tabla 35. Hecha esta consideracion se puede concluir
que existe, en general, un alto grado de homogeneidad dentro de las distintas
subfamilias y dentro de cada especie. La variacion media en todos los casos es
inferior al 5%, con dos excepciones (Sargo Il y mojarra fina que muestran una
variacion algo mayor) (tabla 35). Estos valores son comparables sélo a algunos
observados en otros ADN satélites que muestran grados de variabilidad
intraespecifica muy bajos como es el caso de los ADN satélites de las especies
de la familia Felidae que presentan niveles de variabilidad por debajo del 3%
(Fanning, 1987), el caso del ADN satélite del pez Oreochromis
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mossambicus/hornarum con un 2% de variabilidad intraespecifica (Wright,
1989) o el caso del molusco Mytilus edulis con variaciones en torno al 5%
(Ruiz-Lara et al., 1992). Y contrasta con los niveles de variabilidad que se
observan en otros ADN satélites como el de la mosca tse-tse (Trick y Dover,
1984) cuyos monoémeros difieren en su secuencia hasta un 30%. Es significativo
que en otros ADN satélites centroméricos donde existen diferentes subfamilias,
como en el ADN satélite alfa de humanos, las diferencias entre unidades
monomeéricas son incluso superiores al 30%, y esto ocurre cuando se comparan
tanto unidades de la misma subfamilia como unidades de distintas subfamilias
(Singer, 1982; Laursen et al., 1992).

Tabla 34. Diversidad nucleotidica de la familia EcoRI de ADN satélite en las
diferentes especies de esparidos, sin contemplar la existencia de las dos
subfamilias EcoRI en las especies que las presentan.

SARGO  MOJARRA  SARGO MOJARRA  HERRERA CHOPA DORADA BRECA
RUBIA PICUDO _ FINA

Variabilidad
intraespecifica 0.08 0.06 0.03 0.10 0.04 0.03 0.07 0.04
Tabla 35. Comparacion de la diversidad nucleotidica de las dos subfamilias EcoRI

en las diferentes especies de esparidos.

SARGO  SARGO MOJARRA  MOJARRA SARGO MOJARRA  HERRERA CHOPA CHOPA  DORADA DORADA BRECA
I I1 RUBIA I  RUBIAII PICUDO  FINA I I1 I I1
Variabilidad 0.04 0.07 0.03 0.03 0.03 0.10 0.04 0.01 0.02 0.02 0.04 0.04
intraespecifica
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Una conclusion importante que se obtiene cuando se compara para el
ADN satélite EcoRI la variabilidad intraespecifica (tabla 35) con la divergencia
interespecifica (tablas 30 y 31), es que cada subfamilia evoluciona de manera
concertada, o lo que es lo mismo, que la identidad entre los miembros de una
subfamilia en una especie es mayor que entre miembros de la misma subfamilia
en dos especies distintas (Dover, 1982, 1986).

Se sabe que las tasas de cambio entre distintas familias de ADN satélite
son diferentes (Strachan et al., 1985). Sin embargo, no parece que las distintas
subfamilias del ADN satélite alfa de primates tengan diferentes tasas evolutivas
(Laursen et al., 1992). Para conocer cuales son las diferencias que existen entre
las dos subfamilias EcoRI de los esparidos tendremos que analizar la
divergencia interespecifica entre aquellas especies que poseen las dos
subfamilias (sargo, mojarra rubia y dorada). Si nos fijamos en la tabla 30 en la
que se compara la divergencia interespecifica para las diferentes subfamilias de
EcoRI, podemos observar lo siguiente. La divergencia interespecifica para la
subfamilia I es de 0.08 entre el sargo y la mojarra rubia, y cada una de éstas
diverge con un valor de 0.21 con respecto a la dorada. Por otro lado, la
divergencia interespecifica para la subfamilia II entre el sargo y la mojarra rubia
toma un valor de 0.06, y cada una de estas tiene una divergencia de 0.20 y
0.18, respectivamente, con la dorada. Por tanto, parece que la tasa de cambio
es ligeramente menor en esta segunda subfamilia.

Como se discutira mas adelante, en algain momento de la evolucion de la
familia Sparidae se produjo la separacion en dos linajes: uno que conduce a los
géneros Sparus, Diplodus, Lithognathus y Spondyliosoma y otro que conduce a
los géneros Pagrus y Pagellus. Dado el notable grado de divergencia entre las
secuencias EcoRI del primer linaje con respecto a las secuencias EcoRI de la
breca, se puede concluir que, desde entonces, se ha producido una divergencia
notable de las secuencias de ADN satélite centromérico entre los dos linajes.

El grado de divergencia para EcoRI entre las especies del linaje
Sparus-Diplodus-Lithognathus-Spondyliosoma es bastante bajo. Por ejemplo, los
valores de divergencia entre especies del género Diplodus (sargos y mojarras)
oscilan entre un 8% y un 15%. Cuando se comparan especies de distintos
géneros, los valores de divergencia oscilan entre un 19% y un 25%. Estos
valores difieren bastante de los que se observan en otros ADN satélites. Por
ejemplo, las familias 360 y 500 de especies del género Drosophila divergen en
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un grado superior al 30% (Strachan et al., 1985). Las diferencias entre especies
del mismo género en tilapias, sin embargo, oscilan entre un 5 y un 11%, valor
que es comparable al que hemos observado para el ADN satélite EcoRI de los
esparidos. Datos de comparaciones entre especies de diferentes géneros, se
pueden extraer por ejemplo del analisis que Gretarsdottir y Arnason (1992)
llevaron a cabo para el ADN satélite comun de los cetaceos. En este caso la
divergencia oscila entre un 4% y un 19%, ya que la evolucion que sigue este
ADN satélite es muy lenta. Sin embargo, el ADN satélite ligero centromérico del
mismo grupo evoluciona a un ritmo algo mas rapido, comparable al ritmo
evolutivo de EcoRI en el linaje Sparus-Diplodus-Lithognathus-Spondyliosoma
(Arnason y Best, 1991). _

Si consideramos fiables los datos de hibridacion, que son los uinicos que
se tienen en este caso, se puede estimar que la divergencia media para la familia
EcoRI entre la breca y las especies de Pagrus (pargo y urta), oscila entre un 20
y un 25%. Este grado de divergencia es comparable al grado de divergencia que
hemos estimado para especies de diferentes géneros en el linaje
Sparus-Diplodus-Lithognathus-Spondyliosormna.

5.3.2. Las familias DralA y DralB

Cuando se digiere el ADN genomico del pargo y la urta con el enzima Dral
se obtiene una banda de ADN satélite que se observa tras someter los
fragmentos generados a electroforesis. Tal como demuestran las experiencias de
hibridacién utilizando como sonda el inserto del plasmido pSal9 (unidad
monomérica de la familia EcoRI en la dorada), dicha banda de ADN satélite
corresponde a una familia de ADN satélite diferente de la familia EcoRI.
Mediante hibridacion en Southern-blot se comprueba que esta nueva familia de
ADN satélite, ademas de en la urta, también esta presente en el genoma del
pargo y de la breca, pero no en el resto de las especies analizadas (figura 14).
Una vez clonados y secuenciados los fragmentos Dral se pudo comprobar que
en el genoma de estas tres especies existen en realidad dos familias Dral
totalmente diferentes: una cuya unidad monomeérica tienen una longitud de 173
pb (familia DralA), y otra cuya unidad tiene una longitud de 161 pb (familia
DralB) (figura 24 a y b). Ambas familias se localizan a nivel intercalar, la
primera de ellas (DralA), en todos los cromosomas de las tres especies, mientras
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que la segunda (DralB) esta menos representada apareciendo solo en algunos
cromosomas de sus cariotipos (figura 27). Los patrones de restriccion de ambas
son similares con todos los enzimas probados excepto con el enzima Sacl. El
patron de restriccion que genera este enzima en cada uno de los dos ADN
satélites es interesante puesto que indica cual es la organizacion genomica de
los mismos. En efecto, mientras que la familia DralB es digerida con Sacl hasta
monoémeros y multimeros de pequeno peso molecular, la familia DralA no es
digerida con este enzima (figura 25 a y b). Por tanto, se puede concluir que, si
bien ambas tienen la misma localizacion cromosomica, estas dos familias no
estan intercaladas una con otra. Al contrario, cada una de ellas formara un
tandem de secuencias diferente.

5.3.2.1. La familia DralA

En las secuencias de las unidades monomeéricas de la familia DralA se
observan diferentes repeticiones directas, muy cortas la mayoria de ellas (figuras
24a y 26a). Este tipo de repeticiones cortas pueden ser el resultado de la
actuacion de fenomenos como el deslizamiento de la hebra en la replicacion
(Tautz et al., 1986). Y esto es especialmente notable cuando se observan cortas
secuencias de 3 6 4 pares de bases en tandem como ocurre con el trinucleotido
GCT que se repite tres veces en tandem dentro de la secuencia de la breca a
partir de la posicion 46 de su unidad monomeérica (figura 23). El hecho de que
en la secuencia monomero de la urta y del pargo no se aprecie la amplificacion
de este trinucleétido a partir de esa posicion (figuras 24a y 26a,
respectivamente) sugiere que dicha amplificacion ha debido ocurrir sélo en la
breca, y posteriormente a la separacion filogenética de esta especie con respecto
a las otras dos.

Pero la caracteristica mas notable de las secuencias que se analizan es
la existencia de largas repeticiones inversas y de largas secuencias
palindromicas (figuras 24a y 26a). Unas y otras tienen la capacidad de formar
estructuras secundarias del tipo cruciforme: estructuras en horquilla, cuando
las repeticiones inversas son adyacentes formando una secuencia palindromica,
o estructuras en horquilla y lazo cuando estan separadas (Lewin, 1994). Tanto
las secuencias palindromicas (Gretarsdottir y Arnason, 1992; Plohl et al., 1993)
como las repeticiones inversas no adyacentes (Juan et al., 1993) han sido
descritas en diferentes ADN satélites.
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Se ha postulado que las secuencias palindromicas parecen intervenir en
procesos de recombinacion (Higgins et al., 1988) y en procesos de amplificacion
del ADN (Cohen y Kopecko, 1976). Se han asociado con sitios que intervienen
en fenomenos de conversion génica, recombinacion no homologa y de
intercambios entre cromatidas hermanas (Israelewski, 1983; Henthorn et al.,
1986; Krawinkel et al., 1986; Hyrien et al., 1987; Vogel et al., 1990). Asimismo,
se ha postulado que pueden afectar a la estructura cromosomica actuando
como sitios de union de proteinas (Gilson et al., 1986). Bigot et al. (1990)
sugirieron que las secuencias palindromicas podrian desempenar un papel
importante en la amplificacion del ADN satélite, ya que serian capaces de formar
estructuras secundarias que serian reconocidas como sitios de union de
enzimas implicados en la recombinacion. Al igual que las secuencias
palindromicas, las repeticiones inversas no adyacentes parecen estar
relacionadas con la amplificacion del ADN (Ohshima et al., 1992). Por otro lado,
Bianchi et al. (1989) propusieron que las estructuras cruciformes pueden ser
reconocidas por la proteina HMG-I, componente de la cromatina conservada en
todos los vertebrados (Rodriguez-Alfageme et al., 1980).

Las unidades monoméricas de la familia DralA fueron sometidas a
electroforesis en geles de poliacrilamida, observandose un ligero retardo
electroforético que sugiere que estas moléculas de ADN estan curvadas
(apartado 4.5.5.1.3 de resultados). La secuencia de las mismas es rica en series
cortas de adeninas y/6 timidinas, lo que sugiere que éstas son responsables de
dicha curvatura. Pero se ha visto que moléculas de ADN que forman estructuras
cruciformes también pueden sufrir retraso electroforético sin que el ADN esté
curvado (Hagerman, 1990). De cualquier manera, parece que la capacidad de
adquirir curvaturas estables es una caracteristica comun para el ADN satélite
(Martinez-Balbas et al., 1990), aunque existen casos como el del ADN satélite
de Tribolium confusum que no presentan dicha curvatura (Plohl et al., 1993).
Segun Plohl et al. (1993), parece que diversos ADN saté€lites pueden ser
agrupados de acuerdo a su capacidad para formar estructuras secundarias y
estructuras terciarias. Se ha sugerido que ambos tipos de estructuras
desempenan un papel importante en la organizacion y condensacion de la
cromatina (Juan et al., 1993).

Cuando se analizan los patrones de restriccion e hibridacion para la
familia DralA en la breca, la urta y el pargo, llama la atencion el patron que se
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observa cuando el ADN satélite DralA de la breca es digerido con el enzima
EcoRI (figura 14c). EcoRI origina un fragmento consistente en un tetramero de
unidades de 170 pb. Este enzima no produce monomeros ni ningun otro tipo de
multimero. El resto de senal de hibridacion aparece sobre ADN satélite que no
ha sido digerido. Esto es indicativo de que en el ADN satélite DralA de esta
especie existen unidades monomeéricas que han perdido la diana EcoRI en sus
secuencias y que se agrupan formando dominios consistentes en tetrameros
(Willard y Waye, 1987a, 1987Db).

La tabla 36 recoge de forma resumida la variabilidad intraespecifica para
la familia DralA en las tres especies que la presentan. Es de destacar la baja
variabilidad que existe para este ADN satélite en el pargo y la breca, sobre todo
si se compara con la variabilidad intraespecifica que muestra la familia EcoRI
en la mayoria de las especies. La variabilidad intraespecifica en la urta, aun
siendo baja, es comparable a la que presentan algunas especies para la familia
EcoRI.

Tabla 36. Diversidad nucleotidica comparada de la familia DralA de ADN satélite
intercalar.
BRECA PARGO URTA
Variabilididad
intraespecifica 0.011 0.013 0.030
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La divergencia interespecifica (tabla 33) para DralA entre el pargo y la
urta es comparable a la divergencia observada para la familia EcoRI entre
especies de un mismo género. Igualmente, la divergencia entre cada una de
estas especies y la breca es comparable a los valores de divergencia que se
obtenian para EcoRI entre dos especies de géneros diferentes. Hay que recordar,
sin embargo, que la secuencia de la unidad monomérica de la breca esta
incompleta debido al método de clonacion (ver apartado 4.7 de Resultados).

La comparacion de la variabilidad intraespecifica (tabla 36) con la
divergencia interespecifica (tabla 33) para la familia DralA, demuestra que dicha
familia de ADN satélite evoluciona de manera concertada, ya que la primera es
menor que la segunda (Dover, 1982, 1986). Este dato apunta a la eficacia de los
mecanismos de homogenizacion que actuan sobre DralA en las distintas
especies. La equilocalidad de los distintos loci cromosdmicos en los que se
dispone la familia DralA en los diferentes cromosomas de sus cariotipos puede
contribuir a dicha eficacia (John, 1988).

5.3.2.2. La familia DralB

De la familia DralB se han obtenido dos clones conteniendo unidades
monomericas a partir del genoma de la urta, un clon a partir del genoma del
pargo y ninguno de la breca. Por tanto, se pueden extraer pocas conclusiones
sobre variabilidad y divergencia. La divergencia interespecifica de DralB entre
el pargo y la urta tiene un valor medio de 0.18. Este valor es muy elevado con
respecto a lo observado para las otras dos familias de ADN satélite de los
esparidos cuando se comparan dos especies de un mismo género. La cantidad
de ADN que esta familia supone en el genoma de cada especie, no se sabe, pero
se aprecia, de los datos de hibridacion que es bastante baja con respecto a las
otras dos familias de ADN satélite. La familia DralB se localiza a nivel intercalar
en unos pocos de los 48 cromosomas que constituyen el genoma de estas tres
especies (figura 27). Parece pues que su origen es reciente y que los mecanismos
de expansion entre todos los cromosomas del cariotipo esta en fase de
progresion.

La existencia de una larga repeticion interna en tandem (34 pb) en la
secuencia monomeérica de la urta (figura 24b) indica que, al menos parte de

194



Discusién

dicha unidad monomeérica, se ha formado a partir de la duplicacion en tandem
de una secuencia de al menos 34 pb. El resto de la unidad no parece guardar
homologia con la unidad de 34 pb, pero esta constituida por cinco cortas
secuencias repetidas, algunas en tandem (3-3'y 4-4" de la figura 24b). Las cinco
repeticiones de las que estamos hablando estan dispuestas de tal forma que
siempre alguna de las dos unidades que se repite forma parte de la unidad 1°.
Estos datos parecen indicar que la unidad monomérica actual de la familia
DralB ha sido construida, primero por la duplicaciéon en tandem de una
secuencia de 34 pb, y después a partir de la duplicacion de partes diferentes de
dicha secuencia.

5.3.3. Analisis comparativo de las tres familias de ADN satélite de los esparidos

Como se discutira mas adelante, la presencia exclusiva de las familias de
ADN satélite intercalar DralA y DralB en los genomas de la breca (Pagellus
erythrinus), el pargo y la urta (Pagrus pagrus y Pagrus auriga, respectivamente),
permite agrupar estas especies en un linaje monofilético separado del linaje que
conduce a las especies de los géneros Diplodus, Sparus, Lithognathus y
Spondyliosoma. En los dos linajes se conserva la familia EcoRI de ADN satélite
centromeérico. De estos datos parece desprenderse que la familia EcoRI es mas
antigua que las familias DralA y DralB. La aparicion de EcoRI debié producirse
en el ancestral comun a todos los esparidos, mientras que la aparicion de las
familias DralA y DralB parece haberse producido en el linaje Pagrus-Pagellus en
un periodo evolutivo posterior a la separacién de los dos linajes mencionados.
Esta explicacion parece mas parsimoniosa que la explicaciéon alternativa, es
decir, que las familias DralA y DralB aparecieran en el ancestral comun a todos
los esparidos y desapareciera en el linaje
Sparus-Diplodus-Lithognathus-Spondyliosoma una vez que este se hubiera
separado del linaje Pagrus-Pagellus. De hecho, el bajo grado de dispersion en
zonas intercalares de los cromosomas de la familia DralB a través de los
cromosomas del pargo, la urta y la breca, parece confirmar el origen reciente de
esta familia (ver apartado anterior).

Estos resultados contrastan con los observados en especies del género
Triturus y en cetaceos. En las especies del género Triturus se han descrito
diferentes familias de ADN satélite. Las familias de ADN satélite localizadas en
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posiciones intercalares o dispersas en pequenos loci cromosémicos son mas
antiguas y son compartidas por todas las especies del género (Vignali et al.,
1991), mientras que las familias de ADN centromérico son mas recientes
evolutivamente y aparecen limitadas a unas pocas especies muy emparentadas
(Cremisi et al., 1988). Las especies del suborden Mysticeti de los cetaceos
comparten tres familias de ADN satélite localizadas en regiones cromosémicas
diferentes, una localizada en los centromeros, otra a nivel intercalar y otra a
nivel telomérico (Arnason y Widegren, 1989). De las tres familias de ADN
satélite, la familia centromeérica es la que evoluciona de manera mas rapida con
respecto a las otras dos (Arnason y Best, 1991; Gretarsdottir y Arnason, 1992),
de tal manera que mientras que la familia de ADN intercalar es compartida por
todas las especies de cetaceos (subordenes Mysticeti y Odontoceti), la familia
centromeérica esta restringida al suborden Mysticeti (Arnason, 1990).
Macgregor y Sessions (1986), a partir de los datos observados en especies
del género Triturus, propusieron un modelo evolutivo para explicar la dispersion
de diferentes familias de ADN satélite a lo largo de regiones diferentes en los
cromosomas. Segun su modelo, el ADN satélite tiende a amplificarse y
acumularse en los centromeros, formando la heterocromatina centromérica.
Posteriormente, ocurren reordenaciones cromosomicas en las proximidades de
los centromeros que causan roturas y la dispersion del ADN satélite apareciendo
bandas heterocromaticas pericentroméricas. Nuevas reordenaciones
cromosomicas provocaran entonces la dispersion a regiones intercalares y
distales. En cada localizacion cromosomica se diferenciara una nueva familia
de ADN satélite a partir de la divergencia gradual de la inicial. En el caso de los
esparidos, y mas concretamente, en el caso de la breca, la urta y el pargo,
existiria inicialmente una familia de ADN satélite, la familia EcoRI centromérica.
Segun el modelo de MacGregor y Sessions (1986), las familias DralA y DralB con
localizacion intercalar, aparecerian posteriormente debido a la dispersion de la
primera. Una vez realizado un analisis de homologia entre las secuencias de las
familias DralA y DralB de ADN satélite se puede comprobar que, en general, la
secuencia de los monomeros de una familia de ADN satélite no tiene mucho que
ver con la secuencia de los monomeros de la otra. Sin embargo, existe una
region de 43 pb que comprende las posiciones 135-172 en la familia DralA y las
posiciones 108-153 en la familia DralB, que presenta un 60% de homologia
entre ellas (figura 37a). Este dato apuntaria a un origen comun de los dos tipos
de secuencias. Mas significativo es el hecho de que las secuencias monomeéricas
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de DralB compartan un segmento de 43 pb que guarda un 65% de homologia
con las unidades monomeéricas de la familia EcoRI de la mayoria de las especies
(figura 37b). Este segmento comprende las posiciones 93-134 en la familia
DralB y las posiciones 123-163 en la familia EcoRI (hebra complementaria de
la representada en cualquiera de las figuras que muestran la secuencia de la
familia EcoRI). Por tanto, cabe pensar que las secuencias intercalares
comparten un origen comun a partir de la familia EcoRI centromérica. Sin
embargo, si esto ha ocurrido asi, deberan existir otros mecanismos de
dispersion diferentes a los propuestos por MacGregor y Sessions (1986), ya que
ninguno de los cariotipos de las tres especies (breca, urta y pargo) ha sufrido
reordenaciones ni cambio alguno sobre el cariotipo ancestral de los teledsteos
(las tres especies mantienen los 48 cromosomas acrdcéntricos).

En la breca, el pargo y la urta, donde existen tres familias de ADN satélite
diferentes, como ocurre en muchas otras especies (John, 1988), se cumple el
modelo de distribucion equilocal de la heterocromatina (Heitz, 1933, 1934). Es
decir, cada familia de ADN satélite se localiza en los cromosomas a una
distancia similar respecto del centromero. A nivel centromérico la familia EcoRI,
y a nivel intercalar, a una distancia similar con respecto al centrémero, las
familias DralA y DralB (figura 27). Segun John (1988), cada banda de
heterocromatina difiere en composicion (diferentes familias de ADN satélite)
segun su posicion con respecto al centromero. En la breca, el pargo y la urta,
a nivel intercalar se localizan dos familias de ADN satélite diferentes (familias
DralA y DralB), que, aunque no estan intercaladas la una con la otra, se
localizan en las mismas posiciones con respecto al centromero (apartado 5.3.2
de Discusion). Hay casos en los que dos familias de ADN satélite coexisten en
un mismo locus cromosomico (Jamilena et al., 1993). Sin embargo, es normal
que ocurra una diferenciacion posterior de las diferentes familias en loci
diferentes como ocurre en los cetaceos (Arnason et al, 1978; Arnason y
Widegren, 1989) o en Atractomorpha similis (John et al., 1986).

E192% de los cambios en las secuencias nucleotidicas de la familia EcoRI
de ADN satélite son debidos a sustituciones, mientras que el resto son cambios
por insercion 6 delecion. 92% es una estima global de sustituciones en la familia
EcoRl y, por lo general, ese porcentaje de cambio es el que se observa en todas
las especies. Existe, sin embargo, dos excepciones, una la de la chopa en la que
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Figura 37.
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(A) Homologia (H) entre una region de las secuencias monomeéricas de la
familia DralA y de las secuencias monomeéricas de la familia DralB del
pargo y de la urta. (B) Homologia (H) entre una region de los monémeros
de la familia DralA del pargo y la urta y una region de los monémeros de
la familia EcoRI. La secuencia EcoRI que se muestra es la de la cadena
complementaria de la secuencia consenso que aparece en la figura 28 y

esta comprendida entre las posiciones 123 y 163.
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todos los cambios en la secuencia son debidos a sustituciones, y la otra la de
la breca, en la que el 72% de mutaciones son debidas a sustituciones. Los
patrones de sustitucion nucleotidica a nivel intraespecifico varian segun la
especie, oscilando entre una relacion transiciones/transversiones de 0.52 en la
dorada y una relacion de 1.33 en la chopa (apartados 4.3 y 4.5 de Resultados).
La relacion transiciones/transversiones tiene un valor intraespecifico medio de
0.93, mientras que el valor medio de dicha relacién a nivel interespecifico es de
0.6 para la subfamilia I y de 0.9 para la subfamilia II de la familia EcoRI de ADN
satélite (tablas 37 y 38).

Tabla 37. Relacion transiciones/transversiones. Comparacion a nivel interespecifico de la
subfamilia II de la familia EcoRI.

SARGO MOJARRA CHOPA DORADA

PICUDO RUBIA II 1 II BRECA
SARGO II 1.3 0.7 0.5 0.7 0.9
SARGO ' 1.8 0.9 0.9 1.0
PICUDO
MOJARRA 0.7 0.9 1.0
RUBIA II
CHOPA I 0.7 0.7
DORADA II 0.9
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Tabla 38. Relacion transiciones/transversiones. Comparacion a nivel interespecifico de
la subfamilia I EcoRI.

MOJARRA MOJARRA DORADA
RUBIA I FINA HERRERA I BRECA
SARGO I 1.0 0.4 0.3 047 0.9
MOJARRA 0.5 0.3 0.6 0.9
RUBIA I
MOJARRA 0.2 0.4 0.7
FINA
HERRERA 0.4 0.6
DORADA I 0.8
Tabla 39. Relacion transiciones/transversiones. Comparacion a nivel interespecifico de la
familia DralA.
URTA BRECA
PARGO 1.2 1.2
URTA 1.7

Los cambios nucleotidicos en la familia DralA son debidos en el 83% de
los casos a sustituciones. En este caso, el calculo medio puede estar sesgado
dado el pequeno numero de nucleétidos secuenciados de la unidad monomeérica
de la breca (solo se detectan en esta especie 3 sitios polimérficos, uno de los
cuales es debido a una delecion). En la urta, el 100% de los cambios son
sustituciones. A nivel intraespecifico, la relacion transiciones /transversiones es
de 0.33 para el pargo, de 0.6 para la urta y de dos transiciones por ninguna
transversion en el caso de la breca (en la que no se tiene la secuencia completa).
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En la tabla 39, se muestran las relaciones entre estos dos tipos de sustituciones
nucleotidicas para la familia DralA, teniendo la relacion
transiciones/transversiones un valor medio de 1.35.

Se sabe que, aunque la posibilidad de cambio transicional (4 tipos de
sustituciones nucleotidicas) es mayor que la de cambio por transversion (8 tipos
distintos de sustituciones), la probabilidad de sustituciones por transicion es
mayor que la de cambios por transversion (Nei, 1987), incrementandose dicha
probabilidad en secuencias no codificadoras (Li et al., 1984). Un sesgo en el
numero de transiciones frente al de transversiones (relacion
transiciones/transversiones proxima a 2) indica una divergencia reciente de los
taxones que se comparan, mientras que wuna relacion
transiciones/transversiones de 0.4 es indicativa de secuencias cuyos niveles de
sustitucion estan muy saturados, apuntando a una mayor divergencia entre las
especies que se comparan (Holmquist, 1983). En nuestro caso, la relacion
transiciones/transversiones es bastante mas elevada para la familia DralA que
para la familia EcoRI. Esto puede significar que las especies que estamos
comparando en el caso de la primera familia de ADN satélite (que son distintas
a las que se comparan para la familia EcoRI) son muy proximas
filogenéticamente hablando, dato que habria que confirmar con las secuencias
EcoRI de la urta y el pargo, de las que no se dispone. Pero, ademas, de ser asi,
el dato podria apoyar en principio la mayor antigtiedad de la familia EcoRI de
ADN satélite con respecto a la familia DralA. En este sentido hay que senalar
también que la relacion transiciones/transversiones observada para la familia
DralB entre el pargo y la urta es de 1.15.

5.4. RELACIONES FILOGENETICAS DE LA FAMILIA SPARIDAE

El analisis de las relaciones filogenéticas de los esparidos se inici6 a partir
de los datos de hibridacion en Southern-blot. Para ello, hemos utilizado dos
familias de ADN satélite distintas, la familia EcoRI y la familia Dral. De la
primera se utiliz6 como sonda la secuencia monomeérica del ADN satélite de la
dorada clonada en pSal9. De la segunda, se utilizo como sonda los fragmentos
monoméricos del ADN satélite de la urta. Estos fragmentos fueron aislados a
partir de la banda de ADN satélite que aparece al digerir el ADN de esta especie
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con el enzima Dral. Sin clonarlos previamente fueron marcados y utilizados
como sonda de hibridaciéon. Para estudios filogenéticos a través de hibridacion
en Southern-blot, no se detectan diferencias significativas entre fragmentos
monomeéricos clonados o sin clonar, ya que bandas de ADN satélite aisladas a
partir de un gel, estan compuestas por dichas unidades monomeéricas (Arnason
y Widegren, 1986; Datta et al., 1988).

Los resultados de hibridacion muestran que el ADN satélite EcoRI clonado
a partir del genoma de la dorada (Sparus aurata) esta conservado en las
especies del género Diplodus (sargo, sargo picudo y mojarras), en la herrera
(Lithognathus mormyrus), en la chopa (Spondyliosoma cantharus), y en la breca
(Pagellus erythrinus) (figura 13 y tabla 9). Es de destacar que las unidades
monomeéricas del ADN satélite de la dorada no hibridan con el ADN de las
especies del género Pagrus (pargo y urta), ni con el de la especie utilizada como
referencia externa, la baila (Dicentrarchus punctatus, familia Serranidae) (tabla
9).

Por otro lado, los monomeros aislados a partir del ADN satélite Dral de
la urta (Pagrus auriga), probados en Southern-blot con el ADN del resto de
especies, muestran hibridacion so6lo con el ADN de Pagrus auriga, Pagrus pagrus
(pargo) y Pagellus erythrinus (breca) (figura 14 y tabla 9).

El analisis de presencia/ausencia de una familia de ADN satélite en un
grupo de especies se utiliza habitualmente para definir grupos de especies que
comparten un ancestral comun (Arnason et al.,, 1984; Arnason, 1990;
Bogenberger et al., 1987; Wijers et al., 1993; Van den Busche et al., 1993;
Bachmann y Sperlich, 1993). Dentro de la familia Sparidae se puede definir asi
un grupo monofilético de especies (especies de los géneros Pagrus y Pagellus)
que comparten una familia de ADN satélite, la familia Dral, que no se encuentra
presente en las demas especies de esta familia de peces. Por tanto, en principio,
los datos de hibridacion nos llevan a pensar en la existencia de dos linajes
separados en la familia Sparidae. A un linaje pertenecen las especies de Pagrus
y Pagellus. El otro linaje estaria constituido por los géneros Sparus (dorada),
Diplodus (sargos y mojarras), Lithognathus (herrera) y Spondyliosoma (chopa).

Pero también desde un punto de vista cladistico, y a partir de los datos
de hibridacion, el hecho de que en la breca concurran las dos familias de ADN
satélite, confirma que los dos linajes que hemos definido comparten un
ancestral comun. En este caso, cabe interpretar dos alternativas: a) este
ancestral comun a los dos linajes, tenia las dos familias de ADN satélite en su
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genoma, una de las cuales (familia Dral) fue eliminada de los genomas del linaje
Sparus-Diplodus-Lithognathus-Spondyliosoma, y la otra (familia EcoRI) fue
eliminada del genoma de las especies de Pagrus, estando las dos familias
conservadas en la breca; b) el ancestral comun a los dos linajes tenia
inicialmente la familia EcoRI, y la familia Dral aparecio y se amplifico en el
linaje Pagrus-Pagellus tras su separacion del otro linaje. Nosotros consideramos
como mas parsimoniosa esta segunda hipotesis. En este caso, se pueden
construir también dos hipotesis alternativas. En primer lugar, cabe pensar que
la familia Dral ha ido sustituyendo progresivamente a la familia EcoRI en el
linaje Pagrus-Pagellus, hasta la desaparicion de esta ultima familia en Pagrus.
Por otro lado, la familia Dral puede tener una localizacion cromosémica
diferente a la de la familia EcoRI y aparecer en el genoma de estas especies
coexistiendo con otra familia de ADN satélite centromeérica.

Consideramos esta segunda hipotesis como la mas correcta y para ello
nos basamos en los siguientes datos. En primer lugar, en el pargo y la urta
existe la familia EcoRI y se localiza en los centromeros de todos sus cromosomas
(figura 27). Y, en segundo lugar, se ha visto, una vez clonados los distintos ADN
satélites, que la familia Dral se localiza a nivel intercalar en los cromosomas de
Pagrus y Pagellus (breca) y no en los centromeros (figura 27).

Una vez establecidos los dos linajes mencionados, nos propusimos
analizar las relaciones filogenéticas entre las especies de cada uno de ellos.
Dichas relaciones fueron estimadas en el caso del linaje
Sparus-Diplodus-Lithognathus-Spondyliosoma, a partir de la comparacion del
grado de divergencia interespecifica de la familia EcoRI de ADN satélite. En este
sentido, a la hora de analizar las relaciones filogenéticas a partir de los datos
de secuenciacion del ADN satélite se han tratado por separado secuencias que
tienen historias evolutivas diferentes (tabla 32). Es decir, por un lado, se han
comparado las secuencias de Sargo I, de Mojarra rubia II, del sargo picudo, de
Dorada II, y de la chopa, y por otro lado se han comparado las secuencias de
Sargo I, de Mojarra rubia I, Dorada I, de la mojarra fina y de la herrera,
empleando, en ambos casos, la breca como especie de referencia externa.

Analicemos primero las relaciones filogenéticas entre las especies del
género Diplodus. Tanto si se comparan las secuencias consenso de la subfamilia
I como si se comparan las de la Il y, con cualquiera de los métodos de inferencia
filogenética empleados (arboles filogenéticos de las figuras 34, 35 y 36), se
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aprecia que las especies mas emparentadas dentro del género Diplodus son el
sargo y la mojarra rubia. Este resultado esta de acuerdo con la estima
filogenética basada en caracteres morfologicos (De la Paz, 1975) y en
variabilidad isoenzimatica (Basaglia, 1991a, 1991b, 1991c). Y se confirma
ademas por el hecho de que las dos especies tienen un cariotipo idéntico e
indistinguible (ver apartado 4.1.1 de Resultados y 5.1.1 de Discusion). Segun
De la Paz (1975), las especies actuales del género Diplodus han aparecido de
manera gradual. Esta autor distingue un clado cervino-fascitoide del que surgi6
el ancestral comun del clado vulgaro-bellotiidae. A partir de este ancestro
vulgaro-bellotiidae, surgio D. bellottii (mojarra fina) y el ancestral comun del
clado sargo-annularoide, a partir del cual, aparecio D. puntazzo (sargo picudo)
y el comun ancestro del sargo y la mojarra rubia. Con nuestros datos se
confirma la asociacion cladista del sargo y la mojarra rubia (figuras 34, 35y 36).
La cladogénesis de estas dos especies con el sargo picudo o con la mojarra fina,
no la podemos confirmar con estos datos. Esto es debido a que la comparaciéon
del ADN satélite del sargo picudo y la mojarra fina con respecto al sargo y la
mojarra rubia se ha tenido que realizar por separado (figuras 34, 35y 36). Sin
embargo, si consideramos el analisis cariotipico de estas especies, podemos
confirmar la propuesta de De la Paz (1975): como se discuti6é en el apartado
5.1.1, el sargo, la mojarra rubia y el sargo picudo presentan cariotipos similares,
mientras que el cariotipo de la mojarra fina es muy diferente al de esas tres
especies, lo que esta a favor de la cladogénesis del sargo picudo con el sargo y
la mojarra rubia.

Conviene ahora analizar qué especies de las analizadas (dorada, herrera
o chopa) estan mas emparentadas con las especies del género Diplodus (sargos
y mojarras). Cuando utilizamos las secuencias consenso de la subfamilia II del
ADN satélite EcoRI para el analisis filogenético podemos analizar las relaciones
de parentesco de las especies de Diplodus con la chopa y con la dorada, pero no
con la herrera. En este caso, con cualquiera de los métodos de inferencia
filogenética utilizados, se obtiene que la dorada esta mas emparentada que la
chopa con las especies del género Diplodus (figuras 34, 35y 36).

Utilizando las secuencias consenso de la subfamilia I del ADN satélite
EcoRI podemos analizar las relaciones filogenéticas de las especies de Diplodus,
con la herrera y con la dorada, pero no con la chopa. En este caso, con
cualquiera de los métodos de inferencia filogenética aplicados, aparece la
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herrera como especie mas emparentada con Diplodus (figuras 34, 35y 36). Sin
embargo, ninguno de los arboles generados ofrece un resultado
estadisticamente significativo para esta asociacion, una vez sometidos los datos
a un analisis de remuestreo por el método de bootstrap (Felsenstein, 1985,
1988). Independientemente de este dato, debemos realizar una serie de
consideraciones adicionales. En primer lugar, tanto la intensidad de hibridacion
como los patrones de restriccion que cada especie presenta para el ADN satélite
EcoRI pueden ser utilizados para inferir las relaciones filogenéticas entre las
especies de la familia Sparidae dentro de cada uno de los linajes establecidos
(Fanning et al., 1988; Modi et al., 1988). Asi, se puede apreciar una mayor
proximidad filogenética entre la dorada y las especies del género Diplodus. Y
ello, primero, porque el patron de restriccion de la dorada es el que mas se
parece al de las especies de ese género (figura 13 y tabla 9); y segundo, porque
las especies de este género son las unicas que mantienen una cierta senal de
hibridaciéon con el inserto del plasmido pSal9 (unidad monomeérica EcoRI de la
dorada) cuando se aplican condiciones de alta astringencia (ver apartado 4.4 de
Resultados).

En segundo lugar, como ya se ha discutido (apartado 5.3.1.2 de
Discusion), cuando sobre los cromosomas de la herrera hibridamos con una
sonda de ADN satélite EcoRI, se observa que, si bien todos los centromeros
muestran hibridacion, la senal es muy débil si se compara con otras especies
(figura 21). Esto parece indicar que en el centromero de esta especie existen
otras variantes monoméricas de la familia EcoRl que por su grado de
divergencia no son detectadas por el método de hibridacion in situ. Es logico
pensar asi ya que las unidades monomeéricas de la herrera con las que se ha
trabajado son aquellas que se obtuvieron a partir de los clones que dieron
positivo en un experimento de clonacion utilizando como sonda una unidad
monomeérica del ADN satélite de la dorada. Por tanto, considerando este
segundo nivel de divergencia no detectado en principio a través del método
empleado en la clonacion, de manera indirecta podemos pensar que la
divergencia de la herrera con respecto a Diplodus es mayor que la divergencia
entre Sparus y Diplodus.

Finalmente, a favor de la mayor proximidad filogenética entre dorada y
Diplodus estarian también las experiencias de Dujakovic y Glamuzina (1990),
que consiguieron obtener hibridos intergenéricos viables entre la dorada (Sparus
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aurata) y algunas especies de Diplodus. Este dato confirmaria la proximidad
filogenética de ambos géneros (Chevassus, 1983).

En cuanto al grado de parentesco entre las especies del linaje
Pagrus-Pagellus, de los patrones de hibridacion que presentan dichas especies,
hay que destacar que tanto la urta (Pagrus auriga) como el pargo (Pagrus
pagrus) presentan un patréon de restriccion similar tras la digestion con 8
enzimas diferentes (figura 14 y tabla 9). Este patron es también el mismo en la
breca (Pagellus erythrinus), excepto para EcoRI (figura 14). Estos datos indican
un alto grado de proximidad filogenética entre los dos géneros. Como se
recordara, la sonda de hibridacion que se utilizo en este analisis fue obtenida
a partir de los fragmentos monomeéricos de una banda Dral de ADN satélite sin
previa clonacion. Una vez fueron clonados dichos monémeros se comprobo que
en dicha banda de ADN satélite existian en realidad dos tipos de secuencias
monomericas correspondientes a dos familias distintas de ADN satélite (DralA
y DralB). Cabe pensar por tanto, que los datos de hibridacion utilizados antes
no sean correctos. Pero hay que mencionar que, como se dice en Resultados
(apartado 4.5.5.1), las dos familias de ADN satélite aparecen en las tres especies
de linaje que estamos considerando y que, en las tres especies, las dos familias
de ADN satélite (DralAy DralB) presentan patrones de restriccion similares para
los 8 enzimas probados. Por tanto, se pueden aceptar como validos los datos
iniciales. Sin embargo, de los datos de secuenciacion de la familia DralA en el
pargo, la urta y la breca, se deduce (tabla 33) que la divergencia interespecifica
para dicho ADN satélite entre las dos primeras especies y la breca es
comparable a la divergencia que para EcoRI se observa entre especies de
géneros diferentes. Por tanto, parece que, de todas formas, el analisis de los
patrones de restriccion debe ser considerado con precaucion en la inferencia
filogenética, al menos en este caso.

Por ultimo, a partir de los datos disponibles podemos realizar algunas
consideraciones generales sobre la taxonomia de la familia Sparidae. En primer
lugar comentaremos algo con respecto a la polémica de Ila
existencia/inexistencia del género Pagrus como taxon independiente del género
Sparus. El género Sparus fue establecido por Linneo (1758) e incluia 22
especies. Con el reconocimiento posterior de especies nuevas, el género fue
dividido en distintos géneros (revisado en Bianchi, 1984). El género Pagrus fue
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establecido por Cuvier en 1817 como un género diferente del género Sparus. Sin
embargo, esta separacion fue muy discutida por distintos autores
posteriormente, manteniéndose una controversia entre los defensores de la
separacion y los defensores de la existencia de un so6lo género. Asi, durante
muchos anos se ha utilizado tanto Pagrus como Sparus como sinonimos. La
discusion siempre ha estado basada en la diferenciacion de caracteres
morfologicos (meristicos y métricos). Hasta 1984, la version mas aceptada era
la dada por Tortonese (1975) que, basandose en el numero y tipo de dientes
agrupo las especies como dorada, pargo, urta, pargo zapata y pargo africano en
el género Sparus. Fue en 1984 cuando Bianchi reinstauro el género Pagrus. Este
autor se basé en distintas caracteristicas morfologicas y, especialmente,
osteologicas. Para €l el género Sparus soélo tiene un representante, la dorada
(Sparus aurata), mientras que las otras cuatro especies mencionadas pertenecen
al género Pagrus. Esta revision es la que actualmente se acepta segun consta
en el listado de especies de la UNESCO que hacen Bauchot y Hureau (1986) en
el libro Peces del Atlantico Noreste y el Mediterraneo, del que es editor entre
otros el propio Tortonese. A pesar de ello, algunos genéticos han seguido
tratando posteriormente a las especies como el pargo o la urta como
pertenecientes al género Sparus. Por ejemplo, Basaglia (1991a, 1991b, 1991¢)
que, ademas, obtiene mediante datos de variabilidad isoenzimatica una gran
proximidad filogenética entre la dorada y el pargo (al que llama Sparus pagrus).
Sin embargo, si nos basamos en nuestros datos, estamos en condiciones de
apoyar la revision taxonémica de Bianchi (1984) y considerar la separacion de
los dos géneros, Sparus y Pagrus. Los datos en que nos apoyamos somn, por un
lado, la divergencia genética que se aprecia al comparar la familia EcoRI de ADN
satélite entre ellos y, por otro lado, la ausencia de la familia Dral en la dorada,
que ha servido para establecer dos linajes diferentes en la familia Sparidae. Asi,
estimamos que, en realidad, estos dos géneros estan filogenéticamente mas
alejados de lo que en un principio se pensaba.

En segundo lugar, tal como se coment6 en la Introduccion, existen dos
especies del género Diplodus que apenas si se pueden distinguir desde el punto
de vista morfologico. La mojarra rubia (Diplodus annularis) es una especie del
Mediterraneo y de la costa Atlantica de la Peninsula Ibérica, mientras que la
mojarra fina (Diplodus bellottii) ha sido descrita en el Atlantico desde Cadiz a
Cabo Verde y en las costas de Malaga. Ambas especies difieren
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imperceptiblemente a nivel morfolégico, concretamente en alguna caracteristica
meristica como el namero de radios de las aletas dorsales y anales y en una
mancha oscura alrededor del pedunculo caudal, de forma anular en D.
annularis y en forma de silla de montar en D. bellottii (Cardenas, 1978). Sin
embargo, estas dos especies pueden ser distinguidas a nivel genético. Primero,
porque sus cariotipos son muy diferentes (figura 1 y tabla 2). Segundo, por el
grado de divergencia genética que se observa para la familia EcoRI de ADN
satélite entre las dos especies. Y es que, cada una presenta un patréon de
restriccion especifico para la familia EcoRI de ADN satélite (figura 13 y tabla 9),
diferenciacion que se confirma cuando se analizan las secuencias de las
unidades monomeéricas que componen dicha familia de ADN satélite en cada
una de las dos especies (figura 28 y tablas 29, 30 y 31). Estos resultados
aportan datos que pueden ser utilizados en la diferenciacion e identificacion
geneética de las dos especies y confirman que el parecido morfolégico es debido
a una convergencia fenotipica.

Finalmente, los resultados que hemos obtenido, estan en desacuerdo
también con la clasificacion que Tortonese (1975) hace de la familia Sparidae.
Este autor sugiere la existencia de tres subfamilias: Denticinae (género Dentex),
Boopsinae (géneros Boops, Sarpa, Oblada y Spondyliosoma) y Sparinae (Sparus
(incluidas las especies de Pagrus), Diplodus, Pagellus y Lithognathus). Sin
embargo, nuestros datos permiten separar a las especies de la llamada
subfamilia Sparinae en dos grupos. Y ademas, dichos datos establecen unas
relaciones filogenéticas estrechas, que deben ser consideradas, entre
Spondyliosoma (chopa), perteneciente a la llamada subfamilia Boopsinae, y las
especies de los géneros Diplodus, Sparus y Lithognathus, asignadas a la
subfamilia Sparinae.
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6. CONCLUSIONES

Los analisis citogenéticos y moleculares llevados a cabo en diez especies de
esparidos nos han permitido obtener las siguientes conclusiones:

PRIMERA. El analisis llevado a cabo en diez especies de esparidos demuestra
que cariotipicamente esta familia de peces es homogénea. Ocho especies
presentan un numero cromosomico de 2n=48 cromosormnas, mientras que las
otras dos especies (mojarra fina y chopa) poseen 2n=46.cromosomas. La mojarra
fina y la chopa se caracterizan por presentar en su cariotipo una pareja de
cromosomas metacéntricos grandes que no se observa en ningan otro cariotipo
de los esparidos. Su morfologia y la longitud de sus brazos cromosémicos son
indicativos de que su origen se debe a una fusiéon céntrica de dos cromosomas
acroceéntricos.

SEGUNDA. Se describen por primera vez los cariotipos del sargo picudo
(Diplodus puntazzo), la chopa (Spondyliosoma cantharus) y la urta (Pagrus
auriga). El cariotipo del sargo picudo esta formado por una primera pareja de
cromosomas submetacéntricos y dos parejas de cromosomas mas pequenos que
la pareja anterior, una submetacéntrica y otra metacéntrica, siendo el resto de
cromosomas acrocéntricos. El cariotipo de la chopa esta formado por 46
cromosomas, de los cuales una pareja es la formada por los cromosomas
grandes metacéntricos ya mencionada, una pareja de cromosomas
metacéntricos de tamano menor que la anterior, tres parejas de cromosomas
submetacéntricos y 6 parejas de subtelocéntricos. El cariotipo de la urta esta
constituido por 48 cromosomas acrocéntricos.

TERCERA. La aplicacion de técnicas como el bandeo C o la tincion con
fluorocromos revelan que las especies de la familia Sparidae son pobres en
marcadores citogenéticos. Todas las especies analizadas presentan dos regiones
organizadoras del nucléolo (NOR), excepto la mojarra fina (Diplodus bellottii) que
presenta cuatro.
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CUARTA. En una poblacion cultivada de doradas, hemos detectado un
polimorfismo que afecta al nimero de NORs del cariotipo en un elevado namero
de individuos. Mediante técnicas de impregnacion argéntica, tincion con CMA,,
e hibridacion in situ con ADN ribosémico, asi como mediante la cuantificacion
del numero de copias de genes ribosomicos en individuos normales e individuos
afectados, se llega a la conclusiéon de que dicho polimorfismo es debido a la
delecion completa de una de las dos NORs habituales en la especie.

QUINTA. Se ha puesto a punto un método para la produccion de triploides de
dorada. Se concluye que la eficacia del método de induccion de triploidia en
dorada no sé6lo depende de los parametros normalmente considerados, periodo
de incubacion e intensidad y duracion del tratamiento, sino que en especies
marinas la salinidad del agua juega un papel importante ya que de ella depende
la flotabilidad de los huevos a tratar. Asi, el tratamiento mas eficaz para inducir
triploidia en la dorada es el que consiste en aplicar temperaturas de 34°C
inmediatamente después de la fecundacion, es decir, sin periodo de incubacion,
y en agua en la que la salinidad es del 30 por mil, consiguiéndose de esta forma
progenies 100% triploides.

SEXTA. Hemos analizado desde el punto de vista estructural y evolutivo tres
familias de ADN satélite existentes en la familia Sparidae. Una de estas familias,
la familia EcoRl, se localiza a nivel centromérico en los cromosomas de todas las
especies analizadas. Las otras dos, las familias DralA y DralB, estan
restringidas a las especies de los géneros Pagrus y Pagellus y su localizacion
cromosomica es intercalar.

SEPTIMA. El centromero de los cromosomas de los esparidos esta relacionado,
como en otros vertebrados, con secuencias de ADN satélite. De la familia EcoRI
de ADN satélite destacan su localizacion centromeérica y su conservacion en
todas las especies analizadas, asi como caracteristicas propias de otros ADN
satélites centroméricos de vertebrados, como la longitud de su unidad repetitiva
(187 pb), el tener una secuencia con un alto contenido en AT y poseer gran
cantidad de series cortas de adeninas y/o timinas consecutivas.

OCTAVA. El analisis de retardo electroforético en geles de poliacrilamida y el
analisis de modelizacion molecular de las unidades repetitivas de la familia
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EcoRI de la dorada revelan que la secuencia de dichas unidades induce una
curvatura estable en la molécula monomeérica. Dicha curvatura es eliminada en
presencia de Distamicina A, lo que sugiere que el ADN satélite EcoRI puede
desempenar un papel importante, a través de la union de proteinas a zonas
ricas en AT, en el proceso de organizacion de la cromatina a nivel centromérico.

NOVENA. Las secuencias de los monomeros de la familia EcoRI se caracterizan
por tener diferentes periodicidades internas, destacando el motivo
(A/T)CTGAAA(A/C)(G/C) que se repite de forma directa de tres a cuatro veces,
segun las especies, y que parece ser la secuencia ancestral que a través de
ciclos de amplificacion y divergencia ha originado la secuencia del monémero
actual. La conservacion de la secuencia de este motivo en posiciones donde la
curvatura de la unidad monomeérica es mayor, asi como la presencia de motivos
similares en el ADN satélite centromeérico de otros grupos de vertebrados en los
que dichos motivos intervienen en interacciones ADN-proteina, sugieren que el
motivo presente en las secuencias repetitivas EcoRI puede ser un elemento
importante en la organizacion y/o funcion del centromero de los esparidos.

DECIMA. El analisis de las secuencias monomeéricas clonadas en las distintas
especies de esparidos, asi como la aplicacion de métodos de inferencia
filogenética a dichas secuencias demuestra que en la familia EcoRI de ADN
satélite se distinguen dos subfamilias paralogas (subfamilia I y subfamilia II).
Estas subfamilias se caracterizan porque las secuencias de sus unidades
monomeéricas, aun manteniendo un alto grado de homologia, divergen
ampliamente a nivel de una zona caracteristica concreta dentro de la unidad
monomeérica. La accion continua de la conversion génica puede explicar en parte
el mantenimiento de las dos subfamilias en las distintas especies de esparidos
asi como una evolucion independiente de las mismas. Ambas subfamilias
evolucionan de manera concertada y se caracterizan por poseer niveles de
variabilidad intraespecifica muy bajos cuando se comparan con otros ADN
satélites.

UNDECIMA. Las familias DralA y DralB de ADN satélite intercalar se hayan
restringidas a los genomas de la breca, el pargo y la urta. La familia DralA se
caracteriza por estar localizada en todos los cromosomas de cada una de las
especies y porque la secuencia de sus unidades monomeéricas (172 pb) presenta
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largas repeticiones inversas y largas secuencias palindromicas. La familia DralB
tiene un grado de dispersion menor que la familia DralA, como lo demuestra el
que soOlo se localice en unos pocos cromosomas de cada una de las tres
especies. La unidad monomérica actual de la familia DralB parece que se ha
originado, primero por la duplicacion en tandem de una secuencia de 34 pb, y
después a partir de la duplicacion de partes diferentes de dicha secuencia.
Ambas familias (DralA y DralB) evolucionan de manera concertada.

DUODECIMA. En la breca, el pargo y la urta, en las que existen tres familias de
ADN satélite diferentes (EcoRI, DralA y DralB) se cumple el modelo de
distribucion equilocal de la heterocromatina. Las secuencias de las unidades
monomeéricas de las tres familias son bastante diferentes, pero entre las tres se
mantienen zonas de elevada homologia que sugieren que las tres familias de
ADN satélite estan emparentadas. Posiblemente las familias intercalares se han
originado a partir de la dispersion y la amplificacion y posterior divergencia de
toda o de parte de la secuencia monomeérica de la familia centromérica.

DECIMOTERCERA. El analisis de presencia/ausencia de las diferentes familias
de ADN satélite caracterizadas en los esparidos se ha utilizado para analizar las
relaciones filogenéticas de este grupo de peces. En la familia Sparidae, se
pueden definir dos linajes: a un linaje pertenecen las especies de los géneros
Pagrus y Pagellus (pargo, urta y breca) que comparten dos familias de ADN
satélite, las familias DralA y DralB, que no se encuentran presentes en las
demas especies de esta familia de peces mientras que el otro linaje estaria
constituido por los géneros Sparus (dorada), Diplodus (sargos y mojarras),
Lithognathus (herrera) y Spondyliosoma (chopa). El hecho de que en todas las
especies analizadas exista la familia EcoRI de ADN satélite confirna que los dos
linajes comparten un ancestral comun.

DECIMOCUARTA. Las relaciones filogenéticas entre los esparidos de cada uno
de los dos linajes mencionados, se han establecido mediante la aplicacion de
métodos de inferencia filogenética a las secuencias consenso de dos subfamilias
ortologas de la familia EcoRI de ADN satélite. Dentro del género Diplodus, las
especies mas emparentadas son la mojarra rubia (D. annularis) y el sargo (D.
sargus). Se confirma la cladogenésis de estas dos especies con el sargo picudo
(D. puntazzo), mientras que la mojarra fina (D. bellotti), esta mas alejada
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filogenéticamente de las tres primeras especies. Dentro del linaje
Sparus-Diplodus-Lithognathus-Spondyliosoma el género Spondyliosoma (cuyo
unico representante es la chopa, S. cantharus) es el que menos relacionado esta
con las especies del género Diplodus. Mientras unos datos apoyan la mayor
proximidad filogenética del unico representante del género Lithognathus (la
herrera) con las especies de Diplodus, otros apoyan una mayor proximidad del
unico representante del género Sparus (la dorada) con dichas especies de
Diplodus. En cuanto a las relaciones de parentesco entre las especies del linaje
Pagrus-Pagellus, se confirma la cladogénesis de las especies de Pagrus (pargo
y urta), asi como la relativa proximidad filogenética de este género con la especie
analizada en esta memoria perteneciente al género Pagellus (la breca).

DECIMOQUINTA. Asimismo, utilizando estos datos, se confirma la existencia del
género Pagrus como entidad taxonomica diferenciada del género Sparus.
Especies como el pargo o la urta pertenecen al género Pagrus, mientras que al
género Sparus soélo pertenece la dorada S. aurata. De la misma forma, se
pueden diferenciar a nivel genético dos especies de Diplodus, la mojarra fina (D.
bellotti) y la mojarra rubia (D. annularis) que dificilmente se distinguen la una
de la otra a nivel morfologico.

DECIMOSEXTA. Los resultados que hemos obtenido, estan en desacuerdo con
la clasificacion de la familia Sparidae basada en la existencia de tres
subfamilias: Denticinae (género Dentex), Boopsinae (géneros Boops, Sarpa,
Obladay Spondyliosoma) y Sparinae (Sparus (incluidas las especies de Pagrus),
Diplodus, Pagellus y Lithognathus). Sin embargo, nuestros datos permiten
separar a las especies de la llamada subfamilia Sparinae en dos grupos. Dichos
datos establecen ademas unas relaciones filogenéticas estrechas, que deben ser
consideradas, entre Spondyliosoma (chopa), perteneciente a la llamada
subfamilia Boopsinae, y las especies de los géneros Diplodus, Sparus y
Lithognathus, asignadas a la subfamilia Sparinae.
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Abstract. A highly repetitive DNA sequence family from
the genome of Sparus aurata has been cloned and character-
ized. The family is composed of repeat units of 186 bp in
length, and it accounts for 2% of the fish genome. Data from
Southern blots and in situ hybridization demonstrate that
repeating units are tandemly arranged at the centromeres of all
the chromosomes in this species. The repetitive sequence is AT
rich (67%) and is characterized by short stretches of consecu-
tive AT base pairs and by short direct and inverted repeats.
Sequence analysis of six cloned monomers of the family reveals

some variation among clones at random positions and also dis-
tinguishes two subfamilies of repeats that differ in a highly
divergent block of 31 bp. These two subfamilies do not seem to
be located in separate domains but occur together in the cen-
tromere of each chromosome pair. The presence of this repeat
family in the genome of other Sparidae species, some of which
are relatively distant from S. aurata, indicates that this repeti-
tive sequence could be an important component of the cen-
tromere in this fish family.

The centromere, the chromosomal locus responsible for the
proper segregation of chromosomes in mitosis and meiosis, has
been well defined in yeast and mammals. The functional cen-
tromere of budding yeast is a nonrepeating DNA sequence of
about 125 bp (Clarke and Carbon, 1980). The centromere
region of fission yeast, however, contains several classes of
untranscribed repeated DNA sequences (Clarke et al., 1986)
which are required for centromere function (reviewed by
Clarke, 1990). Likewise, mammalian centromeres are associ-
ated with repetitive DNA sequences and appear to have no
nonrepeating DNA sequences (Willard, 1990). Centromeric
repetitive sequences in both humans and mice have certain
conserved sequence motifs (the CENP-B box) with a specific
protein-binding capability (Masumoto et al., 1989), suggesting
a common important role in centromere structure and func-
tion. By transfecting centromeric human o-satellite DNA into
heterologous cells, Haaf et al. (1992) found good evidence that
human a-satellite DNA provides the primary sequence infor-
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mation for centromere protein binding (the CENP-B binding
motifs) and for some functional aspects of mammalian cen-
tromeres. The correct spatial organization of these repetitive
motifs can be easily accomplished and stabilized only in a tan-
dem repetitive sequence structure (Haaf et al., 1992; Vogt,
1992).

While centromeric repetitive sequences have been exten-
sively studied in mammals, less is known about the centro-
meric sequences of other vertebrates. Fish comprise an exten-
sive evolutionary group with special genomic properties, such
as lower amounts of satellite DNA (Bernardi and Bernardi,
1990). Although some satellite DNA sequences have been stud-
ied in fish (Datta et al., 1988; Moyer et al., 1988; Wright, 1989;
Denovan and Wright, 1990; Ekker et al., 1992), the chromo-
somal locations of these sequences have not been determined.
Here we introduce the molecular and cytological characteriza-
tion of a centromeric satellite DNA from Sparus aurata, a
widely marine-cultured fish species.

Materials and methods

Materials and DNA isolation. Adults of S. aurata, Diplodus sargus.
D. puntazzo, D. bellottii, Pagellus erythrinus, Lithognathus mormyrus, and
Spondyliosoma cantharus were obtained from the PEMARES experimental
hatchery at El Puerto de Santa Maria (Cddiz Bay, Spain). The DNA was
isolated from liver as described in Sambrook et al. (1989).

© 1994 S. Karger AG, Basel
0301-0171/94/0654-0233$5.00/0



Cloning of EcoRI repetitive DNA sequences. For molecular cloning, 10 ug
of EcoRI-digested DNA from S. aurata was electrophoresed on 3 % Nu-Sieve
GTG agarose and stained with ethidium bromide. A prominent band of
about 190 bp was excised from the gel, the agarose slice was melted at 65°C
for 10 min, and the DNA was then purified by extraction with phenol and
chloroform, precipitated with ethanol, and ligated to the EcoRI site of
pUCI19. The ligation mixture was used to transform competent cells of
E. coli DHS alpha, and the recombinant clones were detected as white colo-
nies in LB plates containing ampicillin, X-gal, and IPTG (Sambrook et al.,
1989). Bacteria containing the repetitive fragment of interest were selected
after screening with labeled DNA obtained from the same band used for
cloning.

DNA sequencing. Recombinant plasmids were used as templates for
sequencing by the dideoxynucleotide chain terminator method of Sanger et
al. (1977). Sequencing products were analyzed by an automated laser fluores-
cent DNA sequencer (Pharmacia). EcoRI satellite DNA sequences from
S. aurata appear in the EMBL Nucleotide Sequence Database under the
accession numbers Z21781 to Z21786.

Restriction enzyme analysis and Southern-blot and dot-blot hybridiza-
tions. For Southern-blot hybridization, S. aurata DNA was digested with
restriction enzymes at SU/pug DNA, fractionated in 0.9 % agarose gel in 0.5 x
TBE buffer (1 x TBE = 0.09 M Tris-borate, 0.002 M EDTA), and transferred
to a Hybond N+ nylon filter (Sambrook et al., 1989). For dot-blot hybridiza-
tion, DNA from all the species was denatured in boiling water for 10 min and
diluted to the required concentration with 20 x SSC (1 x SSC=0.15 M NaCl,
0.015 M sodium citrate). The DNA was then fixed to the filter with 0.4 M
NaOH for 2 min. Probe labeling, hybridization, and detection of hybridiza-
tion sites was performed using the nonradioactive chemiluminescence
method (ECL, Amersham), following the manufacturer’s instructions. Filters
were hybridized for 12-16 h at 42 °C with a horseradish peroxidase-labeled
probe at 10 ng/ml of ECL hybridization buffer containing 6 M urea, 0.5 M
NaCl, and 5%.blocking agent. After hybridization, the membranes were
washed twice, for 20 min each, in 6 M urea, 0.1 x SSC and 0.4% SDS at
42 °C (high-stringency conditions) or | x SSC and 0.4 % SDS at 55 °C for 10
min (low-stringency conditions). The membranes were then washed twice in
2 x SSC at room temperature for 5 min. The 6 M urea in the hybridization
and wash buffer is equivalent to 50% formamide (Amersham). Hybridiza-
tion sites were detected using the ECL detection reagents, which contained
hydrogen peroxide and luminol, and the light emitted in the detection reac-
tion was recorded on x-ray film.

In situ hybridization. For in situ hybridization, the probes were labeled
with digoxigenin-dUTP by a random-primed DNA labeling kit (Boehringer
Mannheim). Mitotic preparations were obtained from kidney as described
by Lozano et al. (1988). Good-quality metaphase spreads were treated with
100 pg/ml of DNAase-free RNAase A in 2 x SSC for | h and then washed
twice in 2 x SSC at room temperature for 10 min each. Chromosomes were
denatured in 70 % formamide and 2 x SSC at 70 °C for 2 min and then dehy-
drated in 70%, 95%, and 100% ethanol for 5 min. Subsequently, 30 pl of
hybridization mixture consisting of 50% formamide, 10% dextran sulfate,
2 x SSC, 500 pg/ml salmon sperm DNA, and 10 ng/ul labeled probe were
placed on each slide and incubated at 37 °C for 12-16 h. After hybridization,
the slides were washed for 10 min in 50% formamide and 2 x SSC at 42°C
and then twice for 5 min at 37 °Cin 2 x SSC. In some cases, 65% formamide
was included in the hybridization mixture and wash buffer to increase the
stringency conditions. The probes were detected with antidigoxigenin FITC-
conjugate (Leitch et al., 1991).

Results

Detection and cloning of satellite DNA

When EcoRl-restricted DNA from S. aurata was fraction-
ated in agarose gel and stained with ethidium bromide, a prom-
inent band of ~ 190 bp was visible. This EcoRI band was iso-
lated from low-melting agarose gel and its DNA cloned in the
pUCI19 plasmid. The recombinant bacteria were screened for
positive colonies with a labeled aliquot of the isolated band
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Table I. Sequence comparisons between the different clones®

Clone Cs. pSal9 pSa3s pSa36 pSa38 pSa44  pSads
Cs. 100 99 97 97 98 91 91
pSal9 100 96 96 97 90 90
pSa3s 100 97 98 88 88
pSa36 100 97 89 89
pSa38 100 89 89
pSad4 100 95
pSa45 100

*  Numbers indicate the percentage of identity for each alignment.

Table Il. Sequence comparisons between the highly divergent block of
each clone?

Clone Cs. pSal9 pSa3s pSa36  pSa38 pSadd  pSads
Cs. - - 13 10 10 48 39
pSal9 - 13 10 10 48 39
pSa3s - 10 3 61 52
pSa36 - 6 52 42
pSa38 - 58 48
pSad4 - 10
pSa4s ' -

®  The percentage of divergence for each alignment is given.

DNA. Six clones (pSal9, pSa35, pSa36, pSa38, pSadd, and
pSa45) were selected for further analysis.

To estimate the amount of EcoRI repeat in the S. aurata
genome, an EcoRI digest of total DNA was subjected to electro-
phoresis in 0.9 % agarose, stained with ethidium bromide, and
photographed. From the integrated area under the different
peaks in a densitometric scan of the photograph, the monomer
of the repeat amounted to 2% of the total genomic DNA.

Sequence analysis of the clones

Figure 1 shows the nucleotide sequence of the six cloned
EcoRI repeats. Four of the clones (pSal9, pSa3$, pSa36, and
pSa38) were 186 bp in length and had less than 4% sequence
variation, relative to a derived consensus sequence. The other
two clones, pSa44 and pSa45, contained 187 bp due to an inser-
tion of | bp at position [27. In addition, these clones varied
more with respect to the consensus sequence (91 % identity)
than did the others. When pSa44 and pSa45 were compared,
less than 5% sequence variation was found, but a much higher
degree of divergence (12%) was seen when these clones were
compared with any of the other four repeats (Table I).

The variable positions 9, 12, 28, 54, 74, 152, and 167 were
not clustered in any specific region of the repeat and were not
clone specific. However, a 31-bp block was found between resi-
dues 98 and 128 (Fig. 1), which clearly distinguished two types
of repeat units. This 31-bp region of pSal9, pSa35, pSa36, and
pSa38 was relatively homogeneous (3-13% divergence), but
differed by 39-61% in comparison with the same region in
pSa44 and pSa45 (Table II). In this variable region of pSad4
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C.s.

pSal9
pSa3s
psa36
pSa3g
pSa4d
pSa45s

C.s.
pSal9
pSals
5 . pSalé
Fig. 1. Nucleotide sequence of six cloned 5,1

EcoR1 repeats. The consensus sequence (C.s.) is pSaus
shown above. Only base changes to the consensus ~ pSa45
sequence are shown in individual clones. Solid
and dotted arrows over a sequence indicate direct
and inverted repeats, respectively. An 8-bp palin-

dromic sequence is denoted by the bases in bold-  C.s.
pSal9

face type. Note the divergent region between 98 to

. o) s psa3s
128 base positions that distinguishes the two pSads
types of repeat units. The new Accl restriction site psa3s
that appears in clones pSa44 and pSa45 is indi-  psast
cated. pSa45

and pSa45, a new Accl restriction site, absent in the other four
clones, appeared (Fig. 1).

The consensus sequence is AT rich (67%) and presents
numerous short stretches of consecutive AT base pairs (Fig. 1).
Short direct and inverted repeated elements were found within
the sequence. The sequence also showed an 8-bp palindromic
sequence between residues 75 and 82 (Fig. 1).

A search for homology with other DNA sequences within
the GenBank/EMBL database did not yield significant results.

Genomic organization

The organization of this repetitive family in the genome of
S. aurata was analyzed by Southern-blot hybridization. Hy-
bridization of labeled pSal9 to blots of EcoRI partially digested
DNA showed ladders of bands in which the proportion of
shorter fragments increased with extended digestion. Even
after complete digestion, part of the repeated DNA remained as
oligomers of the 186-bp monomeric unit (Fig. 2A). These data
strongly support the contention that this repeated sequence is
tandemly arranged.

In addition, S. aurata DNA was digested with a variety of
restriction enzymes (Pvull, Haelll, Accl, Dral, Sacl, HindIII,
Hinfl, and Xbal), fractionated by gel electrophoresis, and
probed with pSal9. The digests agree with the restriction map
obtained from the sequence of the six clones. Pvull cleaved the
DNA family to low-weight multimers. Accl showed a multi-
meric banding pattern ranging from the monomeric unit to 14-
mer oligomers (Fig. 2B). On the other hand, HindlIll, Hinfl,
Dral, Sacl, and Xbal rarely digested within the family; the
DNA therefore remained undigested or as high-molecular-
weight multimers (Fig. 2B). After Haelll digestion, although
almost all the family was digested to multimers of the 186-bp
repeat, a fraction remained undigested as relic DNA (Fig. 2B).
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Fig. 2. Southern blot hybridization patterns of the pSal9 insert to
restricted Sparus aurata DNA. (A) The DNA of S. aurata was digested with
EcoRI (0.5 U/ug DNA) for 15 (a), 30 (b), 60 (c), 90 (d), and 120 min (e), as
well as overnight (2 units/pg DNA) (f). Molecular-weight markers (kilobases)
are shown to the left of the panel. (B) The DNA of S. aurata digested with a
variety of enzymes: Pvull (a), Dral (b), Sacl (c), Xbal (d), Hinfl (e), HindlII
(f), Haelll (g), and Accl (h). Molecular-weight markers as in Fig. 2A.
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Fig. 3. (A) Somatic metaphase of Sparus au-
rata after Giemsa staining. (B) In situ hybridiza-
tion of the labeled pSal9 insert to chromosomes
of S. aurata. Note the hybridization signals at the
centromeres of all the chromosomes.

Chromosomal location

The S. aurata karyotype (2n = 48) is composed of 2 pairs of
metacentrics, 2 pairs of submetacentrics, 3 pairs of subtelocen-
trics, and 17 pairs of telocentric chromosomes (Fig. 3A). Chro-
mosomal distribution of the EcoRI family was studied by in
situ hybridization with digoxigenin-labeled inserts of pSal9,
pSad4, or pSa45. All the probes hybridized exclusively at the
centromeres of all the chromosomes under both low- and high-
stringency conditions (Fig. 3B).

Conservation among species

Dot-blot hybridization experiments were performed to es-
tablish the degree to which the repetitive sequence of S. aurata
is conserved within the family Sparidae. The DNA of D. sar-
gus, D. puntazzo, D. bellottii, P. erythrinus, L. mormyrus, and
S. cantharus was denatured, dotted on a membrane, and
probed with the pSal9-labeled insert. In all the species ana-
lyzed, light hybridization signals were detected under high-
stringency conditions, but strong hybridization was detected
under low-stringency conditions (results not shown).

Discussion

Numerous studies show that whereas the centromere of
budding yeast contains no repetitive DNA sequences, such
repeats are found in the more complex centromeres of fission
yeast and mammals, as discussed in the introduction to this
paper. However, there are few studies on this subject for other
vertebrates, such as amphibians (MacGregor and Sessions,
1985; Cremisi et al., 1988), and none for fish. We have cloned
and characterized a highly repetitive DNA sequence family
from S. aurata. This family is tandemly arranged at the cen-
tromeres of all the chromosomes of the species, indicating that,
as in other vertebrates, the centromeres in fishes are composed
of repetitive DNA sequences. In fact, our results indicate a high
degree of conservation of the EcoRI family among species of

different genera of the family Sparidae. This finding contrasts
with observations in newts, in which centromeric satellites are
rarely conserved, even among species of the same genus (Crem-
isi et al., 1988). By contrast, other centromeric satellite DNAs,
such as a-satellite DNA, representing an important element in
human centromeres (Willard, 1990), is highly conserved in pri-
mates (Singer, 1982). Given the high rate of evolution of repeti-
tive DNA sequences (Singer, 1982), the conservation of the
EcoRI satellite DNA of S. aurata, even in such relatively dis-
tant genera as Spondyliosoma and Sparus (Basaglia, 1991), sug-
gests a functional role for this repetitive DNA sequence.

The monomer unit of the repetitive centromeric satellite of
S. aurata is 186 bp in length. This size is similar to that of the
monomer units of the alphoid satellite DNAs in primates (Sin-
ger, 1982) and of the monomer units of the centromeric satel-
lite DNA in newts (Cremisi et al., 1988). The repetitive compo-
nent of the S. aurata centromere is AT rich and characterized
by short stretches of consecutive AT base pairs, similar to those
in newts (Cremisi et al., 1988). A sequence analysis of six differ-
ent clones obtained from the EcoRI family offers clear evidence
of the existence of at least two subfamilies (Fig. 1). Four of the
clones are very similar to each other but differ significantly
from the other two clones. Some of the variable positions may
be considered point mutations that are randomly distributed
within the sequence. However, variation was found in a 31-bp
region between residues 98 and 128. This block is homoge-
neous in four of the clones (pSal9, pSa3$5, pSa36, and pSa38)
but is totally different in the other two (pSa44 and pSa45) and
thus distinguishes two types of repeat units. This nonrandom
variation affecting the region between positions 98 and 128
hints at some homogenizing mechanism acting on this satellite,
which may be responsible for the dispersion of the two subfam-
ilies (Dover, 1982). It is significant that this region is sur-
rounded by two direct repeats. It has been observed that short
direct repeats are sites that are remarkably prone to alteration
(Fowler et al., 1985) and may represent sites where sequence
rearrangements take place (Ekker et al., 1992). Intrastrand base
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pairing between direct repeats has been responsible for a dele-
tion of some repeat units of the satellite sequence of Tilapia,
producing a new subfamily (Wright, 1989).

The hybridization pattern induced by Haelll digestion
reveals that a fraction of the satellite remains undigested
(Fig. 2B). Although methylation of the Haelll restriction site
might be involved, the data suggest that the satellite DNA is
made up of different domains in which long arrays lack Haelll
restriction sites. In fact, one cloned monomer unit (pSa45)
lacks this restriction site, which is present in the other cloned
monomer units. In view of this, we investigated the possibility
that the two subfamilies revealed by sequence analysis are orga-
nized in different domains. For this purpose, DNA from S. au-
rata was digested with Accl, the recognition site of which was
present in the 31-bp variable region of pSa44 and pSa45 but
absent in the corresponding region of the other four clones. The

hybridization pattern of Accl, however, showed a ladder of
multimeric fragments of 186 bp up to 14-mer. This pattern sug-
gested that the two subfamilies are not organized into separate
chromosome-specific domains but must occur together in the
centromeric DNA satellite of each chromosome pair. Indeed,
in situ hybridization under high-stringency conditions (see Ma-
terials and methods) has shown no difference between the
clones belonging to the two subfamilies.
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Abstract. We have cytogenetically characterized a hatchery stock of gilthead
seabream, Sparus aurata. The study included larvae, juveniles and adults. In S. aurata
(diploid chromosome number 2n = 48), a pair of NORs is located at the ends of the short
arms of the first submetacentric pair of chromosomes. In this stock we discovered a
polymorphism which affects the NORs, and, by means of several cytogenetic and



molecular techniques, we demonstrate that this polymorphism is due to the complete
deletion of one of the two NORs in a high number of individuals. The significance of these
cytogenetic characteristics for this species are discussed since they may be the source of
aquaculture problems.

The nucleolar organizer region (NOR) is a particularly variable region of the
eukaryotic genome. While some species have a constant number of NORs, in many species
NORs are polymorphic. In fish, for example, polymorphism can affect the size (Lozano et
al., 1991; Pend4s et al., 1993a), location and number (Phillips et al., 1988) or number of
active NOR sites per cell (Amores et al., 1993; Galetti et al., 1985; Martinez et al., 1991;
Sola et al., 1986; Vitturi et al., 1990). These variations have been attributed to phenomena
such as deletion, duplication-amplification, activation-inactivation, or even transposition.
However, the exact cause in each situation was difficult to demonstrate until techniques
such as in situ hybridization were applied (Pend4s et al., 1993a, 1993b).

In the case of deletions, variations in the number of NORs involve two situations: 1)
deletions can affect one of the basic two NORs, as occurs in Xenopus laevis (Elsdale et
al., 1958) and other anurans (Schmid, 1982); 2) elimination or deletions have been
invoked as the cause of variability in the number of NORs in species in which the standard
number of NORs is higher than two due to their chromosomal evolution from such causes
as polyploidy (Pend4s et al., 1993a; Vaughan et al., 1993) or multichromosomal dispersion
(Garrido-Ramos et al., in press; Jamilena et al., 1990). In the first case, NOR deletions can
be deleterious, but not in the second.

Here, using cytogenetic and molecular techniques we detect and analyze a deletion
affecting the number of NORs in a species of Sparidae, the gilthead seabream Sparus
aurata. We demonstrate, by means of Ag- and CMA3-staining, in situ hybridization, and
quantification of rDNA gene copy number, a complete deletion of one of the two NORs in
a high number of individuals from a Spanish hatchery.

Materials and methods

The biological material was obtained from the PEMARES experimental hatchery at El Puerto de
Santa Marfa (C4diz Bay). Fertilized eggs from different spawning sessions were collected and incubated
until hatching. A total of 59 one-day-old gilthead seabream larvac were analyzed. The larvae were
pretreated with 0.02% colchicine in salt water, subjected to hypotonic shock (0.4% KCI solution) and
finally fixed in methanol:acetic acid (3:1). The yolk sac was removed and prepared following the
procedures of Kligerman and Bloom (1977). Chromosomes from kidneys of 20 juvenile gilthead seabream
were analyzed as in Lozano et al. (1988). Metaphases from 20 adults were obtained from lymphocyte
cultures as described in Lozano et al. (1991). Spreads were stained by conventional methods in 10%
Giemsa in phosphate buffer at pH 6.8. Ag-staining, fluorochrome staining (CMA3/DA and DAPI/AMD
counterstaining methods), and C-banding were done as described in Lozano et al. (1991). In situ
hybridization of rDNA to chromosomes of gilthead seabream was performed as described previously
(Garrido-Ramos et al., 1994). Inserts of recombinant plasmids HM123 and HM456 (Cortadas and Pavon,
1982; Meunier-Rotival et al., 1979) were used as probes; HM123 contains a 4.8-kb fragment of the
Xenopus laevis tDNA with most of the 28s sequence and the ITS, whereas HM456 contained a 6.6-kb
fragment which included most of the 18s sequence and the NTS (both kindly provided by Dr. I.G.R. Ruiz
of Sao Paolo, Brazil). For quantification of the relative amounts of rDNA in different S. aurata
individuald, DNA was isolated from the liver as in Sambrook et al. (1989). Defined amounts of total



cellular DNA and linearized HM123 plasmid DNA were denatured, immobilized on nylon and hybridized
to labeled 4.8-kb insert of HM123. Probe labeling, hybridization and detection of hybridization were as
previously described (Garrido-Ramos et al., 1994). The relative amounts of ribosomal genes in each
individual were estimated by comparisons between densitometric scans of hybridization signals in
genomic DNA and those obtained for the reconstruction standards.

Results

The diploid chromosome number of Sparus aurata is 2n = 48. In the karyotype the
first and second pairs of chromosomes are submetacentric, pairs three and four are
metacentric, pairs five to nine are subtelocentric, and the rest are telocentric (Fig. 1). After
C-banding, only faint C-bands were detected in centromeric areas of some chromosomes.
Silver staining revealed that only the first pair are NOR-bearing chromosomes (Fig. 2).
Fluorochrome staining revealed no DAPI-positive band. Fluorochrome CMA; positively
stains both active and inactive NORs (Fig. 2). We analyzed 59 larvae, of which 32
(54.24%) had two NORs per cell, located in the short arm of the first pair of
chromosomes. The remaining 27 individuals (45.76%) had only one active NOR (Fig. 2).
Notably, those individuals which had only one active NOR, showed only one CMA3-
positive band, that of the active NOR (Fig. 2). Juveniles analyzed revealed sustained NOR
polymorphism; that is, 5 of 20 (25%) juveniles analyzed had only one active NOR per cell
and, only one CMA;-positive band. Three of the 20 adults (15%) analyzed (two females
and one male), had only one active NOR per cell. Consequently, only one positive band
appeared after CMA3 staining, that of the active NOR. Individuals lacking both NORs
were not found in any case.

Further analyses were performed to uncover the causes of the polymorphism detected.
First in a reconstruction experiment we determined the fraction of the genome of Sparus
aurata corresponding to the ribosomal genes (Fig. 3). The analysis was performed both
with four individuals having two active NORs in their cells and with four individuals
having only one active NOR per cell. The intensities of hybridization signals of plasmid
and genomic DNA were estimated by photodensitometry. Comparing signal intensities of
recombinant plasmids and genomic DNA, we calculated that about 0.1% of the Sparus
aurata genome was composed of ribosomal genes; however, in individuals which had only
one active NOR, only about 0.05% of the genome was composed of ribosomal genes; that
is, these individuals have half the number of copies of ribosomal genes as do the others.
Secondly, by means of in situ hybridization with a labeled rDNA probe we determined the
number and location of the rDNA sites in individuals with only one and with two active
NOR. In accordance with silver staining, those individuals having two active NORs
showed two rDNA loci, while individuals with only one active NOR per cell showed only
one rDNA locus (Fig. 4).

Discussion
The Sparidae family is composed of a large number of marine species, some of which

are now being studied for their economic importance. The protandrically hermaphroditic
gilthead seabream Sparus aurata, in particular, is already a widely marine-cultured species



(Hempel, 1993). Currently, culturing of S. aurata presents problems, and many studies
have been devoted to the biology, physiology and culture conditions of this species (see
for example, Barnabe and Billard, 1984). Nevertheless, hardly any genetic analysis related
to culturing has been performed. Here, we cytogenetically characterize a hatchery stock of
S. aurata, as much for evolution and taxonomic reasons as for applied genetic
considerations, such as broodstock selection.

All the individuals analyzed had a diploid chromosome number of 2n = 48, proposed
as ancestral for fish (Ohno et al., 1966, 1967), accepted as basic for teleosts and
conserved in most of sparid species (Amores et al., 1993). Also, only one pair of NO-
chromosomes have been observed in S. aurata, as the proposed ancestral karyotype
condition (Amemiya and Gold, 1988; Schmid, 1978), being conserved in most sparid
species (Garrido-Ramos et al., unpublished results) except under some derived conditions
in which the number of NORs exceeds two (Amores et al., 1993; Garrido-Ramos et al.,
1993; Vitturi et al., 1990). However, we observed a polymorphism affecting the number
of NORs analyzed in the population at the experimental hatchery. In fact, Ag-staining
revealed the first chromosome pair of the karyotype as the only NOR-bearing
chromosome pair, but 46% of larvae, 25% of juveniles and 15% of adults (one male and
two females) analyzed showed only one active NOR after Ag-staining. The fluorochrome
CMA; positively stained the NORs of S. aurata. It is accepted that this fluorochrome
stains both active and inactive NORs in fish and amphibians (Amemiya and Gold, 1986;
Schmid, 1982). The individuals which had only one active NOR per cell, had only one
positive CMA3-NOR. This appears to support the conclusion that this polymorphism was
due to a complete deletion of one of the two NORs in those individuals, a hypothesis
which was confirmed by in situ hybridization. Furthermore, the quantitative analyses
performed confirmed that individuals with only one rDNA locus had only half as many
ribosomal genes as did normal individuals, strongly confirming the deletion of one NOR
and excluding other possibilities.

In the population analyzed, the frequency of the deletion is extremely high. This high
frequency may initially be due to founder effects and/or to inbreeding. In any case, the
defect is invariably present under heterozygous conditions, and no homozygous
individuals showing deletions were found. In fact, the Students t-test with the angular
transformation (Sokal and Rohlf, 1969) shows a statistically significant deficiency of
homozygotes for the deletion in this population (¢ = 2.498; P > 0.05-0.01). This appears
to support the deleterious nature of this chromosomal defect. This deletion could be
comparable to that of the Xenopus laevis mutants (Elsdale et al., 1958) in which
heterozygous animals for a NOR deletion are viable (Barr and Esper, 1963; Kahn, 1962),
but the homozygous mutants have no nucleoli or rDNA and develop only to the gastrula
stage (Brown and Gurdon, 1964; Schmid, 1982). Schmid (1982) found that, in three male
individuals of Bombina variegata, Xenopus laevis and Bufo fowleri, all with a complete
deletion of one NOR, half the sperm nuclei were lacking the NORs, as expected. Given
that S. aurata culture has many difficulties, related both to ovulation problems (Colombo
et al.,, 1989) and to larval development (Paperna, 1984), the question arises as to how
much these difficulties increase with the NOR deletion.

None of the techniques used in this study revealed any distinctive cytogenetic marker
in this species, despite the NORs. Only faint C-bands were detected in centromeric areas
of some chromosomes. Recently, we presented the cloning and characterization of a



satellite DNA family from S. aurata which was located at the centromeres of all the
chromosomes of its karyotype (Garrido-Ramos et al., 1994). Thus, it appears that in situ
hybridization is the most effective tool available for locating any chromosome region in the
karyotype of fish, as in the case of rDNA or centromeric DNA loci.

Acknowledgements

The authors thank Dr. 1.G. Ruiz who kindly provided the rDNA probes used in this work and also
thank Mr. David Nesbitt for improving the English of the manuscript.

References

Amores A, Martinez G, Reina J, Alvarez MC: Karyotype, C-banding, and Ag-NOR analysis in Diplodus
Bellottii (Sparidae, Perciforms). Intra-individual polymorphism involving heterochromatic regions.
Genome 36:672-675 (1993).

Amemiya CT, Gold JR: Chromomycin A3 stains nucleolar organizer regions of fish chromosomes. Copeia
1:226-231 (1986).

Amemiya CT, Gold JR: Chromosomal NORs as taxonomic and systematic characters in North American
Cyprinid fishes. Genetica 76:81-90 (1988).

Bamabe G, Billard R: L'aquaculture du Bar et des Sparidés (INRA Publ., Paris 1984).

Barr HJ, Esper H: Nucleolar size in cells of Xenopus Laevis in relation to nucleolar competition. Exp Cell
Res 31:211-214 (1963).

Brown DD, Gurdon JB: Absence of ribosomal RNA synthesis in the anucleolate mutant of Xenopus
Laevis. Proc nat Acad Sci, USA 51:139-146 (1964).

Colombo L, Francescon A, Barbaro A, Belvedere P, Melotti P: Induction of spawning in the gilthead sea
bream, Sparus aurata 1., by elevation of water temperature and salinity and by HCG and LH-RH
analogue treatments. Riv Ital Acquacol 24:187-196 (1989).

Cortadas J, Pavon MC. The organization of ribosomal genes in vertebrates. EMBO J 1:1075-1080 (1982).

Elsdale TR, Fischberg M, Smith SA: A mutation that reduces nucleolar number in Xenopus Laevis. Exp
Cell Res 14:642-643 (1958).

Galetti PM, Barbosa DA Silva E, Cerminaro RT: A multiple NOR system in the fish Serrasalmus
Spilopleura (Serrasalminae, Characidae). Rev Brasil Genet VIII, 3:479-484 (1985).

Garrido-Ramos MA, Jamilena M, Lozano R, Ruiz Rejon C, Ruiz Rejon M: Cloning and characterization
of a fish centromeric satellite DNA. Cytogenet Cell Genet 65:233-237 (1994).

Garrido-Ramos MA, Jamilena M, Lozano R, Ruiz Rejon C, Cardenas S, Ruiz Rejon M: Phylogenetic
relationships in the Sparidae family inferred from ribosomal and satellite DNA analyses. World
Aquaculture*93. European Aquaculture Society. Special Publication 19:518 (1993).

Garrido-Ramos MA, Jamilena M, Lozano R, Ruiz Rejon C, Ruiz Rejon M, Parker JS: rDNA site number
polymorphism and NOR inactivation in natural populations of Allium Schoenoprasum. Genetica, (In
press, 1994).

Hempel E: Constraints and possibilities for developing aquaculture. Aquaculture International 1:2-19
(1993).

Jamilena M, Ruiz Rejon C, Ruiz Rejon M: Variation in the heterochromatin and nucleolar organizing
regions of Allium Subvillosum L. (Liliaceae). Genome 33:779-784 (1990).

Kahn J: The nucleolar organizer in the mitotic chromosome complement of Xenopus Laevis. Quart J Micr
Sci 103:407—409 (1962).

Kligerman AD, Bloom SE: Rapid chromosome preparations from solid tissues of fishes. J Fish Res Board
Can 34:266-269 (1977).

Lozano R, Ruiz Rejon C, Ruiz Rejon M: A method for increasing the number of mitoses available for
cytogenetic analysis in rainbow trout. Stain Technol 63:335-338 (1988).



Lozano R, Ruiz Rejon C, Ruiz Rejon M: An analysis of Coho salmon chromatin by means of C-banding,
Ag- and fluorochrome staining, and in situ digestion with restriction endonucleases. Heredity,
66:403—-409 (1991).

Martinez P, Vifias A, Bouza C, Arias J, Amaro R, Sanchez L: Cytogenetical characterization of hatchery
stocks and natural populations of sea and brown trout from Northwestern Spain. Heredity 66:9-17
(1991).

Meunier-Rotival M, Cortadas J, Macaya G, Bemnardi G: Isolation and organization of calf ribosomal
DNA. Nucleic Acids Res 6:2109-2123 (1979).

Ohno S, Atkin NB: Comparative DNA values and chromosome complements of eight species of fishes.
Chromosoma 18: 55-466 (1966).

Ohno S, Wolf U, Atkin NB: Evolution from fish to mammals by gene duplication. (Springer-Verlag.
Berlin/Heidelberg/New York 1967).

Paperna I: Review of diseases affecting cultured Sparus Aurata and Dicentrarchus Labrax, in G Barmnabé,
R Billard, (eds): L'aquaculture Du Bar Et Des Sparidés, pp 465482 (INRA Publ, Paris 1984).

Pendas AM, Moran P, Garcia-Vazquez E: Ribosomal RNA genes are interspersed throughout a
heterochromatic chromosome arm in Atlantic salmon. Cytogenet Cell Genet 63:128-130 (1993a).
Pendas AM, Moran P, Garcia-Vazquez E: Multi-chromosomal location of ribosomal RNA genes and

heterochromatin association in brown trout. Chromosome Research 1:63—67 (1993b).

Phillips RB, Pleyte KA, Hartley SE: Stock-specific differences in the number and chromosome positions
of the nucleolar organizer regions in arctic char (Salvelinus Alpinus). Cytogenet Cell Genet 48:9-12
(1988).

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T: Molecular cloning, A laboratory manual. (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, New York 1989).

Schmid M: Chromosome banding in Amphibia. II. Constitutive heterochromatin and nucleolus organizer
regions in Ranidae, Microhylidae And Rhacophoridae. Chromosoma 68:131-148 (1978).

Schmid M: Chromosome banding in Amphibia. VII. Analysis of the structure and variability of NORs in
Anura. Chromosoma 87:327-344 (1982).

Sokal RR, Rohlf FJ: Biometry (WH Freeman, San Francisco 1969).

Sola L, Arcangeli R, Cataudella S: Nucleolus organizer chromosomes in a teleostean species of tetraploid
origin, Cyprinus Carpio. Cytogenet Cell Genet 42:183-186 (1986).

Vaughan HE, Jamilena M, Ruiz Rejon C, Parker JS, Garrido-Ramos MA: Loss of nucleolar-organizer
regions during polyploid evolution in Scilla Autumnalis. Heredity 71:574-580 (1993).

Vitturi R, Mazzola A, Catalano E: Karyotype analysis, Ag-NORs and C-bands location in Pagellus
Bogaraveo (Briinnich 1768) (Pisces, Sparidae). Biol Zent Bl 109:223-226 (1990).

FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Karyotype of Sparus aurata. Bar represents 10 p.

Fig. 2. Somatic metaphases of S. aurata stains with silver (A ,B) and CMA3 (C, D) . A and C, from
a standard gilthead seabream individual. B and D are cells from an individual which showed only one
NOR, both after Ag- and CMA3-staining.

Fig. 3. Dot-blot hybridization to estimate the relative amount of the rDNA genes in S. aurata
genome: (A) from two individuals without deletion and (B) from two individuals with deletion; (C)
linearized plasmid HM123 was used as a control. Amounts of DNA used are indicated (in ng).

Fig. 4. In situ hybridization of labeled inserts of HM123 plasmid to chromosomes of Sparus aurata.
a) Individualf without deletion. b) Individuali with deletion.
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