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RESUMEN

Los esturiones (Familia Acipenseridae) y los peces espatula (Familia
Polyodontidae) se encuadran dentro del Orden Acipenseriformes, que se
distribuyen exclusivamente en el hemisferio Norte. Considerados fsiles
vivientes, en la actualidad las poblaciones existentes de estos peces se

encuentran en continua regresién hasta el punto de ser consideradas especies

en peligro de extincion.

Constituyen un grupo de especies muy interesante desde el punto de
vista ecol6gico, evolutivo y comercial. Pero es a nivel genético y molecular
donde encontramos las caracteristicas mas peculiares que lo convierten en un
interesante material de estudio. Una de esas caracteristicas es la baja tasa
evolutiva que presentan diversas regiones, codificadoras y no-codificadoras, del
genoma de estos peces, encontrando ademads, en éstas ultimas, una forma

evolutiva poco frecuente en este tipo de secuencias, como es la ausencia de

evolucién concertada.

En este trabajo, se ha llevado a cabo el andlisis de tres familias de
secuencias repetidas nucleares, la familia de ADN satélite HindlIl y Pstl y las
secuencias espaciadoras de los genes ribosémicos 55, en catorce especies de este
orden, determinando que la ausencia de evolucién concertada es la norma
general que siguen las secuencias repetidas en el genoma de los esturiones. Se
han analizado las posibles causas y factores que influyen en la ausencia de
evolucién concertada, tanto fallos inherentes a los propios mecanismos
moleculares implicados en la homogenizacion de secuencias, como a fenémenos

de hibridacién, poliploidizacién, asf como la actuacién de la seleccién natural.

Las secuencias repetidas, debido a que evolucionan a un ritmo muy
superior al de otras fracciones del genoma eucariota y siguen una pauta
evolutiva conocida como evolucién concertada, constituyen un excelente

marcador filogenético y taxonémico cuando se trata de analizar las relaciones
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existentes entre especies emparentadas. Con la particularidad que caracteriza a
las secuencias analizadas en esta memoria, hemos analizado las relaciones
filogenéticas entre las especies de esturién hasta donde ha sido posible. Asi,
nuestros datos sostienen que la especie H. huso podria incluirse dentro del
género Acipenser, ya que no tiene identidad suficiente para ser considerada un
género independiente. Encontramos también la asociacién cladistica, clado A.
sturio-A. oxyrinchus, clado Scaphirhynchus clado Atlantico y clado Pacifico, de
acuerdo a consideraciones filogenéticas y biogeogréficas descritas por otros

autores.

También hemos estudiado la utilidad de estas secuencias nucleares, en
comparacién con secuencias mitocondriales, como marcadores taxonémicos.
Asi, hemos tratado de aclarar el estatus especifico al que pertenecen los
ejemplares de esturién conservados en diferentes museos, y que fueron
capturados en el Mediterrdneo occidental, haciendo especial énfasis en los
esturiones capturados en el Guadalquivir. Se llega a la conclusién de que los
ejemplares EBD8173 y EBD8401 se corresponden con la especie A. naccarii para
todos los marcadores moleculares y el origen hibrido del ejemplar EBD8174, ya
que se correponde con la especie A. naccarii para los marcadores nucleares y con
A. sturio para los mitocondriales. Estos datos revelan ademés que las especies
de esturién autéctonas de la Peninsula Ibérica fueron A. sturio y A. naccarii, y

que esta tltima especie no es endémica del Mar Adriético.
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1 INTRODUCCION

11 LOS ESTURIONES Y SU CLASIFICACION.

Los esturiones son peces 6seos muy primitivos, con 375 millones de afios
de antiguédad. Se consideran verdaderos fésiles vivientes (Gardiner, 1984), ya
que sus restos se han encontrado en sustratos que datan del Jurasico, y no
parece que hayan sufrido muchos cambios morfologicos desde el origen del
grupo. Los esturiones tienen aspecto escualiforme, y conservan caracteres muy
antiguos, como son los escudetes y las placas 6seas. Asi, su piel carece de
escamas y presenta cinco hileras longitudinales de placas romboides y
puntiagudas (escudetes). La cabeza estd cubierta de placas Oseas anchas
subcutaneas y la cola es heterocerca (dos lados desiguales). La boca, sin dientes,
es protractil y estd situada en la parte ventral. Se alimenta por succién de
pequefios animales bent6nicos, como gusanos, caracoles, etc., detectados por
cuatro apéndices o barbillas que van barriendo el fondo. Por lo general, son
organismos muy grandes, pudiendo encontrar ejemplares de longitudes que

oscilan entre 2 y 5 metros y pesos de entre 80 y 400 Kg.

Estos peces viven exclusivamente en el Hemisferio Norte y se encuentran
en grandes sistemas fluviales, lagos, aguas costeras y mares internos en China,
Kazajstan, Turkmenistén, Repiblica Islamica de Ir4n, Azerbaiyan, Federacién
Rusa, Ucrania, Turquia, Rumania, Bulgaria, y otros paises de Europa, asf como

en América del Norte.

La mayoria de los esturiones son anfibiéticos, de forma que sélo algunas
especies son estrictamente dulceacuicolas. Las especies anfibidticas tienen sus
puestas en fondos de grava o de cantos rodados de los rios. Tras un periodo
larvario corto, los alevines de uno a tres afios migran al mar, a zonas proximas a

la costa, donde contintan su crecimiento y alcanzan la madurez. Esta, ocurre
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entre los 5-16 afios, segun la especie, en los machos y entre los 6-20 afios, segin
la especie, en las hembras. Los esturiones sexualmente maduros regresan a los
rios de origen. A los peces con este comportamiento migratorio se les denomina

anadromos.

Estos peces tienen una gran importancia econémica como fuente de
ingresos y de empleo, ya que aunque tienen un crecimiento lento, producen
altos rendimientos econémicos debido a la calidad de su carne, y sobre todo,
por la obtencién de caviar. El término caviar se emplea para los preparados de
ovocitos de varias especies de esturién. Considerado en la actualidad un manjar
exquisito, a principios del siglo XIX era servido como tapa en tabernas de
Estados Unidos, ya que resultaba mucho més barato que los cacahuetes salados
(a principios del siglo XIX, Estados Unidos era el principal productor de caviar).
Las cualidades del caviar no se limitan a las alimentarias (100 gramos de caviar
tienen 2.900 K/ calorias y un alto contenido en aminoéacidos esenciales), sino que
también se estd empleando en cosmética por su alto contenido en lipidos y

yodo.

En la actualidad, las poblaciones de esturién, debido a diversas causas
como la sobrepesca o las alteraciones ambientales del héabitat fluvial, entre otras,
se encuentran en retroceso en todo el mundo, de forma que la mayoria son
especies amenazadas o en peligro de extincioén. Asf, desde el 1 de Abril de 1998,
es preciso contar con permisos y certificados CITES (Convencién sobre el
comercio Internacional de Especies Amenazadas y Fauna y Flora Silvestre) para
proceder al comercio internacional de todos los esturiores y las partes y

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

Los esturiones se encuadran dentro del superorden de los Condrésteos.
De los 17 6rdenes que lo componen se han extinguido 16 y en la actualidad

queda como tnico representante el Orden Acipenseriformes (Tabla 1). Este
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Orden Acipenseriformes

Familia Acipenseridae

Subfamilia Acipenserinae

Género Acipenser Linnaeus, 1758

A. baerii Brandt, 1869

Nombre Comiin

Esturién siberiano.

A. brevirostrum Lesueur, 1818 Esturién chato.
A. dabryanus Duméril, 1869 Esturién del Yangtze.
A. fulvescens Rafinesque, 1817 Esturién lacustre.

A. gueldenstaedtii Brandt y Ratzeberg, 1833 Esturién ruso u osetra*

A. medirostris Ayres, 1854 Esturién verde asidtico.
A. mikadoi Hilgendorf, 1892 Esturién verde americano
A. naccarii Bonaparte, 1836 Esturién del Adriatico.
A. nudiventris Lovetzky, 1828 Esturién barba de flecos.
A. oxyrinchus Mitchill, 1814 Esturién atlantico americano.
A. persicus Borodin, 1897 Esturién pérsico.
A. ruthenus Linnaeus, 1758 Esturién esterlete.
A. schrenckii Brandt, 1869 Esturién del Amur.
A. sinensis Gray, 1834 Esturién chino.
A. stellatus Pallas, 1771 Esturién estrellado o sevruga*
A. sturio Linnaeus, 1758 Esturién atlantico europeo.
A. transmontanus Richardson, 1836 Esturién blanco.

Género Huso Brandt, 1869
H. dauricus Georgi, 1775 Kaluga*
H. huso Linnaeus, 1758 Beluga*

Subfamilia Scaphirhynchinae
: Género Scaphirhynchus Heckel, 1836

S. albus Forbes y Richardson, 1905 Esturién pélido.
S.platorhynchus Rafinesque, 1820 Esturién hocico de pala.
S.suttkusi Williams y Clemmer, 1991 Esturién de Alabama.

Género Pseudoscaphirhynchus. Nikolsky, 1900
P. fedtschenkoi Kessler, 1872 Esturién del Syr-Darya.
P. hermanni Kessler,1877 Esturién del Amu-Darya
P. kaufmanni Kessler, 1877 Esturién falso hocico de pala.

Familia Polyodontidae

Género Polyodon
P. spathula Walbaum, 1792 Pez espatula.

Género Psephurus
P. gladius Martens, 1862 Pez espatula chino.

Tabla 1: Clasificacién taxonémica de las especies pertenecientes al orden Acipenseriformes. La
columna de la derecha corresponde al nombre comin por el que se conoce a cada una de las
especies. Los términos marcados con * hacen referencia al tipo de caviar que se obtiene de la
especie.
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orden esta formado por 27 especies, de las cuales, 25 pertenecen a la Familia
Acipenseridae (esturiones), que estd compuesta a su vez de 4 géneros (Acipenser
con 17 especies, Huso con 2, Schaphirhynchus con 3 especies Yy
Pseudoscaphirhynchus con con 3). Los géneros Acipenser y Huso constituyen la
subfamilia Acipenserinae y los géneros Schaphirhynchus y Pseudoscaphirhynchus
pertenecen a la subfamilia Scaphirhynchinae. Las dos especies restantes del
orden corresponden a la Familia Polyodontidae (peces espatula).

Los esturiones se distribuyen en grandes 4reas biogeograficas (Figura 1)
(Choudhury y Dick, 1998):

En la costa atlantica del Norte de América encontramos a A. oxyrinchus,
distribuido desde el estuario del Rio San Lorenzo hasta el Golfo de México. A.
brevirostrum, vive en los estuarios que se encuentran desde New Brunswick
(Canada) al estado de Georgia (Estados Unidos). La especie A. sturio vive en las
costas del mar del Norte, en las costas atlanticas europeas y se adentra en el

Mar Mediterraneo y Mar Negro

El area que comprende el Mar Mediterraneo, Mar Negro, Mar Caspio y
Mar de Aral (agrupaciéon Mediterrdneo-Ponto-Céspica) es la que alberga mayor
ntamero de especies. En las aguas del Mediterrdneo podemos encontrar a las
especies H. huso, A. stellatus, A. sturio y A. naccarii, aunque esta tltima, de forma
general, se ha considerado endémica del Mar Adridtico. En el Mar Negro
podemos encontrar especies como A. nudiventris, A. gueldenstaedtii y A. ruthenus.
En el Mar Caspio encontramos, ademas de algunas de las especies mencionadas
anteriomente (A. stellatus, H. huso, A. nudiventris, A. gueldenstaedtii, A. ruthenus)
a A. persicus. Esta tltima especie se localiza en la costa irani principalmente. Las
especies del género Pseudoscaphirhynchus viven en los rios Syr-Darya y Amu-

Darya, que desembocan en el Mar de Aral, donde vive A. nudiventris.

En la costa pacifica del Norte de América, encontramos a la especie A.

transmontanus, que vive en el mismo rango latitudinal que A. medirostris, pero
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ésta, en costas asiaticas (Mar de Okhotsk, Mar de Bering, Mar del Japon y
Estrecho de Tartar). En los Rios Amur (frontera nororiental entre China y Rusia)
y Yangtze (China) podemos situar a las especies A. schrencki, H. dauricus, A.
medirostris en el primero y a A. dabrianus y A. sinensis en el segundo. En el Norte
de Asia, viviendo en los grandes rios siberianos (Obi, Lenisei, Lena, Indigirka y

Kolyma), podemos situar a la especie A. baerii.

En rios interiores del Norte de América encontramos la especie A.
fulvescens, donde las Montafias Rocosas y los Apalaches forman una barrera
natural que aisla a esta especie. Las especies del género Scaphithynchus y de la

Familia Polyodontidae, como P. spathula, las encontramos en los Rios

Mississippi y Missouri.

Figura 1: Areas principales de distribucién biogeogrifica de las especies del Orden
Acipenseriformes. El 4rea A incluye a las especies que viven en aguas del Atlantico, tanto en la
parte europea como americana. El drea B agrupa a las especies que viven en los mares
Mediterraneo, Adridtico, Negro, Caspio y Mar de Aral. A esta regiéon se la denomina
Mediterrdneo-Ponto-Céspica. En el drea C encontramos a las especies que se distribuyen por la
costa pacifica americana. El 4rea D corresponde a las especies que viven en la regi6n asitica
bafiada por aguas del Pacifico.
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Los caracteres utilizados en un primer momento para diferenciar y
catalogar las especies han sido, principalmente, caracteres meristicos, como: la
longitud total del cuerpo, la distancia de la punta del hocico a las barbillas,
distancia de las barbillas a la boca, entre otros (Holcik et al., 1989, Sokolov, 1989;
Svetovidov, 1989). En estudios mas recientes, la clasificacion taxonémica y
sistematica de estas especies se ha realizado basdndose ademas de en datos
morfolégicos, en datos cromosémicos (Revisado en Artyukhin, 1995, Figura 2).
De esta manera, en funcién de la forma y la longitud del hocico (nodo 1, Figura
2) se han separado la Familia Polyodontidae de la Familia Acipenseridae, y
dentro de ésta, la subfamilia Acipenserinae de la Scaphirhynchinae. La posesion
o no de un estémago bentofago (nodo 2) (adaptado para triturar moluscos
benténicos) es el caracter de separacién de los géneros Acipenser y Huso.
Aunque este autor finalmente separa a las especies de Huso de las de Acipenser
en su 4rbol filogenético (Figura 2), muestra serias dudas de la existencia de
Huso como género y propone la inclusion de H. huso y H. dauricus dentro del
género Acipenser. Las primeras especies en divergir dentro del género Acipenser
son A. sturio y A. oxyrinchus, que se separan del resto de especies por la
disposicién longitudinal de las osificaciones de la piel (nodo 3). La progresiva
disminucién del nimero de placas 6seas (nodo 4) separa a la especie A. stellatus
del resto de especies. La tultima gran diferencia se establece de acuerdo a
criterios cromosémicos (nodo 5), especies que tienen unos 240 cromosomas se
separan de las que tienen aproximadamente 120. Dentro de esta division las
especies se separan atendiendo a caracteristicas tales como la localizacion de las
barbillas por un lado (nodo 6), segin la forma y el tamafio de las aletas
pectorales por otro lado (nodo 7), y segtin la ausencia casi total de escudetes,
por otro (nodo 8). En su revisién, Artyukhin observa que las especies presentan
cierta agrupaciéon dependiendo del &rea biogeografica, encontrando asf
agrupadas a las especies A. sturio y A. oxyrinchus (correspondientes a las costas

atlanticas, tanto norteamericana como europea), agrupaciones de las especies
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del 4rea Ponto-Caspica (A. ruthenus, A. nudiventris....) y a las de la costa del

Pacifico (A. sinensis, A. transmontanus...).

Huso dauricirs

* Huse huso
A. oxyrhynchis
oxphy } Zona Norte del
A sturlo Atlantico
A, staifalus A
A ruthsnus
A. sclircncli
A nuniveniris } Zona Adriatico-
Ponto-Caspica
A. peisicus
1 A gueldenstasdii
2 A noccari J
3 6 A. dabryanus )
4 A sinensis
) > Zona Norte
5 7 A. meairosiris del Pacifico
A. {rensrmontanus )
A. bravirosirum
Zona de América
8 A fukvescens } Orfental

A hasri

Figura 2: Arbol filogenético donde se reflejan las relaciones de parentesco entre las especies de
la familia Acipenseridae segin criterios morfolégicos. Modificado de Artyukhin, 1995. La
numeracién del 1 al 8 corresponde a cada una de las caracteristicas que diferencian a las distintas

especies (Ver detalles en el texto).

Posteriormente, el empleo de técnicas moleculares como herramienta en
estudios evolutivos, ha permitido profundizar en las relaciones filogenéticas de
este grupo de peces. Las filogenias mas recientes incluyen a las especies del
género Huso dentro del género Acipenser, y consideran a A. sturio y A. oxyrinchus

como las especies del género Acipenser que antes se separaron del resto (hace 90
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millones de afios segin Birstein y DeSalle, 1998). Recientemente, diversos
autores han establecido las relaciones filogenéticas de los esturiones utilizando

como marcador diversas regiones del ADN mitocondrial de estas especies.

a1

I ¥ Clado Atlantico

A. schrenckil } Clado Pacifico

' A. fransmonlanus

az7|S. plathorhynchus
ﬁ 14;& suttkusi Clado
Scaphirhynchus

5. albus

sy o

Sturio-Oxyrinchus

P spathula

P. ornatipinnis

'S. salar

Figura 3: Arbol filogenético obtenido a partir del anilisis de las secuencias del citocromo b
(Modificado de Ludwig et al., 2001).

Cabe destacar aqui los estudios de Birstein et al. (1997), el de Birstein y
DeSalle (1998), el de Krieger et al. (2000) y el de Ludwig et al. (2001). Aunque
con algunas discrepancias entre los diversos estudios, existe mas o menos un
consenso acerca de la filogenia de los esturiones. La que se muestra en la Figura
3 es la filogenia que aparece en el trabajo publicado por Ludwig et al. (2001).

Segun ésta, lo géneros Acipenser y Scaphirhynchus forman una agrupacion
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monofilética, la familia Acipenserinae. Las especies A. sturio y A. oxyrinchus se
agrupan juntas. Y existen dos grupos monofiléticos dentro de la agrupacion
Acipenser/Huso, separando por un lado especies como A. baerii, A. brevisrostrum,
A. gueldenstaedtii, A. naccarii, A. nudiventris, A. persicus, A. ruthenus, A. stellatus y

H. huso y por otro a A. medirostris, A. mikadoi, A. schrenki, A. sinensis, H. dauricus

y A. transmontanus .

En el arbol filogenético mencionado, podemos observar que esa
agrupacién de especies (que a partir de ahora denominaremos clados) se
corresponde con las areas biogeograficas anteriormente mencionadas. Asi,
encontramos el clado formado por las especies A. sturio-A. oxyrinchus, que son
las especies Atlanticas tanto del norte de América como del Norte de Europa. El
clado Scaphirhynchus agrupa a las especies de este género. Las especies que se
distribuyen por las costas del Océano Pacifico, tanto de la parte asiatica, como la
americana, se agrupan juntas en lo que se denomina Clado Pacifico. Mientras el

Clado Atlantico agrupa a la especie A. brevirostrum con el resto de especies de

distribucion europea y asiatica.

1.2 PRINCIPALES CARACTERISTICAS EVOLUTIVAS DE LOS
ESTURIONES.

Los esturiones presentan una serie de caracteristicas evolutivas que los
convierten en un grupo muy interesante desde el punto de vista de la evolucion
morfolégica, cromosémica y molecular. A continuacién detallamos las cuatro

caracteristicas evolutivas principales:

1.- El cariotipo de las especies del Orden Acipenseriformes se caracteriza
por presentar variada morfologia y un elevado nimero de cromosomas, de los
cuales mas de la mitad son minicromosomas (en la Figura 4 podemos observar

como ejemplo los cariotipos de las especies A. naccarii 'y A. sturio).
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Figura 4: La figura A muestra el cariotipo de la especie A. naccarii (24814 cromosomas),
modificado de Fontana et al. (1999), y la figura B muestra el cariotipo de la especie A. sturio
(121£3 cromosomas), modificado de Tagliavini et al. (1999a). En ambos casos podemos apreciar
el elevado niimero cromosémico y la disparidad de formas y tamafios de los cromosomas.

La asignacion de un ntmero cromosémico exacto puede ser algo
arbitraria porque depende de la técnica de observacibn de esos
minicromosomas. De forma general, podemos clasificar las especies de este

orden en tres clases (Tabla 2): la clase I incluye especies que poseen un nimero
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cromosémico entre 2n=110 y 2n=130; la clase II, incluye a la especies cuyo
ndmero cromosémico oscila entre 2n=220 y 2n=276 cromosomas y la clase III
que comprende a las especies con aproximadamente 2n=500 cromosomas

(Ludwig et al., 2001; Revisado en Birstein et al. (1997) y en Fontana, 2002).

Por tanto, a nivel cromosémico encontramos especies que poseen
aproximadamente 120 cromosomas y que divergieron hace mucho tiempo
(como las especies H. huso, A. ruthenus y A. stellatus en comparacién con P.

spathula) y, sin embargo, presentan cariotipos similares.

La determinacion exacta de los niveles de ploidia en estas especies
resulta controvertida al tratarse de especies con un ndmero cromosémico tan
elevado. Se han utilizado diferentes técnicas para conseguir el objetivo de
determinar dichos niveles, y asi Birstein et al. (1997) y Birstein y DeSalle (1998),
analizaron el niamero de sefiales de hibridacién sobre la regién organizadora
del nucleolo (NOR), y sugirieron que las especies con unos 120 cromosomas
eran tetraploides (4n) y las de alrededor de 250 cromosomas eran octoploides
(8n). Sin embargo, otros autores (Fontana, 1994; Fontana et al., 1998a; Tagliavini
et al., 1999a) estudiando el nimero y posicién de los NORs (mediante tincién
con plata y mediante hibridacion in situ (FISH)) y estudiando el ntmero de
sefiales de hibridacién en los cromosomas de los genes ribosémicos 5S (Lanfredi
et al., 2001), sugieren que las especies diploides (2n) son aquellas que tienen
unos 120 cromosomas, y tetraploides (4n) las especies con un namero
cromos6mico de unos 250. Recientemente, mediante el estudio de marcadores
altamente polimoérficos, como son los microsatélites, Ludwig et al. (2001) han
demostrado que las especies que tienen alrededor de 120 cromosomas, aunque
tuvieran un origen tetraploide, hoy dia se han diploidizado y son diploides
funcionales; mientras que las especies con unos 250 cromosomas serian

tetraploides. Igualmente, denominan octoploides a las especies con unos 500

cromosomas.
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Clase Especie Num?ro- Cariotipo Cita Bibliografica
Cromosémico
I A. sturio 11614 70m/sm, 4a, 40mc Fontana y Colombo (1974)
12143 78m/sm, 43a/mc, 198NF  Tagliavini et al.(1999a)
A. oxyrinchus 99-112 Li et al. (1985)
A. ruthenus 1164 66m/sm, 40a/mc, 172NF  Fontana et al. (1975)
118+4 Fontana et al. (1999)
A. stellatus 118+2 70+4m/sm, 118+2+70+4NF Birstein y Vasil'ev (1987)
114 Nowruzfashkhami y
Khosroshahi (1999)
A. nudiventris 118+3 54+4m, 4a, 60+3mc, 172NF  Arefjev (1983)
118+2 Sokolov y Vasil'ev (1989)
S. platorhynchus 112 50m, 14a, 48mc, 162NF Ohno et al. (1969)
H. huso 11644 68m/sm, 46a, 182NF Fontana y Colombo (1974)
117 Nowruzfashkhami y
Khosroshahi (1999)
H. dauricus 120 Burtzev et al. (1976)
P. spathula 120 32m, 8sm, 8a, 72mc, 160FN  Digerkus y Howell (1976)
IT A. naccarii 239+7 150m/sm, 88a/mc, 388NF  Fontana y Colombo (1974)
248+4 174m/sm, 2st, 72a/mc, Fontana et al. (1999)
388FN
A. baerii 246110 308NF Vasil'ev et al. (1980)
2495 Fontana et al.(1997)
A. gueldenstaedtii 250+8 92+4m/sm, 250+8+92+4NF Birstein y Vasil'ev (1987)
258+4 106 m/sm, 150a,364+t8FN  Fontana et al. (1996)
A. schrenckii 240 Vasil'ev et al. (1980)
A. transmontanus 237-243 132 m/sm, 44 a, 98 mc, Hedrick et al. (1991)
271+2.5 306FN Van Eenennaam et al. (1998)
A. sinensis 264+4 78 m, 20 sm, 166 a/mc, Yu et al. (1987)
362FN
A. persicus >200 Nowruzfashkhami (1996)
25842 Nowruzfashkhami et al. (2000)
A. medirostris 24948 96m/sm, 16a, 144mc, Van Eenennaam et al. (1999)
352NF
ITI A. mikadoi 500 Birstein et al. (1993)
A. brevirostrum 500 Blacklidge y Bidwell (1993)

Tabla 2: Revisiéon de los nimeros cromosdmicos y cariotipos de algunas especies del Orden
Acipenseriformes. Las iniciales corresponden a la morfologia de los cromosomas. m: metacéntrico,
sm: submetacéntrico, st: subtelocéntrico, a: acrocéntrico, mc: microcromosoma y NF: ntmero

fundamental. Modificado de Fontana, 2002.
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2.- Los esturiones presentan una baja tasa evolutiva. La baja tasa de
evolucion de las especies de este orden se ha observado, en primer lugar, a
nivel morfolégico. Asi, peces que hace 200 millones de afios desde su aparicion,
no han sufrido muchos cambios en su morfologia, considerdndolos en la
actualidad como fosiles vivientes (Gardiner, 1984). Cuando se analizan
secuencias que, de forma general, presentan una evolucién muy rapida, como el
ADN satélite, hay autores (De la Herrén et al., 2001a) que encuentran bajas tasas
de mutacién y homogenizacion, algo que no es habitual en este tipo de
secuencias. Estudios llevados a cabo mediante el analisis del ADN mitocondrial
(region control D-loop y gen del citocromo b, entre otros), revelan también muy
poca diferencia entre las secuencias de distintas especies de este orden que han
divergido hace mucho tiempo (Birstein y DeSalle, 1998; Krieger et al., 2000). En
secuencias funcionales, como los genes de ARN ribosémico 18S (Birstein et al.,
1997; Krieger y Fuerst, 2002a), tampoco existen gran cantidad de diferencias
entre distintas especies. De hecho, de forma general, la tasa de mutacién en
peces y organismos acuaticos es menor que en mamiferos y ha sido, por lo
general, relacionada con la ectotermia y una baja tasa metabolica (Martin y
Palumbi, 1993; Martin, 1999). Estudios realizados en el ADN mitocondrial de
algunos Perciformes revelan que su tasa de mutacioén es de tres a cinco veces
més baja que la de mamiferos (Cantatore et al., 1994). Pero es que la de esturién
es inferior incluso a la del resto de peces. Asi, Krieger y Fuerst (2002b) han
estudiado un total de 23 genes y proteinas para comparar las tasas de evolucién
molecular en los Acipenseriformes con las de los teledsteos, encontrando sé6lo
dos casos en los que la tasa de evolucion de estas secuencias es algo més rapida
en Acipenseriformes que en telesteos. Esta reducida tasa de evolucion en
comparacién con mamiferos se ha encontrado también en tiburones y tortugas,
que son dos grupos que comparten caracteristicas biologicas con los esturiones,
como es el largo tiempo de generacién, un tamafio del cuerpo grande,
ectotermia y una baja tasa metabolica (Martin y Palumbi 1993; Martin 1999). En

un primer momento, se pensé que el tiempo de generacién y/o la baja tasa
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metab6lica podrian ser responsables de la baja tasa de evolucion molecular
observada en los esturiones y peces espétula (Martin et al., 1992, Rico et al., 1996;
Martin, 1999). Sin embargo, otros autores han relacionado esta baja tasa de
evolucién también con los niveles de poliploidia de estos peces y con el posible

origen hibrido de algunas de estas especies (Krieger y Fuerst, 2002b).

3.- La familia de ADN satélite HindlII de los esturiones no evoluciona de
manera concertada, debido a bajas tasas de mutacién y homogenizacién (De la
Herran et al.,, 2001a) a diferencia de lo que ocurre en las familias de ADN
repetido en otros organismos. Este es un hecho insélito por cuanto sélo se habia
observado previamente en casos en los que el tipo de divergencia entre las
especies que se comparaban era escaso (Trick y Dover, 1984; Strachan et al.,

1985).

4.- La mayoria de especies estdn en peligro de extincién y en muchos rios
han desaparecido los esturiones, estando en duda el estatus taxonémico de los
esturiones que los habitaban en el pasado (Garrido-Ramos et al., 1997;

Almodovar et al., 2000 y Gasent-Ramirez et al., 2001).

1.3 LOS ESTURIONES DE LA PENINSULA IBERICA. EL CASO
DEL RiO GUADALQUIVIR.

La presencia de esturiones se ha puesto de manifiesto en varios puntos
de la Peninsula Ibérica (Figura 5). La poblacién de esturién encontrada en la
Bahia de Vizcaya (Lelek, 1987), podria pertenecer a la misma poblacién que
vive en el Rio Gironda (Francia). De los rios que desembocan en el
Mediterraneo, hay constancia de la existencia de estos peces en el Rio Ebro
principalmente (Steindachner, 1866; Gibert, 1911, 1913; Lozano-Rey, 1919). Y, de

forma més puntual, en la Costa Valenciana, en la desembocadura de los Rios
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Turia y Jacar (Cisternas, 1877), asi como en aguas que bafian las Islas Baleares

(Barcel6 y Combis, 1868).

Mar Cantabrico

Mar Mediterrianeo

Océano
Atlantico

Figura 5: Distribucién de los esturiones en la Peninsula Ibérica. En el caso de los rios Ebro y
Guadalquivir, se ha sefialado el trayecto de remonte para el desove, llegando hasta Tudela
(Navarra) en el primer caso y hasta Lora del Rio (Sevilla) en el segundo.

En los rios que desembocan en la vertiente Atlantica, del Mifio al
Guadalquivir (incluidos los rios portugueses, Vieira, 1898), encontramos citas y
fechas de capturas que confirman la presencia de esturiones en estos rios

(Almaga, 1988; Gongalves, 1942; Classen, 1944).

Pero la abundancia de esturiones en el Rio Guadalquivir no fue
comparable con la de ningun otro rio de la Peninsula Ibérica (Elvira ef al., 1991).
La pesca del esturién en el Rio Guadalquivir, también llamado sollo en esta
regi6n, es muy antigua y en tiempos remotos la cantidad de ejemplares
capturados era considerable (Figura 6). Tanta era su importancia que, como en

la mayoria de pueblos ibéricos, las monedas de Coria del Rio fueron acufiadas
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con la reproduccién del producto mas caracteristico de la localidad, que en este
caso eran dos peces: un sabalo o un esturién (estas altimas monedas, rarisimas).
Incluso los Reyes Catélicos otorgaron el monopolio de la preparacion del
“caviale” a los monjes de la Cartuja de Sevilla, y el derecho de ahumar el

esturion a una cofradia que tenia su domicilio en el conocido como barrio de los

ahumadores.

Figura 6: Sollos en la fabrica Villa Pepita, Coria del Rio, Sevilla. (Primera factoria de este tipo en
Europa, exceptuando Rusia). Los ejemplares son de hembras vivas. Afio 1936.

Pero fue la familia Ybarra la que comenz6 a explotar esta especie en la
localidad, donde, hasta entonces, se echaba el caviar a los puercos. De esta
forma, la casa Ybarra lleg6 a instalar una industria de produccién de caviar

(Figura 7) en Coria del Rio (Sevilla) en 1931 que dur6 hasta 1970, cuando las

capturas de esturiones empezaron a escasear.

Figura 7: Etiqueta de una lata de caviar. Segtin el catélogo de precios de 1939, una lata
de 1.100 gramos de “caviar espafiol Ybarra selecto” se vendia a lo que hoy equivaldria

a1 euro.
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El continuo retroceso en las poblaciones de esturién continta hoy en dia
en todo el mundo, tal como comentamos al principio, hasta considerar a estas
especies en peligro de extincion. Concretamente, en el Rio Guadalquivir s6lo se
han capturado cuatro ejemplares desde 1974, de los que tres se conservan en la
Estaci6n Biol6gica de Dofiana (EBD8173, EBD8401 y EBD8174), por lo que
resulta obvia la necesidad de desarrollar programas de repoblacion de este rio
con esturiones autéctonos como solucién a este problema. Pero, para llevar a
cabo esta tarea, necesitamos conocer e identificar las especies que habitaban en

el Rio Guadalquivir.

Tradicionalmente se ha considerado A. sturio como la tnica especie
existente en la Peninsula Ibérica, y concretamente en el Rio Guadalquivir
(Almaga, 1988; Doadrio et al., 1991; Elvira y Almodévar, 1993 y Pereira, 1995).
Sin embargo, existen referencias que citan la presencia de la especie A. naccarii
(considerada como especie endémica del Adriatico) en los rios de la Peninsula

Ibérica (Capello, 1869; Gongalves, 1942).

Los intentos de identificacion de los tres especimenes (EBD8173,
EBD8401 y EBD8174) capturados en los afios 70 y conservados en la Estacién
Bioldgica de Dofiana, han resultados controvertidos. Catalogados como A. sturio
por considerarse la tunica especie existente en la Peninsula, estudios
morfométricos y genéticos (utilizando un marcador nuclear: el ADN satélite
HindIll) contradicen esta asignacion a favor de la especie A. naccarii (Garrido-

Ramos et al., 1997).

Desde este momento, son varios los estudios moleculares utilizando
marcadores mitocondriales, como fragmentos del citocromo b y fragmentos del
gen 125, los que se han llevado a cabo y que han tratado de esclarecer la
pertenencia de estos tres ejemplares a una u otra especie (Almodévar et al., 2000
y Gasent-Ramirez et al., 2001). Estos autores tan s6lo obtienen resultados del

especimen EBD8174, donde ponen de manifiesto que pertenecia a la especie A.
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sturio. Mas concretamente, el progenitor femenino de este ejemplar perteneceria

a la especie A. sturio.

Precisamente, utilizando técnicas moleculares, se han encontrado casos
de introgresion de esturiones en regiones en las que en la actualidad no existen.
Asf, recientemente, Ludwig et al. (2002) han puesto de manifiesto que la especie
A. oxyrinchus (especie que se distribuye por la costa atlantica del Norte de
América), habit6é el mar Béltico durante la Edad Media. Por otro lado, se han
encontrado dos clados mitocondriales distintos en una poblacién de la especie
A. naccarii del Rio Po (Italia), posiblemente debido a una introgresioén, esta vez,
de la especie A. gueldenstaedtii del Mar Negro, en el 4rea de distribucién de la
especie A. naccarii (Arne Ludwig, comunicacién personal). De esta forma, no es
descabellado pensar que en algtin momento de la historia de los esturiones, la
especie A. naccarii, actualmente endémica del Mar Adriético, hubiera llegado a
las costas de la Peninsula, o que, por el contrario, fueran dos las especies
autéctonas de la Peninsula Ibérica, A. sturio y A. naccarii, siendo el centro de

distribucién de esta ultima el Mediterrdneo occidental y no el Adriatico.

1.4 EL ADN REPETIDO.

Desde los estudios de Britten y Kohne de finales de los afios 60 del siglo
pasado (Britten y Kohne, 1968), se sabe que en el genoma de los eucariotas
existe una gran variedad de secuencias repetidas de diverso tipo. La existencia
de este tipo de secuencias, dado que en su mayor proporcién forman parte de lo
que se conoce como ADN no génico, viene a explicar la llamada paradoja del
valor de C. El valor C viene determinado por el contenido en ADN del genoma
haploide de una especie. Aunque, en lineas generales, se puede sostener que a
~ mayor complejidad evolutiva mayor valor de C, se conoce desde hace mucho
tiempo que especies préximas con niveles de complejidad similares pueden

diferir enormemente en su contenido en ADN. Por otro lado, en muchas
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ocasiones, especies menos evolucionadas presentan una cantidad de ADN
mayor a otras con nivel de complejidad evolutiva superior. Asf, el hombre tiene
un genoma 300 veces mas grande que la levadura 5. cerevisiae, pero 200 veces
mas pequefio que el de la ameba Amoeba dubia (Li, 1997; Gregory y Hebert,
1999). El hecho de que el tamafio de los genomas no esté relacionado con la
complejidad de los organismos es lo que llamamos paradoja del valor de C
(Lewin 1997, Graur y Li, 1999), que se explica por la existencia de ADN no
génico. Asi, por ejemplo, el 90% del genoma humano es ADN no génico,
mientras que el 10% restante se reparte entre un 1.5% de secuencias
codificadoras de proteinas (exones), un 3.5% de secuencias codificadoras de
ARNS funcionales y un 5% de secuencias reguladoras (secuencias reguladoras
de la transcripcién, origenes de replicacién, ADN centromérico y ADN
telomérico). Aunque un porcentaje importante del ADN no génico es ADN de
secuencia tinica (25% intrones y 15% secuencias espaciadoras), la mayor parte
del ADN no génico es ADN repetido (50% del genoma; International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001). Pero la proporcién del genoma que
representan las secuencias repetidas varfa ampliamente entre especies. En
levaduras esta proporcién es del 5%, mientras que en animales oscila entre el
5% del mosquito Chironomus tetans y el 90% del tritén Necturus masculosus
(Graur y Li, 1999). En muchas especies vegetales, la proporcion de ADN
repetido es muy alta, aproximadamente del 80% (Flavell, 1986) aunque en
algunas especies por ejemplo en guisante, Pisum sativum, es del 97% (Murray et

al., 1981).

Dentro del ADN repetido no génico podemos distinguir entre secuencias
que se disponen en tandem o bien dispersas en los genomas (Graur y Li, 1999).
Entre las secuencias que se repiten en tindem estdn los microsatélites
(secuencias de pequefio tamafio, de 1 a 6 pares de bases que se repiten en
muchos loci dispersos por la eucromatina un ntimero variable de veces), los

minisatélites (similares a las anteriores pero con un tamafio entre 10 y 60 pares
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de bases) y el ADN satélite (secuencias de mayor tamafio que se repiten entre
cientos de miles a millones de veces en la heterocromatina). Entre las secuencias
repetidas dispersas estdn las secuencias SINEs (retrotranscritos de ARNSs
codificados por genes de tipo III) y LINEs (retrotransposones no virales),
ademas de otros tipos de secuencias como transposones Yy elementos
retrovirales. En el caso del genoma humano, por ejemplo, el 5% del genoma es
ADN repetido en tandem y el 45% esta constituido por ADN repetido disperso.
No todo el ADN repetido es ADN no génico. Entre el ADN repetido cabe
incluir a las familias multigénicas como las de los genes de las globinas, las
actinas y las histonas entre otras (Singer y Berg, 1991; Lewin, 1994). Entre las
familias multigénicas también encontramos situaciones en las que los miembros
de la familia se distribuyen de manera dispersa por el genoma, como es el caso
de los genes de los ARN transferentes, o en tandem, como por ejemplo los
genes ribos6micos 18S, 5.85 y 28S o los genes ribosémicos 5S (Singer y Berg,
1991).

En esta memoria hemos analizado dos familias de ADN satélite y los
espaciadores de los genes 5S. Es por ello por lo que pasamos a continuacion a
describir en méas profundidad los detalles de su estructura, su funcién y su

evolucion.
El ADN SATELITE

El ADN satélite esta constituido por familias de secuencias cortas de
ADN que se repiten de cientos de miles a millones de veces en un genoma
(Ugarkovi¢ y Plohl, 2002). Por lo general son secuencias no codificadoras (Elder
y Turner, 1995) aunque existen raras excepciones (McGregor y Sessions, 1986;
Pardue y Henning, 1990), y representan el principal constituyente de la
heterocromatina constitutiva (Elder y Turner, 1995).

En una misma especie pueden existir diferentes familias de ADN satélite,

cada una caracterizada por una secuencia diferente de la unidad monomérica
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repetiiva y por una localizacién cromosémica diferente. Asi, la
heterocromatina y el ADN satélite, que suelen acumularse en regiones con baja
tasa de recombinacion (Charlesworth et al, 1994), se observan en los
centrémeros y en las regiones subteloméricas principalmente. Por la misma
razén suelen acumularse en los cromosomas sexuales (Charlesworth et al., 1994)
y en los cromosomas supernumerarios o cromosomas B (Camacho et al., 2000),
asi como en los segmentos supernumerarios (Houben et al., 2000), aunque
también puede amplificarse una familia de ADN satélite a nivel intercalar

(Jamilena et al., 1993; De la Herran et al., 2001b).

El porcentaje de ADN satélite dentro del genoma de una especie suele
ser bajo en los vertebrados. En peces, la familia de ADN satélite EcoRI de los
esparidos representa un 2% del genoma de especies como la dorada, Sparus
aurata, (Garrido-Ramos et al., 1995b), mientras que en el genoma del pez cebra,
Danio rerio, el porcentaje de ADN satélite es del 5% (He et al., 1992). Aunque
menos del 5% del genoma humano es ADN satélite, en algunos cromosomas
este porcentaje aumenta mucho. El ADN satélite DYZ1 aislado del cromosoma
Y humano, comprende el 40% del brazo largo del cromosoma (Nakahori et al.,
1986). En otras especies también exiten porcentajes considerablemente altos. Asi
en vacas y ovejas (en bévidos, en general) el ADN satélite supone un 23% del
genoma (Nijman y Lenstra, 2001). En anfibios como las salamandras, género
Triturus, el ADN satélite ocupa una proporcién reducida de su genoma, excepto
en Triturus karelini, que alcanza el 10% (Vignali et al,, 1990). En aves como la
cacatua, Cacatus goffini (Madsen et al., 1992), encontramos una proporcién del
6.7% del genoma. O como en el caso de la serreta mediana, Mergus serrator
(Orden Anseriformes), que encontramos hasta el 10% (McHugh et al., 1990). En
el caso de insectos, podemos distinguir el caso de Drosophila melanogaster, con el
20% de su genoma compuesto por ADN satélite y el caso de los escarabajos de

la Familia Tenebrionidae donde el ADN satélite representa el 50% (Mravinac et
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al, 2002). También observamos diferencias entre especies intimamente

relacionadas (especies gemelas) (Graur y Li, 1999).

Aunque se ha considerado ADN “basura” (Ohno, 1972) o se le han
atribuido caracteres de “parasito” (Orgel y Crick, 1980), en la actualidad se
barajan varias hipo6tesis sobre la funcién del ADN satélite. Por ejemplo: 1) la de
estar implicado en la formacién de compartimentos heterocromaticos
importantes para el correcto comportamiento de los cromosomas durante la
mitosis y la meiosis (Csink y Henikoff, 1998); 2) La de jugar diversos papeles a
nivel subtelomérico (revisado en Kipling, 1995 y en Blackburn y Greider, 1995);
3) La de jugar un papel en la funcién centromérica, como se ha propuesto en
insectos (Rovira et al., 1993), en peces (Garrido-Ramos et al. 1995b), en anfibios
(Barsacchi-Pilone et al., 1986; Cremisi et al., 1988), y en mamiferos (Willard, 1991;
Tyler-Smith y Willard, 1993), tal como queda revisado en Choo (1997).

Pero el ADN satélite evoluciona de manera muy' rapida estando
sometido a ciclos explosivos de aparicién y desaparicién (Singer, 1982 y Miklos,
1985). Asi, existen satélites recientes que son propios de una sola especie, como
es el caso de los ADN satélites CgoA y el CgoB del primate Callimico goeldii
(Fanning et al., 1989), o de unas cuantas especies relacionadas, como ocurre en el
género Triturus (Cremisi et al., 1988), mientras que otros estdn mas conservados,
bien por su evolucién mas lenta (Arnason, 1990; Grétarsdéttir y Arnason, 1992;
Mravinac et al.,, 2002; De la Herran et al., 2001a) o bien por su posible funcién
(Willard y Waye, 1987a, 1987Db).

EL ADN RIBOSOMICO.

En eucariotas superiores el ADN ribosémico estd organizado en dos
familias multigénicas distintas compuestas por unidades que se repiten en

tandem varios cientos de veces.
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Una de estas familias esta representada por el ADN ribosémico 455 que
codifica para los ARN ribos6micos 18S, 5.85 y 28/26S, estando relacionada con
las regiones organizadoras del nucleolo (NOR). Estos genes se encuentran
agrupados en una tnica unidad de transcripcion y en ésta, ademés de los genes,
encontramos dos espaciadores internos que se transcriben (Internal Transcribed
Spacers o ITS) de longitud y secuencia variable, y otros dos espaciadores
externos (External Transcribed Spacers o ETS) que flanquean a los genes 185 y
28S en los extremos 5’ y 3’ respectivamente y que también son transcritos por la
ARN polimerasa I (igualmente, de longitud y secuencia variable). Esa unidad
de transcripcién estd separada por un espaciador que no se transcribe
(Nontranscribed Spacer o NTS). Juntos ETSs y NTSs constituyen el Espaciador
Intergénico de los Genes ribosémicos (IGS). El tamafio y la secuencia de los
genes 18S, 5.85 y 28S estan muy conservados en los organismos eucariotas
debido a que son funcionales, mientras que las diferencias interespecificas se
deben sobre todo a diferencias en las secuencias espaciadoras, ya que no estan

sometidas a seleccion natural al no tener funcién codificadora.

La segunda familia de genes ribosémicos estd representada por el gen 55
que codifica para el ARN ribos6mico 5S. Las repeticiones de ADN ribos6mico
5S consisten en secuencias codificadoras de unos 120 pares de bases. Presentan
un sitio de terminacién (TTTTT) para la RNA polimerasa III en el extremo 3’ del
gen, y motivos de promotores para la ARN polimerasa III internos conservados.
Estos motivos corresponden a la regién de control interno (ICR, el promotor de
este tipo de genes) (Ciliberto et al., 1983), que consiste en 2 cajas, la Caja A
(secuencia altamente conservada de unos 10 pares de bases) y la Caja C
(secuencia de unas 13 pares de bases). Las secuencias codificadoras de los genes
de ARN ribosémicos 5S también estdn separadas por secuencias espaciadoras
que no se transcriben (NTS), y que presentan una longitud variable. El numero

de copias de los genes de ARN ribosémico 5S es muy variable entre
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vertebrados, existiendo unas 2.700 copias en Xenopus laevis, mientras que en

humanos el nimero de copias ronda las 2.000 (Lewin, 1997).

La organizacién estructural y funcional de los genes de ARN ribosémico
5S ha sido ampliamente descrita en plantas (Hanson et al., 1996; Amarasinghe y
Carson, 1998; entre otros), en mamiferos (Suzuki et al., 1994; entre otros), en
peces (Pendas et al., 1994, 1995; M6ran et al., 1996; Fujiwara et al., 1998; Sajdak et
al., 1998; Martins y Galetti, 1999, 2000, 2001, 2001b) y en algunos anfibios (del
Pino et al., 1992; entre otros).

Los genes de ARN ribosémico 5S estdn muy conservados en cuanto a
longitud y secuencia nucleotidica se refiere, mientras que las secuencias
espaciadoras (NTSs), presentan mayores diferencias. Las variaciones en el
tamario de estas secuencias espaciadoras pueden llegar a dar unidades distintas
de ADN ribosémico 55 dentro de una misma especie incluso. Este caso lo
encontramos en los peces del género Leporinus (Familia Anostomidae,
Characiformes) donde un tipo de ADN ribosémico 55 consiste en unidades
repetitivas de 200 pares de bases mientras el otro tipo tiene un tamafio de 920
pares de bases en su unidad de repeticion. La diferencia en tamafio de los dos
tipos es debida a un distinto tamafio en las secuencias del NTS (Martins y
Galetti, 2001a), dado que las secuencias del gen 5S se mantienen constantes en
ambos casos. A nivel interespecifico puesto que las secuencias NTS no son
codificadoras, cambian libremente entre especies y estas diferencias pueden

caracterizar especies y usarse en estudios evolutivos (Sajdak et al., 1998).

Aunque los NTS parecen no tener valor en el genoma, recientemente se
ha demostrado que secuencias cortas (como las secuencias TATA) localizadas
en los NTS, pueden jugar un papel importante en la regulacién de la expresion
de los genes de ARN ribosémico 5S en mamiferos (Suzuki et al., 1996), en peces
como Oreochromis niloticus (Martins et al., 2000) y en peces del género Leporinus

(Martins y Galetti, 2001a).
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1.5 EVOLUCION DE LAS SECUENCIAS REPETIDAS.

Las secuencias repetidas, como el ADN satélite y los espaciadores de los
genes ribosémicos, evolucionan a un ritmo muy superior al de otras fracciones
del genoma eucariota. A esto hay que afiadir que las secuencias repetidas, por
lo general, siguen una pauta evolutiva conocida como evolucién concertada
(Dover, 1982, 1986). Es decir, las unidades de repeticién no evolucionan de
forma independiente, sino que intercambian informacién de manera que
mantienen un alto grado de homogeneidad intrafamiliar. A través de las
interacciones genéticas entre los miembros de una familia de secuencias
repetidas, una familia multigénica evoluciona como una unidad, de manera
concertada. El resultado de la evolucién concertada es un conjunto de
secuencias homogenizadas. Pero la evolucién concertada no requiere sélo de la
transferencia horizontal de las mutaciones entre los miembros de una familia
(homogenizaci6n), sino también de la propagacién de ese cambio a todos los
individuos de la poblacién (fijacién). La tasa de cambio de un ADN satélite o de
las secuencias espaciadoras entre los genes 5S es mayor que la de cualquier otra
fraccion del genoma, ya que al no ser secuencias codificadoras, las mutaciones
no estan sujetas, por lo general, a la accion de la seleccién natural. A su vez, la
tasa a la que ocurre la homogenizacién intraespecifica es mayor que la tasa a la
que aparecen las mutaciones y, a la vez, menor que la tasa de fijacion. La
evolucion concertada, por tanto, conlleva no sélo la homogenizacién
intraespecifica sino también la divergencia interespecifica a una velocidad que

es mayor a la de otras partes del genoma.

La homogenizacién y fijacion de las secuencias repetidas depende de
varios mecanismos moleculares inherentes a los propios mecanismos de
homogenizacién y ademds, a otros factores como son: el ntmero y la
disposicién de las repeticiones, la estructura de la unidad repetida, el
requerimiento funcional, ademés de la influencia de la estructura genética de

las poblaciones y los cambios acontecidos que en éstas tienen lugar.
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En cuanto a los mecanismos moleculares de cambio que intervienen en el
proceso de homogenizacion de este tipo de secuencias se han propuesto (Dover,
1982, 1986): la transposicion, el deslizamiento de la hebra en la replicacién, la
transferencias a través de intermediarios de ARN o a través de elementos
circulares extracromosémicos, pero son dos los que principalmente se han
considerado como méximos responsables de llevar a cabo la evolucién
concertada: el entrecruzamiento desigual (Smith, 1976) y la conversién génica

(Edelman y Gally, 1970).

El proceso basico de apariciéon de cualquier familia de secuencias
repetidas es la amplificaciéon por duplicacién de una secuencia. Una vez
duplicada, mecanismos como el entrecruzamiento desigual, facilitan una
duplicacién atin mayor. El entrecruzamiento desigual es un mecanismo basado
en el intercambio desigual entre dos unidades cromosémicas (entre las dos
crométidas hermanas de un cromosoma durante la mitosis en células
germinales, o entre dos cromosomas homo6logos en la meiosis). Es un proceso
de recombinacién no-reciproca que crea una duplicacion de la repeticién en una
secuencia y la delecion correspondiente a esa repeticién en la otra, alterandose
por tanto el niimero de copias. La accién del entrecruzamiento desigual puede
producir tanto la amplificacién como la reduccién del nimero de copias de una
familia de secuencias, asi como la homogenizacién de las mismas. En las
grandes familias de secuencias repetidas, el entrecruzamiento desigual es el
mecanismo mas rapido en llevar a cabo la evolucién concertada, ya que el
ntmero de repeticiones que se pueden cambiar entre las secuencias puede ser

muy grande.

" La conversién génica es un proceso de recombinacién no reciproco en el
que dos secuencias de la familia interacttian de tal forma que una es convertida
en la otra. Segtn las crométidas implicadas en el proceso se puede dividir en
varios tipos, si bien desde el punto de vista del proceso de evolucién

concertada, los méas importantes son las conversiones no alélicas (por ejemplo,
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las conversiones que ocurren entre genes localizados en diferentes loci y no
entre formas alélicas). La conversién génica puede ser sesgada 0 no sesgada.
Conversién génica no sesgada significa que la secuencia A tiene la misma
probabilidad de convertirse en la secuencia B como la secuencia B tiene de
convertirse en la A. Mientras que la conversion génica sesgada significa que no
existe igual probabilidad de que ocurra conversion génica entre dos secuencias
en las dos direcciones posibles. Si esto ocurre, podemos hablar de ventaja o
desventaja conversional de una secuencia sobre la otra. La cantidad de ADN
implicado en sucesos de conversién génica puede variar entre pocas pares de
bases a miles de ellas. Asimismo varia la tasa y la probabilidad de que ocurra
conversion génica dependiendo de la localizacién. Estudios teéricos han
mostrado que la conversion génica puede producir evolucién concertada (Ohta,
1990). Este mecanismo se ha sugerido como mecanismo de homogenizacién en
la familia alpha de ADN satélite y en los genes de las gamma-globinas humanas
(Scott et al., 1984). A diferencia del entrecruzamiento desigual, la conversion
génica no altera el nimero de copias y puede ser sesgada, de manera que se
produzca la fijacién de una de las mutaciones en detrimento de la otra. El
mecanismo de conversién génica estd favorecido si las repeticiones son

dispersas y cuando las familias de secuencias repetidas son de pequefio tamafio.

La conversién génica, en algunos casos, presenta una serie de ventajas
frente al entrecruzamiento desigual, como mecanismo para llevar a la evolucién
concertada. Este primer mecanismo no produce cambios en el nimero de
repeticiones dentro de una familia y actGa no sélo en repeticiones en tandem
sino también en dispersas (la actuacién del entrecruzamiento desigual cuando
las repeticiones estan dispersas en los cromosomas puede producir la delecion o
la duplicacién de los genes que se encuentren entre las repeticiones). Por
tltimo, la conversién génica es un mecanismo que puede ser sesgado, es decir,
que tenga una direccion preferente, de manera que afecte a la probabilidad de

fijacion de una variante en la secuencia. En cambio, el entrecruzamiento
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desigual muestra una serie de ventajas frente al mecanismo de conversi6n
génica, siendo mas rapido y eficaz en algunos casos, por ejemplo cuando se
trata de grandes familias de repeticiones en tdndem, porque el ntimero de
repeticiones pueden variar sin que cause dafios significativos. Es decir, el
numero de repeticiones que se pueden cambiar es mayor que en la conversién

génica (donde el cambio sé6lo afectaria a la regién del heterodtplex).

Como hemos comentado anteriormente, ademés de los factores
intrinsecos de homogenizacién, existen otros como son: el nimero de las
repeticiones, la disposicion de la unidad repetida, la funcién de las secuencias
repetidas, la estructura de la unidad de repeticion y la estructura genética de la
poblacion. Estos factores influyen en el tiempo necesario para homogenizar y

fijar los cambios en una poblacion (Graur y Li, 1999).

El namero de repeticiones afecta porque a mayor ntamero de

repeticiones, mas tiempo tardardn en homogenizarse los cambios aparecidos.

En cuanto a la disposicién de las repeticiones, influye porque el tiempo
necesario para homogenizar los cambios serd mayor si las repeticiones se
encuentran dispersas en el genoma que si estdn agrupadas en tindem. Ademas,
no es lo mismo un ADN repetido en tindem presente en uno s6lo o unos pocos

loci que un ADN satélite repetido por muchos loci en el genoma.

Respecto a la funcionalidad de las secuencias repetidas, va a depender de
si se requiere grandes cantidades del mismo producto (por ejemplo, genes que
codifican ARN ribosémicos) o si se requiere diversidad (por ejemplo, genes de
las inmunoglobulinas, o del complejo mayor de histocompatibilidad). En el
primer caso, el tiempo necesario para homogenizar los cambios sera mas alto
que en el segundo. En los genes para los ARN ribosémicos, la seleccién tendera
a eliminar las nuevas variantes y promovera la homogeneidad, facilitando la
conversién génica y el entrecruzamiento desigual entre los miembros de la

familia, acelerando el proceso de evolucién concertada. En el caso de los genes
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de las inmunoglobulinas, se espera que las tasas de entrecruzamiento desigual
y conversién génica, por el contrario, sean menores, lo que facilita la diversidad
genética en esta region. Pero en la unidad de repeticion pueden existir
diferentes regiones, unas codificadoras y otras no. Es lo que ocurre con los
genes ribos6micos. En estos casos la seleccion no es igual en todas las regiones

y, por tanto, mientras se mantienen las secuencias codificadoras, las secuencias

intergénicas divergen.

Por dltimo, hay que tener en cuenta la estructura genética de las
poblaciones (tamafio efectivo de la poblacién, aislamiento geografico, accién de
la seleccion natural, etc.), y ademas, hay que tener en cuenta otros aspectos
evolutivos como el tiempo de divergencia entre especies, la hibridacién y la
poliploidizaci6n. El tamafio de la poblacién afecta porque no sdlo se requiere
que los cambios se propaguen de forma horizontal entre los miembros de una
familia de secuencias repetidas, sino también la fijacién de tales variantes en
todos los individuos de la poblacién (Dover 1982; Ohta y Dover, 1984). La
rapidez de fijacién de cambios en el total de la poblacién va a depender también
del aislamiento geogréafico de la misma. La posible formacién de individuos
hibridos interespecificos (a veces poliploides) es otro factor que afecta

disminuyendo la tasa de evolucién concertada.

Asf las cosas, la mayoria de los estudios concernientes a la evolucién de
las secuencias repetidas, coinciden en que éstas evolucionan de manera
concertada (Ugarkovi¢ y Plohl, 2002). Sin embargo, a veces se han encontrado
casos en que no existe evolucién concertada en el ADN repetido. Uno de los
casos mejor conocido es el de la familia de ADN satélite de la mosca tsétsé
(Trick y Dover, 1984), para el que los autores de este estudio encuentran altos
valores de variacion de las secuencias tanto a nivel intra como interespecifico
atribuyendo la ausencia de evoluciéon concertada a la baja tasa de
homogenizacién. La compartimentalizacién cromosémica de las distintas

variantes en secuencia y procesos poblacionales peculiares, junto con las altas
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tasas de mutacién, son las causas propuestas para explicar la ausencia de
evolucién concertada en la familia de ADN satélite PIM357 de las especies del
género Pimelia de las Islas Canarias (Pons et al, 2002a, 2002b). La
compartimentalizacién cromosémica de las variantes de las secuencias se ha
encontrado que es una causa comun de la ausencia de evolucién concertada
para el ADN satélite de primates (Willard y Waye, 1987a, 1987b) y para los
espaciadores entre los genes 55 del algodon poliploide (Cronn ef al.,, 1996). El
impedimento de intercambios cromosémicos debido a diferencias extremas en
forma y tamafio de los cromosomas, junto con la baja tasa de mutacion, fue
propuesto por De la Herrén et al. (2001a) para explicar la ausencia de evolucion

concertada en la familia de ADN satélite HindIlI de los esturiones.

1.6 EL ADN REPETIDO COMO MARCADOR FILOGENETICO
Y TAXONOMICO.

La evolucion rapida y concertada del ADN satélite lo convierten en un
excelente marcador taxonémico (Bachmann et al., 1993) y filogenético (Stepien y
Kocher, 1997) cuando se trata de analizar las relaciones existentes entre especies
emparentadas. Asi, ha sido muy utilizado en estudios filogenéticos desde que el
grupo de Arnason (Arnason, 1990; Arnason et al., 1992; Grétarsdoéttir y Arnason,
1992, 1993) empezara a analizar las relaciones filogenéticas de los cetéceos
mediante la comparacién evolutiva de diferentes familias de ADN satélite
conservadas en todo el orden. Las filogenias obtenidas con el ADN satélite eran
coincidentes con las obtenidas con otros marcadores moleculares, por ejemplo,

con las realizadas con el ADN mitocondrial (Arnason y Gullberg, 1994).

Para algunos autores, sin embargo, el ADN satélite no es un buen
marcador filogenético porque muchas veces es exclusivo de una o unas pocas
especies (Miklos, 1985; Bachmann et al, 1993) y es dificil utilizarlo asi en

estudios evolutivos. Sin embargo, cuando una familia de ADN satélite esta
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conservada en un grupo amplio de especies relacionadas, dada su evolucién
réapida pero, por lo general, cohesiva y gradual, resulta un excelente marcador
filogenético y asf ha sido utilizado para resolver filogenias en peces (Franck et
al,, 1991, 1992; Garrido-Ramos et al., 1999; De la Herrén et al., 2001c), en anfibios
(Vignali et al., 1990) y en mamiferos (Grétarsdottir y Arnason, 1992, 1993; Wijers
et al., 1993), asi como en invertebrados (Pons et al, 1997; Pons et al., 2002a,
2002b). Es mas, el valor cladistico de algunos de estos ADN satélites ha sido
decisivo para resolver algunas dudas taxon6micas y filogenéticas dado que, el
hecho de que un grupo de especies comparta una misma familia de ADN
satélite, demuestra que todas ellas han compartido un ancestral comtin maés
recientemente entre ellas que con otras especies. El poder resolutivo de este tipo
de analisis se incrementa cuando se usan varias familias de ADN repetido

(Garrido-Ramos et al., 19953, 1995b; De la Herran et al., 2001c).

Sin embargo, en los analisis filogenéticos hay que ser cautos a la hora de
utilizar el ADN satélite. Asi, hay que tener en cuenta los casos en los que la
evolucion del satélite no sigue una pauta cohesiva o no sigue una pauta gradual

o0 ambas.

Asi, encontramos 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). También hay que mencionar aquellos ADN satélites cuya
unidad monomeérica estd formada por distintas partes, de tal forma que la
evolucién 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 ai., 1993). Ante esta situacién, como se ha mencionado para
el caso de subfamilias, habra que considerar las distintas partes que forman la

unidad monomérica a la hora de estimar una reconstruccién filogenética.
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También, en las filogenias basadas en el ADN satélite, debemos
considerar, no sélo las tasas de mutacién, sino también las de homogenizacién y
fijacién. Y es que puede ocurrir que la divergencia entre secuencias consenso
sea mayor que la variabilidad intraespecifica. Esto se explica si se tiene en
cuenta que los sitios variables en los monémeros de una especie pueden ser
sitios en estado de transicién en el proceso de fijacién de los mismos, 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 (Gréttarsdétir y Arnason, 1992). En el caso de
que el tiempo que hacen que divergieron las especies que se comparan sea
relativamente reciente, o la homogenizacién y fijacién de las variantes sea un
proceso relativamente lento, esto puede llevar a pensar que las secuencias
monoméricas de dos especies distintas presentan mayor identidad que cuando

se comparan cada una con unidades de la misma especie.

Por tltimo, la utilidad del ADN satélite para analisis filogenéticos es
debida, principalmente, a su modo de evolucién concertada. Sin embargo,
existen casos en que este tipo de ADN repetido no muestra esta pauta
evolutiva. Esto queda demostrado cuando la variabilidad intraespecifica entre
las distintas unidades monomeéricas de una especie es mayor que la variacion
existente cuando se comparan unidades monoméricas de diferentes especies.

Esto determina que cuando se alinean las diferentes repeticiones, no puede

definirse una secuencia consenso tipica para cada una de las especies. A pesar

de ello, el caracter cladistico de estos ADN satélites en estos casos, ha sido

algunas veces ttil incluso (De la Herran et al., 2001a).

Igualmente, por las caracteristicas de elevada tasa de cambio y evolucién
concertada, las secuencias espaciadoras entre los genes ribosémicos 18S y 28S,
asi como los espaciadores entre los genes 55, han sido utilizadas con éxito

muchas veces para determinar filogenias en diferentes grupos animales y
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vegetales (Bain y Jansen, 1995; Bakker et al., 1995; Cronn et al., 1996; Bena et al.,
1998; Reed et al., 2000; Pardo, 2001; Presa et al., 2002).

Por otro lado, el ADN satélite parece ser una herramienta como
marcador taxonémico. El empleo de éste en el andlisis sistematico, nos serviria
para comprender la biologia de los organismos implicados. Asf, por ejemplo, el
patrén de hibridacién de un ADN satélite puede servir para discriminar entre
poblaciones euroasidticas y japonesas de la mosca Drosophila bifasciata
(Bachmann et al., 1993). También, el simple andlisis de la presencia/ausencia de
un ADN satélite ha servido para separar en dos linajes distintos a las especies
del género Pagrus de las del género Sparus (Garrido-Ramos et al., 1998), o
diferenciar a la especie de esturién A. naccarii de A. sturio (Garrido-Ramos et al.,
1997). Igualmente, las secuencias espaciadoras de los genes ribosoémicos,
ademas de su utilizacién en estudios taxonémicos, se han utilizado en
diagnéstico molecular (Meredith et al, 1991), como el caso de Perkinsus
atlanticus que infecta a almejas (De la Herran et al., 2000), o el de Marteilia

refringens que infecta a ostras planas (Lopez-Flores et al., 2002).
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2 OBJETIVOS

El grupo de peces encuadrados dentro del Orden Acipenseriformes es
muy interesante desde varios puntos de vista (ecolégico, evolutivo, comercial,
etc.). Pero es a nivel genético y molecular donde encontramos las caracteristicas
més peculiares y poco frecuentes que lo convierten en un material de estudio
muy interesante. Y es que el elevado nimero cromosomico que presentan, no es
una caracteristica habitual en animales. Como tampoco lo es la baja tasa
evolutiva que presentan diversas regiones estudiadas de su genoma, tanto
codificadoras como no codificadoras. Dentro de éstas tltimas, las secuencias
repetidas también presentan una caracteristica poco frecuente como es la

aparente ausencia de evolucién concertada.

Por estas razones, en este trabajo nos hemos planteado los siguientes
objetivos:
PRIMERO. Analizar tres familias de secuencias nucleares repetidas para
determinar si la ausencia de evolucién concertada es la norma general que
siguen las secuencias repetidas en el genoma de los esturiones. Estudiaremos,
asimismo, las posibles causas y factores que influyen en la ausencia de
evolucién concertada. Analizaremos también, hasta donde sea posible, las
relaciones que se puedan establecer entre especies utilizando estas secuencias

como marcadores filogenéticos.

SEGUNDO. Estudiaremos la utilidad de estas secuencias como marcadores
taxonémicos, de forma que contribuyan a aclarar el estatus especifico al que
pertenecen diferentes ejemplares de esturion capturados en rios del
Mediterraneo occidental y conservados en diferentes museos italianos y
espafioles. En este apartado haremos especial énfasis en los esturiones
capturados en el Rio Guadalquivir y conservados en la Estacién Biologica de
Dofiana (EBD), en Sevilla. En este tltimo caso también hemos empleado

marcadores mitocondriales.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL EMPLEADO.

En esta memoria se han analizado 13 especies de esturién pertenecientes
a la familia Acipenseridae y 1 especie de pez espétula (Polyodon spathula),
perteneciente a la familia Polyodontidae. Dentro de la familia Acipenseridae
hemos estudiado 1 especie de la subfamilia Scaphirhynchinae (Scaphirhynchus
albus) y 12 de la subfamilia Acipenserinae (Acipenser naccarii, A. baerii, A.
gueldenstaedtii, A. ruthenus, Huso huso, A. stellatus, A. brevirostrum, A. fulvescens,

A. transmontanus, A. sinensis, A. sturio y A. oxyrinchus).
En la Tabla 3 se indican dichas especies asi como su procedencia.

Las muestras de higado, musculo y sangre de los ejemplares
pertenecientes a la especie A. naccarii, fueron proporcionadas por D. Alberto

Domezain, de la Piscifactoria Sierra Nevada, Riofrio, Granada.

Las muestras, tanto de higado como de misculo, de las especies A. baerii,
A. sturio, A. gueldenstaedtii, A. ruthenus, H. huso, A. transmontanus, A.
brevirostrum, A. fulvescens y A. stellatus fueron proporcionadas por los doctores
Francesco Fontana y Leonardo Congiu, del Dipartimento di Biologia, Universita

degli Studi di Ferrara, Italia.

Las muestras, tanto de higado como de misculo, de las especies A.
sinensis, A. oxyrinchus, S. albus y P. spathula fueron proporcionadas por el Dr.
Arne Ludwig, del Department of Evolutionary Genetics, del Institute for Zoo
and Wildlife Research, Berlin, Alemania.

Ademas, se han analizado varios ejemplares de museo conservados en

diferentes instituciones como son la Universidad de Granada, la Estacion
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Biol6gica de Dofiana, el Museo de Ciencias Naturales de Madrid, asi como en

diferentes museos italianos. Sus caracteristicas se detallan en la Tabla 4.

Nimero de

Especie S Pais Procedencia Rios de Origen
individuos

A. naccarii 20 Espafia Piscifactoria Sierra Nevada Rio Po

A. baerii 5 Italia Azienda Agricola V.IP.

A. gueldenstaedtii 5 Italia CRIAP

A. ruthenus 3 Italia Azienda Agricola V.LP.

H. huso 4 Italia La Casella Aquaculture Plant

A. stellatus 3 Rusia Poblacién natural Rio Volga

A. brevirostrum 2 Estados Piscifactorfa. EEUU.
Unidos

A. fulvescens 3 Estados Poblacién Natural. Wisconsin. Rios Menomince y
Unidos EEUU. Wolfe

A. transmontanus 4 Italia CRIAP

A. sinensis 3 China Poblacién Natural Rio Yangtze

A. sturio 14 Francia CEMAGREF

A. oxyrinchus 10 Canada Poblacién Natural Rio St. John

S. albus 6 Estados Poblacién Natural. Estado de  Rio Atchafalaya
Unidos Luisiana. EEUU

P. spathula 7 Estados Piscifactoria Estado de
Unidos Montana. EEUU.

Tabla 3: Especies de esturiones analizadas en esta memoria y procedencia de las mismas.

Piscifactoria Sierra Nevada, Riofrio, Granada. Espafia. Azienda Agricola V.I.P. Orzinuovi. Brescia,

Italia. CEMAGREF, Centre National du Machinisme Agricole Burdeos. Francia. CRIAP, Centro

Ricerche Idrobiologiche Applicate alla Pesca, Breeding Station. Brescia, Italia. La Casella

Aquaculture Plant, Ente Nazionale Energia Elettrica, ENEL, Piacenza, Italia.
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E imen Estatus Procedencia. Rio y afio de Lugar de conservacion.
Rpes especifico captura Estado del material
EBD8173 A. sturio Rio Guadalquivir, Alcalda del Rio. Estacion Biolégica de
Sevilla, Espaiia. 1974. Doniana. Sevilla, Espafia.
Etanol
EBD8401 A. sturio Rio Guadalquivir, Coria del Rio. Estaci6n Biolégica de
Sevilla, Espafia. 1981. Dofiana. Sevilla, Espafia.
Etanol
EBD8174 A. sturio Rio Guadalquivir, Alcala del Rio. Estaci6n Biolégica de
Sevilla, Espafia. 1975. Doiiana Sevilla, Espaiia.
Piel seca
MNCZ1582 A. sturio Rio Guadalquivir, Sevilla, Espafia. Museo de Ciencias
Entre 1936-1944. Naturales de Madrid,
Espaiia. Etanol.
UGRA1 A. sturio Rio Guadalquivir, Sevilla, Espafia. Univ. de Granada. Fac. de
Finales del siglo XIX. Ciencias Granada, Espafia.
Piel seca.
MZUF5714 A. sturio Salerno. Italia. Region Mediterranea. Museo Giacomo Doria,
1886. Italia. Piel seca.
MZUF5716 A. sturio Livorno. Italia. Region Mediterranea. Museo de Florencia, Italia.
1908. Piel seca.
MZUF5704 A.naccarii  Livorno. Italia. Region Mediterranea. Museo Giacomo Doria,
1879. Italia. Piel seca.
MSNG40364 A. naccarii Génova. Italia. Region Mediterranea. Museo Giacomo Doria,
1861. Italia. Piel seca.
MZUF5700 A.naccarii  Chioggia. Italia. Regién Adriatica. Museo de Florencia, Italia.
1882. Piel seca.
MZUF6472 A.naccarii  Chioggia. Italia. Regién Adriatica. Museo de Florencia, Italia.

1882.

Piel seca.

Tabla 4: Especimenes de museo estudiados en este trabajo, indicindose la procedencia y el
estado del material a partir del cual se extrajo ADN.
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3.2 EXTRACCION DE ADN.

3.21 Extraccién de ADN a partir de tejido sélido.

La obtencién de ADN genémico total a partir de tejido sélido (higado y
musculo) de las diferentes especies de esturién se llevé a cabo siguiendo el

método descrito en Sambrook y Rusell (2001). Los pasos seguidos fueron:

1. Maceramos 1g de tejido previamente liofilizado en presencia de N2
liquido con ayuda de un mortero de porcelana. El tejido macerado se transfiere
a un tubo de polipropileno al que se le afiaden 10 ml de tampén de extraccion
compuesto por: 10 mM de Tris-CIH, pH 8; 100 mM de EDTA, pH 8; 20 g/ml
ribonucleasa A (ARNasa) y 0.5% SDS.

2. Mantenemos 1 hora a 37°C en un bafio con agitacién suave.

3. Afiadimos 100 pg/ml de Proteinasa K y mantenemos a 50°C durante 3

horas en un bafio con agitacion.

4. Purificamos el ADN mediante varias extracciones con un volumen de
fenol y una dltima extraccién con un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico

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

5. Pasamos el sobrenadante a un tubo limpio y el ADN se precipita con

1/10 del volumen de acetato sédico y 1 volumen de Isopropanol.

6. Mezclamos con cuidado para no degradar el ADN y centrifugamos

durante 10 min a 10.000 rpm.

7. Decantamos el sobrenadante eliminando los restos de isopropanol con

una pipeta.

8. Lavamos el pellet obtenido con un volumen de etanol al 70%

centrifugando nuevamente a 10.000 rpm durante 5 min. Eliminamos
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completamente los restos de etanol con una pipeta y dejamos secar durante

unos minutos.

9. Resuspendemos el ADN afiadiendo 100-200 pl de agua ultrapura.

3.2.2 Obtencion de ADN a partir de sangre.

Se llevaron a cabo diferentes extracciones de ADN variando el volumen
de sangre de partida. Con voliamenes de 150 ul de de sangre se obtuvieron los
mejores resultados en cuanto a calidad y cantidad del ADN. El método de
extraccién se realiz6 siguiendo el protocolo que recomienda la casa comercial
Rafer para el kit “UltraClean ™ DNA Blood Isolation”. Para ello se siguieron

los siguientes pasos:

1. Se mezcl6é un volumen de 150 pl de sangre con 900 pl de Soluciéon G1
(solucién de cloruro amoénico), durante una incubacioén de 10 min a temperatura

ambiente en la que se procedi6 a invertir suavemente el tubo en dos ocasiones.

2. Las muestras las centrifugamos 1 min a 13.000 rpm, eliminado el

sobrenadante con una pipeta.

3. Resuspendimos el pellet completamente mediante agitacion por

vortex.

4. Aiadimos 300 pl de Solucién G2 (solucién de detergente) pipeteando

arriba y abajo para lisar las células.

5. A continuacién afiadimos 100 pl de la Solucién G3 (Acetato aménico),

mezclandolo inmediatamente por vértex durante 15 seg.

6. Centrifugamos las muestras durante 10 min a 13.000 rpm transfiriendo
a continuacién el sobrenadante a un tubo limpio y desechamos el precipitado

de proteinas y restos de membranas celulares que han quedado en el tubo.
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7. Para precipitar el ADN afiadimos 300 ul de Isopropanol mezclando

suavemente e incubando a continuacién 3 min a temperatura ambiente.

8. Centrifugamos de nuevo 5 min a 13.000 rpm y eliminamos

cuidadosamente el sobrenadante para no alterar el pellet.

9. Lavamos el pellet obtenido con 300 pl de etanol al 70% invirtiendo el

tubo 5 veces.

10. Procedimos a centrifugar en dos ocasiones durante 1 min a 13.000

rpm descartando el sobrenadante completamente.

11. Se resuspendi6 el ADN obtenido con 100 ul de agua ultrapura.

3.2.3 Extraccién de ADN a partir de ejemplares de museo.

La extraccion de ADN de los especimenes de museo (piel, musculo y
visceras) se llev6 a cabo siguiendo el método descrito en Anderson et al. (1999).
La extraccion fue realizada en el Departamento de Medicina Legal y Forense de
la Facultad de Medicina (Universidad de Granada), con la ayuda del grupo del

Dr. José Antonio Lorente.
El protocolo seguido fue el que se detalla a continuacion:

Previa a la extraccion, se realiz6 una limpieza de las muestras mediante
un minitaladro (Dremel®), eliminando la parte externa de las muestras que ha

estado en contacto con el etanol o el medio ambiente.

Posteriormente, se pulverizaron las muestras mediante el pulverizador
Frezeer Mill, utilizando nitrégeno liquido. Antes y después de utilizar el
pulverizador, todos los accesorios que entran en contacto con la muestra son
limpiados con una solucién de lejia al 10% y expuestos a la luz ultravioleta

durante un minimo de 15 min. La pulverizacion se llev6 a cabo en varias etapas.
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Una primera etapa consiste en preenfriar las muestras durante 5 min. A
continuacién se programan un total de 3 ciclos consistentes en 3 min de molido

y 2 min de enfriamiento, eligiendo la frecuencia de impacto al maximo.

1. En un tubo de microcentrifuga se mezclaron 0.25 g de material
pulverizado con 750 pl de tampoén de extracciéon compuesto por: 10 mM Tris;

100 mM NaCl; 10 mM EDTA y 2% SDS, a pH=8.
2. Afiadimos 10 mg/ml de proteinasa K y mezclamos bien.
3. Procedemos a incubar 24 horas en un bafio a 56°C sin agitacion.

4. Centrifugamos a 13.000 rpm durante 3 minutos y recogemos el

sobrenadante.

5. Realizamos varias extracciones con 1 volumen de fenol :cloroformo:

isoamilico (25: 24: 1) y centrifugamos a 13.000 rpm durante 3 minutos.

6. Pasamos la muestra a través de un filtro Microcon Ym-100 (Millipore),

hidratando previamente el filtro con 100 pl de agua ultrapura.

7. Centrifugamos 20 minutos a 2.500 rpm. Este paso se realiza las veces

necesarias hasta que toda la muestra pase por el filtro.

8. Ponemos en el filtro 200 pl de agua ultrapura y centrifugamos 20

minutos a 2.500 rpm.

9. Pasamos el filtro a un tubo limpio y resuspendemos el ADN con 100 pul

de agua ultrapura centrifugando 5 minutos a 3.500 rpm.

La cantidad y calidad del ADN genémico obtenido mediante las técnicas
anteriores se determino a través de electroforesis horizontal en geles de agarosa

al 0.8% con el uso de marcadores de peso molecular conocido (ADN del fago
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Lambda digerido con HindIll) y mediante espectofotometria (BECKMAN, DU®
Series 60 Spectrophotometer).

3.3 IDENTIFICACION, PURIFICACION Y CLONACION DE
LOS ADNs SATELITES HindIll y Pstl.

3.3.1 Identificacion y aislamiento de los ADNSs satélites HindIIl y PstI.

El aislamiento y la identificacién de estas familias de ADN satélite se

llevaron a cabo siguiendo dos procedimientos alternativos.

A. Obtencion de las unidades monomeéricas de las familias de ADN satélite

Hindlll y Pstl mediante clonacién convencional.

Este procedimiento se emple6 en la identificacién de estos ADN satélites
en el genoma de la especie A. naccarii y se llevé a cabo mediante el anélisis de
las bandas resultantes tras digerir el ADN total de cada especie con diferentes
enzimas de restriccion (Hindlll, Pstl, Hindll, Hinfl, Sspl, Ndell, Xbal EcoRlI, Bcll,
Rsal, Sacl y Alul), separacién de las bandas generadas en un gel de agarosa y

tincién con bromuro de etidio.

Las digestiones se realizaron con 5 unidades de enzima por 1 pg de ADN
empleado y en el tampén recomendado por el fabricante (Boehringer-
Mannheim) durante 8-16 horas. Los fragmentos de restriccién obtenidos tras la
digestién se separaron mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa
al 1% en tampoén TBE 0.5X (1X TBE: Tris 90 mM, &cido bérico 90mM, EDTA
1mM) conteniendo 0.5 pgr/ml de bromuro de etidio.

Cuando en una unidad tipica del ADN satélite est4d presente la diana de
restriccién para un enzima, la digestion correspondiente convertird un tindem

repetitivo en un conjunto de fragmentos de ADN de longitud igual a la de la
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unidad repetitiva (monémero). Cuando el ADN digerido es sometido a
electroforesis en gel, y tras tincién con bromuro de etidio, se observa una banda
intensa sobre el rastro generado por el ADN gendémico total digerido,
compuesta por fragmentos que son los cientos de miles de copias de la unidad
repetitiva. Esto es lo que ocurre en A. naccarii cuando se digiere su ADN

genoémico con los enzimas HindIIl y Pstl.

Para clonar las unidades monoméricas del ADN satélite contenidas en
esas bandas intensas de un gel, 10 pg de ADN se digirieron con los enzimas
Hindlll y Pstl en las condiciones descritas anteriormente. Los fragmentos de
restriccion resultantes se separaron en un gel de agarosa NuSieve GTG (FMC)
de bajo punto de fusion al 3% en tamp6n TAE 1X (Tris 4 mM, acido acético 4
mM, EDTA 1mM) conteniendo 0.5 pg/ml de bromuro de etidio. Tras observar
el ADN en un transiluminador de luz ultravioleta, la banda de
aproximadamente 180 pares de bases generada por el enzima HindIIl y la banda
de unos 230 pares de bases generada por el enzima Pstl, se escindieron del gel
con la ayuda de un bisturi y se colocaron, cada una de ellas, en un tubo de

microcentrifuga.

La purificaciéon de dichas bandas se realizé utilizando el kit de
purificaciéon “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit” siguiendo el
protocolo que recomienda el fabricante (Amersham Biosciences). Este kit se
basa en el uso de un agente caotrépico que desnaturaliza las proteinas, disuelve
la agarosa y promueve la unién de la doble hebra de ADN a una matriz de fibra
de vidrio. Posteriormente las proteinas y sales contaminantes se lavan y el ADN

purificado se diluye en agua ultrapura.

B. Obtenciéon de las diferentes unidades monoméricas de la familia de ADN

satélite HindIIl v Pstl mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Para el analisis de la familia de ADN satélite Hindlll en las distintas

especies de esturion, las unidades monoméricas fueron amplificadas usando los
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cebadores, STUR-1 y STUR-2. Estos cebadores fueron disefiados por De la
Herran et al. (2001a) a partir del anélisis de las unidades monoméricas de este
ADN satélite HindIll en varias especies de esturiones. En esta tesis, los
cebadores STUR-1 y STUR-2 se han utilizado para ampliar el estudio de este
ADN satelite HindIIl en un mayor numero de especies como son: A. stellatus, A
sinensis, A. brevirostrum, A. fulvescens y Scaphirhynchus albus, asi como en los
ejemplares conservados en la Estacion Biolégica de Dofiana. La secuencia de

estos primers son:
STUR-1: 5'-CGAACCTGTAAGCTT-3'

STUR-2: 5'-TGATCTTCAGAACTACC-3'

La reaccion de amplificacion se realiz6 en un volumen total de 50ul que
contenian 100 ng de ADN molde, 10 mM Tris-CIH, pH=8.3; 5 mM NH4C; 50
mM KCI; 0.2 mM de cada dNTPs; 0.2 uM de cada primers y 1.25 unidades de
Taq ADN polimerasa. La reaccién de amplificacién se llevé a cabo durante 40
ciclos, y los pardmetros de cada ciclo fueron: 2 minutos a 94°C, 2 minutos a 55°C

y 2 minutos a 72°C.

Los resultados fueron observados en geles de agarosa. Para ello, los
productos de amplificacién fueron sometidos a electroforesis donde se podian
observar amplificados de monémeros, dimeros, trimeros, etc, correspondientes

al ADN satélite HindlIl.

Para aislar las unidades de repeticién del ADN satélite Pstl en el genoma
del resto de las especies de esturiones analizadas, asi como en los ejemplares de
esturién conservados en la Estacién Biol6gica de Dofiana, se utilizaron los
oligonucle6tidos Pstl-1 y Pstl-2 como cebadores para llevar a cabo la
amplificacion mediante la reaccién catalizada por la Taq polimerasa. Los

cebadores se disefiaron a partir de las regiones conservadas de las secuencias
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monoméricas del satélite Pstl previamente obtenidos en A. naccarii por

clonacién convencional. Las secuencias de los cebadores utilizados son:
Pstl-1: 5'-GGCACACCTGGGAGATATGC-3'
Pstl-2: 5'-TTGATTGGCTGTGAATGGTG-3'

La reacciéon de amplificacién se realizé en un volumen total de 50pl que
contenian 100 ng de ADN molde, 10 mM Tris-ClH, pH=8.3; 5 mM NH4C; 50
mM KCI; 0.2 mM de cada dNTPs; 0.2 uM de cada primers y 1.25 unidades de
Taq ADN polimerasa. Se llev6 a cabo durante 40 ciclos, siendo los parametros
de amplificacién los siguientes: 2 minutos a 94°C, 2 minutos a 50°C y 2 minutos

a 72°C.

Los resultados de la amplificaciéon fueron observados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%. En estos geles se pueden observar las
diversas bandas correspondientes a las unidades monoméricas, diméricas,
triméricas, etc del ADN satélite Pstl. Estos fragmentos fueron posteriormente
escindidos del gel y purificados de la agarosa para su posterior clonacion en un

vector.

3.3.2 Clonacién de las Familias de ADN satélite HindIIl y Pstl.

La clonacién de los ADN satélites HindlIl y Pstl se realiz6 de dos formas

diferentes segiin el método de aislamiento seguido.

A. Clonacién del ADN satélite aislado mediante enzimas de restriccién.

La clonacién de los fragmentos de restriccion correspondientes al ADN repetido
y escindidos del gel de agarosa, se llev6 a cabo utilizando el vector pUC19 y
como células huésped la cepa DH5a de Escherichia coli. El proceso fue el

siguiente:
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1.- El plasmido pUC19 fue digerido con Hindlll y Pstl, es decir, con la
misma enzima que gener6 los fragmentos de restriccién a clonar, se purific6
mediante extraccién con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y fue precipitado,

a continuacion, con etanol.

2.- La ligaci6n de los fragmentos monoméricos al vector pUC19, se
realiz6 en una proporcion vector:inserto de 1:4 con 1 unidad de ADN ligasa del
fago T4 (Roche) por cada 10 pl de volumen final, en el tamp6n de ligacién

recomendado por el fabricante.

3.- La mezcla de ligacién se utilizé para transformar células competentes
de E. coli, cepa DH5a (GibcoBRL). Los clones recombinantes se detectaron en
placas con medio LB (Peptona: Extracto de levadura: CINa en una relacién w/w
2:1:1 y agar al 15%) conteniendo ampicilina (100 pg/ml), IPTG (isopropil-beta-
D-tiogalactésido) y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactésido),
(Sambrook y Rusell, 2001)

| Tras seleccionar las colonias recombinantes mediante coloracién
colorimétrica, se inocularon en 15 ml de medio LB liquido con ampicilina y se
dejaron crecer toda la noche a 37°C con agitacion. La extraccién y purificacién
de los plasmidos se realizé utilizando el kit comercial “Quantum Prep®

Plasmid Miniprep” (Bio-Rad), segtin el protocolo descrito por la casa comercial.

La deteccibn de las bacterias recombinantes conteniendo el ADN

repetido se realiz6 mediante hibridacién en dot-blot, siguiendo estos pasos:

1. Se seleccionaron las colonias recombinantes y se cultivaron en medio
LB liquido durante una noche. E1 ADN plasmidico de cada uno de los clones se
aisl6 a partir de 2 ml de cultivo siguiendo el método de lisis alcalina propuesto
por Sambrook y Rusell (2001).

2. El dot-blot se realiz6 sobre una membrana de nylon Hybond N*

siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante (Amersham
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Biosciences). El ADN se desnaturalizé en agua hirviendo durante 10 min, se
enfri6 en hielo durante 5 min y se diluy6 con un volumen de 20XSSC (NaCl 3M,
citrato so6dico 0.3 M). Una muestra de aproximadamente 50 ng de cada
plasmido fue aplicada manualmente a la membrana y se dej6 secar a
temperatura ambiente. E1 ADN se {ij6 a la membrana con NaOH 0.2 M durante
2 min, se lavé a continuacién con 6XSSC durante 1 min y se dej6é secar a

temperatura ambiente.

3. La deteccién de los clones recombinantes con las secuencias de ADN
satélite se realiz6 hibridando los plasmidos inmovilizados mediante dot-blot
con el ADN marcado extraido a partir de la misma banda del gel que se utiliz6
para clonar. El marcaje y la hibridacién se llevaron a cabo utilizando el Kit
"ECL™ Gene Detection System" (Amersham Biosciences) en las condiciones

que se indican en el apartado 3.4.3.

B. Clonacién del ADN satélite obtenido mediante PCR.

En este caso, las bandas obtenidas por PCR y purificadas a partir de geles
de agarosa se ligaron al vector pGEM utilizando el Kit “pGEM®-T Easy Vector
System II” (Promega), siguiendo las recomendaciones del fabricante. La mezcla
de ligaci6n se utiliz6 para transformar bacterias ultracompetentes de la cepa JM
109 de Escherichia coli (cepa recomendada para el vector pGEM), siguiendo el

protocolo descrito por la casa comercial Promega.

Las bacterias transformadas se sembraron en medio LB sélido con
ampicilina que contenia X-gal e IPTG, y se incubaron a 37°C toda la noche. Tras
seleccionar las colonias recombinantes, éstas se inocularon en 15 ml de medio

LB liquido con ampicilina y se dejaron crecer toda la noche a 37°C con agitacién.

La deteccion de los clones recombinantes se realiz6 mediante digestion
de los plasmidos purificados. De esta forma se digiri6 1 pg de plasmido con la

enzima EcoRI, para la liberacion del inserto, durante 2 horas a 37°C. El resultado
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se analiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y tefiido con

bromuro de etidio.

3.4 ANALISIS DE LAS FAMILIAS DE ADN SATELITE HindIII
Y Pstl MEDIANTE HIBRIDACIONES TIPO SOUTHERN-
BLOT Y DOT-BLOT.

Para estudiar la organizacion y distribucién de las secuencias del ADN
satélite Hindlll y Pstl en las diferentes especies analizadas, su ADN genémico
total fue digerido con diferentes enzimas de restriccién. Los fragmentos
generados fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa y
posteriormente transferidos a una membrana de nylon mediante la técnica de

Southern-blot.

Esta membrana conteniendo el ADN genémico digerido se hibrid6
utilizando como sondas la unidad monomérica del ADN satélite HindlII de la
especie A. naccarii en un caso y la unidad monomeérica del ADN satélite Pstl
también de la especie A. naccarii en el otro. El protocolo seguido en ambas

ocasiones fue el siguiente:

3.4.1 Restriccion del ADN genémico, electroforesis y transferencia a

membrana.

Para el andlisis de ADN gen6mico mediante Southern-blot, 5ug de ADN
total fueron digeridos con las enzimas de restriccion mencionadas

anteriormente en las condiciones recomendadas por el fabricante.

Los fragmentos de restriccion resultantes se separaron mediante
electroforesis en gel horizontal de agarosa al 1% en 0.5 X TBE conteniendo 0.5

pg/ml de bromuro de etidio. La electroforesis se realiz6é en un gel de 20 cm de
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longitud a 1.5 voltios por cm durante 12-16 horas. El ADN digerido se visualiz6
en un transiluminador de luz ultravioleta, y el gel se fotografi6 usando una

camara digital DC265 Zoom Digital Camera (Kodak).

Tras la electroforesis, los fragmentos de restriccion se transfirieron a una
membrana de nylon Hybond N+ siguiendo el protocolo propuesto por
Sambrook y Rusell (2001). La fijacion del ADN a la membrana se realiz6 con
NaOH 0.2M durante 2 minutos tal y como recomienda el fabricante (Amersham
Biosciences) para el uso del kit de marcaje, hibridacion y deteccion no
radiactivo ECL. La membrana se lavé con 6 x SSC durante 1 minuto y se dej6

secar a temperatura ambiente.

3.4.2 Preparacion de los dot-blot.

Para estudiar la presencia/ausencia de estas familias de ADN satélite en
el genoma de las distintas especies analizadas en este trabajo, realizamos una

hibridacion tipo dot-blot.

Para ello, depositamos en una membrana de nylon una alicuota de ADN
gen6mico total de cada una de las especies digerido en cada ocasion con el
enzima Hindlll o Pstl, de la misma forma que hemos explicado en el apartado

3.3.2,

3.4.3 Obtencién de los fragmentos utilizados como sondas.

Los plasmidos recombinantes conteniendo la unidad monomérica Pstl
utilizada como sonda se amplificaron en E. coli y se purificaron mediante el kit
comercial “Quantum Prep® Plasmid Miniprep” (Bio-Rad), segtin el protocolo
descrito por la casa comercial. Los plasmidos recombinantes derivados del
vector pGEM fueron digeridos con el enzima de restriccion EcoRI para liberar
los fragmentos de ADN utilizados como sondas, y se separaron mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 1% en tampé6n 1X TAE. Las bandas
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correspondientes al fragmento de interés se escindieron del gel y se purificaron
mediente el kit de purificacion “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
Kit” siguiendo el protocolo que recomienda el fabricante (Amersham

Biosciences).

Utilizando como sonda cualquiera de las unidades monomeéricas del
ADN satélite Pstl, los patrones de restriccion que detecta la sonda por

hibridacién son los siguientes:

1.- Una digesti6n parcial o la ausencia de dianas de restriccion en algunas
de las unidades repetitivas provocara la aparicion en el gel de una escalera de
bandas intensas cuyos peldafios corresponden a miuiltiplos (dimeros,
trimeros....) de la unidad repetitiva. Este tipo de digestién se denomina de tipo

A (Horz y Zachau, 1977).

2.- Una digestiéon 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).

3.- Por ultimo, se puede dar el caso de que el enzima no corte el ADN
satélite porque no existan dianas para ese enzima en ninguna unidad

monomeérica.

3.4.4 Marcaje de sondas e hibridacién.

El marcaje de la sonda y la hibridacién se llevaron a cabo utilizando el
sistema no radiactivo “ECL™ Direct Nucleic Acid Labelling and Detection
System” (Amersham Biosciences), siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante. De esta forma, la membrana se prehibrid6é con el tampén de
hibridacién proporcionado por el fabricante conteniendo urea 6 M, NaCl 0.5 M
y agente bloqueante al 5% durante 1 hora a 42°C con agitacién constante.

Transcurrido este tiempo, se afiadi6 la sonda previamente desnaturalizada y
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marcada con la enzima peroxidasa a una concentracién de 10 ng/ml de

solucién de hibridacién. La membrana se incubé durante 12 horas a 42°C y

agitacion constante.

Tras la hibridacion se lavé la membrana de diferente forma segun la
astringencia requerida en cada caso y siguiendo la férmula de Meinkoth y Wahl
(1984), basada en las relaciones entre porcentaje de homologia entre dos hebras

de ADN y la temperatura empleada (T):

T = 81.5 + 16.6 logM + 0.41 (%G+C) - 500/n - 0.61 (% formamida) -

1.5 (%bases no complementarias)

en la que M es la concentracion de iones Na* y n es la longitud de la cadena de

ADN en pares de bases.

La membrana se lavé dos veces durante 10 minutos con 0.2XSSC y 0.4%
de SDS a 55°C (condiciones de alta astringencia) o con 1XSSC y 0.4% de SDS a
55°C (condiciones de baja astringencia). Posteriormente, se lav6 dos veces con
2XSSC a temperatura ambiente durante 5 minutos cada vez. Las condiciones de
alta astringencia permiten detectar secuencias que guardan una identidad
superior al 95% con la sonda de hibridacién, mientras que las condiciones de
baja astringencia permiten detectar secuencias que guardan una identidad

superior al 82% con la sonda de hibridacion.

Los lavados fueron seguidos de la deteccién de los sitios de hibridacién
usando las soluciones de deteccion del kit ECL que contienen peréxido de
hidrégeno y luminol. Las membranas fueron expuestas durante 30 minutos con

una pelicula autorradiogréfica (Hyperfilm ECL™, Amersham Biosciences).
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Después de cada hibridacién y para poder reutilizar la membrana, la
sonda es eliminada mediante un lavado en SDS al 5% durante 3 horas, seguido

de un lavado con 2XSSC durante 5 minutos.

3.5 IDENTIFICACION, PURIFICACION Y CLONACION DE LA
UNIDAD  DE REPETICION DE LOS GENES
RIBOSOMICOS 5S.

Para poder amplificar mediante PCR la unidad ribosémica 5S, se
disefiaron primers a partir de una unidad de repeticién obtenida en la especie
A.sturio (Tagliavini et al. 1999a). Uno de los primers fue disefiado en la unidad
funcional del gen, mientras que el otro, se disefi6 en el espaciador. Estos
primers sirvieron para amplificar las unidades ribosémica 5S en las especies
aqui analizadas, asi como en los tres ejemplares conservados en la Estacién

Biolégica de Dofiana.
Las secuencias de los cebadores son:
5S-REV:5'-ACAGCACTTGATATTCCCA-3'.
- ETS-FOR:5'-GTCATGAAAGCAGAAATGCA-3'.

La reaccién de amplificacién se realiz6é en un volumen total de 50ul que
contenian 10 mM Tris-CIH, pH=8.3; 5 mM NH4C; 50 mM KCl; 0.2 mM de cada
dNTPs; 0.2 uM de cada primers y 1.25 unidades de Taq ADN polimerasa. La
reacciéon de amplificacién se llevé a cabo durante 40 ciclos, y los parametros de

temperéturas fueron: 2 minutos a 94°C, 2 minutos a 52°C y 2 minutos a 72°C.

La cantidad de ADN usada en cada amplificacion fue de 100 ng y los

resultados procedentes de estas PCRs fueron observados en geles de agarosa.
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Posteriormente, los fragmentos amplificados correspondientes a las
unidades repeticién del ADN ribosémico 5S fueron clonados en el vector de

clonaci6n pGemT-easy, como se describe en el apartado 3iG.2. ;
El analisis mediante Southern-blot de las unidades de repgticiop de fos)
genes ribosémicos 5S se realizé siguiendo el protocolo anteriorniente descrito

en el apartado 3.4. de Material y Métodos.

3.6 AMPLIFICACION, PURIFICACION Y CLONACION DE
MARCADORES MITOCONDRIALES.

Hemos amplificado un fragmento de 212 pb del gen del citocromo b del
ADN mitocondrial en las especies A. mnaccarii y A. sturio, asi como en los
especimenes conservados en la Estacion Biol6gica de Dofiana. Los cebadores
utilizados para este fin fueron los disefiados por Gasent-Ramirez et al., 2001 (a
partir de secuencias publicadas de A. sturio y A. naccarii en Birstein y DeSalle,

1998). La secuencias de estos oligonucleétidos son:
Cytb-2F: 5-ACACAAATCYTAACAGGACT-3'

Cytb-3R: 5'-CAGGTTTCTTTTTGGAGGT-3'

De la misma forma, estos autores disefiaron unos cebadores para
amplificar un fragmento de 139 pb del gen del ARN ribosémico 12S (a partir de
secuencias publicadas de A. sturio y A. naccarii en Ludwig y Kirschbaum, 1998),

cuyas secuencias son:
12S-2R: 5'-ATAGCCGGCTTCAAAAGAAT-3'

12S-3F:5'-CGAGGTGTAGCGAATGAAGT-3'.

En ambos casos las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo
utilizando los siguientes pardmetros para la obtencién de estos fragmentos: 30

segundos a 92°C, 30 segundos a 50°C y 30 segundos a 72°C, durante 40 ciclos.
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Los productos de amplificacion se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa donde se podian observar amplificados tnicos correspondientes a los
tamafios de los fragmentos amplificados por los cebadores tanto del citocromo

b como del gen 12S

_ El aislamiento, purificacion y posterior clonacién de estos fragmentos de

PCR se realizaron de la forma descrita en el apartado 3.3.2.

3.7 SECUENCIACION Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS.

Para llevar a cabo la secuenciacién de todos los fragmentos de ADN
clonados, los plasmidos recombinantes obtenidos se amplificaron en E. coli y se
purificaron mediante el kit “Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit” (Bio-Rad).
Las reacciones de secuenciacién se realizaron segtn el método de Sanger et al.
(1977), utilizando el kit comercial Dye Terminator Cycle Secuencing (Perkin
Elmer). Las dos cadenas de los plasmidos se secuenciaron utilizando el
secuenciador multicapilar ABI 377 (Applied Biosystems) y los primers

fluorescentes universal y reverso, segtn las instrucciones del fabricante.

El analisis comparativo de estas secuencias en relacién a otras existentes
en las bases de secuencias de la EMBL y del GenBank se realizé usando el
programa BLAST (Altschul et al., 1997). Las secuencias fueron analizadas
mediante el uso de diferentes programas informaéticos segtin las necesidades.
Asi, para el analisis de las frecuencias nucleotidicas, presencia de repeticiones
internas y dianas de restriccién, fue utilizado el programa GENEPRO v. 6.1
(Riverside Scientific Ent., 1993) y para limpiar las secuencias eliminando las
correspondientes al vector plasmidico asi como la comprobacién de los
cromatogramas de cada secuencia se utiliz6 el programa Chromas v. 1.45

(McCarthy, 1996-1998).
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Satélite HindIII

Satélite Pstl Sec. Espaciadoras Citocromo b Gen 128
A. naccarii 7499441, AJ286564 a AJ286573 AJ550022 a AJ550026 AJ550032 a AJ550040 AJ5491 16 AJ549114
A. baerii AJ286574 a AJ286582 AJ555277 a AJ555282 AJ555348 a AJ555352 l | o
A. gueldenstaedtii  AJ286591 a AJ286602 AJ555293 a AJ555297 AJ555353 a AJ555357 ,
A. ruthenus AJ286612 a AJ286615 AJ555312 a AJ555315 AJ555389 a AJ555393
H. huso AJ286583 a AJ286590 AJ555298 a AJ555305 AJ555358 a AJ555359
A. stellatus AJ555345 a AJ555347 AJ555319 a AJ555321 AJ555382 a AJ555388
A. brevirostrum AJ555333 a AJ555335 AJ555283 a AJ555289 AJ555373 a AJ555378
A. fulvescens AJ555336, AJ555337 AJ555290 a AJ555292 AJ555379 a AJ555381
A. transmontanus ~ AJ286603 a AJ286611 AJ555322 a AJ555326 AJ555360 a AJ555366
A. sinensis AJ555342 a AJ555344 AJ555316 a AJ555318 AJ555367 a AJ555372
A. sturio - AJ550027 a AJ550031 AJ550041 a AJ5500 AJ549117 AJ549115
A. oxyrinchus - AJ555306 a AJ555311 AJ555397 a AJ555399
S. albus AJ555338 a AJ555341 AJ555327 a AJ555330 AJ555394 a AJ555396
EBD8173 750744 AJ543450,A1543451 AJ543472, AJ543473 AJ543488 AJ543480, AJ543481
AJ543458,A1543459
EBDg401 AJ543464, AJ543465 AJ543452 a AJ543457 AJ543466 a AJ543471 AJ543485 AJ543482 a AJ543484
EBD8174 AJ543463 AJ543460 a AJ543462 AJ543474 a AJ543478 AJ543486, AJ543487 AJ543479

Listado de Niimeros de Acceso a la base de datos del GenBank para cada una de las secuencias analizadas en esta memoria.
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Todas las secuencias analizadas en esta memoria, para cada uno de los
marcadores, cuentan con ntimero de acceso a la base de datos del GenBank. Los

nameros de acceso se muestran en el listado adjunto.

3.7.1 Anilisis de la variabilidad intraespecifica.

Para llevar a cabo el andlisis comparativo de las diferentes secuencias se
realiz6 previamente el alineamiento multiple de dichas secuencias mediante el

programa informatico CLUSTALX (Thompson et al., 1997).

Se midi6 el porcentaje de divergencia (p) entre las secuencias; este
parametro es la relacién entre posiciones nucleotidicas que son diferentes entre
dos secuencias que se comparan y el total de nucleétidos que componen dichas

secuencias,

[ porein |

donde ng es el niumero de diferencias nucleotidicas y n el namero total de

nucle6tidos comparados.

La variabilidad global en cada poblacién/taxa se estim6 a través del
calculo de dos parametros diferentes: Polimorfismo y Diversidad Nucleotidica
(Nei, 1987). Cuando se comparan todas las secuencias de una poblacién, el
polimorfismo es el numero de sitios o posiciones nucleotidicas que son
variables con respecto al nimero total de nucleétidos de la secuencia que se

estudia.

La diversidad nucleotidica (Nei, 1987) mide el nimero medio de las

diferencias nucleotidicas por sitio entre diferentes secuencias y se calcula como:

62



Material y Métodos

n=2Xnoj/ N "

donde 11j es la proporcién de nucle6tidos que son diferentes entre las secuencias

j-ésima y j-ésima y nc es el nimero total de comparaciones realizadas:

| nc=n(-1)/2 ||

donde n es el numero de secuencias analizadas

El calculo del polimorfismo y la diversidad nucleotidica se llevé a cabo
utilizando el programa informéatico DnaSP v. 3.51 (DNA Sequence
Polymorphism; Rozas y Rozas, 1999).

3.7.2 Analisis de la divergencia interespecifica.

La divergencia interespecifica es el promedio del numero de
sustituciones por posicion nucleotidica entre las secuencias de dos

poblaciones/ taxa obtenida en comparaciones dos a dos (Nei, 1987).

Para estudiar el reparto de la varianza molecular (AMOVA) dentro y
entre especies hemos usado el programa ARLEQUIN v.2.000 (Schneider et al.,
2000).

El fenémeno de conversién génica, se ha propuesto como uno de los
mecanismos que provocan la homogenizacién de secuencias repetidas como el
ADN satélite o el ADN ribosémico. Las diferentes zonas originadas por

conversién génica se detectaron con el programa GENECONYV (Sawyer, 1999).
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El analisis de la evolucién molecular y filogenética de las secuencias
estudiadas fue llevado a cabo usando el programa informatico MEGA v.2,1
(Kumar et al., 2001). La divergencia entre secuencias fue calculada siguiendo el
modelo de célculo de distancias propuesto por Jukes-Cantor (Jukes y Cantor,
1969), y los arboles de distancias obtenidos por el método del vecino mas
préximo (neighbor-joining, Saitou y Nei, 1987). Para comprobar la robustez del
test filogenético se utiliz6 el método de remuestreo con reemplazamiento,

Bootstrap (Felsenstein, 1985).

Finalmente, mediante el método propuesto por Strachan et al. (1985)
hemos realizado el anilisis de los estados de transicién en el proceso de
homogenizacién intra e interespecifico para cada uno de los marcadores
analizados. Estos autores adoptaron un método para analizar los patrones de
variacion en cada posicion nucleotidica, considerada independientemente, entre
todos los clones de una familia de ADN repetido en un par de taxones. Este
método de clasificacion de la variacién revela la fijacion de algunas variantes
(sustituciones) en taxones muy relacionados y también los diferentes estados de

transicion en la extensién (homogenizacién) de estas variantes en un taxén.

El patr6n transicional de cada posicion nucleotidica considerada
independientemente se clasifica en 6 estados de transicion tal como se muestra
en la Figura 8 (revisado recientemente en Pons et al., 2002a). Asi, el estado de
transicién 1 o clase 1 representa una completa homogenizacioén entre todas las
secuencias que comparamos para un par de especies. Las clases 2, 3 y 4
representan estados de transicién intermedios en los cuales una de las especies
muestra un polimorfismo. La frecuencia del nuevo nucleétido varia y es
considerada baja en la clase 2, intermedia en la clase 3, mientras que en el
estado de transicién 4 la mutacién ha reemplazado al nucle6tido original en la
mayoria de las secuencias de la especie. La clase 5 representa un sitio
diagnostico en el que la nueva variante esta totalmente homogenizada y fijada

en todas las secuencias de una especie, mientras que en la otra especie se
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mantine el nucleétido original. Por tltimo, la clase 6 representa un paso mas
sobre el estado de transicién 5, en la que aparece una nueva mutacién en la
especie B. Esta nueva mutacion podria tener un proceso de extension al igual

que la primera mutacion, reemplazando finalmente a los cambios anteriores.

ESPECIE A

000000000000 | =

000002000000

ESPECIE B

000008000000 |»
000008000000 |®
000008000000 |+
000000000000 |n

Figura 8: Representacion grafica de los estados de transicién (1-6) durante la extension
de las nuevas mutaciones (circulos negros) en una determinada posicién nucleotidica a

través de los clones (circulos de las columnas) en dos especies (A-B). Modelo propuesto

por Strachan et al. (1985).

Ademas de los estados de transicién descritos por Strachan et al. (1985), a
veces se detectan posiciones nucleotidicas que no coincidian con aquéllas y se
han denominado estados de transicién no-Strachan (Pons et al., 2002a). Estas
posiciones se pueden dividir en dos grupos: el primero estaria formado por las
posiciones descritas en Strachan, pero que se diferencian por presentar mas
mutaciones extra distintas en una o muy pocas secuencias, ya sea en las
secuencias de una especie o en las secuencias de las dos especies que se
comparan, a las que denominamos estados de transicion con mdultiples
mutaciones. El segundo grupo estarfa integrado por las posiciones que
comparten una misma mutacion en una o méas secuencias de las dos especies a
las que denominamos, finalmente; estados de transicion con mutaciones

compartidas.
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4 RESULTADOS

41 CARACTERIZACION DEL ADN SATELITE HindIll DE LA
FAMILIA ACIPENSERIDAE.

4.1.1 Clonaciény caracterizacion de la familia de ADN satélite HindIIL.

Este ADN satélite fue previamente aislado en la especie A. naccarii
(Garrido-Ramos et al., 1997). Esta contituido por secuencias monoméricas de 170
pares de bases y una riqueza en AT (adenina/timina) de mas del 64%. De la
Herran et al. (2001a) pusieron de manifiesto posteriormente que estaba
conservado en las especies A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. transmontanus, A.

ruthenus y H. huso, y Lanfredi et al. (2001) observaron su localizacién a nivel

centromérico.

En esta tesis se ha extendido el anélisis llevado a cabo por De la Herran et
al. (2001a), a un total de 13 especies de esturién. Asi, se han analizado las
especies A. naccarii, A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. transmontanus, A. ruthenus, H.
huso, A. sinensis, A. fulvescens, A. stellatus, A. brevirostrum, A. sturio, A. oxyrinchus
y Scaphirhynchus albus. Igualmente se ha analizado su presencia/ausencia en la

especie Polyodon spathula (Familia Polyodontidae).

Mediante Southern-blot (Figura 9), dot-blot y amplificaciéon por PCR
(Figura 10), hemos puesto de manifiesto que estd presente en las especies A.
naccarii, A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. transmontanus, A. ruthenus, H. huso, A.
sinensis, A. ﬁlvéscens, A. stellatus, A. brevirostrum y Scaphirhynchus albus, y

ausente en las especies A. sturio, A. oxyrinchus y Polyodon spathula.

Los amplificados de PCR de las diferentes especies analizadas para este

satélite HindlIII fueron purificados, clonados y secuenciados.
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Figura 9: Patrén de hibridacién del inserto del plasmido pHAN19 (unidad de repeticién
de la familia de ADN satélite HindlIII de A. naccarii), sobre una membrana conteniendo el
ADN digerido con el enzima de restriccién Hindlll de las especies: A. baerii (1); A.
gueldenstaedtii (2); A. transmontanus (3); A. naccarii (4); H. huso (5); A. ruthenus (6) y A. sturio
(7). La flecha indica la unidad de repeticiéon que corresponde al tamafio del monémero (170
pares de bases).

Figura 10: Resultado de la amplificacién de la familia de ADN satélite HindIIl. En la
figura se muestra un gel en el que se observan los amplificados de cada especie: A. sinensis
(1); A. fulvescens (2); A. stellatus (3); A. brevirostrum (4); S. albus (5); A. oxyrinchus (6) y P.
spathula (7). El nimero (8) corresponde al marcador de peso molecular de 100 pares de
bases. Las cifras de la izquierda de la figura indican el tamafio en pares de bases de los
fragmentos generados correspondientes a las unidades multiméricas del satélite HindIIl. La
flecha corresponde a la unidad dimérica escindida del gel a partir de la cual hemos
realizado las clonaciones de estas especies.
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Se han analizado en esta memoria un total de 68 secuencias monomeéricas
Hindlll correspondientes al conjunto de especies que presentan esta familia de

ADN repetido en sus genomas.

4.1.2 Analisis de la variabilidad intraespecifica.

En el conjunto de unidades monoméricas estudiadas hemos
analizado la longitud de las secuencias observando que presentan variaciones,
oscilando entre 169 y 172 pares de bases. La diferencia en tamafio se debe a
pequefias inserciones/deleciones en las secuencias de este ADN satélite en
algunas de las especies, siendo la delecién mas grande de 6 pares de bases,

encontrada en la especie A. sinensis.

La Tabla 5 muestra el nimero de secuencias analizadas de cada especie,
la longitud de los monémeros, el nimero de sitios polimérficos y los valores de

diversidad nucleotidica (I1).

Como podemos observar, la variabilidad intraespecifica es baja en
general, aunque algunas especies muestran valores préximos al 10% de
variacion intraespecifica (como A. baerii, H. huso y A. sinensis). Los sitios

polimorficos se distribuyen aleatoriamente.

4.1.3 Estudio de la divergencia interespecifica.

Una vez alineadas todas las unidades monoméricas HindlIIl en el
conjunto de especies (Figura 11), hemos calculado la divergencia a partir de las
diferencias medias de las secuencias de cada especie siguiendo el modelo de
célculo de distancias propuesto por Jukes-Cantor. La Tabla 6 recoge los valores

de distancias medias para las secuencias HindIII.
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En muchas comparaciones encontramos que las distancias
intraespecificas son més altas que las distancias interespecificas. Por ejemplo,
las distancias entre las secuencias monoméricas del ADN satélite Hindlll para la
especie A. baerii son del 9.4%, mientras que la divergencia entre las secuencias
de esta especie con las de las especies A. naccarii 0 A. fulvescens son del 43% y
4.4% respectivamente. De la misma forma, para la especie A. transmontanus
encontramos un valor de variabilidad intraespecifica del 7.3%, pero si
comparamos las secuencias monoméricas de esta especie con las de la especie

A. fulvescens observamos que disminuye hasta un 6.9%.

i " N° Logitud Porcentaje Sitios
species . : . II
secuencias monémeros AT polimérficos

A. naccarii 11 170-171 66.4 20 0.032
A. baerii 9 166-171 66.7 38 0.088
A. gueldenstaedtii 12 169-171 66.8 31 0.049
A. ruthenus 4 171 64.3 19 0.058
H. huso 8 169-172 66 42 0.095
A. stellatus 3 169 64.5 8 0.031
A. sinensis 3 164-170 64 22 0.092
A. transmontanus 9 169-171 65.9 36 0.067
A. fulvescens 2 171 66.7 3 0.017
A. brevirostrum 3 170-171 67.4 15 0.059
S. albus 4 169-170 66.3 19 0.062
A. sturio - - - - -
A. oxyrinchus - - - - -
P. spathula - - - - -

Tabla 5: Caracteristicas de las unidades monoméricas del ADN satélite HindIII presentes en el

genoma de 11 especies de esturion.

NAC BAE GUE HUS RUT TRA SIN BRE STE FUL SCA

NAC 0.033 0077 0.043 0.130 0.123 0.075 0109 0.063 0.108 0.035 0.161

BAE 0.094 0.083 0.120 0.114 0.103 0.137 0.087 0.081 0.074 0.141
GUE 0.053 0130 0.125 0.079 0.113 0.067 0.110 0.044 0.162
HUS 0103 0119 0.135 0166 0112 0.103 0118 0.127
RUT 0.060 0124 0.156 0113 0.085 0.113 0.110
TRA 0.073 0.104 0.084 0.114 0.069 0.153
SIN 0.091 0.112 0.150 0.098 0.177
BRE 0.063 0.098 0.048 0.131
STE 0.032 0101 0.111
FUL 0.018 0.149
SCA 0.065

Tabla 6: Distancias medias intra e interespecificas siguiendo el modelo propuesto por Jukes
and Cantor (1969) para las secuencias HindIIl.
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NAC3 CTTTTTCARA CTTTTGGGGC ATTGAAATTA TGAAAAAATA ARATTGG-CC AARATTATTA 60
NACS5 .o

NAC18
NAC25
NAC31
NAC40

BRE55
SCA89
SCA66
SCA56
SCA49

Figura 11: Alineamiento de las unidades monoméricas HindlII en el conjunto de especies
analizadas. Las tres primeras letras de cada clon corresponde con el nombre de la especie a la
que pertenece dicha secuencia. (NAC) A. naccarii, (BAE) A. baerii, (HUS) H. Huso, (GUE) A.
gueldenstaedtii, (TRA) A. transmontanus, (RUT) A. ruthenus, (SIN) A. sinensis, (FUL) A. fulvescens,
(STE) A. stellatus (BRE) A. brevirostrum y (SCA) S. albus. En esta figura, y en el resto en las que
aparecen secuencias alineadas, la secuencia nucleotidica se muestra en el primer clon. En el
resto de clones, las posiciones coincidentes se sefialan con un punto (). En las posiciones
variables, se muestra el nucle6tido presente. Las deleciones se indican con un guién (-).
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Figura 11: Alineamiento de las secuencias monoméricas Hindlll, continuaci6n.
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NAC3

NACS5

NAC18
NAC25
NAC31
NAC40
NAC49
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Figura 11: Alineamiento de las secuencias monoméricas HindlIl, continuacién.
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BAE12

GUE262
BAEI1S8
GUE261
NAC49
| — GUE311
NAC3
NAC18
BAEI13
GUEI1l11
NAC31
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NAC40
T Clado
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| T scaee S s
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[ SCA49

Figura 12 : Arbol filogenético realizado con las 68 unidades monoméricas HindlIll de todas las
especies analizadas utilizando el método del vecino mas préximo (Saitou y Nei, 1987). La terminologia
sigue el patr6n mostrado en el alineamiento de la Figura 11.
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El arbol de la Figura 12, realizado mediante el método del vecino mas
proximo a partir de la matriz de distancias de la Tabla 6 muestra que, de
acuerdo a lo mencionado anteriormente, las secuencias no se agrupan por
afinidad taxonémica, excepto en el caso de S. albus. Sin embargo, hay que
mencionar que se aprecia una tendencia al agrupamiento de secuencias de A.
transmontanus y A. sinensis (especies del clado Pacifico), diferenciadas del resto
de especies pertenecientes al clado del Atlantico. Las especies del clado A.

sturio-A. oxyrinchus no aparecen representadas al no tener secuencias HindIlII.

La distancia media entre las especies del clado Atlantico es de 0.094,
mientras que la distancia entre estas especies y A. transmontanus es de 0.098, la

distancia con A. sinensis es de 0.130, mientras que con S. albus es de 0.136.

41.4 Analisis de la varianza molecular (AMOVA).

Mediante el analisis de la AMOVA, encontramos que el 63.65% de la
variaci6n genética total es debida a la varianza intraespecifica. Este valor
aumenta hasta el 66.64% cuando se excluye a la especie S. albus del analisis,
especie que mostraba sus secuencias claramente diferenciadas del resto de

especies. S6lo el 36.35% representa la varianza interespecifica.

Este andlisis revela también que el 33.35% de la variaci6én total ocurre
entre las especies de la subfamilia Acipenserinae y S. albus (subfamilia
Scaphirhynchinae); mientras que el 21.44% estd distribuido entre las especies
dentro de estas dos subfamilias. Los resultados de la AMOVA se recogen en la

Tabla 7.

41.5 Analisis del proceso de homogenizacion y divergencia entre especies.

Siguiendo el método de Strachan et al. (1985), hemos analizado los
patrones de homogenizacion de las secuencias monoméricas HindlIIl

pertenecientes a cada una de las especies estudiadas. La mayoria de las
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posiciones nucleotidicas (>95%) pueden ser clasificadas dentro de uno de los 6
estados de transicion. Las comparaciones entre las especies A. naccarii-A.

gueldenstaedtii muestran un porcentaje elevado de posiciones en estado 1y 2.

Por otro lado, muchas de las comparaciones entre las secuencias de las
especies de la subfamilia Acipenserinae estan en estado 2, algunas en estado 3,
pero son pocos los sitios que se encuentran en estados més avanzados de
homogenizacién y fijacion (4, 5 6 6). Sin embargo, las comparaciones con

Scaphirhynchus albus revelan una mayor proporcioén de estados 3,4 y 5.

VARIANZA PORCENTAJE DE VARIANZA
Intraespecifica 63.65 (66.64)
Interespecifica 36.35 (33.36)

Entre clados 33.35
Entre especies dentro de cada 21.44

clado

Tabla 7: Varianza intra e interespecifica de las secuencias HindIIIL
Igualmente se muestran los valores de AMOVA intra e interclados.

1 2 3 4 5 6 n-St p-nucl.
NAC-GUE 75.00 21.34 0.00 0.00 0.00 0.00 3.66 164
NAC-BAE 72.56 17.68 4.26 0.00 0.00 0.00 5.50 164
GUE-BAE 70.18 16.14 3.72 0.00 0.00 0.00 9.96 161
GUE-HUS 62.89 23.89 5.03 1.88 0.00 0.00 6.31 159
BAE-HUS 63.97 20.49 0.62 1.24 0.00 0.00 13.68 161
BAE-RUT 72.45 13.77 419 0.59 1.19 0.00 7.81 167
RUT-NAC 77.10 12.04 2.40 2.40 3.01 0.60 2.45 166
HUS-NAC 65.43 22.83 5.55 1.85 1.23 0.61 2.50 162
SCA-GUE 68.45 16.66 5.95 2.38 4.76 0.00 1.80 168
SCA-RUT 77.38 13.09 297 1.78 297 0.00 1.81 168
SCA-BAE 69.69 18.78 4.84 3.03 0.60 0.60 2.46 165

Tabla 8: Porcentajes de los diferentes estados de transicién (1-6) para la familia de ADN
satélite HindlIl calculados siguiendo el método de Strachan et al. (1985) entre algunos pares
de especies. Las dos tltimas columnas corresponden a las posiciones no-Strachan y el total de
posiciones nucleotidicas comparadas respectivamente.
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4.1.6 Clasificacion de los sitios polimérficos.

Sobre el alineamiento multiple de las secuencias pertenecientes a cada
especie (Figura 11), se calculo la proporci6n de sitios polimérficos compartidos
entre 2 6 méas especies. Aproximadamente el 11% de los sitios poliniérficos
podrian ser considerados polimorfismos ancestrales, porque estan compartidos
por un amplio grupo de especies relacionadas. Otro 11% de sitios polimérficos
estan compartidos por 2 6 3 especies estrechamente relacionadas (muchos de
estos sitios estdn compartidos s6lo entre un par de especies, las cuales se
clasifican como especies hermanas, como por ejemplo A. naccarii-A.
gueldenstaedtii), mientras que el 78% de los sitios polimoérficos son
autapomorfias (polimorfismos no compartidos) y homoplasias (el polimorfismo

lo comparten 2 especies muy alejadas).

4.1.7 Calculo de la tasa de mutacion.

En un intento de conseguir algtn valor contrastable para determinar la
tasa de mutaci6n de las secuencias Hindlll, hemos calculado la tasa de variacién
de las secuencias asumiendo que las distancias genéticas medias entre dos
especies podria ser una estima aproximada de la tasa de mutaci6n. Teniendo en
cuenta un tiempo de divergencia de 50 millones de afios entre los linajes que
dieron lugar a A. brevirostrum y a A. gueldenstaedtii (Birstein y DeSalle, 1998) y
una distancia media entre A. brevirostrum y las especies del linaje de A.
gueldenstaedtii (A.gueldenstaedtii, A. baerii y A. naccarii), de 0.072, encontramos

que la tasa de mutacion para las secuencias Hindlll es de 0.7x10-.

|| = 0072 / 2 x 50x106 = 0.7 x 10 -° ||
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41.8 Anailisis de la conversion génica.

Mediante el uso del programa GENECONV hemos comprobado que en
las secuencias HindlIIl existen diversos fragmentos que demuestran que en el
proceso de homogenizacion de este ADN satélite interviene el mecanismo de
conversién génica. Asf, la Tabla 9 muestra comparaciones entre algunas
secuencias estudiadas. Estas comparaciones revelan la existencia de fragmentos

de una longitud de hasta 65 pares de bases resultado de evolucién por

conversién génica.

COMPARACIONES Sim P I F L D T
GUE151;GUES8 0.00000 1 65 65 0 47
NAC29;GUES8 0.00000 1 65 65 0 47
NAC5;HUS43 0.00000 16 65 50 0 55
NACS5;TRA27 0.00000 16 65 50 0 53
NAC3;NAC5 0.00004 11 65 55 0 46

Tabla 9: Ejemplos de algunas de las comparaciones realizadas con el programa GENECONV
para poner de manifiesto la actuacién del mecanismo de conversiéon génica. La abreviatura
Sim P corresponde a los valores simulados de p (simulated p values) basados en 10.000
permutaciones. Las iniciales I'y F corresponden a las posiciones del primer y tltimo nucleétido
de la regi6n que resulta de eventos de conversién génica. L=longitud del fragmento que resulta
de eventos de conversién génica. D= nimero de nucleétidos diferentes dentro del fragmento.
T= nimero total de desigualdades entre las dos secuencias.

4.2 CARACTERIZACION DE LA FAMILIA DE ADN SATELITE
Pstl.

4.2.1 Analisis del ADN satélite PstI de Acipenser naccarii.

El ADN genémico total de A. naccarii fue digerido con 12 enzimas de
restriccion (Hindlll, Pstl, Hindll, Hinfl, Sspl, Ndell, Xbal, EcoRl, Bcll, Rsal, Sacl y

Alul). Los fragmentos generados en la digestion con los distintos enzimas
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fueron sometidos a electroforesis en gel agarosa. La tincién con bromuro de
etidio puso de manifiesto la existencia de una banda de fragmentos de unos 230
pares de bases de tamafio y maltiplos de ésta, que brillaban intensamente sobre
el rastro generado por el ADN genémico digerido con el enzima Pstl. Es de
suponer que estos fragmentos pertenecen a una misma familia de secuencias
repetidas cuya unidad monomérica debe tener una longitud aproximada de 230
pares de bases, y que debe ser una familia de secuencias repetidas en tandem
(ADN satélite). Para comprobarlo, la banda de ADN generada por el enzima
Pstl fue aislada y purificada tras su separacion en un gel de agarosa. Los
fragmentos que la componian fueron ligados al plasmido vector pUC19 y los
plasmidos recombinantes fueron clonados en cepas DH5« de E. coli. Las
colonias positivas fueron seleccionadas, crecidas en medio LB y sus plasmidos

purificados.

La seleccion de los clones recombinantes fue realizada de entre aquellos
clones que mostraron hibridacién positiva en dot-blot con una alicuota marcada
de fragmentos aislados a partir de la propia banda de fragmentos de Pstl del

genoma de A. naccarii.

Para comprobar que los fragmentos clonados pertenecfan a una familia
de ADN satélite, analizamos la organizacién genémica de este tipo de
secuencias mediante la técnica de hibridacion tipo Southern, utilizando como

sonda insertos marcados de varios de los clones obtenidos.

En la Figura 13 se muestra el resultado de la hibridacién del inserto del
clon NAC-19 sobre una membrana de nylon conteniendo ADN genémico de A.
naccarii digerido con diferentes enzimas de restriccién. Como cabia esperar de
un ADN satélite, la hibridacién con la sonda Pstl-19 revela un patrén de
hibridacién en escalera de bandas mono y multiméricas de la unidad repetitiva
de unos 230 pares de bases sobre el ADN de A. naccarii digerido con los

enzimas de restriccién Pstl, Ndell y Rsal. La hibridacién de las secuencias
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clonadas sobre ADN digerido con el enzima Hinfl y Bcll muestra un tipico
patrén en escalera tipo B de digestion de un ADN satélite. La enzima de
restriccion Alu I genera unidades multiméricas de menor tamafio porque
presenta dos dianas de corte en la unidad de repeticién. La hibridacién sobre el
ADN digerido con los demés enzimas, revela que no existen dianas para estos
enzimas en las unidades monomeéricas, ya que dichos enzimas no cortan el

ADN satélite de A. naccarii.

i

B

C
L]

;

Figura 13 : Patrén de hibridacion del ADN satélite Pstl de A. maccarii revelado por
hibridacién con el clon NAC-19. Las distintas calles se corresponden con la digestién
generada por los siguientes enzimas de restriccién: (A) Hindlll, (B) Pstl, (C) Hindll, (D) Hinfl,
(E) Sspl, (F) Ndell, (G) Xbal, (H) EcoRl, (I) Bcll, (J) Rsal, (K) Sacl y (L) Alul. La flecha indica la
unidad monomérica de 230 pares de bases de este satélite. La enzima de restriccion Alul
presenta dos dianas de corte en la secuencia monomérica, por lo que las unidades de repeticién
que genera son de menor tamatio.

Cinco de los clones seleccionados fueron secuenciados (NAC-8, NAC-19,
NAC-24, NAC-30 y NAC-90). Se realiz6 una busqueda de secuencias
homologas en la base de datos del GenBank y de la EMBL mediante el uso del

programa BLAST. Tras la busqueda realizada se pudo comprobar que las
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secuencias de A. naccarii no mostraban homologia significativa con otras

secuencias.

. Jo—
NAC8 CGCTGTTCCC CACAACTAGA A CTTGCAGGTA GTC---AGCC GTACAGCGCA 80
NAC19 CGCTCTTCAC CACAACTAGA CTTGCAGGTA GTC---AGCC GTACAGCGCA
NAC24 CGCTCTTCTC CAGAATTAGA CTGGCAGGTA GTCAGCAGCG GCACAGCGCA
NAC30 CGCTCTTCTC CAGAATTA@ 3 CTGGCAGGTA GTCAGCAGCG GCACAGCGCA
NACS0 CGCTCTTCAC CACAACTAGA AAGETACTCG CTTGCAGGTA GTC---TGCC GCACAGCGCA
NAC8 AGTGCACTGG TGCTGCACCG GHGCGCCCYC TGGTGGTGGA ACTGEGGTCT GCAGGTGCTA TCATTTCACA GCTGAAACGC160
NAC19 AGTGCHACTGG TGCTGCACCG GHACGCCCUC TGGTGGTGGA CCCGEGGGCT GCAGGTGCTG TCATTTCACA GCTGAAGCGC
NAC24 AGCGCACTGG TGCTGCACCG GHGCGCCAQC TGGTGGTGGA CCCAGGGTCT GCAGGTGCTA TCATTTCACA GCTGAAGCGT
NAC30 AGCGCACTGG TGCTGCACCG GHGCGCCAQC TGGTGGTGGA CCCAJGGTCT GCAGGTGCTA TCATTTCACA GCTGAAGCGT
NAC90 AGCACACTGG TGCTGCACCG GHGCGCCCC TGGTGGTGGA CCCGEGGTCT GCAGATGCTT TCATTTCACA GCTGAAGCGC
NAC8 TGTGATCATA GAAGCCGCCA -GTTTTTTTC ACGTGCTTTG ATTGGCTGTG AATGGTGGCA A 221
NAC19 TGTGATCGTA GAAGCTGTCA GGCTCTATTC ACGCGCTTTG ATTGGCTGTG AATGGTGGCA A
NAC24 TGTGATCGTA GAAGCCGCCA GGCTCTATTT ACGTGCTTTG ATTG-CTGTG AATGGTGGCA A
NAC30 TGTGATCGTA GAAGCCGCCA GGCTCTATTT ACGTGCTTTG ATTGGCTGTG AATGGTGGCA A
NAC90 TGTGATCGTA GAAGCCGCCG GGCTTTTATC ACGTGCTTTG ATTGGCTGTG AATGGTGGCA A

Figura 14: Alineamiento de las cinco unidades monoméricas Pstl de A. naccarii. Las flechas
indican las dos repeticiones invertidas, mientras que los rectingulos encuadran las dos

repeticiones directas.

En la Figura 14 se muestra el alineamiento multiple de las secuencias Pstl
de A. naccarii. El alineamiento de estas secuencias se ha realizado reordenando
los monémeros en funcién de los cebadores utilizados para amplificar las
secuencias Pstl en el resto de especies, no en funcién de la diana Pstl, de esta
forma, estandarizamos el alineamiento con el resto de monémeros obtenidos
para las demas especies. Las secuencias de los cebadores no se han tenido en
cuenta para los andlisis posteriores. Asi, en la Figura 14 podemos observar que
el tamafio de las unidades monomeéricas oscila entre 216 y 218 pares de bases.
Dichas unidades presentan dos repeticiones directas de 15 pares de bases
(CTGGTGG/CTGG/CACCT/C/GG) en las posiciones 87-101 y 110-124
respectivamente, y dos repeticiones invertidas de 6 pares de bases entre las
posiciones 19-24 y 39-44 respectivamente. Estas unidades monoméricas no

presentan un porcentaje en adenina/timina muy alto, oscilando entre 42.7-

45.6%.
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Mediante la técnica de hibridaciéon tipo dot-blot hemos estudiado la
presencia/ausencia de esta familia de ADN satélite en el genoma de las
diferentes especies analizadas en esta memoria. El revelado mostr6 hibridacién
positiva en todas las especies de esturi6n analizadas: A. baerii, A. sturio, A.
gueldenstaedtii, A. transmontanus, A. ruthenus, H. huso, A. sinensis, A. fulvescens, A.
stellatus, A. oxyrinchus, A. brevirostrum y Scaphirhynchus albus y en ningtin caso
(realizando los lavados de la membrana tanto a alta como a baja astringencia)

obtuvimos hibridacién positiva en la especie Polyodon spathula.

Para caracterizar esta familia de ADN satélite Pstl en las diferentes
especies hemos usado la técnica de amplificacién mediante PCR, disefiando

unos cebadores a partir de la regién més conservada de las secuencias de A.

naccarii.

Tras la PCR, el amplificado se someti6 a una electroforesis en gel de
agarosa al 1%, y el gel se tifi6 con bromuro de etidio para visualizar las bandas.
Se observa un amplificado en forma de escalera con tamafios proximos a 150,
300 y 450 pares de bases que podrian corresponder a los monémeros, dimeros,
trimeros, de la familia Pstl en las especies A. baerii, A. sturio, A. gueldenstaedtii, A.
transmontanus, A. ruthenus, H. huso, A. sinensis, A. fulvescens, A. stellatus, A.
oxyrinchus, A. brevirostrum y Scaphirhynchus albus. No pudimos poner de
manifiesto la presencia de esta familia de ADN satélite en el genoma de
Polyodon spathula ni mediante hibridacién tipo dot-blot ni mediante

amplificacién por PCR.

A continuacién se procedi6 a escindir del gel y purificar el amplificado
correspondiente a 300 pares de bases. Se eligi6 el amplificado de un posible
dimero para asegurarnos la presencia de al menos un monémero completo. Se
ligo el producto purificado al vector de clonacién “pGEM T easy” y se

transformaron células competentes de E. coli (cepa JM109). Los clones
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recombinantes elegidos fueron purificados y secuenciados. Este procedimiento

se realiz6 para cada una de las 12 especies mencionadas.

4.2.2 Analisis de la variabilidad intraespecifica.

Obtuvimos un total de 64 unidades monoméricas de la familia de ADN

satélite Pst] en las 13 especies de esturién analizadas.

Analizamos cada una de las secuencias, comprobando que la longitud de
los monémeros era muy variable, oscilando entre 179 y 182 pares de bases los
monémeros mas cortos y hasta 218 y 219 pares de bases los mas largos. Esta
variacion de tamafio de las unidades monoméricas estd presente en la mayoria
de las especies, por lo que podemos encontrar en cada una de ellas
representantes con maxima y minima longitud. Estas diferencias en tamafios se
deben a grandes deleciones/ inserciones de 26 pares de bases encontradas entre
las posiciones 111 y 136, ambas inclusive, en las especies A. sturio y A.
oxyrinchus y de 17 pares de bases entre las posiciones 165 y 181, ambas

inclusive, en la mayoria de especies (Figura 15).

Estas secuencias presentan un contenido en AT (adenina/timina)

también muy variable y en todos los casos menor del 50%.

Como se puede observar en la Tabla 10, la variabilidad de las unidades
monoméricas de la familia de ADN satélite Pst] oscila entre 2.9% en A. ruthenus
y 29.5% en A. oxyrinchus, aunque la mayoria de las especies tienen una
variacién intraespecifica media de menos del 10%. Los sitios polimorficos se

distribuyen al azar, la mayoria de ellos debido a sustituciones.

4.2.3 Estudio de la divergencia interespecifica.

Una vez alineadas todas las unidades monomeéricas Pstl en el conjunto

de especies analizadas, calculamos la divergencia a partir de las diferencias
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medias de las secuencias de cada especie siguiendo el modelo de calculo de

distancias propuesto por Jukes-Cantor.

De la misma forma que ocurria en el andlisis de la familia de ADN
satélite Hindlll, en la Tabla 11 podemos observar que las distancias
intraespecificas son muchas veces mayores que las distancias interespecificas.
Por ejemplo, la distancia entre las secuencias monoméricas del ADN satélite
Pstl para la especie A. gueldenstaedtii es del 7%, mientras que la divergencia
entre las secuencias de esta especie con las de las especies A. ruthenus y H. huso
es del 5.8% y 6% respectivamente. Lo mismo encontramos en la especie A. baerii
cuando comparamos los valores de divergencia con las especies A.

gueldenstaedtii, A. ruthenus o H. huso.

Hapecies N° ) Logitud Porcentaje .Sitios. I
secuencias monoémeros AT polimérficos

A. naccarii 5 216-218 445 31 0.073
A. baerii 6 179-217 449 33 0.067
A. gueldenstaedtii 5 200-218 44.0 30 0.067
A. ruthenus 4 193-201 43.8 11 0.029
H. huso 8 197-218 433 28 0.044
A. stellatus 3 200-219 455 28 0.095
A. sinensis 3 217-219 46.3 47 0.054
A. transmontanus D 182-219 46.1 4z 0.101
A. fulvescens 3 218 47.2 38 0.117
A. brevirostrum 7 183-218 451 41 0.089
S. albus 4 184-196 46.7 34 0.102
A. sturio 5 182-219 49.2 39 0.087
A. oxyrinchus 6 182-219 459 100 0.295
P. spathula - - - - -

Tabla 10: Resumen de las caracteristicas de las unidades monoméricas de la familia de ADN
satélite PstI en las diferentes especies analizadas.
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NAC BAE GUE HUS RUT TRA SIN BRE STE FUL STU OXY SCA

NAC 0078 0114 0102 014 0100 0.136 0.195 0114 0.118 0.141 0242 0327 0.252
BAE 0.073 0072 0.061 0056 0.190 0251 0.116 0.088 0.161 0.264 0378 0.253
GUE 0.070 0.060 0.058 0.178 0.234 0.112 0.088 0.153 0261 0361 0.248
HUS 0.045 0.046 0.181 0235 0.107 0.079 0150 0.252 0365 0.231
RUT 0.037 0.181 0.245 0.107 0.076 0.154 0.250 0.354 0.245
TRA 0.115 0219 0174 0.190 0210 0.270 0.357 0.278
SIN 0.211 0.234 0.252 0.247 0320 0.409 0.328

BRE 0.103 0.132 0.148 0.255 0.380 0.267
STE 0.102 0.172 0.257 0.383 0.246

FUL 0.131 0.286 0.389 0.282

STU 0.105 0.391 0.334
(0)4 4 0.403 0.462
SCA 0.117

Tabla 11: Distancias medias intra e interespecificas siguiendo el modelo propuesto por Jukes and

Cantor (1969), para las secuencias Pstl.

El arbol de secuencias obtenido por el método del vecino més proximo,

usando la matriz de distancias obtenida para las secuencias Pstl (Figura 16),
muestra que, como en el caso del satélite Hindlll, las secuencias Pstl no estan
agrupadas por afinidad taxon6mica, excepto para el caso de las secuencias de S.
albus. Sin embargo, se observa una asociacion cladistica entre las secuencias de
A. sturio y A. oxyrinchus por un lado, entre las secuencias de A sinensis y A.
transmontanus (especies del Pacifico) por otro lado, y entre las secuencias del
resto de las especies (clado Atlantico) por otro. Una vez mas, al igual que se
observaba con el ADN satélite Hindlll, y en esta ocasién se incluye la
agrupaciéon de A. sturio-A. oxyrinchus, encontramos la asociaciéon en cuatro

clados filobiogeograficos existentes en la familia Acipenseridae.

El analisis de cada clado muestra que las distancias medias entre especies del
clado Atlantico es de 0.091, mientras que la distancia media entre estas especies
y A. transmontanus es de 0.176 y con la especie A. sinensis es de 0.2. Con A. sturio

es de 0.25 y con A. oxyrinchus es de 0.35 y la distancia media con S. albus es de

0.25.
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Figura 15 : Alineamiento de las unidades monoméricas Pstl en el conjunto de especies
analizadas. Las tres primeras letras de cada clon corresponde con el nombre de la especie a la
que pertenece dicha secuencia. (NAC) A. naccarii, (BAE) A. baerii, (GUE) A. gueldenstaedtii, (TRA)
A. transmontanus (HUS) H. Huso, , (RUT) A. ruthenus, (BRE) A. brevirostrum (STE) A. stellatus,
(OXY) A. oxyrinchus, (STU) A. sturio, (SIN) A. sinensis, (FUL) A. fulvescens, y (SCA) S. albus.
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Figura 15: Alineamiento de las unidades monoméricas Pstl, continuaci6n.
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Figura 15: Alineamiento de las unidades monoméricas Pstl, continuacién.
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Figura 15: Alineamiento de las unidades monoméricas Pstl, continuacién.
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Figura 16 : Arbol filogenético realizado con las 64 unidades monoméricas Pst] de todas las especies
analizadas utilizando el método del vecino mas préximo (Saitou y Nei, 1987).
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42.4 Analisis de la varianza molecular (AMOVA).

El analisis de l]a AMOVA demuestra que el 62.2% de la variacion genética
total es debida a la varianza intraespecifica, mientras que el restante 37.8%
representa las diferencias entre especies. El 30.97 % de la variacién total ocurre
entre especies del clado Atlantico y las del clado Pacifico, mientras que el
15.75% se distribuye entre las especies dentro de cada clado. Tal como se
muestra en la Tabla 12, este analisis demuestra que el 28.12% de la variacién
total ocurre entre clados (teniendo en cuenta los 4 clados) y el 16.85% entre

especies dentro de cada clado.

VARIANZA PORCENTAJE DE VARIANZA
Intraespecifica 62.20
Interespecifica 37.80
Entre clados 28.12
Entre especies dentro de 16.85
cada clado

Tabla 12: Varianza intra e interespecifica de las secuencias Pstl. También
se muestran los valores de AMOVA intra e interclado.

4.2.5 Analisis del proceso de homogenizacion y divergencia entre especies.

De la misma forma que ocurria con el satélite Hindlll, aproximadamente
el 95% de las posiciones nucleotidicas de los mon6meros Pstl pueden ser
clasificadas dentro de uno de los 6 estados de transicion descritos por Strachan
et al.,, 1985, como muestra la Tabla 13. En este caso, podemos realizar las
comparaciones entre los cuatro clados ya que hay especies representativas de
cada uno de ellos. Podemos observar que las comparaciones de las secuencias
entre especies del mismo clado, como el caso de A. baerii-A.gueldenstaedti.i, H.
huso-A. baerii o A. naccarii-A. gueldenstaedtii, presentan la mayoria de posiciones
en estados de transicion 2 y 3. Sin embargo, el porcentaje de posiciones

divergentes fijadas aumenta si realizamos la comparacion entre especies de
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diferentes clados, como ocurre en el caso de las comparaciones entre A. naccarii-

A. sturio, S. albus-A. gueldenstaedtii y A. transmontanus-A. baerii.

4.2.6 Clasificacion de los sitios polimérficos.

Hemos analizado la proporcién de sitios polimérficos compartidos entre
2 0 més especies en el alineamiento mdltiple de las secuencias de cada especie.
Encontramos que el 2.5% de los sitios polimérficos pueden ser catalogados
como polimorfismos ancestrales, el 21% de los sitios polimérficos lo comparten
2 6 3 especies estrechamente relacionadas, mientras que el 76.5% de los sitios

polimérficos eran autapomorfias y homoplasias.

4.2.7 Calculo de la tasa de mutacion.

Asumiendo que las distancias genéticas medias entre dos especies podria
ser una estima aproximada de la tasa de mutacién, y teniendo en cuenta que la
distancia Jukes-Cantor entre A. brevirostrum y las especies del linaje de A.
gueldenstaedtii (A. gueldenstaedtii, A. baerii y A. naccarii) es de 0.114, encontramos
que la tasa de mutacién para las secuencias del ADN satélite Pstl es de 1.14 x

10-.

|| r=0.114 / 2 x50 x 10 6 = 1.14 x 109 ||

4.2.8 Analisis de la conversién génica

Con el programa GENECONV encontramos pruebas de apoyo para el
fenémeno de conversién génica en varias regiones de las secuencias

monomeéricas del ADN satélite Pstl.

La Tabla 14 muestra algunos ejemplos de comparaciones entre secuencias de las

diferentes especies analizadas.
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1 2 3 4 5 6 n-St p-nucl.
BAE-GUE 70.46 25.38 0.00 0.00 0.00 0.00 416 193
BAE-HUS 72.10 22.10 0.52 0.00 0.00 0.00 5.28 190
GUE-HUS 73.71 22.68 0.51 0.00 0.00 0.00 3.10 194
NAC-BAE 71.51 19.76 2.32 1.62 1.62 0.00 3.17 "~ 172

NAC-GUE 7447  17.70 1.56 1.56 0.52 0.00 4.19 192
NAC-TRA 70.89  14.55 7.04 1.40 0.46 0.00 5.66 213

GUE-TRA 6492 18.84 5.75 3.14 3.14 0.00 4.21 191
GUE-BRE 68.68  20.87 1.64 1.09 0.54 0.54 6.64 182
TRA-BAE 61.80  20.60 5.52 2.51 3.51 1.00 5.06 199
STU-NAC 6432 16.21 1.08 10.27 2.70 2.16 3.26 185
STU-BAE 59.64  20.46 0.58 6.43 5.84 2.92 413 171
STU-GUE 61.76  17.64 0.58 10.00 4.70 3.52 1.80 170
STU-TRA 61.70  14.89 4.78 7.97 2.65 2.65 5.36 188
SCA-NAC 6436 1648 212 4.25 6.91 1.06 4.82 188
SCA-BAE 6145 18.75 1.56 2.60 7.29 1.56 6.79 192
SCA-GUE 63.53 19.33 1.65 2.20 7.18 2.20 391 181
SCA-TRA 6284 1693 3.82 491 3.82 2.18 5.50 183

Tabla 13: Estados de transicién entre pares de especies relacionadas para la familia de
ADN satélite Pstl calculados siguiendo el método de Strachan et al. (1985). Las dos
Gltimas columnas corresponden a las posiciones no-Strachan y el total de posiciones
nucleotidicas comparadas respectivamente.

COMPARACIONES Sim P I F L D T
BAE1;STE44B 0.0000 1 84 84 0 59
GUES83;HUS21B 0.0000 33 101 69 0 80
GUE72;RUT78 0.0000 1 66 66 0 109
NAC19;GUES83 0.0000 1 64 64 0 84
GUES83;BRE10 0.0000 2 63 62 0 88
NACS;BRE31 0.0000 28 79 52 0 9%
HUS44B;RUT40 0.0000 6 52 47 0 103
BAE1;SCA19 0.0000 15 52 38 0 108
HUS31B;SCA11 0.0000 15 48 34 0 120
BRE23;STU24 0.0000 18 49 32 0 110
NAC24,TRA44 0.0000 1 26 26 0 135
TRA44;SCA11 0.0000 29 52 24 0 117

Tabla 14: Ejemplos de algunas de las comparaciones realizadas con el programa GENECONV
para poner de manifiesto la actuacién del mecanismo de conversién génica. La abreviatura
Sim P corresponde a los valores simulados de p (simulated p values) basados en 10.000
permutaciones. Las iniciales Iy F corresponden a las posiciones del primer y tltimo nucleétido
de la regi6n que resulta de eventos de conversién génica. L=longitud del fragmento que resulta
de eventos de conversién génica. D= nimero de nucleétidos diferentes dentro del fragmento.
T= namero total de desigualdades entre las dos secuencias.
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4.3 ESTUDIO DE LAS SECUENCIAS ESPACIADORAS DE LOS
GENES RIBOSOMICOS 55 DE LA FAMILIA
ACIPENSERIDAE.

A partir de una unidad de repeticién completa, regién funcional y
secuencia espaciadora, de los genes ribosémicos 5S de la especie A. sturio
(Tagliavini et al. 1999a), hemos disefiado una pareja de cebadores para realizar
un estudio de estas unidades ribos6micas 5S en diferentes especies de esturion.
Estos cebadores fueron disefiados enfrentados, uno en la regién espaciadora

(ETS-for) y el otro en la parte funcional (55-rev).

1 2

P

e

Figura 17 : Electroforesis en gel de agarosa de los genes ribosémicos 55 amplificados
mediante PCR en la especie A. naccarii. El nimero (1) corresponde al marcador de peso
molecular de 100 pares de bases. El ntimero (2) corresponde al resultado de la
amplificacién mediante PCR de la especie A. naccarii. Las cifras a la derecha de la figura
indican el tamafio en pares de bases de los fragmentos amplificados. La flecha
corresponde a la unidad dimérica escindida del gel a partir de la cual hemos realizado la

clonacién.
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Utilizando los cebadores ETS-for y 5S-rev, amplificamos las unidades
ribos6micas 5S en la especie A. naccarii. El amplificado de PCR se someti6 a una
electroforesis en gel de agarosa al 1% y el gel se tifi6 con bromuro de etidio para
visualizar las bandas. En el gel pudimos obsevar un amplificado en escalera con

tamafios proximos a 175- 350-525 pares de bases (Figura 17).

La banda de 350 pares de bases se escindi6 del gel y fue purificada. Los
fragmentos de 350 pares de bases fueron clonados y secuenciados (apartado de
Material y Métodos) El fragmento de 350 pares de bases contenia dos unidades
del gen ribosémico 5S, una completa y otra parcial y, separandolos, la region
espaciadora completa, tal como demuestra la bsqueda realizada en la base de
datos del GenBank y de la EMBL mediante el uso del programa BLAST. Se
seleccionaron un total de 9 clones: Nac-1, Nac-2, Nac-7a, Nac-7B, Nac-7C, Nac-

12, Nac-13a, Nac-13B y Nac-29.

El clon Nac-12 fue utilizado como sonda para realizar una hibridacién
tipo Southern sobre una membrana donde, previamente, habfamos fijado ADN
de la especie A. naccarii digerido con diferentes enzimas de restriccion (Hindlll,
Pstl, Sacl, Alul, Hindll, Bcll, Hinfl, Sspl y EcoRI). Tras realizar los lavados de la
membrana a alta astringencia, observamos que para las enzimas de restriccion
Pstl y Hinfl aparecian dos sefiales de hibridaci6n, una més intensa que la otra,
de unos 230 pares de bases la primera y 450 la segunda. Para la enzima Alul, las
sefiales de hibridacién presentaban un tamafio menor, de unos 140 pares de
bases la primera sefial y 230 pares de bases la segunda (Figura 18). Al analizar
los puntos de corte para diferentes enzimas de restriccién en esta secuencia,
comprobamos que para la enzima Pstl y Hinfl hay una diana de corte, la
primera situada en la region cordificadora y la segunda en la secuencia
espaciadora. La enzima Alul genera fragmentos mas pequefios porque presenta
dos dianas de corte en la secuencia, uno en la parte funcional y otra en la regi6n

espaciadora. El patrén de hibridacién obtenido para los genes ribos6micos 55
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en la especie de esturién A. naccarii, estd en consonancia con el obtenido para

otros peces, como en el género Leporinus (Martins y Galetti Jr, 2001a).

A B CDE F G HI
» -° *~@
E 3
—+ e »
»

Figura 18 : Patrén de restriccion del gen ribosémico 55 de A. maccarii revelado por
hibridacién con el clon Nac-12. Las distintas calles se corresponden con la digestion generada
por los siguientes enzimas de restriccién: (A) HindlIll, (B) Pstl, (C) Sacl, (D) Alul, (E) Hindll, (F)
Bcll, (G) Hinfl, (H) Sspl e (I) EcoRI. La flecha indica la unidad de repeticién de aproximadamente
230 pares de bases (gen 5S y secuencia espaciadora). La enzima de restriccion Alul genera
unidades de repeticién mas pequefias ya que presenta dos dianas de corte en la secuencia.

Como hemos comentado en la Introduccién, los genes ribosémicos 5S
consisten en una secuencia codificadora altamente conservada y una secuencia
espaciadora més variable (NTS, non-transcribed spacer). Las variaciones en el
NTS, como inserciones-deleciones, minirrepeticiones y pseudogenes son, con
frecuencia, especificos de una especie y se han utilizado en estudios evolutivos
(Sajdak et al. 1998). Por esta razén hemos realizado el analisis s6lo de las

secuencias espaciadoras.

Tras realizar el alineamiento de todas las secuencias espaciadoras de los

genes ribosémicos 55 en la especie A. naccarii (Figura 19), pudimos observar que
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habia clones con diferente tamafio de secuencia como Nac-12 con 112 pares de
bases y el resto con 98 pares de bases. Esta diferencia en tamafio se debe a una
insercion /delecién de un fragmento de 14 pares de bases (desde la posicién 8 a
la 21 ambas inclusive). El andlisis de las secuencias revela (Figura 19), de la
posicién 15 a la 21 una repeticion que coincide con el inicio de la secuencia

(ACATTTT) y un palindromo de 10 pares de bases (TGTAATTACA) de la

posicion 8 a la 17, ambas inclusive.

— __»
NAC1 ACATIIT~— e —emm—= —ACAATTGAA ATGTGTGGAG GACAAAATGA AATCTCAGGG 60
NAC2 ACATTITT~—— me=m=s—imss ~-ACAATTGAA ATGTGTGGAG GACAAAATGA AATCTCGGGG
NAC7A BCATTITT === Sr=mmmesies -ACAATTGAA ATGTGTG--- GACAAAATGA AATCTCGGGG
NAC7B ACATTIT=== =—==—e=——= -ACAATTGAA ATGTGTGGAG GACAAAATGA AATCTCGGGG
NAC7C ACATTET~—= e -ACAATTGAA ATGTGTGGAG GACAAAATGA AATCTCGGGG
NAC12 ACATTTTTGT AATTACATTT TACAATTGAA ATGTGTGGAG GACAAAAGGA AATTTTGGAG
NACI3A ACATITIT == smwoowoems -ACAATTGAA ATGTGTG--- GACAAAATGA AATNTCGGGG
NAC13B ACATTTT--- ———==——==== -ACAATTGAA ATGTGTGGAG GACAAAATGA AATNTCGGGG
NAC29 ACATTTT—— = smmm e -ACAATTGAA ATGTGTGGAG GACAAARAGGA AATTTTGGAG
NAC1 GAATCACCCC CAGCTCATCG AACAGGAGTG TCATGAAAGC AGAAATGCAA TC 112

NAC2 GAATCACCCC CAGCTCATCG AACAGAAAAG TCATAAAAGC AGAACTACAA TC

NAC7A GAATCACCCC CAGCTCATCG AACAGAAAAG TCATAAAAGC AGAACTGCAA TC

NAC7B GAATCACCCC CAGCTCATCG AACAGAAAAG TCATAAAAGC AGAACTGCAA TC

NAC7C GAATCACCCC CAGCTCATCG AACAGAAAAG TCATAAAAAG CGGACTTCAA TC

NAC12 GAATCACCCC CAGCTCACTA AACATAAAAG TCATGAAAGC AGAAATGCAA TC

NAC13A GAATCACCCC CAGCTNATCG AACAGAAAAG TCATAAAAGC AGAACTGCAA TC

NAC13B GAATCACCCC CAGCTTATCG AACAGAAAAG TTATAAAAGC AGAACTGCAA TC

NAC29 GAATCACCCC CAGCTCACTA AACATAAAGG TCATGAAAGC AGAAATGCAA TC

Figura 19: Alineamiento de las 9 secuencias espaciadoras del gen 5S en la especie A. naccarii.
Las flechas sefialan la repeticién de 7 pares de bases y en negrita la secuencia palindrémica.

De la misma forma que obtuvimos las secuencias funcionales y
espaciadoras para la especie A. naccarii, obtuvimos las secuencias de las demés
especies de esturiones: A. baerii, A. sturio, A. ruthenus, A. gueldenstaedtii, A.
transmontanus, A. sinensis, H. huso, A. stellatus, A. fulvescens, A. brevirostrum A.
oxyrinchus y S. albus. Asi, hemos secuenciado un total de 68 espaciadores del

gen ribos6mico 55 en las 13 especies analizadas.

Las dos variantes en la longitud de las secuencias espaciadoras las hemos
encontrado en la mayoria de las especies (excepto en A. fulvescens, A. oxyrinchus

y S. albus que sélo presentan la secuencia espaciadora con 98 pares de bases).
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Cuando realizamos un analisis filogenético con estas secuencias
utilizando las distancias entre ellas, podemos observar una serie de resultados
(Figura 20). En primer lugar, la agrupacién de las secuencias espaciadoras de S.
albus por un lado y por otro las de A. sturio y A. oxyrinchus. En el resto de

especies, las secuencias espaciadoras se asocian en dos grupos claramente

separados.

Esta subdivision no estaba en consonancia con la division de las
secuencias segtin el tamafio del espaciador, porque en ambos grupos podiamos
encontrar secuencias con insercién/delecion. Tras el andlisis exhaustivo de los
dos tipos de secuencias, observamos que la diferencia entre ellas se deben a 9
posiciones (53, 59, 61, 83, 84, 85, 90, 100 y 111 en el alinemiento multiple) que

definen dos tipos de secuencias espaciadoras como se muestra en la Tabla 15.

Espaciador Tipo 1:
Posiciones 53 59 61 83 84 85 90 100 111
G T T C T A T G A
Nucleétidos
C T cC € T
Espaciador Tipo 2:
Posiciones 53 59 61 83 84 85 90 100 111
T C C T C G G A C
Nucleétidos
T c cC C G

Tabla 15: Posiciones y nucleétidos que definen los dos tipos de secuencias espaciadoras
claramente separadas en el arbol de distancias.
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Figura 20 : Arbol filogenético realizado con las 68 secuencias espaciadoras de los genes
ribosémicos 5S de todas las especies analizadas utilizando el método del vecino mas

préximo (Saitou y Nei, 1987).
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Las dos subfamilias de secuencias espaciadoras fueron encontradas en 3

especies: A. naccarii, A. sturio y A. transmontanus. El resto de las especies tenfan

una de las dos variantes.

A partir de este momento se procedi6 a analizar por separado las

secuencias espaciadoras de cada subfamilia.

Hemos obtenido por tanto 41 secuencias de una de las variantes (que
llamamos espaciador tipo 1) en 10 especies, mientras que de la segunda

variante (espaciador tipo 2) hemos encontrado un total de 27 secuencias en s6lo

6 especies.

4.3.1 ANALISIS DEL ESPACIADOR TIPO 1.

4.3.1.1 Analisis de la variabilidad intraespecifica.

Como anteriormente hemos mencionado, la longitud de la secuencia
espaciadora tiene un tamafio de 98 6 112 pares de bases dependiendo de una
insercién/delecién de 14 pares de bases. Estos tamafios los hemos encontrado
en la mayoria de especies analizadas. Pero ademas, en las especies A. sturio, A.
oxyrinchus y S. albus hemos encontrado secuencias espaciadoras de tamafio
distinto, 103 pares de bases para las dos primeras especies y 102 pares de bases
para la dltima. Esta diferencia es debida a la insercion de una Guanina y una
Adenina en las posiciones 38 y 39, y de tres Adeninas en las posiciones 46, 47 y
48 en las especies A. sturio y A. oxyrinchus; mientras que en la especie S. albus
encontramos la insercién del nucle6tido Adenina en la posicion 39 y la insercion

del trinucle6tido GAC en las posiciones 46, 47 y 48 (Figura 21).
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Figura 21 : Alineamiento de las secuencias espaciadoras tipo 1 de los genes ribos6micos 5S en el conjunto de especies en las que se encuentra representado. Las tres primeras letras de cada clon
corresponde con el nombre de la especie a la que pertenece dicha secuencia. (NAC) A. naccarii, (BAE) A. baerii, (STU) A. sturio, (OXY) A. oxyrinchus, (SCA) S. albus., (TRA) A. transmontanus (HUS) H.
Huso, (GUE) A. gueldenstaedtii, , (RUT) A. ruthenus, y (STE) A. stellatus. Las posiciones 1, 24, 39, 59, 84 y 85 (negrita) diferencian el clado A. sturio-A.oxyrinchus y el clado Scaphihrynchus del resto de las
especies. Las posiciones 38, 46, 48, 77, y 81 (sombreado gris) diferencian el clado A. sturio-A. oxyrinchus del resto de las especies. Las posiciones 40, 41, 42, 45, 46, 48, 50, 51 y 56 (flechas) difencian el
clado Scaphyhrinchus del resto de las especies. Las posiciones 49, 82 y 88 (rectangulo), diferencian la especie A. transmontanus (clado Pacifico), del resto de especies.
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La variabilidad intraespecifica encontrada en esta ocasién para las
secuencias espaciadoras es bastante baja, variando entre 0% de A. ruthenus y
3.4% de A. sturio (Tabla 16). No existe un gran nimero de sitios polimorficos,
siendo A. sturio la especie que mas presenta, con aproximadamente el 8.7% del

total de la secuencia.

4.3.1.2 Estudio de la divergencia interespecifica.

La Tabla 17 muestra las distancias medias entre especies para el
espaciador tipo 1. Observamos que existen valores de variabilidad
intraespecifica mas altos que los valores de divergencia interespecifica cuando
comparamos especies como A. gueldenstaedtii con A. naccarii, A. ruthenus, A.
baerii, A. stellatus y H. huso (todas estas especies pertenecen al clado del
Atléantico). Por el contrario las especies A. transmontanus. A. sturio. A. oxyrinchus
y S. albus presentan valores de variabilidad intraespecifica menores que la

interespecifica.

En el arbol de distancias construido mediante el método de neighbor-
joining (Figura 22), podemos apreciar que las secuencias de S. albus se agrupan
entre si, las de A. sturio y A. oxyrinchus se agrupan en otro clado, y finalmente el
resto de secuencias de las 7 especies restantes aparecen mezcladas en un tercer
clado. Aqui encontramos un agrupamiento preferencial de las secuencias de A.

transmontanus aparte del resto de secuencias de las demas especies.
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Especies S ae un%dades S itios. II
secuenciadas polimérficos
A. naccarii 2 1 0.010
A. baerii 5 3 0.012
A. gueldenstaedtii 5 7 0.031
A. ruthenus 5 0 0.000
H. huso 2 2 0.020
A. stellatus 7 6 0.019
A. transmontanus 3 i 0.006
A. sturio 6 9 0.034
A. oxyrinchus 3 4 0.025
S. albus 3 2 0.013

Tabla 16: Resumen de las secuencias espaciadoras tipo 1. Ilcorresponde a los
valores de diversidad nucleotidica.

NAC BAE GUE HUS RUT TRA STE STU OXY SCA
NAC 0.010 0.010 0.020 0.016 0.005 0.054 0.017 0.128 0.148 0.161
BAE 0.012 0.022 0.016 0.006 0.057 0.018 0.127 0.147 0.160
GUE 0.033 0.027 0.017 0.060 0.028 0.129 0.149 0.167
HUS 0.021 0.010 0.065 0.022 0.134 0.154 0.167
RUT 0.000 0.054 0.011 0122 0.142 0.154
TRA 0.007 0.065 0.187 0.210 0.223
STE 0.021 0.134 0.154 0.167
STU 0.036 0.039 0.168
(0)8¢ 0.026 0.189
SCA 0.013

Tabla 17: Distancias medias intra e interespecificas siguiendo el modelo
propuesto por Jukes y Cantor (1969), para las secuencias espaciadoras tipo 1.
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Figura 22 : Arbol filogenético realizado con las 61 secuencias espaciadoras del tipo 1 de los genes
ribosémicos 58 en todas las especies que lo presentan utilizando el modelo del vecino més préximo

(Saitou y Nei, 1987).
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4.3.1.3 Analisis de la varianza molecular (AMOVA).

El analisis de la AMOVA (Tabla 18), demostr6 que, evitando las
secuencias claramente homogenizadas y diferenciadas de A. sturio, A.
oxyrinchus y S. albus, el 85.89% del total de la varianza genética es debida a
varianza intraespecifica mientras que el 14.11% restante representa la
diferenciacién interespecifica. El anélisis revela que el 68.52% de la variacion

total ocurre entre los cuatro clados que se obtienen en la Figura 13.

VARIANZA PORCENTAJE DE VARIANZA
Intraespecifica 41.52 (85.89)*
Interespecifica 58.48 (14.11)*

Entre clados 68.52
Entre especies dentro de cada clado 1.06

Tabla 18: Varianza intra e interespecifica y valores de AMOVA intra e interclado
para las secuencias espaciadoras tipo 1. Los asteriscos (*) muestran la varianza
cuando no tenemos en cuenta a las especies A. sturio, A. oxyrinchusrhinchus y S. albus.

4.3.1.4 Analisis del proceso de homogenizacién y divergencia entre especies.

En esta ocasién el analisis de los estados de transicion deben ser
considerados con cautela, ya que para algunas especies s6lo tenemos 2 6 3

secuencias espaciadoras.

Cuando realizamos las comparaciones entre las secuencias pertenecientes
a especies del mismo clado, como A. baerii y A. ruthenus o A. gueldenstaedtii y A.
stellatus, comprobamos que la mayoria de las posiciones estdn conservadas y
existe un porcentaje minimo en estado de transicion 2 del proceso de

homogenizacién (Tabla 19).

Por el contrario, encontramos un porcentaje muy alto de posiciones

diagnéstico (5) cuando realizamos la comparacién entre especies de distinto
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clado, por ejemplo A. sturio y A. ruthenus o A. oxyrinchus y A. baerii. El mayor
nimero de posiciones fijadas lo encontramos en las comparaciones de S. albus

con cualquiera de las especies analizadas.

1 2 3 4 5 6 n-St p-nucl.
BAE-RUT 96.93 3.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 98
BAE-STE 91.83 8.16 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 98
BAE-GUE 90.81 8.16 0.00 0.00 0.00 0.00 1.03 98
GUE-RUT 92.85 7.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 98
GUE-STE 87.75 12.24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 98
STU-BAE 80.61 8.16 2.04 0.00 8.16 0.00 1.03 98
STU-RUT 83.67 5.10 3.06 0.00 8.16 0.00 0.01 98
STU-GUE 78.57 10.20 3.06 2.04 5.10 1.02 0.01 98
STU-SCA 77.45 7.84 294 0.00 11.76 0.00 0.01 102
OXY-BAE 83.67 4.08 0.00 0.00 10.20 2.04 0.01 98
OXY-GUE 81.63 6.12 0.00 2.04 8.16 2.04 0.01 98
SCA-BAE 82.65 3.06 0.00 0.00 13.26 0.00 1.03 98
SCA-GUE 79.59 7.14 0.00 1.02 11.22 1.02 0.01 98

Tabla 19 : Estados de Transicién para las secuencias espaciadoras tipo 1 calculados siguiendo
el método de Strachan et al. 1985 entre pares de especies relacionadas. Las dos tltimas
columnas corresponden a las posiciones no-Strachan y el total de posiciones nucleotidicas
comparadas respectivamente.

En el alineamiento general de todas las secuencias espaciadoras tipo 1 de
las 10 especies en las que esta representada (Figura 21), podemos observar que
existen posiciones fijadas que son diagnoésticas para diferenciar especies. Asi,
por ejemplo, las posiciones 1, 24, 39, 59, 84 y 85 diferencian a los clados sturio-
oxyrinchus y el clado Scaphirhynchus del conjunto de secuencias pertenecientes al
resto de las especies. Encontramos posiciones que distinguen esta vez sélo al
clado sturio-oxyrinchus del resto de las especies como son: 38, 46, 48, 77 y 81. Las
que diferencian al clado Scaphirhynchus del resto de secuencias son 40, 41, 42, 45,
46, 48, 50,51, y 56. Tres posiciones, 49, 82 y 88, pertenecientes a la especie A.

transmontanus (clado Pacifico), diferencian a ésta del resto de las especies.
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4.3.1.5 Clasificacion de los sitios polimérficos.

Encontramos que aproximadamente el 93% son autapomorfias
(polimorfismos no compartidos), mientras que el 7% restante son homoplasias
(compartidos entre dos especies muy alejadas). Esto refleja la baja variabilidad
intraespecifica encontrada dentro de los espaciadores asi como una ligera

diferenciacion interespecifica.

4.3.1.6 Calculo de la tasa de mutacién

Comparando secuencias del mismo tipo y asumiendo el tiempo de
divergencia de 90 millones de afios entre los linajes A. sturio-A. oxyrinchus y el

resto de la subfamilia Acipenserinae, estimamos la tasa de mutacién en 0.7 x

10°.

|| r=0126/2x90x106=07x10° ||

4.3.1.7 Analisis de la conversién génica.

Como ‘en el caso de los ADN satélites HindIll y Pstl, igualmente
encontramos que la conversién génica es un mecanismo que actda
homogenizando las secuencias espaciadoras de los esturiones, si bien el nimero

de comparaciones que se pueden establecer es significtivamente més bajo.

4.3.2 ANALISIS DEL ESPACIADOR TIPO 2.

4.3.2.1 Analisis de la variabilidad intraespecifica.

El estudio del tipo de espaciador tipo 2 nos da una informacién muy
limitada, ya que hemos obtenido un nimero bajo de secuencias dentro de las 6

especies que contenian este tipo, como muestra el alineamiento de la Figura 23.
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La longitud de las secuencias se mantiene en 98 y 112 pares de bases sin que

existan otras inserciones/ deleciones de interés en estas secuencias.

La variabilidad encontrada en esta ocasién para las secuencias
espaciadoras es algo maés alta que para el espaciador tipo 1, variando desde el
1.3% en A. fulvescens y 6.3% en A. sinensis (Tabla 20). En cuanto al nimero de
sitios polimoérficos, siempre teniendo en cuenta el bajo nimero de secuencias,
destaca en esta ocasion la especie A. sinensis, donde encontramos 14 sitios

polimérficos, que corresponden aproximadamente al 13% del total de la

secuencia.
s N° de unidades Sitios
Especies : S II
secuenciadas polimérficos

A. naccarii 7 9 0.030
A. sinensis 6 14 0.063
A. transmontanus 4 6 0.032
A. fulvescens 3 2 0.013
A. brevirostrum 6 10 0.040
A. sturio 1 - -

Tabla 20 : Resumen de las secuencias espaciadoras tipo 2. Ilcorresponde a los
valores de diversidad nucleotidica.

4.3.2.2 Estudio de la divergencia interespecifica.

Encontramos valores ligeramente superiores de variabilidad
intraespecifica con respecto a la interespecifica cuando comparamos especies
como A. brevirostrum 3.8% y A. fulvescens 3.2% (que pertenecen al mismo clado)

y A. sinensis 6.8% y A. sturio 6.4% (que pertenecen a clados distintos).

NAC TRA SIN BRE FUL STU
NAC 0.036 0.072 0.087 0.047 0.036 0.040
TRA 0.033 0.073 0.070 0.081 0.055
SIN 0.068 0.089 0.088 0.064
BRE 0.038 0.032 0.047
FUL 0.014 0.039
STU n/c

Tabla 21: Distancias medias intra e interespecifica siguiendo el modelo propuesto
por Jukes and Cantor (1969), para las secuencias espaciadoras de tipo 2.
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Figura 23 : Alineamiento de las secuencias espaciadoras tipo 2 de los genes ribosémicos 5S en el conjunto de especies en las que se encuentra
representado. Las tres primeras letras de cada clon corresponde con el nombre de la especie a la que pertenece dicha secuencia. (NAC) A.
naccarii, (TRA) A. transmontanus, (SIN) A. sinensis, (FUL) A. fulvescens, (BRE) A. brevirostrum y (STU) A. sturio. Las posiciones 64 y 83 (rectingulo),
diferencian el clado Pacifico del resto de especies. La posicién 117 (negrita), diferencia a la especie A. sturio del resto de las especies. Las

deleciones de las posiciones 38 y 39 se han conservado para mantener la misma numeracién nucleotidica que en la secuencia espaciadora de
tipo 1.
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Figura 24: Arbol filogenético realizado con las 27 secuencias espaciadoras tipo 2 del ADN ribosémico
5S en todas las especies analizadas que lo presentan, siguiendo el modelo del vecino mas préximo

(Saitou y Nei, 1987).
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Cuando realizamos un arbol de distancias (Figura 24) con las secuencias
espaciadoras de estas especies observamos que tienden a agruparse por
afinidad taxonoémica, reflejando la separacion geogréfica de las especies, pero
debido al bajo ntmero de secuencias, esta separacién no esta perfectamente

clara, existiendo todavia mezcla de secuencias.

4.3.2.3 Analisis de la varianza molecular (AMOVA).

Este analisis indica que el 59.11% de la varianza es intraespecifica,

mientras que la interespecifica es del 40.89%, como muestran los datos de la

Tabla 22.
VARIANZA PORCENTAJE DE VARIANZA
Intraespecifica 59,11
Interespecifica 40.89

Tabla 22 :Varianza intra e interespecifica de las secuencias espaciadoras tipo 2.

4.3.2.4 Analisis del proceso de homogenizacién y divergencia entre especies.

Para el espaciador tipo 2 encontramos un nimeo més bajo de posiciones
conservadas y mayor porcentaje de estados de transicién avanzados (estados 3
y 4), cuando comparamos especies pertenecientes al mismo clado. Pero si la
comparacion la realizamos entre especies de clados distintos, observamos un
porcentaje mayor de posiciones fijadas como ocurre en el caso de A.

brevirostrum y A. sinensis o A. transmontanus 'y A. naccarii.

La comparacion con la especie A. sturio proporciona poca informacion ya
que tenemos s6lo 1 secuencia de esta especie, pero hay pocas posiciones en

estado 5, y s6lo una compartida con el resto de especies.
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1 2 3 4 5 6 n-St p-nucl.

FUL-BRE 87.23 10.63 212 0.00 0.00 0.00 0.02 94
NAC-BRE 82.60 14.13 0.00 1.08 0.00 0.00 2.19 92
NAC-SIN 79.78 14.89 212 0.00 212 0.00 1.09 924
BRE-SIN 79.16 11.45 1.04 1.04 2.08 0.00 5.23 9%
BRE-TRA 84.04 851 1.06 1.06 212 0.00 321 94
TRA-SIN 81.25 12.50 2.08 0.00 1.04 0.00 3.13 9%
TRA-NAC 86.17 8.51 0.00 0.00 212 1.06 214 94

Tabla 23 : Estados de Transicion para las secuencias espaciadoras tipo 2 calculados siguiendo
el método de Strachan et al. 1985. Las dos ultimas columnas corresponden a las posiciones no-
Strachan y el total de posiciones nucleotidicas comparadas respectivamente.

De la misma forma que para las secuencias espaciadoras de tipo 1, en el
alineamiento de las secuencias especiadoras del tipo dos (Figura 23),
encontramos posiciones que pueden diferenciar entre especies, aunque hay que
tener en cuenta el namero limitado de secuencias de que disponemos. Atn asf,
encontramos como posiciones diagnéstico las posiciones 64 y 83, que
diferencian al clado Pacifico del resto de especies analizadas. Tan solo hemos

encontrado una posicién (117) que diferencia a la especie A. sturio del resto.

4.3.2.5 Clasificacion de los sitios polimérficos.

Como ocurre con el espaciador tipo 1, en esta ocasién encontramos que el

90% de los sitios polimérficos son autapomorfias y el 10% son homoplasias.

4.3.2.6 Analisis de la conversion génica.

Como en el caso anterior, si bien el nimero de comparaciones que se
pueden establecer es muy bajo, igualmente encontramos que la conversién
génica es un mecanismo que acttia homogenizando las secuencias espaciadoras

de los esturiones.
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44 ANALISIS DE LOS EJEMPLARES DE ESTURION
CAPTURADOS EN EL MEDITERRANEO OCCIDENTAL.

En un intento de aclarar el estatus taxonomico de los ejemplares
capturados en los ultimos afios en el Rio Guadalquivir y conservados en la
Estacion Biologica de Dofiana, y de otros ejemplares capturados en la regién del
Adriatico y en el Mediterrdneo occidental, en general, y conservados en
diferentes museos italianos, hemos tratado de extraer su ADN y estudiar los

marcadores descritos anteriormente.

Hemos desarrollado técnicas forenses como las descritas en Material y
Métodos para obtener ADN en las mejores condiciones posibles. En las
diferentes extracciones que se han realizado, el ADN presentaba claros signos
de degradacion pero la concentracién de las muestras ha resultado suficiente

para permitir aplicar la técnica de amplificacion mediante PCR.

En estos especimenes hemos tratado de analizar los tres marcadores
nucleares, las dos familias de ADN satélite HindIIl y Pstl, y las secuencias

espaciadoras de los genes ribosémicos 55, que hemos estudiado en los

apartados previos.

También hemos estudiado dos marcadores citoplasmaticos, un
fragmento del gen del citocromo b y un fragmento del gen ribosémico 125,
ambos de la mitocondria. Los datos obtenidos en estos ejemplares se han
comparado con los de ejemplares de las especies A. naccarii y A. sturio, las dos

especies implicadas en la controversia.
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441 ANALISIS DE LOS MARCADORES NUCLEARES.

4.4.1.1 Analisis de la Familia de ADN satélite HindIIl.

Como hemos mencionado en el apartado 4.1, la familia de ADN satélite
HindIIl no esta presente en el genoma de A. sturio pero si en el de A. naccarii.
Asi, en orden a determinar si los diferentes ejemplares de museo objeto de
nuestro estudio pertenecen o no a la especie A. sturio, hemos estudiado la
presencia de estas secuencias Hindlll en el genoma de dichos ejemplares
mediante hibridacién sobre dot-blot (Tabla 24). Para ello, una alicuota
conteniendo ADN genémico total sin digerir de cada uno de los ejemplares fue
depositada sobre una membrana de nylon. Aplicamos también una alicuota de
ADN gen6mico de las especies A. naccarii y A. sturio, de manera que sirvieran
de control positivo, la primera especie (porque presenta en su genoma la familia
de ADN satélite HindlIll), y como control negativo, la segunda (ya que no
presenta ese satélite). Utilizamos como sonda la unidad monomérica de ADN
satélite HindIll (pHAn 19) de la especie A. naccarii y seguimos el protocolo de
marcaje descrito en el apartado 3.4.4. de Material y Métodos.

Tanto realizando los lavados de la membrana a baja como a alta
astringencia, pudimos observar que los ejemplares (MZUF5700, MZUF6472,
MZUF5704 y MSNG40364), capturados en la region Adridtica y regiones de
Livorno y Génova (Italia) que estén clasificados como A. naccarii presentan la
familia de ADN satélite Hindlll. Otros ejemplares, capturados en la regiéon de
Livorno y la Peninsula Ibérica, y clasificados como A. sturio, no presentan este
ADN satélite (MZUF5716, MNCZ1582 y UGRAI). Sin embargo, existen
ejemplares cuya clasificacién no concuerda con la presencia de este ADN
satélite en su genoma (estan clasificados como A. sturio y si presentan este
satélite). Estos ejemplares son: el ejemplar capturado en la regién de Salerno
(MZUF5714) y los tres ejemplares capturados en el Rio Guadalquivir (EBD8173,
EBD8401 y EBD8173). (Tabla 24).
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— Asman  YAGAROES
» E
ESPECIMEN  gqprciFico EBQCEDENCTA ADN ;) /]\E'}:ELITE (Ntimero de secuencias
HindIIl analizadas)
A. naccarii A. naccarii Rio Po, Italia * HindIll 11)
Pstl )
Espaciador gen 5S 9
Gen Citb 1)
Gen 125 1)
EBD8173 A. sturio Rio Guadalquivir. s HindIll (1)
Alcala del Rio, Pstl 4)
Sevilla. Espafia. Espaciador gen 55 (2
Gen Citb 1)
Gen 125 2
EBD8401 A. sturio Rio Guadalquivir. + HindIIl (2
Coria del Rio, Sevilla. Pstl 6)
Espaifia. Espaciador gen 55 (6)
Gen Citb 1)
Gen 125 3
EBD8174 A. sturio Rio Guadalquivir. + HindIIl 1)
Alcal4 del Rio, Pstl 3)
Sevilla. Espafia. Espaciador gen 55 (5)
Gen Citb 2
Gen 125 1)
MZUF5700 A. naccarii Region Adriatica + na
MZUF6472 A. naccarii Regi6n Adridtica * na
MZUF5704 A. naccarii Regién de Livorno, + na
Italia
MSNG40364  A. naccarii Regién de Génova, o+ na
Italia
MZUF5714 A. sturio Regi6n de Salerno, * na
Italia
MZUF5716 A. sturio Regién de Livorno, - na
Italia
MNCZ1582 A. sturio Rio Guadalquivir, - na
Sevilla. Espafia.
UGRA1 A. sturio Rio Guadalquivir, - na
Sevilla.
A. sturio A. sturio Rio Gironda, Francia - Pstl (5)
Espaciador gen5  (7)
Gen Citb 1)
Gen 125 (1)

Tabla 24: Resumen de la procedencia, el estatus taxonémico de los especimenes de museo
analizados y las secuencias obtenidas para cada uno de los marcadores estudiados. na: no analizado.

117



Resultados

Para comprobar que las muestras de ADN en los cuales no habia
hibridacién para esta familia de ADN satélite se encontraban en buen estado de
conservacién, se hibrid6 la misma membrana con ADN ribosémico 5S (el
inserto del plasmido Nac-12 correspondiente a la especie A. naccarii) como
control positivo. Todos los ADN presentaron hibridacién. De la misma forma,
para comprobar que la sefial de hibridacion era especifica, se utiliz6 como
control negativo de la hibridacion un ADN satélite de otra familia de peces (el
inserto del plasmido pUD112 de Pagrus auriga, Sparidae). No aparecio

hibridacién en ningtin individuo, ni a baja ni a alta astringencia.

Dado su mejor estado de conservacion, los ejemplares conservados en la
Estacion Biolégica de Dofiana han sido estudiados mas en profundidad para los

diferentes marcadores, tanto nucleares como mitocondriales.

Asi, mediante amplificacién por PCR utilizando los cebadores STUR-1 y
STUR-2, hemos puesto de manifiesto que los tres ejemplares conservados en la

Estacién Biol6gica de Dofiana tenian el ADN satélite HindIll en su genoma.

(Figura 25).

Hemos purificado y clonado los amplificados de los ejemplares EBD8401
y EBD8174. De esta forma hemos obtenido dos unidades completas HindIII del
espécimen EBD8401 y un fragmento de 57 pares de bases del EBD8174. Del
ejemplar EBD8173 ya se habia puesto de manifiesto la secuencia de una unidad
monomérica (clon pAll) obtenida mediante clonacién convencional (Garrido-

Ramos et al., 1997).

De esta forma, el analisis de la familia de ADN satélite HindIIl resulta
esclarecedor ya que este ADN satélite no estd presente en el genoma de la
especie A. sturio y en este trabajb hemos puesto de manifiesto que las secuencias
Hindlll est4n presentes en los tres ejemplares del Guadalquivir, tanto por
hibridacion tipo dot-blot, como por amplificacién mediante PCR. En la Figura

26 podemos observar el alineamiento de las secuencias HindlIIl para cada uno
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de los ejemplares EBD estudiados, junto con las obtenidas para la especie A.

naccarii.

Figura 25: Electroforesis en gel de agarosa de la familia de ADN satélite HindIIl amplificada
mediante PCR en los ejemplares capturados en el Guadalquivir. Los nimeros corresponden a
los diferentes especimenes: (2)EBD8173, (3) EBD8174 y (4) EBD8401. El ntimero (1) corresponde
al marcador de peso molecular de 100 pares de bases.Las cifras de la derecha de la figura
indican el tamafio en pares de bases de los fragmentos generados correspondientes a las
unidades multiméricas del satélite HindIll. La flecha corresponde a la unidad dimérica
escindida del gel a partir de la cual hemos realizado las clonaciones de cada uno de los
especimenes estudiados.

Nuestro estudio revela que las secuencias obtenidas se asemejan bastante
a las de la especie A. naccarii dado que la distancia media de las secuencias
Hindlll de los ejemplares de la Estacion Biolégica de Dofiana frente a las
secuencias de A. naccarii es de 0.047. Este valor entra dentro de los parametros

de variacién intraespecifica de A. naccarii (con un valor medio de 0.033; ver

Tabla 6).
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Figura 26 : Alineamiento de las secuencias HindlIII obtenidas para cada uno de los ejemplares
conservados en la Estacién Biolégica de Dofiana asi como para la especie A. naccarii.

4.4.1.2 Analisis de la Familia de ADN satélite Pstl.

De la misma forma, tratamos de poner de manifiesto la presencia de la
familia de ADN satélite Pst] en el genoma de los tres especimenes conservados
en la Estaci6n Biologica de Dofiana, amplificindolo con los cebadores disefiados

para tal fin. El resultado de esta PCR se muestra en la Figura 27.
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Figura 27 : Electroforesis en gel de agarosa de la familia de ADN satélite Pstl amplificada
mediante PCR en los especimenes EBD. (1) EBD8173, (2) EBD8401, (3) EBD8174, (4) marcador
de peso molecular de 100 pares de bases. Las cifras a la izquierda de la figura indican el tamafio
en pares de bases de los fragmentos amplificados. La flecha corresponde a la unidad dimérica

escindida del gel a partir de la cual hemos realizado las clonaciones en cada uno de los

ejemplares analizados.

Como hemos comprobado en el apartado 4.2.1, esta familia de ADN
satélite Pstl esta presente en los géneros Acipenser, Huso y Scaphirhynchus,
incluyendo las especies A. sturio y A. oxyrinchus. El procedimiento que se ha
seguido para la obtencién de las secuencias Pstl es el mismo que para obtener

esta familia de ADN satélite en cualquiera de las especies de esturién

analizadas.

Hemos secuenciado un total de 14 clones entre los tres ejemplares. El
alineamiento de estas unidades monoméricas, junto con las unidades de
repeticion Pstl correspondientes a las especies A. naccarii y A. sturio, se muestra

en la Figura 28.
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Figura 28: Alineamiento de las unidades monoméricas Pst] correspondientes a las especies A.
naccarii, a A. sturio y a los ejemplares conservados en la Estacién Biolégica de Dofiana. Las
posiciones marcadas en negrita corresponden a los estados de transicién 4; las sombreadas en gris,
los estados de transicién 5 y los asteriscos (*) las 6. Las posiciones 1, 11, 40, 51, 64 y 80 hacen mas
diferentes las secuencias sel ejemplar EBD8401 en comparacién con las secuencias de la especie A.
naccarii e incluso con el resto de secuencias pertenecientes a los EBD.
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En este alineamiento hemos sefialado posiciones que claramente
diferencian las secuencias A. sturio de las secuencias de A. naccarii y, a su vez,
de las de los EBD. En concreto, hemos encontrado estados de transicion en
avanzado estado de homogenizaci6n y fijacién (4, 5 y 6) entre las secuencias de
A. sturio y el conjunto de secuencias pertenecientes a los ejemplares EBD8173,
EBD8401, EBD8174 y la especie A. naccarii. La mayoria de posiciones estan
conservadas (estado de transicion 1) o se encuentran en niveles de
homogenizaci6én bajos (estados 2 y en menor medida 3), cuando comparamos
las secuencias de los EBD con las secuencias PstI de A. naccarii. Cuando esta
comparacién se realiza con la especie A. sturio, observamos que el numero de
posiciones conservadas disminuye y aumenta la cantidad de sitios que se
encuentran en niveles superiores de homogenizacion (estados 3 y 4),
encontrando incluso posiciones fijadas (estados 5 y 6). La Tabla 25 muestra las

posiciones nucleotidicas que se encuentran en estados de transicién superiores.

Estados de transicién Posiciones nucleotidicas
4 30-109-151-160
5 53-71-162
6 14-45

Tabla 25 : Estados de transicién 4, 5 y 6 calculados siguiendo el método de Strachan et
al.,(1985) para la comparacién de secuencias Pstl de la especie A. sturio frente a
secuencias PstI de la especie A. naccarii y ejemplares del Guadalquivir.

Como muestra la Figura 28, podemos comprobar que las secuencias Pstl
del ejemplar EBD8401 presentan mas diferencias con las secuencias de la
especie A. naccarii para este satélite porque existen 6 posiciones (1, 11, 40, 51, 64
y 80) que hacen diferentes las secuencias de este ejemplar incluso con las

secuencias Pstl del resto de los EBD.

Un anélisis filogenético nos da un arbol de secuencias como el de la

Figura 29. En este arbol observamos que aparecen bien diferenciadas las
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secuencias de A. sturio por un lado y el resto de secuencias por otro. Agrupadas
entre si aparecen las secuencias Pstl del ejemplar EBD8401 que, segtn el
analisis, son las que presentan menos semejanza con las de la especie A. naccarii.
También aparecen agrupadas las secuencias del ejemplar EBD8174, que
presenta algo mas de similitud con la especie A. naccarii que el ejemplér
EBD8401. Las secuencias del ejemplar EBD8173 aparecen entremezcladas con

las secuencias de A. naccarii y las del ejemplar EBD8174.

EBD8401-7A
EBD8401

40
EBD8401-44

66 |lEBD8401-47
EBD8401-30

32 L EBDB8401-32
EBD8173-15

59

96

5 EBD8173-14
EBD8174-30

54 _—‘j—— EBD8174-9
88 EBD8174-55

EBD8173-5

84

62

4¢ L NACH19
EBD8173-23

67
00 _{ NAC24
90 INAC30

NACS8

NAC90

STU25
|STU6

]| STUS
a2] |STU2
32 STU24

Figura 29: Arbol de secuencias monomericas de familia de ADN satélite Pstl pertenecientes a
los ejemplares EBD y a las especies A. naccarii 'y A. sturio.
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4.4.1.3 Analisis de las secuencias espaciadoras de los genes de ARN

ribos6émico 5S.

Igual que para el andlisis de las secuencias espaciadoras estudiadas en el

resto de especies, hemos utilizado los cebadores ETS-for y 5S-rev para
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amplificar las unidades ribosoémicas 55 en los ejemplares EBD8173, EBD8401 y
EBDS8174. El resultado de esta PCR se muestra en la Figura 30.

525
300

— 175

Figura 30: Electroforesis en gel de agarosa de los genes ribosémicos 58 amplificados
mediante PCR en los especimenes EBD. (1) EBD8401, (2) EBD8174, (3) EBD8173, (4) marcador
de peso molecular de 100 pares de bases. Las cifras a la derecha de la figura indican el tamafio
en pares de bases de los fragmentos amplificados. El asterisco (*) corresponde a la unidad
dimérica escindida del gel a partir de la cual hemos realizado las clonaciones en cada uno de los

ejemplares analizados.

El amplificado de 300 pares de bases de los distintos ejemplares fue

clonado y secuenciado.

Tras el alineamiento de las unidades espaciadoras pertenecientes a los
tres especimenes, comprobamos la existencia de unidades de distinta longitud,
98 y 112 pares de bases. En las secuencias obtenidas de los ejemplares EBD, el
analisis de las posiciones nucleotidicas que eran diagnéstico para la
discriminacion entre los dos tipos de espaciadores, confirman que, en este caso,

también se obtienen dos tipos de secuencias.

El analisis de las secuencias espaciadoras de los genes ribosémicos 55

obtenidas para los tres ejemplares EBD, y para las especies A. naccarii y A. sturio
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se ha realizado teniendo en cuenta los dos tipos anteriormente descritos, si bien

el nimero de secuencias representativo de cada subfamilia es bajo.

4.4.1.3.1 Secuencias espaciadoras de los genes ribosomicos 5S Tipo 1.

En el alineamiento de las secuencias espaciadoras del tipo 1 mostrado en
la Figura 31, encontramos posiciones diagnéstico 1, 24, 38, 39, 46, 47, 48, 59, 61,
77, 81 y 85 capaces de diferenciar a las especies A. naccarii de A. sturio. Las
variantes encontradas en esas posiciones en los tres ejemplares EBDs se

corresponden con las de la especie A. naccarii y no con las de A. sturio.

NAC12 ACATTTTTGT AATTACATTT TACAATTGAA ATGTGTG--G AGGAC---AA AAGGAARATTT 60
NAC29 . .

EBD8173-19
EBD8173-13
EBD8401-30A
EBD8401-30B
EBD8401-60
EBD8174-11
EBD8174-29
EBD8174-32
EBD8174-45
STU1

STU2

STU3

STU4

STUS

STU6

NAC12 118
NAC29
EBD8173-19
EBD8173-13
EBD8401-30A
EBD8401-30B
EBD8401-60
EBD8174-11
EBD8174-29
EBD8174-32
EBD8174-45
STU1

STU2

STU3

STU4

STUS

STU6

Figura.31 : Alineamiento de las secuencias espaciadoras tipo 1 de los genes ribosémicos 5S en
las especies A. naccarii 'y A. sturio, asi como en los tres ejemplares EBDs. El sombreado indica
las posiciones que diferencian a las dos especies. Para esas variantes las secuencias de los
especimenes conservados en la Estacién Biolégica de Dofiana, se parecen a la especie A. naccarii.
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El correspondiente 4rbol de secuencias (Figura 32) demuestra que las de
los ejemplares EBD8173, EBD8174 EBD8401 y las de la especie A. naccarii

aparecen entremezcladas entre si, pero completamente alejadas de las A. sturio.

EBD8401-30B
EBD8401-60
21 EBD8401-30A

% | EBD8174-45

ﬂ‘_ EBD8174-32
40 NAC29
EBD8173-13
41 EBD8174-29

EBD8174-11
EBD8173-19

99
35

Figura 32 : Arbol de secuencias espaciadoras tipo 1 correspondiente a los ejemplares
capturados en el rio Guadalquivir y a las especies A. naccarii y A. sturio.

4.4.1.3.2  Secuencias espaciadoras de los genes ribosomicos 5S Tipo 2.

En el alineamiento de las secuencias espaciadoras tipo 2 de los
ejemplares EBD y las especies A. naccarii 'y A. sturio podemos observar un
namero de secuencias todavia méas bajo que para el caso del espaciador tipo 1
(Figura 33). Para la tnica variante encontrada en la posicién 117, los ejemplares

EBDs se parecen a A. naccarii y no a A. sturio.
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Figura 33 : Alineamiento de las secuencias espaciadoras tipo 2 de las especies A. naccarii, A.
sturio y los tres ejemplares EBDs. El sombreado indica la tinica posicién que diferencia a las
dos especies. Para esa variante las secuencias de los especimenes conservados en la Estacién
Biolégica de Dofiana, se parecen a la especie A. naccarii.

En el arbol de secuencias realizado (Figura 34), aparecen entremezcladas
las de los ejemplares EBD8174, EBD8401 y las de la especie A. naccarii y

permanecen alejadas de la especie A. sturio.

NAC2
NAC7C
NAC1
NAC7B
NAC7A
EBD8401-71
EBD8174-20

T e
58 NAC13B

— EBD8401-21
3l FBD840142

STU7

Figura 34: Arbol de secuencias espaciadoras tipo 2 correspondiente a los ejemplares
capturados en el rio Guadalquivir y a las especies A. naccarii 'y A. sturio.

128



0000000000 0000000000000000000000000000000000°0O0O0COCKOCOCKOCOIROTQONIOTS

Resultados

Por tanto, el analisis de los marcadores nucleares demuestra que los
ejemplares EBD8173, EBD8401 y EBD8174 no son A. sturio. Estos marcadores
demuestran que estos ejemplares podrian pertenecer a la especie A. naccarii que

es la otra especie citada en el rio Guadalquivir.

De todas formas, hay que tener en cuenta que, como hemos puesto de
manifiesto en apartados anteriores de los resultados, las secuencias
monoméricas de las familias de ADN satélite Hindlll y Pstl, asi como las
secuencias espaciadoras de los genes ribosémicos 55, se caracterizan por la
ausencia de evolucién concertada. Como hemos visto en los diferentes
apartados correspondientes a cada marcador, las secuencias de las distintas
especies Unicamente aparecen reunidas siguiendo la agrupacién cladistica
filobiogeogréfica descrita en Ludwig et al., (2001). Por ello, para las secuencias
correspondientes a los tres marcadores nucleares de los ejemplares EBD8173,
EBD8401 y EBD8174, hemos analizado la organizacion cladistica que presentan

teniendo en cuenta el conjunto total de especies.

Para cada uno de los marcadores analizados, encontramos que las
secuencias pertenecientes a los EBDs, al igual que ocurre al comparar las
secuencias de A. maccarii con el resto de especies, se entremezclan con las
secuencias de las especies englobadas en el clado del Atlantico; es decir,
encontramos su agrupacién con las secuencias pertenecientes a las especies A.
naccarii, A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. ruthenus, H. huso, entre otras,
permaneciendo perfectamente diferenciadas del clado del Pacifico, del clado
Scaphirhynchus y del clado A. sturio-A. oxyrinchus, tal como se muestra, para el

caso de las secuencias Pstl por ejemplo, en el arbol obtenido mediante el

método de neighbor-joining de la Figura 35.
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BAE2
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BAE6
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- EBD8401-7A
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Figura 35 : Arbol filogenético realizado con las unidades monoméricas Pstl de todas las
especies analizadas junto con las obtenidas para los ejemplares EBD.
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4.4.2 ANALISIS DE LOS MARCADORES MITOCONDRIALES.

En este trabajo, hemos logrado amplificar un fragmento de 212 pares de
bases pertenecientes al citocromo b y un fragmento de 139 pares de bases del
gen ribos6mico 125 de la mitocondria en los tres ejemplares de la Estacion

Biolégica de Dofiana objeto de estudio. Los resultados obtenidos se muestran a

continuacion.

4.4.2.1 Analisis del gen del citocromo b.

Con los cebadores Cytb-2F y Cytb-3R hemos amplificado mediante PCR
(Figura 36) un fragmento del citocromo b de 212 pares de bases en los tres
ejemplares conservados en la Estacién Biologica de Dofiana y en las especies A.

naccarii y A. sturio

Figura 36: -Electroforesis en gel de agarosa del resultado de la PCR con los cebadores
Cytb-2F y Cytb-3R. Se observa el fragmento de 212 pares de bases amplificado en los
ejemplares conservados en la Estacion Biolégica de Dofiana, EBD8173 (2), EBD8401 3),
EBDB8174 (4), y las especies A. naccarii (5) y A. sturio (6). El nimero (1) corresponde al
marcador molecular de 100 pares de bases.

Este fragmento, una vez purificado, se clon6 y obtuvimos las secuencias

para cada uno de los casos analizados. La Tabla 24 muestra el nimero de

secuencias obtenidas en cada caso.
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Se realiz6 una busqueda de secuencias homoélogas a las secuencias
obtenidas en la base de datos del GenBank y de EMBL mediante el uso del
programa BLAST. Pudimos comprobar que el fragmento del citocromo b
secuenciado en los ejemplares EBD8173 y EBD8401 y A. naccarii presentan una
similitud del 100% con secuencias del citocromo b de la especie A. naccarii
depositadas en la base de datos (AF283730, AF006150); por el contrario la
secuencia del ejemplar EBD8174 y la de A. sturio presentan una semejanza del
100% con secuencias de la especie A. sturio depositadas en la base de datos

(AF283742, AF006134).

Como observamos en el alineamiento de la Figura 37, encontramos 11
posiciones (16, 25, 49, 52, 70, 118, 127, 130, 157, 166 y 169) que difieren entre las
especies A. naccari y A. sturio. Para esas posiciones los ejemplares EBD8173 y
EBD8401 se parecen a A. naccarii mientras que en el ejemplar EBD8174 las

variantes se corresponden con las de A. sturio.

A.naccarii ATTTCTTGCA ATACACTACA CAGCTGACAT TTCAACAGCC TTCTCCTCTG TTGCCCACAT 60
EBD8173-11
EBD8401-36
EBD8174-20
EBD8174-34
A.sturio

A.naccarii CTGCCGAGAC GTAAATTACG GATGACTAAT CCGAAATATT CATGCABRACG GGGCCTCCTT 120
EBDBNTERA, swvmsmasmy sssnssoins SeasesBves Naiaisins MG esmins S ms i d

BEDSADI 56 e iond tlmg (B REE T s mimts MENIEIEsEE O g b st s o s
EBD8174-20 ......... £ ccinsmimis iRalsigugs SmUiiBif: sEiprmeimn sE s
EBD8174-34 ......... B smimsmeins iEseosSsims S HeHiFine 39 o s Fepe 6@ asa

AsUPIG wwmsikees B oo hsmaRie wrERYe RS Be e me R @y 8 e aE S el 8 5w . .

A.naccarii CTTCTTTATC TGCTTGTACC TTCACGTAGC ACGAGGTATA TACTATGGTT CAT 173
EBD8173-11
EBD8401-36
EBD8174-20 ....
EBD8174-34 ....
A.sturio

Figura 37: Alineamiento de los fragmentos de citocromo b obtenidos para los tres ejemplares
EBD y A. naccarii y A. sturio. Los sombreados grises indican las posicionesque hacen diferente
la secuencia de A. naccarii y A. sturio y muestra cémo las variantes encontradas en el ejemplar
EBD8174 se corresponden con A. sturio, mientras que las que se encuentran en EBD8173 y
EBD8401 se corresponden con A. naccarii.
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Cuando realizamos un arbol de distancias (Figura 38) con el conjunto de
secuencias obtenidas del fragmento de 212 pares de bases para cada uno de los
casos estudiados, observamos que las secuencias de los ejemplares EBD8173 y

EBD8401 se agrupan con las de A. naccarii, mientras que las del EBD8174 lo

hacen con las de A. sturio.

A neccaii
EBDB173-11
I EBDB401-36
—— EBDB174-20
EBDB174-34

Astuio

10|

Figura 38: Arbol del citocromo b con los tres ejemplares EBD vy las especies A. naccarii y A.
sturio.

4.4.2.2 Analisis del gen ribosémico 12S.

Con los cebadores 125-2R y 12S-3F logramos amplificar mediante PCR
(Figura 39), un fragmento del gen ribos6mico 125 de 139 pares de bases.

1 2 3 4 5 6

& (O

Figura 39: Electroforesis en gel de agarosa del resultado de la PCR con los cebadores 125-
2R y 12S-3F. Se observa el fragmento de 139 pares de bases amplificado en los ejemplares
conservados en la Estacién Biolégica de Dofiana, EBD8173 (2), EBD8401 (3), EBD8174 (4), y
las especies A. naccarii (1) y A. sturio (5). El ntimero (6) corresponde al marcador molecular

de 100 pares de bases.
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Posteriormente, hemos seguido el proceso de clonacién y secuenciacién
en cada uno de los ejemplares conservados en la Estacién Biolégica de Dofiana,
asi como en individuos de las especies A. naccarii y A. sturio. La Tabla 24 recoge

el namero de secuencias obtenidas en cada caso.

De la misma forma que para el estudio del fragmento del citocromo b,
realizamos una busqueda de secuencias homoélogas a las secuencias obtenidas
en la base de datos del GenBank y de EMBL mediante el uso del programa
BLAST. Pudimos comprobar que los fragmentos del gen 125 secuenciados en
los ejemplares EBD8173 y EBD8401 y A. naccarii presentan una similitud del
100% con secuencias del gen 12S de la especie A. naccarii depositadas en la base
de datos (ANY12664, AF004971); por el contrario la secuencia del ejemplar
EBD8174 y la de A. sturio presentan una semejanza del 100% con secuencias de

la especie A. sturio.(AF004980, AF004981).

En el alineamiento de las secuencias obtenidas para el gen mitocondrial
12S (Figura 40), encontramos posiciones que diferencian las secuencias de los

ejemplares EBD8173, EBD8401 y A. naccarii de las del ejemplar EBD8174 y A.

sturio.

De nuevo, cuando realizamos un arbol de distancias con el conjunto de
secuencias obtenidas (Figura 41), observamos la misma agrupacién que en el
caso anterior: las secuencias de los ejemplares EBD8173 y EBD8401 con las de A.

naccarii, mientras que las del EBD8174 lo hace con las de A. sturio.
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A.naccarii TTTCTATTTT CTTTTTACTG CTAAATCCAC CTTCAACCAC TGGTTTCACA GTGTTATTCG 60
BIT8=0 s msmemms  ws@mee e oreos menm mdidod,  ASRSGRE N SEGNENEREE OBy
817312 = teasencece sevesssase EeveasEEEE BeEEesESE Hemaesenee meeasseeas
BADT=2G  wnmemss R RS R ARG ER R e e e e e 6 ea e e e
BADY=BE snie R SR S e e ee e eoee k@ WS ELEE B8 SR SN e -
FATLSO0  wassssssss medvesvans wmenenbdbe SHFEEEE RN EREEEEAEE By
BLITLET0 cwvwrmnees comoss s mia SSaFOEEMEE Lo oo crcvominpn oo | S

R SEUEIO. e ma e MaH 505 BES S 500 S ey aw s PP T a

.......

A.naccarii TGTATTTTCT GTGTCAGAAA ATGTAGCCCA TTTCTTTCC 99
8173-9
8173-12
8401-29
8401-35
8401-30
8174-20
A.sturio

Figura 40: Alineamiento de los fragmentos del gen ribosémico 128 obtenidos en los tres
ejemplares EBD, y en A. naccarii y A. sturio. Los sombreados grises indican las posicionesque
hacen diferente la secuencia de A. naccarii y A. sturio y muestra cémo las variantes encontradas
en el ejemplar EBD8174 se corresponden con A. sturio y las de los ejemplares EBD8173 y
EBD8401 se corresponden con las de A. naccarii.

81739
8401-35
g0 | 8173-12
A naccarii
8401-30
8401-29
8174-20

A.sturio

Figura 41: Arbol de los fragmentos del gen 12S de los tres ejemplares EBD y de las
especies A. naccarii'y A. sturio.
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5 DISCUSION.

5.1 ;Experimenta el ADN repetido del genoma de los esturiones

evolucion concertada?

5.1.1 Caracteristicas generales de las tres familias de ADN repetido

analizadas.

En esta memoria, la familia de ADN satélite Hindlll, previamente
obtenida por De la Herran et al. (2001a), se ha estudiado mediante hibridacién
tipo Southern-blot, dot-blot y PCR (Figuras 9 y 10), en las especies A. naccarii, A.
baerii, A. gueldenstaedtii, A. transmontanus, A. ruthenus, H. huso, A. sinensis, A.
fulvescens, A. stellatus, A. brevirostrum, S. albus, A. sturio, A. oxyrinchus, y P.
spathula. Se ha podido poner de manifiesto su presencia en el genoma delas 11
primeras especies, mientras que por ninguna de las técnicas mencionadas ni por
otras, como hibridacién in situ, hemos podido demostrar su presencia en las
especies A. sturio, A. oxyrinchus y P. spathula (De la Herréan et al., 2001a; Lanfredi
et al., 2001 y esta memoria). Por tanto, de acuerdo a los datos de Birstein y
DeSalle (1998), este ADN satélite podria tener una antigiiedad de mas de 90

millones de afios.

De forma general, las repeticiones HindIIl (Tabla 5) cuentan con una
longitud de aproximadamente 170 pares de bases, existiendo pequefias
oscilaciones en practicamente todas las especies. Este tamafio de los mon6meros
(170-190 pares de bases) es la longitud més comtn en el caso del ADN satélite
en animales; sobre todo en el ADN satélite centromérico (Choo, 1997). Cuando
presenta longitudes mas grandes suele deberse a que las unidades
monoméricas son resultado de la duplicacién de repeticiones de 170-180 pares

de bases, como ocurre, por ejemplo, en el caso del ADN satélite alfa de los
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centrémeros humanos (Singer, 1982). Incluso en el ADN satélite que presenta
una unidad monomérica de unos 180 pares de bases, es frecuente detectar que
el origen se debe a duplicaciones y posterior divergencia de unidades mucho
més pequefias (Garrido-Ramos et al., 1995b; Kato et al., 1999). De la Herran et al.
(2001a) analizaron las caracteristicas de esta familia de ADN satélite y pai'a
explicar el origen de la unidad monomérica actual, propusieron varios eventos
de duplicacién parcial, conduciendo a la amplificacién de un monémero inicial

de 50 pares de bases hasta la actual unidad de repeticién de 170 pares de bases.

La riqueza en AT (Adenina/Timina) de este satélite supera el 64% en la
mayoria de los casos y podemos observar que presenta cortas repeticiones de
adeninas y timinas a lo largo de la secuencia. Esto, junto con la longitud de las
unidades monoméricas, son caracteristicas comunes a otros ADN satélites
centroméricos (Singer, 1982; Garrido-Ramos et al. 1995b; Choo, 1997). Su
localizacién centromérica la pusieron de manifiesto Lanfredi et al.(2001) en
especies como A. naccarii, A. baerii, A. ruthenus, A. transmontanus, H. huso y A.
gueldenstaedtii. Sin embargo, este ADN satélite s6lo estd presente en algunos
centrémeros de algunos cromosomas muy dispares en tamafio y forma del

cariotipo de estas especies.

En segundo lugar, en esta memoria hemos identificado, aislado y
caracterizado por primera vez, la familia de ADN satélite Pstl. A diferencia del
ADN satélite HindIll, estd presente en el genoma de todas las especies del
Orden Acipenseriformes analizadas aqui: A. naccarii, A. baerii, A. gueldenstaedtii,
A. transmontanus, A. ruthenus, H. huso, A. sinensis, A. fulvescens, A. stellatus, A.
brevirostrum, S. albus, A. sturio y A. oxyrinchus, y ausente en la especie P.
spathula. Encontramos, por tanto, que esta familia de ADN satélite es mas
antigua que la familia Hindlll, teniendo asi una antigiiedad de unos 135
millones de afios (Birstein y DeSalle, 1998), ya que se encuentra presente en

todas las especies de las familia Acipenseridae, pero no de la Poliodontidae;
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mientras que la familia HindIII no estaba presente en especies como A. sturio y

A. oxyrinchus (género Acipenser).

Las unidades monoméricas PstI (Tabla 10) presentan una longitud muy
variable, oscilando entre 180 pares de bases los mon6meros mas cortos y 218
pares de bases los mas largos. Y es que las repeticiones Pstl presentan grandes
deleciones/inseciones de hasta 26 pares de bases en algunas de las especies,
como por ejemplo, A. sturio o A. oxyrinchus (Figura 15). El porcentaje de AT
(Adenina/Timina) no llega en ningtin momento al 50%, por lo que es més bajo
que si lo comparamos con los porcentajes obtenidos en otros ADN satélites,
como el ADN satélite HindIll y otros centroméricos (Fontana, comunicacion
personal). En cuanto a repeticiones internas, podemos destacar dos repeticiones
invertidas cortas y dos repeticiones directas de 15 pares de bases. Las
repeticiones inversas no adyacentes parecen estar relacionadas con la
amplificacion del ADN, ya que serfan capaces de formar estructuras
secundarias que serian reconocidas como sitios de unién de enzimas implicados

en la recombinacion (Ohshima et al., 1992).

Por ltimo, el disefio de cebadores a partir de una unidad de repeticion
de los genes 5S (tanto parte funcional como espaciadora) en la especie A. sturio
(Tagliavini et al., 1999a), nos ha permitido analizar las secuencias espaciadoras

de los genes ribosémicos 55 en un total de 13 especies de esturi6n.

Hemos observado que en la mayoria de las especies (Figuras 21 y 23), las
secuencias espaciadoras presentan una longitud de 98 y/o 112 pares de bases,
consecuencia de una insercién/delecion de un fragmento de 14 pares de bases.
Las dos variantes en la longitud de las secuencias las hemos encontrado en la
mayoria de especies (menos en A. fulvescens, A. oxyrinchus'y S. albus, donde s6lo
encontramos la variante de 98 pares de bases). Al realizar el drbol de distancias
(Figura 20), observamos que se establecia una agrupaci6én de secuencias que no

corespondia a la diferenciaci6n en tamafios. Y es que esta division en dos tipos

141



Discusion

de secuencias espaciadoras no obedece a disparidad en tamafio, sino a
diferencias en la secuencia nucleotidica. Un andlisis exhaustivo de las mismas
revel6 la existencia de nueve posiciones (53, 59, 61, 83, 84, 85, 90, 100 y 111,
Tabla 15) capaces de separar en dos tipos las secuencias espaciadoras. De esta
forma encontramos secuencias espaciadoras de tipo 1 (Figura 21) y tipo 2

(Figura 23), ambas con longitudes de 98 y/o 112 pares de bases.

La separacién de secuencias espaciadoras en dos tipos, en funcién del
tamafio, se ha descrito en peces en varias ocasiones. Asf, en el género Leporinus,
Matins y Galetti Jr, (2001a), diferencian dos NTS, I y II, segtn tenga 80 o 776
pares de bases. Sin embargo, en otros casos, ademés del tamarfio, se ha
encontrado una distincién en dos tipos de secuencias, en base a sustituciones
nucleotidicas, como ocurre en el género Brycon (Wasko et al, 2001), en
salménidos (Pendas et al., 1994) y en especies del género Coregonus (Sajdak et al.,
1998).

La localizacibn cromos6émica de los genes ribosémicos 5S a nivel
intercalar se ha descrito en diferentes especies representando a grupos como
Anguilliformes, Acipenseriformes, Characiformes, Perciformes, Salmoniformes
y Teraodontiformes (Martins y Galetti Jr, 2001b). La misma localizacion
cromos6mica se ha encontrado también en mamiferos (Médkinem et al., 1997,
entre otros), y en anfibios (Lucchini et al., 1993, entre otros), lo que sugirie que
esta localizacion no es casual. Esta determinada distribucién para los genes 55
podria representar alguna ventaja relacionada con la organizacién de estos

genes en el genoma de los vertebrados.

Tagliavini et al. (1999a), estudiaron la localizacion de los genes
ribos6micos 5S en la especie A. sturio mediante la técnica de hibridacion in situ
por fluorescencia (FISH), y localizaron a los genes ribosémicos 55 en la region
intercalar de una pareja de cromosomas pequefios, lo mismo que para la especie

A. ruthenus (ambas especies del nivel cromosémico I, véase Tabla 2; Fontana et
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al., 1999). En las especies A. naccarii y A. gueldenstaedtii (ambas especies de nivel
cromosomico II) la localizacién de los genes 5S es en cuatro cromosomas
pequefios, aunque en esta tltima especie los datos son preliminares (Fontana et
al., 1999). En la especie H. huso (nivel cromosémico I), la localizacién ocurre en

regiones teloméricas (Fontana et al., 1998b).

5.1.2 Analisis de la evolucién concertada.

Por lo tanto, en este trabajo hemos analizado tres regiones nucleares
diferentes de los genomas de trece especies de esturién, las dos familias de

ADN satélite HindIIl y Pstl, y los espaciadores entre los genes ribosomicos 5S.

Como mostraba la Figura 3 del apartado 1.1 de la Introduccién, (Ludwig
et al. 2001), dentro de la familia Acipenseridae, a los esturiones los podemos
agrupar en cuatro clados de acuerdo a consideraciones filogenéticas y
biogeograficas. El primero esta formado por las especies de la Subfamilia
Scaphirhynchinae (género Scaphirhynchus y Pseudoscaphirhynchus), el segundo
esta compuesto de las especies de esturion A. sturio y A. oxyrinchus, el tercero lo
constituyen especies del Pacifico pertenecientes a los géneros Acipenser y Huso
(A. medirostris, A. mikadoi, A. schrenckii, A. transmontanus, A. sinensis y H.
dauricus) y el cuarto clado contiene a las especies del Atlantico incluidas en los
géneros Acipenser y Huso (A. naccarii, A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. brevirostrum,
A. fulvescens, A. persicus, A. nudiventris, A. stellatus, A. ruthenus y H. huso). Los

géneros Acipenser y Huso constituyen la subfamilia Acipenserinae.

De acuerdo a nuestros datos, la ausencia de evolucién concertada sensu
stricto es la norma de las secuencias repetidas en los esturiones. Asi, las
distancias genéticas intraespecificas son mds grandes que las distancias
interespecificas en la mayoria de los casos. Concretamente, en el estudio de la
familia de ADN satélite HindlIll, De la Herran et al. (2001a) encontraron que la

variabilidad intraespecifica de las secuencias analizadas en varias especies de
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esturién era mayor que la divergencia interespecifica de las mismas. En esta
memoria hemos aumentado el ntimero de especies analizadas para este
marcador (un total de 13), y se ha confirmado este resultado (Tabla 6). Asi, por
ejemplo, hemos encontrado en el andlisis realizado, valores de variabilidad
intraespecifica de 9.4% en la especie A. baerii en comparacién con valores de

divergencia interespecifica de ésta con A. naccarii o A. fulvescens de4.3%y44%.

Con el anélisis de una nueva familia de ADN satélite, la familia Pstl, y las
secuencias espaciadoras de los genes ribosémicos 55, hemos querido confirmar
si la ausencia de evolucion concertada se mantenia en otras secuencias
repetidas. En el primer caso, tras el analisis de las secuencias obtenidas para
cada una de las especies, encontramos que las distancias intraespecificas son
muchas veces mayores que las distancias interespecificas (Tabla 11), como por
ejemplo, para la especie A. gueldenstaedtii, en la que mientras la variabilidad
intraespecifica es del 7%, la divergencia entre las secuencias de esta especie con
las de las especies A. ruthenus y H. huso es del 5.8% y 6% respectivamente. En el
caso de los espaciadores entre los genes ribosémicos 55, al encontrar dos tipos
de secuencias espaciadoras, hemos calculado la variabilidad intraespecifica y la
divergencia interespecifica en las secuencias de las especies que presentan cada
uno de los tipos. El espaciador tipo 1 se encuentra en un mayor namero de
especies, por lo que los resultados pueden ser mds significativos que en el caso
del espaciador tipo 2, que esta representado en un nimero de especies muy
bajo y, por tanto, los datos en este caso, debemos tomarlos con mas cautela.
Para las secuencias espaciadoras de tipo 1 (Tablal7), podemos observar valores
de variabilidad intraespecifica més altos que los valores de divergencia
interespecifica al realizar la comparacion de especies como A. gueldenstaedtii con
A. naccarii, A ruthenus, A. baerii, A. stellatus y H. huso. En el segundo caso (Tabla
21), encontramos la misma situacién cuando realizamos la comparacién entre
las especies A. brevirostrum (3.8%) con A. fulvescnes (3.2%) o A. sinensis (6.8%)
con A. sturio (6.4%).
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Los andlisis filogenéticos realizados con los tres tipos de secuencias
repetidas resultan en arboles de secuencias donde quedan reflejados las medias
de divergencia, para cada uno de los marcadores. En los tres arboles obtenemos
que las secuencias aparecen entremezcladas. Por tanto, las secuencias, en
general, no se agrupan por afinidad taxonémica en los correspondientes
arboles, excepto en el caso de las secuencias de la especie S. albus tanto para las
dos familias de ADN satélite (Figuras 12 y 16) como para los espaciadores de
los genes 5S (Figura 22). También encontramos una asociacién cladistica entre
las secuencias de las especies A. sturio y A. oxyrinchus para el caso de la familia
de ADN satélite Pstl y las secuencias espaciadoras. En el caso de la familia de
ADN satélite HindlIll, este marcador no estad presente en el genoma de estas
especies. Podemos observar, en el caso del ADN satélite Pstl, la agrupacion de
las secuencias de las especies en funcién de la subdivisién entre el clado
Atlantico (A. naccarii, A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. brevirostrum, A. fulvescens, A.
stellatus, A. ruthenus y H. huso) y clado Pacifico (A. transmontanus y A. sinensis)
encontrada para el citocromo b (Ludwig et al., 2001). En el caso de las secuencias
HindIll y de los espaciadores intergénicos de los genes 55, también se observa
una tendencia a esta subdivisién, aunque no queda totalmente patente en los

arboles obtenidos.

Aunque la ausencia de evolucion concertada parece ser el modo general
de evolucién de las secuencias repetidas en los esturiones, cuando comparamos
clados, encontramos divergencia entre clados, como indican ademaés los valores
de varianza molecular (AMOVA) calculados para cada uno de los marcadores.
En el caso de las dos familias de ADN satélite, HindIIl y Pstl, podemos observar
que los valores de varianza molecular entre clados es algo menos del doble que
entre las especies dentro de cada clado (Tabla 7 y Tabla 12). En el anélisis de la
AMOVA en las secuencias espaciadoras de tipo 1 es donde encontramos la
diferencia mas notable (Tabla 18), ya que el valor entre clados es

aproximadamente 65 veces mayor que el valor entre las especies dentro de cada
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clado. El analisis de la AMOVA realizado por Ludwig et al. (2001) para las
secuencias del gen del citocromo b de la mitocondria, revela también que la
varianza molecular entre clados es algo menos del doble que entre las especies
dentro de cada clado (33.2% frente al 23.4%). Esto indica que un tiempo de
divergencia largo y el aislamiento geogréfico puede conducir, al menos en

parté, a la evolucién concertada de estas secuencias.

Se han realizado muchos estudios concernientes a la evolucién de las
secuencias repetidas y la mayoria coinciden en que estas secuencias, por lo
general, evolucionan cohesivamente (Ugarkovi¢ y Plohl, 2002), es decir, las
nuevas variantes que surgen por mutacién, se propagan a través de los
miembros de la familia con una tasa de transferencia horizontal més alta que la
tasa con que esos nuevos cambios surgen (Dover, 1982; 1986; Ohta y Dover,

1984).

Sin embargo, existen diversos ejemplos en los que, frente a la norma, se
observa ausencia de evolucién concertada. Uno de los casos més conocidos es el
de una familia de ADN satélite de las moscas tsétsé (Trick and Dover, 1984),
para la cual, los autores de este estudio encuentran una variacién alta de las
secuencias tanto a nivel intra como interespecifico, atribuyendo la ausencia de
evolucion concertada a la baja tasa de homogenizacién de las secuencias. En
otros casos donde se ha encontrado esta ausencia de evolucién concertada, se
ha explicado por la compartimentalizacién cromosémica de las variantes de las
secuencias y por procesos poblacionales peculiares que conducirian a bajas
tasas de homogenizacion y fijacién de las secuencias. Esto, junto con altas tasas
de mutacién, son las causas propuestas para explicar la ausencia de evolucién
concertada en la familia de ADN satélite PIM357 de las especies del género
Pimelia de las Islas Canarias (Pons et al, 2002a, 2002b). La
compartimentalizacién cromosémica de las variantes de las secuencias se ha
encontrado que es una causa comun de la ausencia de evolucién concertada en

el ADN satélite de primates (Willar y Waye, 1987a, 1987b) y en los espaciadores
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entre los genes 5S del algodon poliploide (Cronn et al., 1996). El fallo inherente a
los propios mecanismos moleculares implicados en la homogenizacion de las
secuencias repetidas, junto con bajas tasas de mutacion, se propusieron como
causas para explicar, en un primer momento, la ausencia de evolucion
concertada en la familia de ADN satélite HindIII de los esturiones (De la Herran
et al., 2001a). Asf, estos autores sugirieron que la localizacién centromérica y la
existencia de una pronunciada asimetria entre los cromosomas que contienen
estas secuencias, podian influir en la falta de intercambio de material dando
lugar a la reducida tasa de homogenizacién observada. En la actualidad,
tenemos datos adicionales para explicar la falta de homogenizacién de las
secuencias repetidas. En primer lugar, hemos de tener en cuenta los
espaciadores de los genes 55, un marcador para el que los genomas de los
esturiones tienen un bajo nimero de repeticiones y que esta localizado en uno o
dos loci (Fontana, 2002), dependiendo de que la especie tenga unos 120
cromosomas en el primer caso, y unos 240 en el segundo. Estas secuencias
tampoco evolucionan de manera concertada (Figuras 22 y 24). En esta ocasién,
la ausencia de evolucién concertada no se debe a un excesivo niamero de copias
de la unidad de repeticion, ni a la localizacién de las secuencias en cuestién en

zonas asimétricas de los cariotipos de los esturiones.

Por otro lado, aunque no podemos medir la tasa a la que actGan los
mecanismos moleculares de homogenizacién, tales como el entrecruzamiento
desigual y la conversion génica, si podemos poner de manifiesto, al menos, si la
conversién génica es activa. Nuestro analisis, sin ninguna duda demuestra que
el mecanismo de conversién génica es un mecanismo que estd activo en la
homogenizacién de los tres marcadores. Por ejemplo, en el caso de la familia de
ADN satélite Hindlll, encontramos fragmentos de hasta 65 pares de bases
resultado de evolucién por conversion génica (Tabla 9). O para la familia de
ADN satélite Pstl, donde también encontramos regiones de longitud

considerable (de hasta 84 pares de bases) en varios fragmentos de la secuencia
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que apoyan este fenémeno (Tabla 14). De hecho, en la familia de ADN satélite
Hindlll, De la Herran et al. (2001a) encontraban dos variantes nucleotidicas
localizadas dentro de las primeras veinte posiciones en la unidad de repeticién
en el conjunto de especies analizadas. Nosotros, ahora podemos hablar, y de
hecho se ha venido haciendo durante esta memoria, de dos tipos de secuencias
espaciadoras de los genes ribosémicos 5S. Asi, encontramos que existen nueve
posiciones en las secuencias espaciadoras de los genes 55 (Tabla 15) capaces de
separarlas en dos tipos. Es evidente que el mecanismo de conversién génica est4
actuando homogenizando estas secuencias hacia una u otra variante en cada
caso. Entonces, debemos pensar que la ausencia de evolucién concertada de las
secuencias repetidas (familias de ADN satélite HindIIl y Pstl, secuencias
espaciadoras de los genes 5S), no se debe a un factor como éste, al menos, no

como tinico factor.

En el caso de los esturiones se ha demostrado que las tasas de mutacién
de varias regiones nucleares y mitocondriales son bajas en comparacién con las
de otras especies de vertebrados (Kedrova et al., 1980; Brown et al., 1996; Birstein
y DeSalle, 1998; Krieger et al., 2000; Krieger y Fuerst, 2002b). En el caso de
secuencias repetidas, hemos comentado con anterioridad que presentan una
tasa de cambio mucho maés alta que cualquier otro tipo de secuencias del
genoma eucariota porque, ante la falta de funcionalidad, escapan a la accién de
la seleccion natural y porque la tasa de homogenizacién es mayor que la de
mutacién. En este estudio, hemos puesto de manifiesto que la tasa de cambio
evolutivo es de 0.07% en la familia de ADN satélite HindIll, 0.11% para la
familia de ADN satélite PstI y de 0.07% para las secuencias espaciadoras de los
genes 5S. Estas tasas de mutacién son bajas si las comparamos con las
encontradas para otras especies de peces como los esparidos (hasta cuatro veces
mas baja, Garrido-Ramos et al.,, 1999; De la Herréan et al., 2001c). La tasa de
evolucién de estas secuencias es dos veces més lenta que la tasa de evolucién

del satélite Comtn de los cetéceos, ya considerada baja (0.2%; Arnason et al.,
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1992). La tasa de evolucion del ADN satélite se ha estudiado en el grupo de
especies de Drosophila obscura y es del 3% por millon de afios, el doble de la tasa
de sustituciones sin6nimas en la NADH deshidrogenasa de la mitocondria de
algunas especies de Drosophila (2%, DeSalle et al., 1987) y 13 veces mas que la
tasa evolutiva del satélite y los espaciadores 55 de los esturiones. Es evidente,
pues, que la escasa divergencia encontrada entre especies tras el analisis de las
secuencias repetidas podria ser un factor que influye en la tasa de evolucién

concertada de los esturiones.

Sin embargo, debemos considerar con cautela las tasas evolutivas de las
secuencias repetidas de los esturiones porque hay varios datos que indican una
influencia mayor de factores poblacionales que afectan a la fijacién de las
secuencias, los cuales pueden distorsionar la estima de las tasas de mutacion.
Asi, encontramos que, entre las causas que explican la evolucién de los tres
tipos de secuencias repetidas analizadas en esta memoria, una influencia
importante podria ser el modo evolutivo que ha conducido a la aparicién de las
especies actuales de esturiones, proceso evolutivo en el que han influido

sucesos de poliploidizacién e hibridacién (Vasil'ev, 1999).

Entre las posibles causas para explicar la amplia variabilidad
intraespecifica observada en varios organismos (entre ellos los esturiones), la
poliploidizaci6n es la que se ha mencionado con mayor frecuencia (Krieger y
Fuerst, 2002b). En plantas, la poliploidia es la regla general. En muchos casos, la
variacion intraindividual de los ITS en las unidades ribosémicas, estd asociada
con la poliploidia, aunque muchas plantas poliploides no poseen variacion
intraindividual de las secuencias ITS (Campbell et al., 1997). En el caso de los
peces, la poliploidia se ha asociado con varios grupos, como los salménidos. En
la especie Salvelinus namaycush se ha observado variacién en la secuencia del
NTS de las repeticiones del ARN ribosémico, aunque de nuevo sin evidencias
de la variacién de la secuencia del gen 185 ARN ribosémico (Reed y Phillips,
2000).
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Las especies de esturiones se pueden agrupar en varios niveles de
ploidia: existen especies diploides con unos 120 cromosomas y especies
poliploides con aproximadamente 240 (ademas de un par de especies que
tienen unos 500 cromosomas). Varios sucesos independientes de
poliploidizacién han ocurrido durante la historia evolutiva de los esturiones
dentro del clado Pacifico y Atlantico (Ludwig et al., 2001). La poliploidia natural
del genoma, hace que sea el principal factor que contribuye al origen y
mantenimiento de multiples variaciones en las secuencias del gen 185 del RNA
ribos6mico (Krieger y Fuerst, 2002a). Las copias extras de ADN ribosémico que
existen en el genoma no estdn sometidas a presién selectiva, ya que todas las
copias no son necesarias para una adecuada funcién celular. Aunque es posible
que el alto nimero de variantes de la secuencia encontrada en los esturiones
sean funcionales y necesarias para la supervivencia, no éstd claro por qué

necesita diferentes variantes del gen ribosémico 18S.

Por otro lado, existen evidencias de la existencia de procesos de
hibridaciéon en la evoluciéon de los esturiones (Vasil'ev, 1999), asi como de
fenémenos de hibridacién e introgresién en poblaciones naturales (Berg, 1911;
Arefjev, 1989, 1997). En este caso, la hibridacién podria agrupar diferentes
alelos de dos parentales pertenecientes a especies distintas, creando asi

variacién intraindividual en el gen ribosémico 18S (Krieger y Fuerts, 2002a).

Asi las cosas, debemos mencionar tres datos relevantes que apoyan el
papel de la hibridacién seguida de la poliploidia en el proceso evolutivo de las
secuencias repetidas de los esturiones. Primero, aunque la media de
divergencia entre las secuencias es escasa, en algunos marcadores (familias de
ADN satélite Pstl y HindlIl), hemos detectado altos valores de diversidad
nucleotidica para algunas especies. Asi, los valores de diversidad nucleotidica
mas significativos son los que estan préximos al 10% en especies como A. baerii,
H. huso o A. sinensis en el caso de la familia de ADN satélite HindIII (Tabla 5);

mientras que para la familia de ADN satélite Pstl, encontramos valores atn
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mayores, de hasta aproximadamente el 30% en la especie A. oxyrinchus (Tabla
10). Observamos también que las distancias intraespecificas eran mayores que
las distancias interespecificas cuando se comparan especies pertenecientes al
mismo clado filogenético/biogeografico. Esta situacién la observamos con toda
nitidez en el clado Atlantico, ya que es el que estd representado por mayor
namero de especies en cada uno de los marcadores. Para la familia de ADN
satélite HindlIl encontramos esta situacion al realizar la comparacion entre las
especies A. baerii con A. naccarii, A. baerii con A. gueldenstaedtii, A. gueldenstaedtii
con A. naccarii o A. brevirostrum con A. fulvescens (Tabla 6). En la familia de ADN
satélite Pst] lo podemos ver atin mejor representado si comparamos A. baerii con
A. gueldenstaedtii, H. huso y A. ruthenus o A. stellatus con A. baerii, A.
gueldenstaedtii, H. huso y A. ruthenus (Tabla 11). Y la misma situaci6n en el caso
de las secuencias espaciadoras donde podemos apreciarlo, debido al bajo
ntmero de secuencias, en el clado Atlantico del espaciador tipo 1 (Tabla 17).
Podemos concluir, por tanto, que el flujo genético entre especies puede, de
hecho, reducir las diferencias genéticas entre ellos mientras resulta en un

aumento de variacién genética dentro de las especies.

En segundo lugar, en cada uno de los marcadores, encontramos un
namero bajo de posiciones que estdn totalmente o casi completamente
homogenizadas y fijadas (diferenciadas) entre especies. Este nimero aumenta
considerablemente cuando las comparaciones se establecen entre especies
pertenecientes a diferentes clados filogenéticos (S. albus, A. oxyrinchus-A. sturio
y el resto de especies, con la divisién de especies pertenecientes a los clados
Atlantico y Pacifico para el marcador Pstl). Como vemos en la Tabla 8, los
estados de transicion para la familia de ADN satélite HindIII corresponden a los
niveles inferiores de homogenizacién (1, 2 y 3) cuando comparamos especies
pertenecientes al mismo clado; mientras que en la comparacion de especies de
diferente clado, ya encontramos porcentajes mas altos de posiciones 4, y por

supuesto de 5 y de 6. Donde mejor podemos apreciar esto es en la familia de
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ADN satélite PstI (Tabla 13), ya que en nuestro arbol (Figura 16) se encuentran
representados todos los clados. La mayorfa de las comparaciones de las
secuencias de las especies A. baerii-A. gueldenstaedtii, H. huso-A. baerii o A.
naccarii-A. gueldenstaedtii (Clado Atlantico), muestran un porcentaje mas alto en
los estados de transicion 2 y 3. Sin embargo, el porcentaje de posiciones fijadas
(5 y 6) aumenta considerablemente, si comparamos especies de diferente clado,
como A. naccarii-A. sturio (clado Atlantico-clado A- sturio-A. oxyrinchus), S.
albus-A.gueldenstaedtii (clado Atlantico-clado Scaphirhynchus) y A. transmontanus-
A. baerii (clado Pacifico-clado Atlantico). Esto podria indicar que el tiempo de
divergencia entre las especies del mismo grupo es muy bajo como para que la
divergencia entre las secuencias tenga un valor significativo. Sin embargo, atin
en el caso de que las tasas de mutacién sean bajas y que el tiempo de generacion
sea largo en los esturiones, no podemos asumir que el tiempo de divergencia
entre algunas de estas especies es lo suficientemente escaso como para evitar

valores significativos de divergencia interespecifica.

En tercer lugar, se podria esperar que cuando la tasa de homogenizacion
es mas alta que la tasa de especiacién, las nuevas variantes en la secuencia
llegan a ser fijadas y los polimorfismos intraespecificos deberian tener valores
bajos. Por el contrario, los niveles de polimorfismo deben ser més grandes
cuando la tasa de homogenizacién es equivalente o mas baja que la tasa de
especiacion, de tal forma que los polimorfismos perduraran a través de uno o
mas sucesos de especiacién, con lo que las especies muy relacionadas deben
compartir muchos sitios polimérficos (Ohta y Dover, 1984; Dover, 1982, 1984;
Cronn et al., 1996). Nosotros hemos comparado todos los sitios polimérficos en
las secuencias obtenidas en cada especie y en cada marcador, y hemos
encontrado un porcentaje muy elevado. La mayoria, 75-80%, no son
polimorfismos compartidos (autapomorfias) o son compartidos entre especies
muy alejadas (homoplasias). El otro 20.25% de los sitios polimorficos estén

compartidos entre especies estrechamente relacionadas. La mayoria de éstos
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ocurren entre sélo un par de especies, las cuales se han clasificado como
especies hermanas (A. sturio-A. oxyrinchus o A. naccarii- A. gueldenstaedtii). Asi,
para el caso de la familia de ADN satélite Hindlll, el 11% de los sitios
polimérficos estan compartidos por A. naccarii-A. gueldenstaedtii. El hecho de
que se encuentren gran cantidad de polimorfismos entre especies que han
divergido hace mucho tiempo, indica la existencia de fenomenos de hibridacién

entre ellas.

Finalmente, otra posibilidad podria ser que las secuencias analizadas
estuvieran sometidas a restricciones selectivas. Mravinac et al. (2002) han
sugerido la posibilidad de un sesgo molecular favoreciendo la propagacion de
las secuencias ancestrales para explicar la parélisis evolutiva del satélite PRAT
en especies de cole6pteros. Sin embargo, nosotros no tenemos datos para
deducir un papel de nuestras secuencias de ADN satélite. Ademads, en cualquier
caso, su funcién podria estar mas relacionada con la conservacién de
caracteristicas estructurales para que estas secuencias pudieran adquirir
estructuras secundarias o terciarias que con la conservacién de su estructura
primaria (Mravinac et al., 2002). Otra situacién diferente puede ser la de los
espaciadores 5S. Cronn et al (1996) encontraron que la ausencia de evolucién
concertada para los genes 55 en especies de algodén se podria explicar como
una consecuencia de la accién de la selecciéon natural, pero que los espaciadores
entre genes, como no son funcionales, evolucionan de manera concertada. Es
posible que la seleccién natural pudiera actuar manteniendo similitudes para
los espaciadores de los esturiones entre especies, dado que se ha demostrado en
muchas especies que los espaciadores de los genes 5S pueden contener algin
tipo de secuencia sefial implicada en la regulacion de la expresion génica del
gen 5S (Suzuki et al.,, 1996, Sajdak et al, 1998). En este sentido, la longitud
extremadamente corta de los espaciadores de los esturiones (98-112 pares de
bases) podria constituir la condicién minima necesaria para el mantenimiento

de los genes 5S en el genoma (Martins y Galetti Jr., 2001a, 2001b).
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Por lo tanto, y en conclusién, hemos demostrado que la ausencia de
evolucién concertada es la regla general dentro del genoma de los esturiones, y
se apunta a que fenémenos como la hibridacién y la poliploidizacién pueden
explicar ese fenémeno. Este particular modo de evolucién en los esturiones
puede también explicar las bajas tasas de evolucién observadas en las
secuencias repetidas, lo cual afiade una nueva visién a la observacién de tasas
reducidas de mutacién en estas especies. Sin embargo, no podemos descartar la
influencia de otro factor, tal como la seleccioén natural, en la conservacién de las

secuencias espaciadoras de los genes ribosémicos 5S.

52 El ADN repetido y las relaciones filogenéticas de los

esturiones.

Aunque las secuencias analizadas en esta memoria no evolucionan
concertadamente, nuestro trabajo aporta datos que permiten obtener algunas
conclusiones acerca de las relaciones entre las especies de la subfamilia

Acipenserinae.

Observamos que las secuencias de la especie H. huso,
independientemente del marcador que estemos analizando (familias de ADN
Hindlll, Pstl y secuencias espaciadoras de los genes ribosémicos 5S), se
entremezclan con secuencias pertenecientes a especies como A. naccarii, A.
gueldenstaedtii, A. baerii o A. ruthenus (Figuras 12, 16 y 22). Por tanto, la especie
H. huso podria incluirse dentro del género Acipenser, ya que no tiene identidad
suficiente para ser considerada un género independiente. Esto viene a apoyar el
punto de vista de Birstein y DeSalle (1998) y Ludwig et al., 2001, asi como las
dudas de Artyukhin (1995) sobre la posicién sistemética del género Huso.

Dentro del género Acipenser las especies consideradas més antiguas son

A. sturio y A. oxyrinchus, ya que no presentan en sus genomas la familia de
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ADN satélite HindIIl, bien porque la hayan perdido o bien porque su aparicion
fuera posterior a la divergencia del resto de especies. Ademas, las secuencias
monomeéricas de la familia de ADN satélite Pstl, asi como las secuencias
espaciadoras de los genes ribosémicos 55, de estas dos especies, se agrupan
juntas (Figuras 16, 22 y 24), ampliamente diferenciadas del resto de secuencias
pertenecientes a las demés especies. Estos datos sostienen la hipétesis de que las
especies A. sturio y A. oxyrinchus estén mas relacionadas entre sf y son mas
diferentes que el resto de especies, teniendo una evolucién independiente

(Birstein y DeSalle, 1998; Ludwig et al., 2001).

Por tanto, podemos considerar la asociacién de las especies A. sturio y A.
oxyrinchus como una asociacién cladistica. La asociacion en clados, de acuerdo a
consideraciones filogenéticas y biogeograficas, la encontramos ampliamente
descrita en el trabajo de Ludwig et al. (2001). De la misma forma que estos
autores, no s6lo encontramos el clado A. sturio-A.oxyrinchus, sino que también
encontramos el clado Scaphirhynchus, ya que con todos los marcadores,
encontramos una agrupacion de secuencias por afinidad taxonémica en la
especie S. albus (Figuras 12,16 y 22 ). Y también encontramos diferenciadas a las
especies pertenecientes a los clados Pacifico y Atlantico. De las especies que
engloba el clado del Pacifico, nosotros sélo tenemos representacion de dos de
ellas, A. transmontanus y A. sinensis. Como hemos podido comprobar, las
secuencias Pstl de estas especies se agrupan juntas, diferencidndose de las
secuencias correspondientes a las especies del clado Atlantico (Figuras 12, 16, 22
y 24). Dentro del clado Atlantico, es donde encontramos mayor representacion
de especies. Nosotros hemos estudiado 8 de las 10 que incluye. En el conjunto
de marcadores estudiados, observamos que las secuencias pertenecientes a las
distintas especies aparecen entremezcladas (Figuras 12, 16, 22 y 24). Sin
embargo, podemos encontrar especies como A. naccarii, A. gueldenstaedtii y A.

baerii que estan estrechamente relacionadas como apuntaban otros autores
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(Artyukhin, 1995; Tagliavini et al., 1999b), incluso pudiéndolas considerar como

especies hermanas.

5.3 Utilizacién de los marcadores moleculares para clarificar las

especies de esturion del Mediterraneo occidental.

En este trabajo hemos llevado a cabo el andlisis de varios especimenes de
esturién conservados en museos y capturados en diferentes localidades, desde
el Rio Guadalquivir (vertiente Atlantica) hasta Chioggia (Italia, region
Adriatica) pasando por Salerno, Livorno y Génova (Italia, regién Mediterranea).
Algunos de estos especimenes fueron previamente clasificados como A. sturio
(EBD8173, EBD8401, EBD8174, MZUF5714, MZUF5716, MNCZ1582 y UGRAL1),
y otros como A. naccarii (MZUF5700, MZUF6472, MZUF5704 y MSNG40364).

La obtencion del ADN de estos ejemplares se ha llevado a cabo
utilizando técnicas forenses, y hemos obtenido resultados de amplificacién
mediante la aplicacion de la técnica de PCR. La aplicacién de técnicas forenses
para la extraccion de ADN en relacién con los esturiones se ha empleado, sobre
todo, para la determinacién de especies de esturién a partir del caviar que
producen ya que la calidad de cada tipo difiere en cuanto a la disponibilidad en
el mercado, sabor, y por supuesto, precio. Por estas razones estdn expuestos a

fraudes comerciales (Fontana et al., 2001).

La aplicacion de técnicas forenses para la obtencion de ADN de los
ejemplares conservados en los diferentes museos e instituciones, nos permite
afirmar con seguridad, que el ADN extraido de cada uno de los especimenes no
es debido a contaminaciones ni artefactos resultado de la conservacién y
almacenaje de las muestras, sino que el ADN extraido es auténtico. Disponer de
ADN en buenas condiciones o en las mejores condiciones posibles, es un paso

importante a la hora de trabajar con estos especimenes. Asi es posible aplicar la
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técnica de amplificacion mediante PCR, mucho mas sensible y que necesita
muy poca cantidad de ADN en comparacién con otras técnicas, para cada uno
de los marcadores analizados en esta memoria. Este problema lo encontraron
Doukakis et al. (2000) al tratar de analizar el ADN mitocondrial de los
ejemplares EBD8173, EBD8401 y EBD8174. En esa ocasion, tres laboratorios
independientes en Nueva York, Berlin y Madrid, utilizando distintas técnicas,
no lograron extraer ADN de estos ejemplares, y utilizaron este hecho para
argumentar en contra de los resultados obtenidos para los mismos especimenes

por otros autores (Garrido-Ramos et al., 1997; Ruiz Rejon et al., 2000).

En esta memoria hemos extraido ADN en buenas condiciones de todos
los ejemplares descritos en la Tabla 24, pero nos hemos centrado principalmente
en el estudio de los tres especimenes capturados en el Rio Guadalquivir a
mediados de los afios 70 y 80 y que estan conservados en la Estacién Biologica
de Dofiana en Sevilla (ejemplares EBD8173, EBD8401 y EBD8174). De este ADN,
hemos clonado secuencias para cinco marcadores moleculares (tres nucleares y
dos mitocondriales), las cuales fueron a continuacién comparadas con
secuencias de las especies A. naccarii y A. sturio, en particular, pero también con

otras especies de esturiones analizadas en esta memoria.

Los genomas de los tres especimenes del Guadalquivir presentan la
familia de ADN satélite HindlIl (Figura 25). Este marcador tiene un carécter
cladistico fuerte ya que diferencia a la especie A. naccarii de A. sturio, estando
presente en el genoma de la primera especie pero no de la segunda (Garrido-
Ramos et al., 1997; De la Herrén, et al., 2001a; Lanfredi et al., 2001). Pero ademas,
esta presencia/ausencia no es aleatoria en diferentes poblaciones de la especie
A. sturio, sino que la ausencia de las secuencias HindlII es cladistica, puesto que
las secuencias HindIll tampoco estan presentes en la especie hermana A.

oxyrinchus, es decir, no estan presentes en todo el clado A. sturio-A. oxyrinchus.
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De este anilisis de presencia/ausencia de las secuencias Hindlll,
podemos destacar que la especie A. naccarii vivié y se reprodujo recientemente
en el Rio Guadalquivir. En este sentido hemos obtenido mas evidencias
moleculares que demuestran que esta especie se ha capturado fuera del Mar
Adriatico. Asf, mediante hibridacién tipo dot-blot, hemos encontrado esta
familia de ADN satélite dentro de los genomas, no s6lo de algunos especimenes
de museo clasificados como A. maccarii y cogidos en la regién Adriatica
(MZUF5700 y MZUF6472), sino también en algunos especimenes de esta
especie cogidos fuera de esta regién, como Livorno y Génova (region
Mediterranea, MZUF5704 y MSNG40364) y en algunos especimenes clasificados
como A. sturio de la regién de Salerno (MZUF5714). Por otro lado, este ADN
satélite estd ausente en otros ejemplares del Rio Guadalquivir (MNCZ1582 y
UGRAL1) y de la regién de Livorno (MZUF5716), por lo que estos tltimos

ejemplares se pueden atribuir a la especie A. sturio.

Para las dos familias de ADN satélite HindIIl y Pstl, y los espaciadores de
los genes ribos6micos 5S, los tres especimenes del Rio Guadalquivir, tienen
secuencias similares a las de la especie A. naccarii, y claramente diferenciadas de
las secuencias de A. sturio (Figuras 26, 28, 31 y 33). En el arbol de secuencias
obtenido para la familia de ADN satélite Pstl, podemos observar con claridad
que las unidades monoméricas de los ejemplares del Guadalquivir se
entremezclan con las de la especie A. naccarii permaneciendo ampliamente
diferenciadas de las de la especie A. sturio (Figura 29). Es mas, en el arbol de
secuencias de la Figura 35 podemos apreciar que las secuencias de los
ejemplares conservados en la Estacién Biolégica de Dofiana se diferencian, no
s6lo del clado formado por las especies A. sturio-A. oxyrinchus, sino también del
clado Scaphirhynchus y del clado Pacifico, y aparecen entremezcladas con las
secuencias monoméricas Pstl del conjunto de especies que forman el clado del
Atlantico. Una situacién idéntica podemos describir en las secuencias

espaciadoras de tipo 1 y 2. Aunque hay un ntimero reducido de secuencias, las
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unidades espaciadoras de los ejemplares EBD se agrupan con las de la especie
A. naccarii, diferenciandose de las de la especie A. sturio, en el caso del
espaciador tipo 1 (Figura 32). Algo similar ocurre para el espaciador tipo 2,
donde la tinica secuencia de A. sturio representante de este tipo de espaciador,
aparece bien diferenciada de las secuencias de los EBD y A. naccarii (Figura 34).
El que aparezcan entremezcladas las secuencias de los EBD con las de varias
especies del clado Atléntico, es logico dado que eso es lo que ocurre con las

secuencias de A. naccarii.

En esta memoria se ha llevado a cabo también el estudio de dos
fragmentos de ADN mitocondrial en los tres ejemplares de la Estacion Biologica
de Dofiana, asi como en especimenes de las especies A. naccarii y A. sturio. Los
marcadores mitocondriales presentan unas caracteristicas moleculares y
evolutivas que los hacen muy interesantes para estudios taxon6micos y
filogenéticos (Harrison, 1989; Brunner et al., 2001; Pastorini et al., 2002; Riesing et
al., 2003; Shinohara et al., 2003; Pang et al., 2003;). Asi, por ejemplo, se encuentra
un ndmero de copias de ADN mitocondrial por célula de 2 6 3 6rdenes de
magnitud mayor con respecto al ADN nuclear, por lo que en muestras antiguas
y degradadas puede ser la tnica opcion viable. EI ADN mitocondrial presenta
ademas herencia materna, por lo que no existen evidencias de que recombine

con otras moléculas de ADN, y evoluciona de manera més rapida que el ADN

nuclear.

Son varias las regiones del ADN mitocondrial que se han estudiado en el
genoma de los esturiones, como: la regién control o D-loop, el gen de la NADH
deshidrogenasa, los genes ribosémicos 125 y 16S, entre otros (Ludwig y
Kirschbaum, 1998; Ludwig et al., 2000; Krieger et al., 2000). Pero la region que se
ha usado habitualmente en estudios filogenéticos interespecificos es la del gen
del citocromo b (Ludwig y Kirschbaum, 1998; Birstein y DeSalle, 1998; Ludwig
et al., 2001). Estas regiones también se han utilizado para la diferenciacion de

especies como A. naccarii y A. sturio (Almodévar et al., 2000; Gasent-Ramirez et
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al., 2001) o de especies como A. sturio y A. oxyrinchus (Ludwig et al., 2002;
Birstein y Doukakis, 2000).

Los fragmentos de ADN mitocondrial que hemos estudiado en los
ejemplares conservados en la Estacién Biol6gica de Dofiana son un fragmento
del gen del citocromo b y un fragmento del gen ribosémico 12S. En el
fragmento del citocromo b, las 11 posiciones que diferencian a las especies A.
naccarii y A. sturio clasifican a los ejemplares EBD8173 y EBD8401 como A.
naccarii y al EBD8174 como A. sturio (Figura 37 y 38). De igual forma, las 3
variantes que diferencian a A. naccarii de A. sturio se corresponden con las de la
especie A. naccarii en los ejemplares EBD8173 y EBD8401; mientras que las del
EBD8174 se corresponden con las de A. sturio (Figura 40 y 41).

En varios trabajos anteriores, el espécimen EBD8174 se ha clasificado
como A. sturio de acuerdo a estudios mitocondriales utilizando los mismos
marcadores (el mismo fragmento, tanto del citocromo b como del gen 12S),
(Almodévar et al., 2000; Gasent-Ramirez et al., 2001) pero en ningun caso, estos
autores han podido determinar el estatus taxonémico de los ejemplares
EBD8173 y EBD8401. En nuestro estudio confirmamos el resultado obtenido por
estos autores para el ejemplar EBD8174, pero ademas hemos obtenido
resultados para los marcadores mitocondriales de los ejemplares EBD8173 y

EBD8401.

Sin embargo, encontramos datos contradictorios para el ejemplar
EBD8174 cuando estudiamos marcadores nucleares, ya que tanto para este
ejemplar como para los dos anteriores, el estudio de las dos familias de ADN
satélite, como las secuencias espaciadoras de los genes 55, los catalogan como A.
naccarii (Figuras 25, 26, 28, 29, 31, 32, 33 y 34). Se plantea, por tanto, la necesidad
de precaucion en estudios genéticos utilizando ADN mitocondrial

exclusivamente, ya que los resultados podrian ser engafiosos cuando se trata de
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especies, que como en el caso de los esturiones, son propensas a la hibridacién

interespecifica.

La explicaci6én mas evidente para estas diferencias es que el ejemplar
EBDS8174 es un hibrido entre A. sturio y A. naccarii. Tales hibridos se han
descrito para especies de esturion simpatricas (Arefjev, 1997). Este autor
considera que los esturiones presentan una alta frecuencia de hibridacién. Los
cambios drasticos en las poblaciones naturales (como la contaminacién, la
sobrepesca, la construccion de embalses, etc) podrian alterar el medio en el que
viven y favorecer la creaciéon de hibridos. El tnico problema que este autor
plantea, es en relacion con la posible infertilidad de los hibridos. Sin embargo,
Vasil’ev, (1999) propone un modelo como la especiacion reticular, para explicar
la evolucién de los esturiones, en el que existirian pasos intermedios en los que
estarfan implicadas formas hibridas fértiles. En los esturiones, los mecanismos
de especiacién no actuan separando completamente a los individuos hibridos,
de manera que los gametos que producen, perfectamente pueden fecundar y ser
fecundados por gametos producidos por la especie de origen. Estos hibridos se
han descrito en la naturaleza en varias ocasiones (Legeza, 1971; Birstein et al.
1997), e inluso se cultivan estas especies hibridas (Krylova, 1999). También
debemos considerar los fenémenos de introgresiéon como una posibilidad para
explicar la aparicién de este ejemplar hibrido, porque se han descritos casos en
los que se ha encontrado haplotipos mitocondriales correspondientes a una
especie en la mitocondria de otra. Este es el caso de introgresion de las especies
A. naccarii y A. gueldenstaedtii (Ludwig, comunicacién personal), ocurrida
recientemente. La aparicion de hibridos generada por el fenémeno de
introgresion puede ser explicada mediante alteraciones en el habitat. Estos
cambios drésticos en el habitat, ya sean por fenémenos naturales como por la
accién del hombre, provoca la aparicion de hibridos, como por ejemplo se ha

descrito en el caso del hibrido Gila seminuda (Ciprinidae) (DeMarais et al., 1992).
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En términos generales, nuestro estudio demuestra que la especie A.
naccarii, actualmente endémica del Adriatico, pudo colonizar las costas de la
Peninsula Ibérica, aunque tampoco podemos descartar la hip6tesis alternativa:
que en realidad las especies A. naccarii y A. sturio fueran aut6ctonas de la
Peninsula Ibérica, y el centro de distribucion de A. naccarii no fuera

exclusivamente la regién adriatica.

Como mencionamos en la Introduccién, es més habitual de lo que se
crefa que las especies de esturibn se muevan y cambien sus &reas de
distribucién (Ludwig et al, 2002; Ludwig, comunicacién personal). Por eso,
nuestros resultados suponen que el centro de distribucién de la especie A.
naccarii podria ser el Mar Mediterrdneo y que su érea de distribucion histérica
alcanzara desde la Peninsula Ibérica hasta el Mar Adriético. Esta gran area de
distribucién de la especie A. naccarii es coherente con la observacién general de
que la mayoria de especies de esturién habitaban vastas &reas de continentes y

cuencas (Choudhury y Dick, 1998).

En el ambito aplicado, el cultivo de la especie A. naccarii estd maés
avanzado que el de A. sturio (Williot et al., 2001), por lo que la primera especie
podria ser utilizada como una alternativa o como complemento a la especie
ultima, para llevar a cabo programas de recuperacién en la naturaleza y, por
supuesto, para la produccién de esturiones (carne y caviar) en el Mediterraneo

occidental.
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6 CONCLUSIONES

PRIMERA. Hemos analizado dos familias de ADN satélite en el genoma de 14
especies del Orden Acipenseriformes, las familias HindlIIl y Pstl. La familia de
ADN satélite HindlIll esta localizada a nivel centromérico, tiene una longitud
aproximada de 170 pares de bases y presenta un alto contenido en AT. Esta
familia de ADN satélite est4 ausente en el genoma de las especies P. spathula, A.
sturio y A. oxyrinchus y presente en el resto de especies analizadas, por lo que se
estima su antigiiedad en unos 90 millones de afios. La familia de ADN satélite
Pstl es més antigua que la anterior, ya que estd presente en todas las especies
analizadas excepto en la especie P. spathula, por lo que se estima su antigiiedad
en unos 135 millones de afios. De unidad monomérica mayor, 230 pares de

bases, presenta un contenido en AT inferior al 50%.

SEGUNDA. Hemos analizado las secuencias espaciadoras de los genes
ribosémicos 5S en 13 especies de esturion, encontrando espaciadores diferentes
en cuanto a su longitud. Asi unos espaciadores tienen 98 pares de bases y otros
tienen 112 pares de bases. Por otro lado, hemos detectado 2 subfamilias
diferentes de espaciadores de acuerdo a la existencia de una serie de sitios
diagnosticos que diferencian dos tipos de secuencias. Sin embargo, esta
subdivisién en dos tipos de secuencias no est4 relacionada con el tamafio de los

espaciadores.

TERCERA. Tras el andlisis de tres familias de secuencias repetidas podemos
concluir que, en sentido estricto, la ausencia de evolucion concertada es la regla
general de las secuencias repetidas en los esturiones. El analisis filogenético
realizado para cada uno de estos marcadores demuestra la existencia de varios
clados de secuencias que se corresponden con los cuatro clados
filobiogeogréaficos que estdn definidos dentro de los Acipenséridos. Asi, las
secuencias de especies pertenecientes a cada uno de estos clados aparecen

agrupadas y, a su vez, diferenciadas de las secuencias de especies del resto de
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clados. Sin embargo, dentro de cada clado, las secuencias no se agrupan por

afinidad taxonémica, sino que aparecen entremezcladas.

CUARTA. La existencia probada de la actuacién de mecanismos como la
conversién génica en la evolucién de estos tres tipos de secuencias, demuestra
que la ausencia de evolucién concertada en los esturiones no se debe a fallos en
los mecanismos de homogenizacién. Asi lo pone de manifiesto el analisis de
estas secuencias mediante el programa GENECONYV, que revela la existencia de
regiones largas en las que diferentes unidades repetitivas comparten
mutaciones en las mismas posiciones. Igualmente, se observa este hecho en la
existencia de distintas subfamilias dentro del ADN satélite HindIIl y de los
espaciadores ribosémicos. El hecho de que, a diferencia de las dos familias de
ADN satélite, los espaciadores ribosémicos s6lo ocupen uno o dos loci en el
genoma (dependiendo del nivel de ploidia), apoya la idea de que no existen
impedimentos fisicos al intercambio genético entre secuencias repetidas en los

esturiones.

QUINTA. Las tasas de cambio evolutivo en los esturiones calculadas para
varias regiones, tanto nucleares como mitocondriales, son bajas en comparacién
con las de otras especies de vertebrados. Para las secuencias aqui analizadas,
hemos calculado que la tasa de cambio es igualmente baja. Asi, la familia de
ADN satélite HindlIl presenta una tasa de cambio del 0.07% por gameto y por
afio o para la familia Pstl este valor es de 0.11% por gameto y por afio, y
finalmente, es de 0.07% por gameto y por afio para las secuencias espaciadoras
de los genes ribosémicos 5S. La escasa divergencia en las secuencias repetidas
entre especies podria ser un factor que influye en la baja tasa de evolucién
concertada de los esturiones. Sin embargo, también es posible que estas tasas
estén influidas por otros factores como los resultantes de las hibridaciones
interespecificas y la poliploidia, que se han propuesto como procesos

importantes en la evolucién de los esturiones.
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SEXTA. Entre los datos que apoyan que la evolucién de las secuencias
repetidas de esturiones estd influenciada por los procesos de hibridacién y
poliploidizacién, hay que destacar que los valores de las distancias
intraespecificas son, por lo general, mayores que los valores de distancias
interespecificas. Esta observacién se hace més patente cuando se comparan
especies pertenecientes al mismo clado filogenético/biogeografico. Y es que el
flujo génico entre especies puede, de hecho, reducir las diferencias genéticas

entre ellas mientras resulta en un aumento de variacién genética dentro de cada

especie.

SEPTIMA. En cada uno de los marcadores analizados encontramos un niamero
bastante bajo de posiciones que estan completamente homogenizadas y fijadas
entre especies. Sin embargo, este niumero aumenta considerablemente cuando

esas comparaciones las realizamos entre especies pertenecientes a diferentes

clados filogenéticos.

OCTAVA. Asimismo, hemos realizado la comparacién de todos los sitios
polimoérficos en las secuencias de cada especie, para cada marcador,
encontrando un porcentaje muy elevado de éstos. Pero en este caso, entre el
elevado porcentaje de sitios polimérficos, la mayoria de ellos son sitios no
compartidos (autapomorfias) o compartidos entre especies muy alejadas
(homoplasias). Esta conclusion y las dos anteriores, apoyan el papel relevante
que juega la hibridacion interespecifica y la poliploidizacion en la evoluci6én de

las secuencias repetidas de los esturiones.

NOVENA. Sin embargo, también es posible que la seleccion natural pueda
actuar manteniendo la similitud interespecifica en las secuencias espaciadoras

de los esturiones.

DECIMA. Por otro lado, hemos demostrado que entre los ejemplares de

esturiéon del Mediterraneo occidental, conservados en diferentes museos,
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existen especimenes que se habian catalogado como A. sturio, pero que al
presentar la familia de ADN satélite HindlIIl en sus genomas, no se pueden
catalogar como tales. De la misma forma, en algunos ejemplares que habian
sido catalogados como A. naccarii hemos confirmado que presentan esta familia
de secuencias repetidas, por lo que podrian ser considerados A. naccarii sin

problemas.

UNDECIMA. Para profundizar en el conocimiento del estatus especifico de los
esturiones del Guadalquivir, hem<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>