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1. INTRODUCCION

Aunque algunos peces como los salménidos se han utilizado
ocasionalmente por los bi6logos moleculares como material de estudio, en
realidad este grupo de vertebrados ha sido poco analizado desde el punto de vista
molecular. En los tltimos afios el panorama ha variado, y ya son muchos los
bidlogos moleculares que utilizan los peces para sus experiencias. En concreto,
son tres los campos de la Biologia Molecular en los que los peces han hecho
irrupcidn. En primer lugar, el pez japonés fugu estd siendo objeto de un proyecto
genoma por cuanto, debido a su bajo contenido en DNA, presenta ventajas para
este tipo de estudios, y puede servir de modelo comparativo para el genoma
humano (Brenner y col., 1993; Elgar y col.,, 1996). En segundo lugar, los
salmonidos sobre todo, pero también otros grupos de peces, estdn siendo objeto
de experiencias de ingenierfa genética que pretenden mejorar sus prestaciones a
la hora de cultivarlos (Devlin y col., 1994). Finalmente,los peces, y el pez cebra
concretamente, son objeto de estudio por parte de los genéticos que tratan de
determinar el control genético de un aspecto tan importante de los seres vivos
como es el desarrollo (Granato & Niisslein-Volhard, 1996).

Nuestro grupo viene desarrollando desde la mitad de la década de los
afios ochenta una linea de investigacion en Genética de peces. En este trabajo se
exponen los resultados y conclusiones obtenidas por nuestro grupo en el anélisis
del DNA satélite de espdridos, sobre todo, pero también de esturiones. Se
destacardn las implicaciones que presentan nuestros trabajos desde los puntos de
vista bdsico (conceptual) y aplicado. Las investigaciones a las que nos
referiremos a continuacién han sido publicadas previamente en Garrido-Ramos y
col. (1994, 1995a, 1995b y en prensa).
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2. CARACTERIZACION Y FUNCION DEL DNA
SATELITE DEL CENTROMERO DE LOS ESPARIDOS

El contenido de DNA de los peces Teledsteos oscila entre 0.4 y 4.4 pg,
aunque los valores altos corresponden a aquellos linajes que en su evolucién han
sufrido procesos de poliploidizacién. Excluidas estas especies, los valores de C
en los teledsteos oscilan entre 0.4 y 1.5 pg (Hinegardner, 1980), lo que
corresponde aproximadamente a la décima parte del genoma de los mamiferos.
Este bajo contenido en DNA es debido al menor contenido en DNA repetido,
DNA satélite sobre todo, de este grupo de vertebrados de sangre fria, con
respecto a otros vertebrados de sangre caliente (Bernardi y Bernardi, 1990a,
1990b). Con estas caracteristicas, los peces constituyen un material adecuado
para llevar a cabo estudios sobre el DNA satélite en general, y sobre el DNA
satélite presente en los centrémeros en particular.

El DNA satélite estd constituido por familias de secuencias cortas que se
repiten en tdndem cientos de miles de veces e incluso millones de veces,
formando clusters o loci cromosémicos en los genomas eucariéticos (Singer,
1982). Estas regiones se corresponden con la heterocromatina constitutiva, la
cual se puede poner de manifiesto citolégicamente en los cromosomas mediante
técnicas como el bandeo C o las de tincion con fluorocromos. Ademads, se sabe
que la heterocromatina- y por ende el DNA satélite- se acumula preferentemente
en los centrémeros y telémeros. En principio las secuencias que forman parte de
este tipo de DNA no contienen informacion genética conocida, no siendo
transcritas, aunque existen excepciones. Sin embargo, en el DNA satélite que
forma parte de los centrémeros se ha sostenido por algunos autores que habria
otro tipo de "informacién estructural” que permitiria que esta parte especifica de
los cromosomas cumpliese su funcién (véase mds adelante).

Y es que si bien no estd demostrado que el DNA satélite que suele existir
en los telémeros juegue papel funcional alguno, no ocurre lo mismo con el ADN
satélite presente en los centrémeros. De hecho, el dnico organismo en el que la
funcién centromérica no estd asociada a secuencias de DNA repetido es
Saccharomyces cerevisiae. En esta levadura, la funcién centromérica estd
contenida enteramente en una secuencia tnica de unos 125 pb (Clarke y Carbon,
1980, 1985). Sin embargo, ya el centrémero de Schizosacharomyces pombe
contiene varias clases de secuencias de DNA repetido que son necesarias para la
funcién centromérica (Clarke y col. 1986). La explicacién de esta diferencia
puede estar en que S. pombe tiene un ciclo celular mas complejo y similar al
resto de los eucariotas con la formacion de un cinetocoro, existencia de huso
multitubular, de condensacién cromosémica y de fases G1, S, G2 y M discretas.
Estas caracteristicas no se dan en levaduras que como S. cerevisiae no tienen un
proceso ecuatorial en la divisién celular, en las que sélo interviene un huso
unitubular en la segregacién cromosémica, y en las que no parece patente la
existencia de un cinetocoro caracteristico de eucariotas (Rieder, 1982).

Se sabe menos sobre el centrémero de eucariotas. Ello es debido a la
complejidad de los cromosomas eucaridticos, y, sobre todo, a que los
centrémeros estdn inmersos en regiones cromosémicas de grandes clusters (loci)
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de secuencias de DNA repetido que representan un inmenso obsticulo al andlisis
molecular. Los organismos mds estudiados para esta zona de los cromosomas
son los vertebrados, y dentro de ellos los mamiferos, el hombre sobre todo. En
mamiferos, se pueden definir distintas zonas o dominios del cromosoma
metafdsico a nivel centromérico : 1) un dominio apareante que supone el punto
de contacto que mantiene unidas las cromdtidas hermanas tras la replicacion, 2)
un dominio central , y 3) un dominio superficial que comprende el cinetocoro .
El cinetocoro es el sitio al que se unen las fibras del huso y donde es posible que
se encuentre el "motor" mecdnico-quimico necesario para la segregacién
anafésica de las cromdtidas hermanas o de los cromosomas homélogos. Para
aclarar el funcionamiento del centrémero en general es muy importante conocer
qué tipo de secuencias se hallan en estos dominios, cuéles son las proteinas que
estdn relacionadas con dichas secuencias, y cudl es el papel de unas y otras en las
diversas funciones asociadas al centrémero. Y, sobre todo, es necesario conocer
c6émo ocurre la unién de las crométidas hermanas hasta anafase y la segregacion
de las mismas, es decir es muy importante aclarar la composicién y estructura
del cinetocoro.

En base a los datos de que se disponen, Zinkowsky y col. (1991) han
diseflado un modelo del complejo cinetocoro-centromero para mamiferos,
basado en la unién del cinetocoro a la cromatina centrémerica a través del
plegamiento de una fibra de DNA consistente en unidades repetivas en tandem.
De todas las familias de DNA repetitivo existentes en el centrémero de los
cromosomas humanos, las secuencias candidatas para llevar a cabo este papel
serfan las del DNA satélite alfa (Tyler-Smith y Willard, 1993), y en ratones las
del satélite menor del centrémero (Wong y Rattner, 1988). Ambos satélites
parecen jugar un papel importante en la organizacién del cinetocoro y ambos,
que no presentan relaciones de parentesco en su secuencia, presentan una
secuencia motivo muy conservada de 17pb, llamada CENP-B (Masumoto y col.,
1989a,b): CT(A/T)C/T)G(T/G)TGGAAA(C/A)GG(G/A)A en el satélite alfa y
CATTCGTTGGAAACGGGA en el satélite del ratén. Esta secuencia es
reconocida especificamente por la proteina CENP-B tanto in vitro como in vivo
(Muro y col. 1992). CENP-B pertenece al grupo de proteinas de unién al DNA
que contienen un dominio hélice-lazo-hélice (Sullivan y Glass, 1991). A este
grupo de proteinas pertenecen diversas proteinas relacionadas con la regulacién
de la transcripcién y una proteina, la CBF1, que se une especificamente a una
region, la llamada CDE-I, del centrémero de S. cerevisiae. Se ha confirmado que
la proteina CENP-B aparece distribuida por la heterocromatina donde estdn
localizados los satélites mencionados y concretamente en el dominio central del
centrémero (Cooke y col., 1990). Todas las caracteristicas mencionadas aportan
datos a favor de que el DNA satélite centrémerico, y concretamente el motivo
CENP-B, desempefia un papel importante en la estructura y funcién del
centrémero en estos organismos. El hecho de que el DNA satélite alfa sea muy
variable, o que el alfa humano y el satélite menor del ratén no se parezcan
excepto en el motivo mencionado no presentaria dificultades para esta hipétesis,
por cuanto lo importante es que el centrémero posea estos motivos o dominios
que sirven como sefial para la unién de proteinas, independientemente de las
secuencias aledafias, y que estos dominios estén adecuadamente espaciados y
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estabilizados en una ordenacién concreta, la cual serviria como punto de
nucleacién para la formacién del cinetocoro.

Todo esto es lo investigado en el centrémero de mamiferos, y las
preguntas que surgen a continuaciéon son si el centrémero de los otros
vertebrados y de los demas seres vivos en general tendrd una estructura y una
composicién similar, y en concreto si estardn basados en motivos similares a los
mencionados. Los datos sobre el centrémero en otros vertebrados son escasos.
De hecho, solo se conocen algunas secuencias de DNA satélite centroméricas de
anfibios (tritones), presentando estas secuencias caracteristicas comunes a los
satélites de mamiferos, tales como su riqueza en AT, la existencia de series de
adeninas y la posibilidad de adquirir curvaturas estables (Cremisi y col., 1988).

Asi las cosas, nosotros iniciamos nuestra investigacion del DNA satélite
presente en una familia de peces como es la de los Espdridos. La familia
Sparidae constituye un grupo de peces en el que se incluyen peces tan
interesantes desde el punto de vista comercial como la dorada, la breca, la
herrera, el pargo, la urta, los sargos etc. La mayoria de los peces que forman
parte de este grupo poseen el nimero cromosémico (2n=48) que se cree que es
el ancestral de Teledsteos, oscilando su contenido en DNA (valor C) entre 0.52 y
0.65 pg (Cano y col., 1981, 1982). Iniciamos la clonacién de los DNA satélites
existentes en el genoma de estos peces en la dorada, y posteriormente, utilizando
como sonda los clones obtenidos en esta especie, hemos extendido el andlisis al
resto de las especies. Asi hemos encontrado una familia de DNA satélite, a la
que hemos llamado familia Eco-RI, que estd presente en el genoma de todas las
especies analizadas hasta ahora, y en todas ellas en los centrémeros. El tamafio
de las unidades mondmericas de la familia EcoRI de todas las especies (10
especies analizadas hasta el momento y 46 clones) tiene una longitud consenso
de 187 pb, excepto en el caso de la breca, y debe de constituir algo asi como el
2% del total del genoma de estos peces, segiin hemos estimado en la dorada. La
secuencia de DNA satélite centrémerico de los espdridos destaca por su alto
contenido en AT (62-67%, segiin las especies), y por contener una gran cantidad
de series cortas de adeninas y/o timidinas consecutivas. Estas dos caracteristicas,
junto con la de la longitud de las unidades monoméricas (187 pb), son comunes
a otros DNA satélites centroméricos como los ya mencionados del hombre, del
ratén e incluso de los anfibios (tritones).

Pero lo que es mds interesante, es que en la familia EcoRI centromérica
de los Espdridos existe una secuencia corta o motivo de 9 pb
((A/IT)CTGAAA(A/C)GI/C)) que se repite de forma directa de tres a cuatro
veces (segtn la especie) y en las mismas posiciones de unas especies a otras: en
las posiciones 11-19, 47-55, 68-76 y 147-155. La tdnica excepcién la constituye
la breca, en la que este motivo estd presente una sola vez pero coincidiendo en
posicién con las demds especies (de la base 11 a la 19). La existencia de este
motivo repetido en la familia EcoRI, ademds de hacer pensar en un mecanismo
de origen de la familia mediante amplificacién de esta secuencia, hace pensar
también en su posible papel funcional. Para investigar este aspecto hemos
seguido dos rutas. Por un lado, hemos profundizado en las caracteristicas
estructurales de este DNA satélite y, por otro, hemos realizado una biisqueda en
la base de datos para ver si existen motivos similares en otras secuencias.
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En el primer sentido, hemos comprobado, centrdndonos en la dorada, que
el monémero de la familia EcoRI tiene una zona de méxima curvatura alrededor
de la posicion 30 de la secuencia, y que dicha zona estd comprendida
precisamente entre los dos motivos mds conservados en las distintas especies: los
situados en las posiciones 11 y 47. Y ademds hemos demostrado que, como
ocurre por ejemplo en el ADN centromérico del ratén, con sustancias como la
Distamicina A que se une a regiones ricas en AT, se provoca el
"enderazamiento” de la curvatura de los mondémeros, al menos in vitro. Estos
tres datos sugieren que el DNA satélite EcoRI juega un papel importante en el
proceso de organizacién de la cromatina a nivel centromérico, posiblemente a
través de la unién de proteinas que se unen a zonas ricas en AT, como son las
proteinas no histénicas HMG. Una de estas proteinas, la proteina HMG-1,
reconoce y se une a series de adeninas consecutivas (Radic y col., 1992),
habiéndose comprobado que en el centrémero del ratén esta proteina se dispone
de tal forma que queda comprendida en la zona de maxima curvatura de DNA
satélite menor. En el caso de los espdridos, esas dianas ricas en AT pueden servir
igualmente de diana para tales proteinas-de hecho estas proteinas estdn
conservadas en todos los vertebrados-. En todo caso, segtin algunos autores
(Reeves y Nissen, 1990 y Radic, 1992), cuando este tipo de dianas para
proteinas estdn dispuestas en un DNA curvado, los efectos pueden ser aditivos,
de tal forma que resulten en interacciones proteina-proteina muy importantes
para la organizacién cromosdmica.

Por otro lado, tras una bisqueda efectuada en las bases de datos del
GenBank y de la EMBL, hemos podido comprobar que existen motivos
similares a los detectados en la familia Ecorl de esparidos en diversos DNA
satélites, y no s6lo de peces (tilapia: Wright, 1989; Pollachius virens: Denovan y
Wright, 1990)-aunque en estos casos no se conoce la localizacion cromosémica-
sino también, y esto es lo mds sorprendente, en los DNAs satélites centroméricos
anteriormente mencionados. Es decir, que tanto- en el DNA centrémerico del
tritén, Triturus vulgaris, como en el del ratén e incluso en el del hombre se
encuentran motivos similares a los existentes en el centrémero de los esparidos.
En el caso de los centrémeros humanos concretamente, se ha comprobado que
una secuencia motivo similar a la existente en esparidos (GTGAAAAAG en el
caso humano) se encuentra presente dos veces en la zona de unién entre el ADN
satélite alfa y el satélite III en los centrémeros de al menos tres cromosomas, el
13, el 14 y el 21 (Vissel y col., 1992). La existencia de este motivo cobra
importancia desde el momento en que estos mismos autores han aislado una
nueva protefna (pJ-alfa) que se une a este motivo y que parece unirse también a
una parte importante del satélite alfa (Gaff y col., 1994).

En conclusién, nosotros hemos podido poner de manifiesto que en el
centrémero de un grupo de peces, los espdridos, existe también un DNA satélite
que puede jugar un papel estructural semejante a los DNAs encontrados en otros
vertebrados. Pero no hemos detectado en el interior de este DNA el dnico
motivo que hasta ahora se ha demostrado que puede estar relacionado con la
funcién centrémerica, la caja CENP-B. En cambio, hemos puesto de manifiesto
la existencia de otro motivo del cual existen hom6logos en otros DNAs satélites,
incluyendo los existentes en los centrémeros de ratén y de humanos. Por lo
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tanto, nuestros hallazgos abririan la posibilidad de que otros motivos diferentes a
la mencionada CENP-B pudieran estar conservados en los DNAs satélites
centrémericos de los vertebrados, al menos, y que ,por ello, quizds constituyan
elementos estructurales y/o funcionales de una parte tan importante de los
cromosomas como son los centrémeros. Cabe también la posibilidad, apuntada
por C.E. Sunkel (com. pers.), de que el motivo encontrado en el DNA satélite
EcoRI sea un elemento ancestral esencial para el funcionamiento del centrémero
en muchas especies, puesto que se parece mucho a las partes centrales no sélo de
la caja CENP-B sino del elemento CDEIII presente en el centrdmero de
S.cerevisiae. En estos momentos estamos llevando a cabo diversas
investigaciones para confirmar estas posibilidades.

3. USO DEL DNA SATELITE DE ESPARIDOS COMO
MARCADOR FILOGENETICO

A continuacién, hemos tratado de utilizar los DNAs satélites que
tenemos caracterizados en los espdridos como marcadores filogenéticos,
intentando sobre todo aclarar algunos problemas taxénomicos existentes en esta
familia. En concreto, en los Esparidos hay planteado desde antiguo un problema
taxondmico de establecimiento de géneros, que afecta a la dorada. Asi, Linneo
en 1758 al publicar el Systema Naturae establecié dentro de los espdridos un
gran género, Sparus, que inclufa 22 especies y agrupaba por ejemplo a la dorada
junto al pargo y la urta. Posteriormente, Cuvier en 1817 separd el género Pagrus
(del que formarfan parte al pargo y la urta) como un género diferente de Sparus,
donde sélo quedaria la dorada, S. aurata. Sin embargo, esta separacién fue muy
discutida por diversos autores posteriores, manteniéndose una controversia entre
los defensores de la separacion en dos géneros y los defensores del
mantenimiento de un sélo género. De hecho, hasta el afio 1984 la versién mas
aceptada era la de Tortonese quién en el afio 1975 agrup6 especies como la
dorada, el pargo, la urta, el pargo zapata y el pargo africano en el género Sparus,
basdndose sobre todo en el nimero y tipo de dientes. Pero en el afio 1984,
Bianchi basdndose en distintas caracteristicas morfolégicas ,y especialmente
osteoldgicas, desempolvé el género Pagrus que agruparia a las cuatro especies
mencionadas, quedando Sparus como género monotipico con la dorada como
tinico representante. Este criterio es el que actualmente se acepta, segin consta
en el listado de especies de peces realizado por Bauchot y Hureau (1986). A
pesar de ello no se ha zanjado la cuestién totalmente. De hecho, la irrupcién
posterior de los datos de la genética (de las isoenzimas concretamente) en unos
casos (Basaglia, 1991) parecen apoyar la cercania de la dorada y el pargo, y en
otros casos no (Reina y col. 1994). Y ahora nosotros afiadimos los datos del
DNA satélite como marcadores filogéneticos.

El DNA satélite no se considera en general como un buen marcador
filogenético por cuanto evoluciona muy rdpidamente, de hecho demasiado
rdpidamente, siendo a veces algunos DNA satélite especie-especificos, de forma
que estdn presentes en una especie determinada y ausentes en otra/s, y esto atn
estando estrechamente emparentadas las especies. Esto dificulta su utilizacién a
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la hora de efectuar filogenias, por cuanto no se pueden comparar adecuamente
diversas especies al faltar en algunas de ellas el marcador filogenético. Sin
embargo, no existe esta dificultad para DNAs satélites que como el alfa humano
o el EcoRI de la dorada se encuentran presentes en todo un grupo de especies
que constituyen una familia e incluso un orden. Aqui no habria problemas puesto
que el ADN satélite estd presente en todas las especies, y de hecho se pueden
efectuar drboles filogenéticos de los Primates, por ejemplo, basdndose en las
secuencias del satélite alfa (Laursen y col., 1992). Ademds, en estos casos, una
vez que se tiene un DNA satélite que sirve de marcador para todo el grupo, los
datos procedentes de otras familias de DNA satélites mds variables (y que
incluso pueden estar ausentes en algunas de las especies) incrementan el poder
de resolucién de los estudios filogenéticos, por cuanto permiten establecer
linajes claramente diferenciados.

El establecimiento de las relaciones filogenéticas de los espdridos lo
hemos iniciado a partir de los datos de hibridacién en Southern-blot de dos
familias de DNA distintas, la familia EcoRI de la que ya hemos hablado y la
familia Dral (esta familia tiene una secuencia y una localizacién diferente a la
EcoRI). Para la familia EcoRI hemos utilizado como sonda la secuencia
monomérica de este DNA satélite presente en un clon, el pSal9, obtenido a
partir de la dorada. Para la familia Dral, se utilizé directamente como sonda los
fragmentos monoméricos del DNA satélite de la urta, fragmentos que fueron
aislados a partir de la banda que aparece al digerir el DNA de esta especie con
Dral. Los resultados de la hibridacién muestran que el DNA satélite EcoRI
clonado a partir del genoma de la dorada (Sparus aurata) estd conservado en las
especies del género Diplodus (sargo, sargo picudo, mojarra rubia y mojarra
fina), en la herrera, en la chopa y en la breca (Pagellus erythrinus). Este DNA no
hibrida, en cambio, con las especies del género Pagrus (pargo y urta).
Posteriormente se ha comprobado que en estas dos especies existe la tamilia de
DNA satélite EcoRI, aunque ha debido de divergir mucho pues solo hibrida con
clones de esta familia procedentes de la breca, la cual, a su vez, muestra sefial de
hibridacién débil con los mondmeros de la dorada. Por otro lado, los monémeros
aislados a partir del DNA satélite Dral de la urta (Pagrus auriga) probados en
Southern-blot con el DNA del resto de las especies, muestran hibridacién solo
con el DNA de la propia urta y con el pargo (Pagrus pagrus) y la breca.

Por lo tanto, en los espdridos ademds de una familia de DNA satélite
presente en todo el grupo, la EcoRlI, existe otra familia, la Dral, que sélo estd
presente en algunos géneros y especies. Por ello, los datos de presencia/ausencia
de una de estas familias en algunas especies del grupo nos llevan a pensar en la
existencia de dos linajes separados en los espdridos. Tenemos asi un grupo
monofilético de especies (constituido por las especies de los géneros
Pagrus,pargo y urta, y Pagellus,]a breca) que comparten una familia de DNA
satélite, la familia Dral, que no estd presente en el otro linaje (constituido por el
resto de las especies). Pero es que, ademds, el hecho de que en los dos linajes
exista la familia EcoRI indicarfa que los dos linajes comparten un ancestral
comun.

Estos resultados iniciales tienen ya importantes implicaciones para aclarar
el problema taxonémico mds importante que hay planteado en los espdridos, y

239



[l SIMPOSIO CIENTIFICO EN BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

que como se dice m4s arriba es el de la delimatacién de los géneros Sparus y
Pagrus. Nuestros datos apoyan mds el criterio "separador” de Pagrus de Sparus.
Concretamente, para EcoRI la dorada y el pargo estdn muy diferenciados, y la
familia Dral que estd presente en el pargo no lo estd en la dorada. Teniendo en
cuenta esta ultima diferencia estas dos especies estarfan filogenéticamente mas
alejadas de lo que se pensaba en principio: estarian no sélo en dos géneros
diferentes, sino !en dos linajes distintos!.

Estos datos pueden ser ttiles, ademds, para un posible programa de
obtencién de hibridos interespecificos con la dorada. Y es que, ademds de poner
de manifiesto la gran separacidn filogenética que existirfa entre la dorada y el
pargo y la urta-e incluso la breca-, estos datos indican que las especies del
género Diplodus (sargos y mojarras) son las mds emparentadas con dorada, y
que por lo tanto seria aconsejable utilizarlas para la hibridacién con dorada. Esta
similitud entre dorada y Diplodus para EcoRI se observa no solo en los patrones
de restriccion, sino en que cuando las condiciones de hibridacién con sondas de
dorada son poco favorables (alta astringencia) las especies de Diplodus son las
que "mds resisten" a la hibridacién cruzada.

En estos momentos estamos tratando de utilizar la comparacion de las
secuencias de la familia EcoRI como marcador filogenético. Asi, por ejemplo,
del andlisis de las secuencias se deduce que la breca es la especie que presenta
una mayor divergencia con respecto a la dorada, confirmando los datos del
Southern-blot. Desafortunadamente, inicialmente hemos tenido problemas para
clonar y secuenciar la familia EcoRI en las dos especies-el pargo y la urta-que
estan colocadas junto con la breca en un linaje diferente al resto de las especies.
En la actualidad, lo hemos conseguido mediante PCR y aunque no tenemos los
datos totalmente elaborados se deduce que, aunque en las dos especies
mencionadas se conserva la familia EcoRI, en ellas estd mucho mds diferenciada
con respecto a la dorada que en el caso de la breca. La comparacién de las
secuencias de la familia EcoRI en el caso de las especies que contituyen el otro
linaje confirma la proximidad filogenética entre la dorada y las distintas especies
de Diplodus, sargos y mojarras.

Hay algo que indica que nuestros resultados no van muy desencaminados.
Y ello es que hasta ahora los tnicos hibridos interespecificos viables que
nosotros sepamos que se han obtenido corresponden a la dorada con el sargo
(Diplodus puntazzo) y con otra especie de Diplodus (Dujakovic y Glazumina,
1990). Otros hibridos de la dorada con el pargo, por ejemplo, que sabemos que
se estdn tratando de obtener en Grecia, parecen tener mds problemas.

4. LA IDENTIFICACION DE ESTURIONES MEDIANTE
EL DNA SATELITE

Finalmente, mencionaremos el uso que estamos haciendo del DNA
satélite para la identificacion de las especies de esturién capturadas en la
Peninsula Ibérica. En este caso, el objetivo es aclarar qué especie o especies son
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autéctonas de nuestra region, con el fin de iniciar programas de recuperacién de
estos peces en la naturaleza.

Los esturiones constituyen un grupo de peces muy interesantes desde el
punto de vista evolutivo y comercial (producen caviar, pero también carne).
Aunque eran relativamente abundantes hasta inicios de este siglo, en la
actualidad se pueden considerar en peligro de extincién. Hasta ahora el criterio
sistemdtico mds aceptado (Svetovidov, 1989) ha considerado: 1) que los
esturiones europeos pertenecen a dos géneros (Huso y sobre todo a Acipenser); y
2) que de las siete especies incluidas en estos generos, 5 viven s6lo en el este de
Europa, mientras que A. naccarii serfa endémica de la regién adridtica vy,
finalmente, A. sturio estaria distribuido por la parte occidental de Europa desde
Portugal a Escandinavia, pero también en el Mediterrdneo y en el Mar Negro. De
acuerdo con este criterio, los esturiones de la P. Ibérica pertenecen a A. sturio.
Sin embargo, algunos autores (Capello, 1869; Gongalves, 1942) han citado la
presencia de A. naccarii, la especie que ahora se considera endémica de la regién
adridtica, en algunos rios de Portugal. Por lo tanto, en estos momentos en que
por diversas circunstancias (problemas con la pesca en general, problemas con la
produccién de caviar en Rusia, auge de los movimientos de conservacién de las
especies etc) se plantea en la P. Ibérica la posibilidad de comenzar a recuperar
los esturiones en nuestros rios, se hace necesario aclarar el estatus especifico de
los esturiones ibéricos, utilizando pra ello las modernas herramientas de que
dispone la biologfa. Y aqui es donde nosotros hemos pensado en utilizar el DNA
satélite como marcador molecular que sirve para identificar las especies.

Teniendo en cuenta que, como decimos mds arriba, solo se encuentran
dos especies involucradas, A. sturio y A. naccarii, hemos tratado de buscar
familias de DNA satélite que estuvieran presentes en una de ellas y ausentes en
la otra. Para encontrar tales satélites, hemos analizado ejemplares de A. sturio
procedentes del rfo Garona (Francia) y ejemplares de piscifactoria pertenecientes
a A. naccarii. Tras diversas pruebas, hemos identificado una familia de DNA
satélite que retine las caracteristicas deseadas. Se trata de una familia de DNA
satélite que se ha aislado del genoma de A. naccarii utilizando la enzima Hind-
IIT y cuyos mondmeros tienen unos 170 pb. Mediante Southern-blot hemos
probado que este DNA satélite estd ausente en el genoma de A. sturio. Por lo
tanto, la presencia o ausencia de este DNA satélite sirve para diferenciar las dos
especies de esturiones en cuestion.

Provistos de este DNA satélite como herramienta molecular, hemos
procedido a analizar diversos especimenes capturados en la Peninsula Ibérica y
depositados en museos, habida cuenta de las pocas capturas de esturiones que se
estdn efectuando en nuestros rios en la actualidad. Concretamente, utilizando
como sonda el ADN satélite HindIII de A. naccarii, hemos analizado mediante
dot-blot 4 esturiones capturados en el Guadalquivir. Y hemos comprobado que
dos de ellos dan reaccion positiva. Se trata de dos ejemplares capturados en la
década de los 70 y que se encuentran depositados en el Museo de la Estacion
Biolégica de Dofiana en Sevilla. En uno de ellos que se encuentra preservado en
alcohol (especimen EBD-8173), hemos sido capaces ademéds de clonar un
mondmero de la familia Hind-III. La secuencia de este monémero muestra una
gran similitud con la secuencia consenso de los 11 clones que hemos
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caracterizado de esta familia a partir de ejemplares vivos de A. naccarii. Un
estudio morfométrico paralelo ha demostrado que estos dos ejemplares que
muestran reaccion positiva frente al DNA satélite de A. naccarii, presentan las
caracteristicas morfol6gicas de esta ultima especie y no las de A. sturio. Todo
hace pensar que se trata por lo tanto de A. naccarii. Analizados en detalle desde
el punto de vista morfolégico un buen nimero de ejemplares de esturiones
capturados en diversos rios de la P. Ibérica se confirma que varios de ellos
corresponden a A. naccarii.

En conclusién, tanto los datos morfolégicos como los genéticos
demuestran que en algunos de los rios mds importantes de la P.Ibérica, incluido
el Guadalquivir, se han capturado tanto A. sturio como A. naccarii. Por lo tanto,
esta dltima especie no seria endémica sélo de la region adridtica sino que seria
también autéctona de nuestra Peninsula. Esta conclusién constituye una buena
noticia para los proyectos de recuperacién y repoblacién de los esturiones
ibéricos. Con la idea que se tenia hasta ahora de que A. sturio era la unica
especie autéctona de la Peninsula se hacfa muy dificil la recuperacién de los
esturiones porque dicha especie no se reproduce en cautividad. Si se ha
conseguido en cambio cultivar A. naccarii y si ahora se demuestra que es
endémica de nuestra Peninsula se puede iniciar con ella la recuperacién en la
naturaleza de este grupo de peces.
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