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RESUMEN

Se ha realizado la caracterizaciéon cromosémica de Halobatrachus didactylus (Schneider, 1801)
mediante la localizacion de diferentes secuencias repetidas en sus cromosomas. Los especimenes
utilizados fueron capturados en aguas de la bahia de Cadiz. Las preparaciones cromosémicas se
realizaron de la porcién cefdlica del rinén. La sonda telomérica hibridé en posicién terminal de
todos los cromosomas del pez sapo. (GATA), hibridé preferentemente en la region subcentromé-
rica de un par cromosémico submetacéntrico; se encontraron senales adicionales mas débiles. Los
genes ribosomales mayores también fueron localizados en un par submetacéntrico, pero en regioén
telomérica. Finalmente, la sonda 5S rDNA present6é un patrén de hibridacion similar a la sonda
GATA. Los resultados aportan interesantes datos que describen marcadores cromosémicos que
podrian ser de utilidad para la gestién de poblaciones naturales de esta especie.

Palabras clave: Halobatrachus didactylus, genes ribosomales, secuencia telomérica, repeticiones
GATA, hibridacion in situ de fluorescencia, FISH.

ABSTRACT

Chromosome characterization of the toadfish Halobatrachus didactylus (Schneider, 1801) (Teleostei:
Batrachoididae) by fluorescent in situ hybridization

Halobatrachus didactylus (Schneider, 1801) has a chromosome number of 2n = 46 (8 metacentrics, 12
submetacentrics and 26 acrocentrics). Specimens studied were collected from waters of the Bay of Cadiz. Chro-
mosome preparations were made from the cephalic portion of the kidney. The telomeric probe hybridized on the
terminal position of all toadfish chromosomes. (GATA), hybridized preferentially on the subcentromeric region
of only one submetacentric chromosome pair; although additional weak signals dispersed throughout the chro-
mosomes were found. Major ribosomal genes were also located on a submetacentric pair, but at a telomeric posi-
tion. Finally, the 5S rDNA probe produced a hybridization pattern similar to the GATA probe. These resulls
provide interesting information which describes chromosomal markers that may be of utility for the manage-
ment of natural populations of this species.

Keywords: Halobatrachus didactylus, ribosomal genes, telomeric sequence, GATA repeats, fluorescent in
situ hybridization, FISH.
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INTRODUCCION

El pez sapo lusitano Halobatrachus didactylus
(Schneider, 1801) es una especie de habitos soli-
tarios, sedentarios y bentonicos que, general-
mente, se encuentra en aguas poco profundas
escondido en la arena, entre las algas o las rocas.
Estas caracteristicas hacen que esta especie sea
idonea para estudios toxicologicos (Soares et al.,
2003). Se distribuye desde la bahia de Vizcaya
hasta el golfo de Guinea, y en gran parte del mar
Mediterraneo. En Andalucia es apreciado local-
mente, sobre todo en las lonjas del sur del Medi-
terraneo; en la bahia de Cadiz representa un
componente importante de las comunidades de
peces.

La familia Batrachoididae esta considerada
como uno de los grupos mas evolucionados den-
tro de los tele6steos marinos (Modesto y Cana-
rio, 2003), por lo que la biologia de muchas de
sus especies ha sido ampliamente estudiada, lle-
gando a ser calificadas de animales modelo en
estudios cientificos de muy diversa indole. H.
didactylus es una especie muy facil de obtener,
mantener y manipular y por ello ha sido utiliza-
da, también, como modelo en estudios de toxi-
cologia y cardiologia (Palazon, Nirchio y Saras-
quete, 2003).

La hibridacién in situ de fluorescencia (FISH)
es una poderosa herramienta que utiliza sondas
de ADN marcado para localizar genes dentro de
la dotacion cromosémica de una especie deter-
minada y, también, para detectar anormalidades
en los cromosomas. En peces, esta técnica ha
encontrado multitud de aplicaciones, desde
localizacion de diferentes genes o secuencias,
hasta coloreado de cromosomas sexuales o de
otros cromosomas especificos para identificar
reorganizaciones cromosomicas y para fijacion
de mapas de QTL (Phillips, 2001).

La informacién citogenética en la familia
Batrachoididae es escasa, siendo la determina-
cion cariotipica el tipo de estudio mas desarro-
llado (Chen, 1967; Brum et al., 2001; Nirchio,
Gomez y Villalaz, 2001; Nirchio et al., 2002; Pala-
zon, Nirchio y Sarasquete, 2003), mientras que
estudios con técnicas citogenéticas mas avanza-
das son muy escasos. En cuanto a la técnica
FISH, solo hay descrito un trabajo en la especie
Thalassophryne maculosa Guinther, 1861 (Nirchio
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et al., 2004). Con respecto a H. didactylus sola-
mente hay descritos dos trabajos en relacion con
la citogenética: uno sobre el efecto del mercurio
inorganico en sus cromosomas (Gutiérrez,
Sarasquete y Establier, 1984), y otro que aporta
el cariotipo de la especie y la localizacion de las
regiones organizadoras del nucleolo (NOR)
mediante tincion con plata (Palazén, Nirchio y
Sarasquete, 2003).

En el presente trabajo se han localizado cua-
tro familias de ADN repetitivo (teloméricas,
repeticiones GATA, ribosomicos mayores y el
ADNr 5S) en los cromosomas de H. didactylus.
Ademads de contribuir al aumento de los escasos
datos citogenéticos existentes sobre la especie y
sobre su familia, este trabajo constituye la pri-
mera investigacion mediante el uso de la técnica
FISH en esta especie.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo y obtencion de las preparaciones
cromosomicas

El muestreo de los especimenes de H. didacty-
lus se llevo a cabo en aguas poco profundas de la
bahia de Cadiz; se recogieron en total ocho indi-
viduos, de los cuales seis eran machos y dos hem-
bras. Las preparaciones cromosémicas se reali-
zaron a partir de la region cefalica del rinon, tal
y como describen Nirchio y Cequea (1998), pero
modificando la concentraciéon de colchicina y
los tiempos de exposicion. Después de sacrificar
a los animales, se extrajeron los rinones para
someterlos a un choque hipoténico con KCI
0,4 %. De estos rinones se obtuvo una suspen-
sion celular que, después de 30 minutos de cho-
que hipotonico, fue centrifugada, descartando
asi la solucion hipoténica sobrenadante. El
pellet se resuspendio y se lavé tres veces en una
disolucién Carnoy (metanol:acido acético; 3:1).
La suspension celular se dej6 gotear desde unos
60 cm, aproximadamente, sobre un portaobjetos
previamente enfriado a —20 °Cy después se deja-
ron secar los portaobjetos al aire.

Las preparaciones cromosoémicas fueron des-
pués sometidas a un pretratamiento con
RNAsa, pepsina y formaldehido de acuerdo
con Wiegant et al. (1991). Finalmente, las mues-
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tras se deshidrataron en sucesivos pases de eta-
nol y se mantuvieron a =80 °C hasta el momen-
to de la hibridacion.

Obtencion de las sondas

Las secuencias teloméricas (TTAGGG), y
(GATA), se obtuvieron mediante el procedi-
miento descrito por Ijdo et al. (1991), utilizan-
dose, para ello, los cebadores (TTAGGG); y
(CCCTAA); para las teloméricas y (GATA); y
(TATC); para las GATA. La sonda ribosémica
usada fue pDM238 (Roiha et al., 1981), que con-
tiene los genes y espaciadores del ADNr 18S-
5.85-28S de Drosophila melanogaster. Se consiguio
mediante extraccion del plasmido pBR322,
donde esta clonada la sonda. La sonda de ADNr
5S se obtuvo a partir de ADN genémico de H.
didactylus mediante una PCR de 35 ciclos de
amplificacion a una temperatura de anillamien-
to de 59 °C, usando como cebadores los descri-
tos por Pendas et al. (1994).

Marcado de las sondas

Las sondas (TTAGGG),, (GATA), y 185-5.85-
285 rDNA se marcaron con digoxigenina
mediante el método Nick Translation, usando,
para ello, el kit DIG-Nick Translation Mix
(Roche Molecular Biochemicals). Sin embar-
go, la sonda ADNr 5S se marc6 (también con
digoxigenina) mediante PCR, utilizando los
mismos cebadores y anadiendo en la mezcla de
reaccion DIG-11-dUTP (Roche Molecular Bio-
chemicals).

Hibridacién in situ de fluorescencia (FISH)

Las sondas telomérica y GATA marcadas, des-
pués de mezclarlas con disoluciéon de hibrida-
cion, se anadieron a las preparaciones cromoso-
micas y se incubaron 7 minutos a 72 °C. Las son-
das ribosémicas se desnaturalizaron a 75 °C de
forma separada a las preparaciones cromosomi-
cas (83 °C) para, posteriormente, anadirse a
éstas. Las preparaciones se dejaron hibridar
durante una noche a 37 °C.
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Al dia siguiente, las preparaciones cromoso-
micas se trataron segun los protocolos descritos
por Cross, Vega y Rebordinos (2003) y Cross et
al. (2005). La deteccion inmunocitoquimica se
llevo a cabo con tres anticuerpos: el primero de
ellos es una antidigoxigenina y los otros dos son
anticuerpos unidos al complejo fluorescente
FITC (isotiocianato de fluoresceina) (Cross,
Vega y Rebordinos, 2003).

Los cromosomas se tineron con ioduro de
propidio (500 ng/ml). Se tomaron las imagenes
de las mejores placas metafdsicas utilizando un
microscopio de epifluorescencia (Axioskop 2
Plus, Zeiss) equipado con una camara CCD
(CoolSnap, Photometrics®).

RESULTADOS

Para la determinacion de los resultados del
presente estudio se observaron una media de 20
placas metafasicas por portaobjetos, y tres por-
taobjetos de individuos distintos por sonda. La
hibridacion con la sonda telomérica
(TTAGGG),, tipica de todos los vertebrados, dio
senales positivas en los extremos de todos los
cromosomas del pez sapo, no detectandose sena-
les intersticiales adicionales (figura la). La repe-
ticion (GATA), mostré una zona de mayor con-
centracion de esta secuencia microsatélite en la
region subcentromérica del brazo q de un tnico
par cromosomico submetacéntrico. Ademas, se
observaron senales secundarias repartidas a lo
largo de todo el genoma (figura 1b).

La hibridacién con la sonda ribosomal mayor
se localiz6 en posicion telomérica del brazo p de
un par cromosoémico submetacéntrico, no
encontrandose en ninguna otra posicion (figura
2a). Por su parte, la sonda de ADNr 5S se encon-
tré en posicion subcentromérica del brazo q de
un par cromosoémico submetacéntrico. También
se encontraron senales de menor intensidad
repartidas por varios cromosomas de H. didacty-
lus (figura 2b).

DISCUSION

En el presente trabajo se ha realizado la carac-
terizacion cromosémica de H. didactylus median-

241



M. A. Merlo et al.

Caracterizacion cromosomica de Halobatrachus didactylus

b)

Figura 1. Hibridacion in situ de

fluorescencia con sonda teloméri-

ca (TTAGGG), (a) y sonda

(GATA), (b). Las flechas indican

la zona de mayor concentracion
de secuencias GATA.

te la localizacion de diferentes secuencias repe-
tidas en sus cromosomas. H. didactylus tiene un
complemento cromosémico compuesto por un
numero diploide de 46 cromosomas (NF = 66),
de los cuales 8 son metacéntricos, 12 submeta-
céntricos y 26 acrocéntricos (Palazon, Nirchio y
Sarasquete, 2003). Los estudios de determina-
cién cariotipica dentro de la familia Batrachoi-
didae son muy escasos, solamente estan descritos
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los cariotipos de siete especies de esta familia. La
mayoria de ellos coinciden en el numero de cro-
mosomas (2n = 46) (Nirchio, Gémez y Villalaz,
2001; Nirchio et al., 2002; Palazén, Nirchio y
Sarasquete, 2003), excepto en las especies
Porichthys porosissimus (Valenciennes, 1897), que
cuenta con una dotacion 2n = 44 (Brum et al.,
2001), y Porichthys notatus Girard, 1854, con 2n = 48
(Chen, 1967). Sin embargo, el nimero NF se
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Figura 2. Localizaciéon de los
genes de ADNr 18S-5.85-28S a)
(a) y ADNr 5S (b). Las flechas
indican las regiones de hibri-
dacion de los distintos clusters
ribosémicos.

b)

muestra bastante variable en esta familia, con
registros desde 52 hasta 66. Se ha postulado que
la variacion en el numero de cromosomas se
debe a procesos de fusiones y (o) fisiones (cam-
bios robertsonianos), mientras que las inversio-
nes pericéntricas pueden ser la causa de las dis-
crepancias en el ndamero de brazos (Gold,
1979). Asumiendo que el cariotipo del ancestro
de todos los teleosteos fue 2n = 48, se concluye

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 21 (1-4). 2005: 239-246

que el cariotipo de H. didactylus se form6 como
resultado de la fusiéon central de dos pares de
cromosomas acrocéntricos, reduciendo el
namero diploide de 48 a 46 (Palazon, Nirchio y
Sarasquete, 2003).

La secuencia telomérica (TTAGGG),, ha sido
descrita ampliamente en vertebrados, hibridan-
do de forma mayoritaria en los extremos de
todos los cromosomas, excepto en algunas espe-
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cies de peces, en las que han hibridado con los
NOR (Salvadori et al., 1995; Abuin et al., 1996).
Este hexamero se ha descrito también en inver-
tebrados tan dispares como moluscos gasterépo-
dos (Vitturi et al., 2004; Gallardo-Escarate et al.,
2005), bivalvos (Guo y Allen, 1997; Cross et al.,
2005), crustaceos (Pelliccia et al.,, 1994) y anéli-
dos (Vitturi et al., 2002a,b). El hecho de que exis-
tan senales mas débiles en algunos telomeros se
debe a variaciones en la cantidad de repeticio-
nes de la secuencia TTAGGG entre los telome-
ros de los cromosomas (Guo y Allen, 1997). La
ausencia de senales en otras zonas no teloméri-
cas nos induce a sugerir que no han existido
inversiones pericéntricas mas o menos recientes,
y si hubiera regiones intersticiales con esta
secuencia, ésta seria de tan bajo numero de
copias que la técnica FISH no podria detectarlas
(Mandrioli, Colomba y Vitturi, 2000).

Se trata de la primera vez que se localiza
mediante FISH una gran region con la secuen-
cia (GATA), en cromosomas de peces. El mismo
patron de hibridacion de H. didactylus con la
sonda (GATA), fue hallado en el crustaceo iso6-
podo Asellus aquaticus (L., 1758) (Pelliccia et al.,
1991). Se ha postulado que las repeticiones
GATA pueden tener un significado funcional en
la biologia de los cromosomas sexuales (Subra-
manian, Mishra y Singh, 2003). En el ratén, la
secuencia Bkm (cuyo componente mayoritario
esta constituido por las repeticiones GATA) esta
predominantemente concentrada en el cromo-
soma Y (Singh y Jones, 1982); también esta pre-
sente en el cromosoma W de diferentes especies
de serpientes (Singh, Purdom vy Jones, 1980).
Ademas, se ha encontrado ligada al sexo en algu-
nas especies de tortuga (Demas et al., 1990).

Estudios previos con técnicas de tincion
argéntica para detectar las regiones organizado-
ras del nucleolo (NOR) en H. didactylus revela-
ron tincion positiva en un par cromosomico sub-
metacéntrico (Palazén, Nirchio y Sarasquete,
2003). Este resultado coincide con el obtenido
en los ribosémicos mayores en el presente traba-
jo. La hibridacién obtenida con la sonda 18S en
otra especie de la familia Batrachoididae, Tha-
lassophryne maculosa Guinther, 1861 (Nirchio et
al., 2004), también mostré hibridacion en la
region telomérica, con la salvedad de que la
pareja cromosomica que contiene los TDNA es
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una pareja subtelocéntrica en vez de submeta-
céntrica, observandose que tampoco existian
senales NOR adicionales. Se ha asumido que
una unica pareja de cromosomas NOR repre-
senta una condicioén ancestral en la mayoria de
las especies de vertebrados (Amemiya y Gold,
1990). En algunos organismos se ha detectado
un menor nuamero de senales Ag-NOR con res-
pecto a las detectadas mediante FISH-rDNA;
esto indica que cierta proporcion de regiones
NOR fueron transcripcionalmente silenciadas
durante la ultima interfase (Cross, Vega y Rebor-
dinos, 2003), ya que la técnica de tincién con
plata sélo tine los NOR transcripcionalmente
activos durante la interfase precedente, mientras
que la técnica con rDNA-FISH permite la identi-
ficacion de estos clusters independientemente
de su estado transcripcional (Gallardo-Escarate
et al., 2005). Los heteromorfismos en las senales
de hibridacion existentes entre cromosomas
homoélogos indican que el nimero de copias de
rDNA es variable, y también indican la existencia
de errores como deleciones o duplicaciones del
cluster rDNA durante el estado transcripcional
(Gallardo-Escarate et al., 2005).

Teniendo en cuenta la posicion en la que se
encuentran las senales de los dos clusters riboso-
males, se puede decir que el ADNr 185-5.85-28S
no se encuentra colocalizado con el ADNr 5S. La
colocalizacion de los genes ribosomales es una
organizacion rara en vertebrados, aunque se han
dado casos de colocalizacion en peces (Pendas et
al., 1994; Fujiwara et al., 1998). Por el contrario,
tanto la posicién de las senales como el tamano
de los cromosomas, hacen pensar que el ADNr
5S y la repeticion GATA se encuentran colocali-
zados. Esta posibilidad se confirmaria mediante
una hibridacién doble que incluyera a estas dos
sondas. E1 ADNr 5S estd formado por repeticio-
nes en tandem de una region codificante muy
conservada y un espaciador no transcrito (NTS),
cuya secuencia y longitud es variable. La apari-
cion de multiples senales secundarias en la hibri-
dacion con sonda 5S rDNA lleva a suponer que
los NTS puedan contener algun tipo de ADN
altamente repetitivo. Se hace necesario un
exhaustivo andlisis de la secuencia de este gen
para confirmar la presencia de este ADN repeti-
tivo. Este estudio, junto a la doble-FISH con los
dos genes ribosomales y la repeticion GATA, esta
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en progreso actualmente en este mismo labora-
torio.

Los resultados obtenidos aportan nuevos e
interesantes datos sobre la genética de H.
didactylus, describiendo marcadores cromosémi-
cos que podrian ser de utilidad para la gestion
de poblaciones naturales de esta especie. Por
otra parte, los resultados tienen importantes
implicaciones desde el punto de vista evolutivo,
lo cual, junto a su interés en estudios de cardio-
logia y toxicologia, pone en relieve el valor de
esta especie como organismo modelo.
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