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Durante la fecundación, el gameto femenino y masculino 

interaccionan dando lugar a la formación del cigoto. En este proceso, el 

espermatozoide debe interactuar y atravesar las distintas cubiertas 

extracelulares que rodean al ovocito. Una de estas cubiertas, la zona 

pelúcida (ZP) ha sido intensamente estudiada en mamíferos, demostrándose 

que juega un papel importante en el proceso de la fecundación; interviene en 

la interacción especie-específica entre gametos, en la inducción de la 

reacción acrosómica, en el bloqueo a la polispermia, así como en la 

protección del embrión preimplantado (Yanagimachi, 1994; Dean, 2007; Wassarman 

y Litscher, 2009).  

 

La ZP es una matriz extracelular formada por unas pocas 

glicoproteínas que rodean al ovocito, óvulo y al embrión en los primeros días 

de desarrollo en mamíferos. Se ha demostrado que los genes de la familia ZP 

se pueden clasificar en 6 subfamilias: ZP1, ZP2/ZPA, ZP3/ZPC, ZP4/ZPB, 

ZPAX y ZPD (Goudet et al., 2008). Sin embargo, no todos estos genes están 

presentes en todas las especies. La ZP o las cubiertas extracelulares 

equivalentes en vertebrados pueden estar formadas por 3 a 6 glicoproteínas 

(Bausek et al., 2000; Goudet et al., 2008). Estudios filogenéticos y el hallazgo de 

diferentes pseudogenes sugieren que la evolución de los genes de la ZP se 

produce principalmente por duplicación y muerte génica (Spargo y Hope, 2003; 

Goudet et al., 2008).  

 

Estudios previos han demostrado que según la especie de mamífero a 

la que nos refiramos, la ZP puede estar formada por 3 o 4 proteínas, 

denominadas ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4. La identificación de las distintas 

proteínas que componen la ZP en las distintas especies es importante para 

dilucidar la actividad biológica llevada a cabo por esta cubierta extracelular 

durante los distintos procesos comentados anteriormente.  
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Durante los últimos años, ha existido cierta controversia en relación a 

la composición de la ZP de los mamíferos. La causa principal ha sido la 

escasez de material para realizar los ensayos biológicos, así como la 

heterogeneidad de la glicosilación de las proteínas de la ZP haciendo muy 

difícil la separación de las mismas mediante técnicas analíticas. No 

obstante, gracias al desarrollo de técnicas como la espectrometría de masas, 

una técnica muy específica y sensible se ha podido esclarecer la composición 

de la ZP en distintas especies. 

 

Por tanto, hasta la fecha podemos decir que los mamíferos se pueden 

clasificar en tres categorías de acuerdo a la composición proteica de la ZP: 

 

1. Presencia de ZP1, ZP2 y ZP3 (siendo ZP4 un pseudogén), hasta la 

fecha únicamente el ratón de laboratorio (Mus musculus) (Bleil y Wassarman, 

1980a, Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 2006; Goudet et al., 2008). 

 

2. Presencia de ZP2, ZP3 y ZP4 (donde ZP1 es un pseudogén), como 

en la cerda, la vaca, la perra, el delfín, el tarsero filipino y el tití común 

(Hedrick y Wardrip 1987; Noguchi et al., 1994; Goudet et al., 2008; Stetson et al., 2012). 

 

3. Presencia de 4 proteínas: ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4, como se ha 

descrito en la mujer, la rata, el macaco coronado, el hámster, la coneja y la 

gata (Hughes y Barratt, 1999; Lefièvre et al., 2004; Hoodbhoy et al., 2005; Ganguly et al., 

2008; Izquierdo-Rico et al., 2009, Stetson et al., 2012, 2013) 

 

 Dentro del segundo grupo podríamos incluir a los marsupiales, cuya 

ZP no ha sido tan estudiada como la de euterios. En marsupiales, hasta el 

momento se ha creído que la ZP estaba formada por tres glicoproteínas 

(ZP2, ZP3 y ZP4) (McCartney and Mate, 1999; Selwood, 2000; Mate et al., 2003), 

aunque debido a cierta confusión en la nomenclatura ciertos autores se 

refieren a ZP4 como ZP1. Únicamente en tres especies los genes o proteínas 

han sido caracterizados. En primer lugar, en la zarigüeya australiana 
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(Trichosurus vulpecula), donde el ADNc de ZP2, ZP3 y ZP4 ha sido clonado y 

secuenciado (Mate y McCartney, 1998; Voyle et al., 1999; McCartney y Mate, 1999; 

Haines et al., 1999; Mate et al., 2003).  En segundo y tercer lugar, en la zarigüeya 

de cola gruesa (Sminthopsis crassicaudata) (Voyle et al., 1999) y en la 

zarigüeya de cara rayada (Sminthopsis macroura) (Au et al., 2008) donde el 

ADNc de ZP2 ha sido parcialmente amplificado. Por tanto, la ZP de 

marsupiales parece estar formada por tres glicoproteínas, ya que ZP1 no ha 

sido descrita hasta el momento (McCartney y Mate, 1999; Selwood, 2000; Mate et al., 

2003).  

 

En este grupo también podemos incluir a la mayoría de carnívoros 

estudiados hasta la fecha. Los estudios realizados indicarían que la ZP está  

formada por tres glicoproteínas: ZP2, ZP3 y ZP4, donde ZP1 sería un 

pseudogén como sucede en la perra (Goudet et al., 2008). Diferentes autores han 

depositado secuencias de estas tres glicoproteínas, pero nunca de ZP1; como 

en el armiño, el hurón doméstico, la perra y la zorra (Harris et al, 1994; Okazaki 

et al., 1995; Okazaki y Sugimoto, 1995; Blackmore et al., 2004; Jackson y Beaton, 2004; 

McLaughlin et al., 2004; Reubel et al., 2005). 

 

En la gata, las secuencias depositadas hasta 2013, habían sido como 

en el resto de carnívoros las de ZP2, ZP3 y ZP4 (Harris et al, 1994, 1995; Okazaki 

y Sugimoto, 1995; Jewgenow y Fickel, 1999; Okazaki et al., 2007; Eade et al., 2009); y fue 

en ese año cuando por primera vez se describió la presencia de ZP1 en un 

carnívoro (Stetson et al., 2013).  

 

De esta clasificación, en cuanto a composición proteica de la ZP, se 

desprende que el ratón de laboratorio (Mus musculus), empleado como 

modelo de estudio de la ZP durante las últimas décadas presenta una 

composición diferente al resto de mamíferos descritos hasta la fecha, con 

ZP1, ZP2 y ZP3, siendo ZP4 un pseudogén (Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 

2006; Goudet et al., 2008). Teniendo en cuenta que ZP4 es una proteína 

funcional en el genoma de la rata (Hoodbhoy et al., 2005), se puede decir que la 
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pseudogenización de ZP4 tuvo lugar tras la divergencia evolutiva de la rata 

y el ratón hace unos 12 Ma (Jaeger et al., 1986; Jacobs et al., 1989, 1990; Goudet et al., 

2008). 

 

Sin embargo, los análisis realizados en la Tesis Doctoral de Izquierdo-

Rico en 2009, muestran que algunas especies de roedores del género Mus 

presentan en su genoma un gen ZP4 funcional. Por lo que, la 

pseudogenización de ZP4 tuvo lugar recientemente en la evolución del 

género Mus.  

 

 En esta Tesis Doctoral, estudiamos la composición de la ZP en 

diferentes grupos de mamíferos: marsupiales, roedores y carnívoros. 

Demostrando que la composición de la ZP es más variable de lo que se había 

pensado hasta el momento; además mostramos un análisis de los distintos 

fenómenos de pseudogenización que han afectado a las glicoproteínas de la 

familia ZP. 
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Por todo lo expuesto anteriormente, en la presente Tesis Doctoral nos 

planteamos los siguientes objetivos: 

 

 

1.  MARSUPIALES  

 

1.1 Análisis de la presencia del ARNm de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 en el 

ovario del wallaby de Bennett.  

 

1.2 Análisis de la presencia de duplicaciones del gen ZP3 en marsupiales. 

  

1.3 Análisis filogenético del gen ZP4 en marsupiales australianos y 

sudamericanos. 

 

 

2.  ROEDORES  

 

2.1 Análisis de la presencia del ARNm de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 en el 

ovario de Mastomys coucha, Mus mattheyi y Mus pahari.  

 

2.2 Identificación por proteómica de las proteínas de la ZP de Mastomys 

coucha, Mus mattheyi y Mus pahari.  

 

2.3 Análisis filogenético del gen ZP4 en la subfamilia Murinae. 

 

2.4 Estudio de la digestión de la ZP de ratonas mediante el uso de 

tripsina. 

 

2.5 Estudio del efecto de la presencia de una ZP de 3 o 4 proteínas sobre 

la fecundación in vitro.  
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3.  CARNÍVOROS  

 

3.1 Análisis in silico del gen ZP1 en la foca de Wedell, el hurón, la morsa, 

el tigre, el oso panda y el oso polar.  

 

3.2 Análisis de la presencia del ARNm de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 en el 

ovario de hurona.  

 

3.3 Análisis de la presencia del ARNm de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 en el 

ovario de zorra.  

 

3.4 Análisis filogenético del gen ZP1 en la carnívoros. 
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3.1 LA ZONA PELÚCIDA 

 

La zona pelúcida (ZP) es una matriz traslúcida, glicoproteica y  

acelular que rodea los ovocitos de los mamíferos y está involucrada en 

diferentes procesos durante la foliculogenésis, fecundación y el desarrollo 

embrionario temprano (Fig. 1). Otros vertebrados presentan una estructura 

similar en cuanto a estructura y función que se conoce como envoltura 

vitelina en anfibios, corion en peces y envoltura perivitelina en aves 

(Wassarman, 1988; Tian et al., 1997; Hyllner et al., 2001; Sasanami et al., 2002; Spargo y 

Hope, 2003; Monné y Jovine, 2011).  

 

 

Zona pelúcida

Ooplasma

Corpúsculo polar

20 µm 

 
 

Figura 1. Imagen de campo claro de un ovocito de mujer en metafase II. 

Las flechas indican el ovocito, la zona pelúcida (ZP) y el primer corpúsculo polar.  

 

 

 

3.1.1 Composición de la zona pelúcida 

 

La nomenclatura de las diferentes glicoproteínas que componen la ZP 

es algo confusa. En un principio teniendo en cuenta los genes detectados en 

el ratón, las glicoproteínas se clasificaron atendiendo a su peso molecular de 

acuerdo a la migración en un gel SDS-PAGE, denominándose ZP1, ZP2 y 

ZP3, siendo ZP1 la de mayor peso molecular (menor movilidad 
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electroforética) con 200 kDa, ZP2 con 120 kDa y ZP3 la de menor peso 

molecular (mayor movilidad electroforética) con 83 kDa (Bleil y Wassarman, 

1980a; Wassarman, 1988). Sin embargo, el descubrimiento de que no todas las 

especies presentan las mismas glicoproteínas en su ZP llevó a revisar la 

nomenclatura.  

 

En 2003, Spargo y Hope, proponen unificar el sistema de 

nomenclatura tras realizar un estudio filogenético. Donde las 3 subfamilias 

ZPA, ZPB y ZPC serían identificadas numéricamente como ZP2, ZP1 y ZP3. 

Desafortunadamente, en este trabajo no consideraron la existencia de 

especies con más de tres genes codificantes para proteínas de la ZP lo que 

hace que la terminología usada todavía en nuestros días sea confusa. 

 

En 2008, Goudet et al., proponen clasificar los genes que codifican 

para las glicoproteínas de la ZP en seis subfamilias: ZP1, ZP2/ZPA, 

ZP3/ZPC, ZP4/ZPB, ZPAX y ZPD. Sin embargo, no todos los genes están 

presentes en todas las especies, por ejemplo, en el genoma de mamíferos 

podemos encontrar 3 ó 4 genes, en el genoma de anfibios (Xenopus) 5 genes, 

y en el genoma de aves, como la gallina 6 genes (Goudet et al., 2008).  

 

Además, algunos de estos genes pueden estar duplicados. Como 

sucede con ZPAX y/o ZP3 en algunos peces como la carpa (Cyprinus carpio), 

el pez espinoso (Gasterosteus aculeatus), el pez arroz japonés o medaka 

común (Oryzias latipes), el pez cebra (Danio rerio), el pez globo moteado 

(Tetraodon nigroviridis) y el pez globo japonés (Takifugu rubripes) (Chang et 

al., 1996; Conner y Hughes, 2003; Meslin et al., 2012). También encontramos 

duplicación de ZP3 en un marsupial como la zarigüeya de cola corta 

(Monodelphis domestica) (Meslin et al., 2012), aves como el diamante mandarín 

(Taeniopygia guttata) y la gallina y en anfibios como la rana (Meslin et al., 

2012). Además, en el ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus), aparte de 

encontrarse ZP3 duplicada también lo está ZP2 (Meslin et al., 2012) (Tabla 1).  
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Tabla 1. Genes duplicados de diferentes glicoproteínas de la zona pelúcida 

en distintas especies (Modificado de Meslin et al., 2012). 

 
Clase vertebrados Especies ZP2 ZP3 ZPAX 

ANFIBIOS Rana 

 

 X  

AVES Diamante mandarín  X  

 Gallina 

 

 X  

MAMÍFEROS Ornitorrinco X X  

 Zarigüeya 

 

 X  

PECES Medaka común 

 
 X X 

 Pez espinoso 

 

 X X 

 Pez cebra 

 
 X X 

 Pez globo japonés 

 

 X X 

 Pez globo moteado 

 

 X X 

 

 

 

 En mamíferos, la composición glicoproteica de la ZP ha sido 

intensamente estudiada en las últimas décadas. Tradicionalmente, teniendo 

en cuenta el modelo del ratón, se ha considerado que la ZP de mamíferos 

estaba constituida por tres glicoproteínas (ZP1, ZP2 y ZP3) (Bleil y Wassarman, 

1980a). Estudios posteriores demostraron que la ZP de cerda (Hedrick y Wardrip 

1987, Lefièvre et al., 2003) y de vaca (Noguchi et al., 1994) también presentaba tres 

glicoproteínas, siendo en este caso ZP2, ZP3 y ZP4. Sin embargo, en los 

últimos años se ha descubierto que muchos mamíferos presentan cuatro 

glicoproteínas en su ZP. En 1999, el grupo del Dr. Barratt, demostró la 

existencia de cuatro genes en la mujer (Hughes y Barratt, 1999) y en 2004 se 

identificaron por proteómica cuatro proteínas en la ZP de la mujer (Lefièvre et 

al., 2004). Posteriores análisis filogenéticos detectan cuatro genes en el 

chimpancé, en el macaco de Rhesus (Goudet et al., 2008) y en la yegua (Mugnier 

et al., 2009). Mientras que, se demuestra la presencia de cuatro glicoproteínas 

en la rata (Hoodbhoy et al., 2005), en el macaco coronado (Macaca radiata) 
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(Ganguly et al., 2008), el hámster (Izquierdo-Rico et al., 2009a, Jiménez-Movilla et al., 

2009), la coneja (Stetson et al., 2012) y la gata (Stetson et al., 2013). 

 

 Si estudiamos los marsupiales, la ZP está formada exclusivamente 

por tres glicoproteínas (McCartney y Mate, 1999; Selwood, 2000; Mate et al., 2003). 

Además, son muy pocas las especies en las que los genes o proteínas se han 

caracterizado, por ejemplo, en la zarigüeya australiana (Trichosurus 

vulpecula) el ADNc codificante para tres ZPs ha sido clonado y secuenciado: 

ZP2, ZP3 y ZP4 (Mate y McCartney, 1998; Voyle et al., 1999; McCartney y Mate, 1999; 

Haines et al., 1999; Mate et al., 2003). En el ratón marsupial de cola gruesa 

(Sminthopsis crassicaudata) (Voyle et al., 1999) y en el ratón marsupial de cara 

rayada (Sminthopsis macroura) (Au et al., 2008) sólo ZP2 ha sido parcialmente 

amplificada (Fig. 2).  

 

 

a b c d e

ZP3

ZP2

ZP1

ZP4

ZPAX

ZPD

ZP2 ZP2 ZP2 ZP2

ZP4 ZP4ZP4

ZP3 ZP3 ZP3 ZP3

ZP1 ZP1

ZPD

ZPAX

ZP2 ZP4 ZP3 ZP1 ZPD ZPAX

AVES ANFIBIOS MAMÍFEROS

 

 

Figura 2. Composición de la zona pelúcida en vertebrados. a) Presencia de 

ZP1, ZP2, ZP3, ZP4, ZPAX y ZPD, como por ejemplo en la gallina. b) Presencia de 

ZP2, ZP3, ZP4, ZPAX y ZPD como ejemplo Xenopus. c) ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 como 

en el chimpancé, coneja, gata, hámster, macaco, mujer y rata). d) ZP2, ZP3 y ZP4 

en la cerda, delfín, perra, tarsero, tití y vaca. e) ZP1, ZP2 y ZP3 solamente descrito 

en la ratona (Modificado de Goudet et al., 2008)           
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Por tanto, podemos clasificar a los mamíferos en tres categorías: 

 

1- Especies con ZP1, ZP2 y ZP3, hasta la fecha exclusivamente la 

ratona (Bleil y Wassarman, 1980a; Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 2006; Goudet et al., 

2008). 

 

2- Especies con ZP2, ZP3 y ZP4, donde ZP1 no está presente, como 

en la cerda, la vaca, la perra, el delfín, el tarsero y el tití (Hedrick y Wardrip 

1987, Noguchi et al., 1994; Goudet et al., 2008; Stetson et al., 2012). 

 

3- Especies con 4 proteínas en su ZP: ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4, como en 

la mujer, la rata, el macaco coronado, el hámster, la coneja y la gata (Lefièvre 

et al., 2004; Hoodbhoy et al., 2005; Ganguly et al., 2008; Izquierdo-Rico et al., 2009a, 

Jiménez-Movilla et al., 2009; Stetson et al., 2012, 2013). 

 

 

En la Tabla 2, se muestran las glicoproteínas de la ZP descritas en 

diferentes especies de mamíferos. 

 

 

Tabla 2. Glicoproteínas de la zona pelúcida descritas en mamíferos. 

 

 

Especie ZP1 ZP2 ZP3 ZP4 Referencias 

Armiño                                  

(Mustela erminea) 
 X X X 

Jackson y Beaton, 2004 

Cabra                                         

(Capra hircus) 

 
X X  

Chen et al., 2010 

Cerda                                                             

(Sus scrofa domestica) 

 X X X 

Hedrick y Wardrip, 1984; 

Yurewicz et al., 1992, 1993; 

Harris et al., 1994; Hasegawa 

et al., 1994; Gupta et al., 1995; 

Taya et al., 1995; Kudo et al., 

1998; Leièvre et al., 2003; 

Yonezawa et al., 2005 

Coneja                                    

(Oryctolagus cuniculus) X X X X 

Schoebel et al., 1991; Lee et 

al., 1993; Harris et al., 1994; 

Stetson et al., 2012 

Chimpancé                                          

(Pan troglodytes)            
X X X X 

Goudet et al., 2008 
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Gata                                                     

(Felis catus) 
X X X X 

Harris et al., 1994, 1995; 

Okazaki y Sugimoto, 1995; 

Jewgenow y Fickel, 1999; 

Okazaki et al., 2007; Eade et 

al., 2009; Stetson et al., 2013. 

Hámster dorado                            

(Mesocricetus auratus) X X X X 

Kinloch et al., 1990; Koyama 

et al., 2005; Izquierdo-Rico et 

al., 2009 

Hurona                                         

(Mustela putorius furo) 
  X  

Jackson y Beaton, 2004 

Macaco cangrejero                         

(Macaca fascicularis) 
 X X X 

Harris y Piersen, 2003  

Macaco coronado                       

(Macaca radiata) X X X X 

Gupta, 1994; Kolluri et al., 

1995; Jethanandani et al., 

1998; Ganguly et al., 2008 

Macaco de Rhesus 

(Macaca mulata) 
X X X X 

Goudet et al., 2008 

Mono tití                                      

(Callithrix jacchus) 
 X   

Kerr et al., 1997 

 

Mujer                                         

(Homo sapiens) 
X X X X 

Hughes y Barrat, 1999; 

Lefièvre et al., 2004 

Oveja                                            

(Ovis aries) 
 X X  

Pariset et al., 2006; Chen et 

al., 2010 

Papión amarillo                        

(Papio cynocephalus) 
   X 

Harris y Piersen, 2003 

Perra                                                  

(Canis lupus familiaris)  X X X 

Harris et al., 1994; Okazaki et 

al., 1995; Okazaki y Sugimoto, 

1995; Blackmore et al., 2004; 

McLaughlin et al., 2004 

Rata                                             

(Rattus norvegicus) 
X X X X 

Hoodbhoy et al., 2005 

Ratona                                        

(Mus musculus)           
X X X  

Bleil y Wassarman, 1980a 

Ratona de los Llanos              

(Pseudomys australis) 
  X  

Swann et al., 2007 

Ratón marsupial de cola gruesa                   

(Sminthopsis crassicaudata) 
 X   

Voyle et al., 1999 

Ratón marsupial de cara rayada                    

(Sminthopsis macroura) 
 X   

Au et al., 2008 

Topillo de Brandt              

(Microtus brandti) 
  X  

Li et al., 2000 

Vaca                                                    

(Bos taurus)  X X X 

Harris et al., 1994; Noguchi et 

al., 1994; Yonezawa et al., 

2001; Ikeda et al., 2002 

Yegua                                              

(Equus ferus caballus) 
X X X X 

Mugnier et al., 2009 

Zarigüeya australiana  

(Trichosurus vulpecula)  X X X 

Mate y McCartney, 1998; 

Voyle et al., 1999; McCartney 

y Mate, 1999; Haines et al., 

1999; Mate et al., 2003 

Zorra                                               

(Vulpes vulpes) 
 X X  

Reubel et al., 2005 
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3.1.2 Funciones de la zona pelúcida 

 

Las funciones de la ZP están relacionadas con importantes eventos 

que implican la formación del ovocito y diferentes etapas durante la 

fecundación y el desarrollo embrionario temprano. Así, interviene en la 

foliculogénesis, la organización y diferenciación de las células de la 

granulosa, el reconocimiento y unión del espermatozoide, la inducción de la 

reacción acrosómica (RA), el bloqueo a la polispermia y la protección del 

embrión preimplantado (Modlinski, 1970; Bleil y Wassarman, 1980; Florman y Storey, 

1982; Berger et al., 1989; Liu et al., 1996; Rankin et al., 1996, 1999, 2001; Benoff, 1997; 

Fazeli et al., 1997; Kölle et al., 1998; Dean, 2004; Gupta et al., 2011, 2012; Tanihara et al., 

2013).  

 

Sin embargo, en otros mamíferos como los marsupiales, las funciones 

de la ZP no están claramente definidas, existiendo algunas diferencias entre 

euterios y metaterios; por ejemplo, el bloqueo a la polispermia parece ser 

debido en gran parte a la capa mucosa que envuelve a la ZP en marsupiales 

(Rodger y Bedford, 1982; Selwood, 2000; Breed et al., 2002; Au et al., 2008), mientras que 

en euterios se produce el endurecimiento de la ZP tras la entrada del primer 

espermatozoide, con algunas excepciones como la coneja, la cerda y la vaca 

(Ducibella et al., 1990, 1993; Yanagimachi, 1994; Coy et al., 2008; Cánovas et al., 2009; Coy 

y Avilés, 2010). También se ha visto que, en metaterios, la ZP interviene en la 

adhesión célula-zona dando lugar a la formación del blastocisto sin pasar 

por el estadio de mórula (Frankenberg y Selwood, 1998; Selwood, 2000; Breed et al., 

2002; Au et al., 2008).  

 

 Según la especie a la que nos refiramos, las distintas funciones de la 

ZP son atribuidas a una u otra glicoproteína, por ejemplo: 

 

Cerda: 

 

Se ha descrito una acción conjunta de ZP3-ZP4 como receptor 

primario. Estudios realizados con proteína recombinante (r) producidas en 
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baculovirus y proteína nativa (n), muestran que heterodímeros formados por 

ZP3r/ZP4r o ZP3n/ZP4r son incapaces de unirse al espermatozoide porcino, 

mientras que si hay presencia de ZP4 nativa si se produce la unión. Este 

hecho demuestra que ZP4 es esencial para la unión del espermatozoide 

(Yonezawa et al., 1997; Yurewicz et al., 1998; Yonezawa et al., 2001, 2012). Otros autores 

señalan que la actividad conjunta ZP3/ZP4 sería necesaria porque ZP3 

podría inducir un cambio conformacional en la proteína ZP4 exponiendo los 

sitios de unión al espermatozoide (Töpfer-Petersen et al., 2008). 

 

Mujer:  

 

Estudios con proteína recombinante humana y nativa indican que 

ZP1, ZP3 y ZP4 se unen al espermatozoide capacitado e inducen RA 

(Caballero-Campo et al., 2006; Ganguly et al., 2010a, 2010b; Gupta et al., 2012). Además, 

se ha observado que las glicoproteínas recombinantes ZP2, ZP3 y ZP4 

expresadas en baculovirus inducen cambios en el patrón de motilidad 

espermática (Caballero-Campo et al., 2006).  

 

ZP1: Ha sido clonada y expresada en sistemas procariotas (E. coli) y 

eucariotas (baculovirus), en ambos casos se produce la unión del 

espermatozoide capacitado no reaccionado a esta glicoproteína 

recombinante, pero únicamente cuando es expresada en un sistema 

eucariota se ha visto inducción de la RA, siendo el dominio ZP de ZP1 el 

responsable de esta acción (Ganguly et al., 2010a, 2010b).  

 

Un estudio de este mismo año, detecta una mutación homocigótica de 

ZP1 en mujeres de la misma familia responsable de alteraciones ovocitarias. 

En algunas de ellas no se observó ningún ovocito, mientras que en otras, los 

ovocitos no se encontraban rodeados por la ZP y como resultado estas 

mujeres son infértiles (Huang et al., 2014). Este estudio muestra una diferencia 

entre la función de ZP1 en la ratona y la mujer; puesto que, en ratonas KO 
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para ZP1 los ovocitos están rodeados por la ZP aunque esta es más delgada 

de lo normal, además estas ratonas no son estériles (Rankin et al., 1999).   

 

ZP2: La glicoproteína ZP2 nativa y recombinante (expresada en E.coli 

y baculovirus) hasta hace poco era considerada receptor secundario, por 

presentar únicamente unión al espermatozoide capacitado reaccionado 

(Tsubamoto et al., 1999; Chakravarty et al, 2008; Chiu et al., 2008b). Estudios recientes 

empleando ratones transgénicos con ZP humanizada indican que el 

espermatozoide humano únicamente se une a la ZP, cuando ésta expresa 

ZP2, ya sea sola o coexpresada con otras glicoproteínas de la ZP. Esta unión 

se produce con dominio N-terminal de la proteína, tras la cual se induce el 

bloqueo a la polispermia (Baibakov et al., 2012; Avella et al., 2014).  

 

ZP3: La glicoproteína ZP3 ha sido la más estudiada hasta el 

momento; tanto ZP3 nativa purificada (Chiu et al., 2008a) como ZP3 

recombinante, expresada en: E. coli, baculovirus o células de mamífero 

(CHO, células de teratocarcinoma ovárico humano (PA-1)) (van Duin et al., 

1994; Dong et al., 2001, Chakravarty et al., 2005, 2008; Caballero-Campo et al., 2006; José 

et al., 2010). Esta glicoproteína muestra diferencias en cuanto a su capacidad 

de inducción de la RA según sea expresada en uno u otro sistema. Cuando 

ha sido expresada en  sistemas procariotas no se produce la inducción; sin 

embargo, en sistemas eucariotas si hay inducción de RA, y su efecto se 

potencia cuando se trata de ZP3 nativa purificada (Chiu et al., 2008a). Esto 

demuestra que la glicosilación de la proteína es importante para poder 

desarrollar esta función (Chakravarty et al., 2005, 2008).  

 

ZP4: Esta glicoproteína, al igual que ZP3 es capaz de inducir RA 

cuando es expresada en sistemas eucariotas, no así en procariotas 

(Chakravarty et al., 2005, 2008; Caballero-Campo et al., 2006), siendo su efecto mayor 

cuando se trata de proteína nativa purificada (Chiu et al., 2008a). Estudios en 

ratones transgénicos expresando ZP4 humana indican que el 

espermatozoide humano no es capaz de unirse a esta ZP humanizada, por lo 
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que son necesarias otras glicoproteínas; en particular ZP2, para que se 

produzca el reconocimiento y la unión por parte del espermatozoide humano 

(Yauger et al., 2011; Baibakov et al., 2012; Avella et al., 2014).  

 

Ratona:  

 

ZP1: Esta glicoproteína ofrece estabilidad e integridad estructural a 

la matriz (Greve y Wassarman, 1985; Rankin et al., 1999; Gupta et al, 2012).  

 

ZP2: Tradicionalmente se ha considerado que ZP2 es el receptor 

secundario; es decir, se une al espermatozoide capacitado ya reaccionado 

(Bleil et al., 1988; Gupta et al, 2012). Sin embargo, artículos recientes señalan a 

esta glicoproteína como el receptor primario; de modo que, el espermatozoide 

se uniría a un dominio de la glicoproteína ZP2 próximo a la región N-

terminal, siendo el responsable del reconocimiento entre gametos tanto en la 

especie murina como en la humana. Tras la unión del espermatozoide al 

dominio N-terminal de esta glicoproteína; se produce la extrusión de los 

gránulos corticales, descargando una proteasa llamada ovastacina, que 

induce un cambio en la estructura del dominio N-terminal de ZP2, de modo 

que perdería su capacidad de unión al espermatozoide induciendo el bloqueo 

definitivo a la polispermia (Burkart et al., 2012).  

 

Además, se demuestra que ratones transgénicos presentando ZP4 

humanizada y en ausencia de ZP2 humana o murina presentan ZP, sin 

embargo no se produce la unión espermática a la misma y estas ratonas son 

estériles, presentándose el mismo fenotipo para ratonas con ZP2 truncada  

(Avella et al., 2014).  

 

ZP3: Se ha considerado como receptor primario, uniéndose al 

espermatozoide capacitado no reaccionado (Bleil y Wassarman, 1980b; Bleil y 

Wassarman, 1983; Wassarman, 1990; Gupta et al, 2012). Además es un agonista 

natural de la RA (Bleil y Wassarman, 1983; Wassarman, 1988, 2008). 
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Vaca:  

 

ZP2 se considera el receptor secundario, mientras que existe una 

acción conjunta entre ZP3-ZP4 como receptor primario, siendo ZP4 la que 

juega un papel más importante en la unión al espermatozoide (Yonezawa et al., 

2001; Yonezawa et al., 2012).  

 

 

3.1.3 Origen celular y síntesis de la zona pelúcida 

 

Las proteínas de la envoltura vitelina de anfibios, envoltura 

perivitelina de aves, corion de peces y de la ZP de mamíferos, están 

altamente conservadas entre grupos. Sin embargo, el lugar de síntesis de las 

mismas varía entre las distintas especies.  

 

3.1.3.1  Aves 

 

En las aves, las proteínas de la envoltura perivitelina pueden ser 

sintetizadas por el hígado, el ovario o ambos (Bausek et al., 2000; Litscher y 

Wassarman, 2007). Como por ejemplo, la codorniz japonesa (Coturnix japonica) 

donde la proteína ZP1 es sintetizada en el hígado, mientras que el resto de 

proteínas son sintetizadas en el ovario. ZP3 y ZPD se detectan en las células 

de la granulosa, mientras que la síntesis de ZP2 y ZP4 tiene lugar en 

ovocitos de folículos inmaduros (Sasanami et al., 2003; Serizawa et al., 2011). 

 

3.1.3.2 Peces 

 

Al igual que en las aves, las proteínas del corion de los peces pueden 

ser sintetizadas en el hígado, el ovario o en ambos. Un ejemplo sería la 

trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss), en la que ZP1, ZP2 y ZP3 son 

sintetizadas en el hígado bajo control hormonal y vía sanguínea llegan a los 

ovocitos en desarrollo del ovario, además también se ha detectado síntesis 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Litscher%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17163408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wassarman%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17163408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Serizawa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21729200
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de ZP3 en el ovario (Hyllner y Haux, 1992; Hyllner et al., 2001; Litscher y 

Wassarman, 2007). Pese a las diferencias en el lugar de síntesis y al tipo de 

fecundación, como por ejemplo entre la trucha arcoíris (fecundación externa) 

y la ratona (fecundación interna) y a que evolutivamente se separaron hace 

unos 400 millones de años, estas glicoproteínas comparten muchas 

características estructurales (Litscher y Wassarman, 2007).  

 

3.1.3.3  Mamíferos 

 

En los mamíferos, la ZP es formada durante el crecimiento folicular y  

su síntesis tiene lugar exclusivamente en el ovario. Pueden intervenir el 

ovocito o el ovocito junto a las células de la granulosa (Wassarman, 1988, 2008; 

Maresh et al., 1990; Sinowatz et al., 2001; Wassarman y Litscher, 2013).  

 

Tradicionalmente, tomando como referencia el modelo del ratón (Mus 

musculus), se consideraba que la ZP de mamíferos era únicamente 

sintetizada por el ovocito (Haddad y Nagai, 1977; Bleil y Wassarman, 1980a; 

Wassarman, 1988; Epifano et al., 1995). Sin embargo, en pocas especies: ratón 

(Haddad y Nagai, 1977; Epifano et al., 1995; Eberspaecher et al., 2001; Wassarman, 2008), 

rata (Akatsuka et al., 1998; Scobie et al, 1999), hámster (Bousquet et al., 1981; 

Izquierdo-Rico et al., 2011), ratón marsupial de cara rayada (Au et al., 2008) y 

zarigüeya australiana (Voyle et al., 1999), se señala a esta célula como la única 

responsable de su síntesis. En el resto de mamíferos estudiados habría una 

intervención conjunta del ovocito y las células de la granulosa (Tabla 3). 

 

Por tanto, en relación al lugar de la síntesis de las glicoproteínas de la 

ZP podemos encontrar dos tipos de modelo y dentro de cada especie una 

cinética de expresión propia (Maresh et al., 1990; Kölle et al, 1996, 1998; Konrad et 

al., 2012). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hyllner%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1474337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haux%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1474337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Litscher%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17163408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wassarman%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17163408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Litscher%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17163408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wassarman%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17163408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haddad%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=837413
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nagai%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=837413
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haddad%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=837413
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nagai%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=837413
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1- Síntesis exclusiva por el ovocito: como se ha descrito en 

algunos roedores y marsupiales. 

 

Roedores: 

 

En el hámster dorado (Mesocricetus auratus) estudios de 

hibridación in situ (HIS) indican una mayor expresión de ZP1, ZP2, ZP3 y 

ZP4 en folículos primordiales y primarios, disminuyendo la expresión a 

medida que aumenta el desarrollo folicular (Izquierdo-Rico et al., 2011).  

 

En la ratona (Mus musculus): Se observa expresión coordinada de los 

distintos genes (Epifano et al., 1995; Wassarman, 2008). La expresión de los 

mismos aumenta a medida que el ovocito comienza a crecer disminuyendo 

en los últimos estadios de desarrollo. ZP1 y ZP3 se detectan en ovocitos de 

folículos primarios y secundarios, mientras que ZP2 se detecta además en 

los ovocitos de folículos primordiales (Epifano et al., 1995).  

 

Hasta el momento únicamente se había descrito síntesis de la ZP por 

parte del ovocito, sin embargo estudios más recientes llevados a cabo 

estudiando la expresión de ZP2 mediante RT-PCR  e HIS, demuestran que 

en su síntesis intervienen también las células de la granulosa y las células 

del cúmulo, habiendo incluso una mayor participación por parte de estas 

células que del ovocito (Xie et al., 2010). 

 

 

En la rata (Rattus norvegicus) se detecta la glicoproteína ZP3 en los 

ovocitos de folículos en crecimiento pero no se detecta en folículos 

primordiales (Scobie et al, 1999).  
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Marsupiales: 

 

En el ratón marsupial de cara rayada (Sminthopsis macroura) 

estudios realizados con RT-PCR e HIS indican expresión de ZP2 en el 

citoplasma de ovocitos de folículos primordiales, primarios y secundarios, 

alcanzando la máxima expresión en folículos primarios (Au et al., 2008).  

 

En la zarigüeya australiana (Trichosurus vulpecula), ZP2 y ZP4 se 

detectan en ovocitos de folículos primordiales, siendo la expresión máxima 

en folículos primarios y disminuyendo la expresión en folículos con un mayor 

grado de desarrollo (Mate, 1998; Haines et al., 1999; Voyle et al., 1999).  

 

 

2- Síntesis por el ovocito y las células de la granulosa: como se 

ha descrito en la mayoría de mamíferos. 

 

Carnívoros: 

 

En la gata (Felis catus), estudios realizados por Jewgenow y Rudolph 

en el año 2001 indicaban que en la síntesis de las diferentes glicoproteínas 

únicamente intervenían las células de la granulosa; sin embargo, estudios 

de ese mismo año realizados por Barber y colaboradores indican que en la 

síntesis interviene también el ovocito. Se describe una síntesis secuencial, 

primero se detecta ZP4 en folículos primarios en crecimiento y secundarios y 

posteriormente se detectan ZP2 y ZP3 únicamente en folículos secundarios 

(Jewgenow y Fickel, 1999). 

 

En la perra (Canis familiaris), la glicoproteína ZP2 es sintetizada por 

el ovocito y ha sido localizada en folículos primordiales, primarios y 

secundarios tempranos, mientras que ZP3 y ZP4 son sintetizadas por las 

células de la granulosa en folículos primarios y secundarios (Blackmore et al., 

2004). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jewgenow%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11787154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rudolph%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11787154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rudolph%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11787154
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Lagomorfos: 

 

En la coneja (Oryctolagus cuniculus), ZP2 se detecta en el ovocito de 

folículos primordiales, primarios y secundarios tempranos, habiendo una 

mayor expresión en ovarios inmaduros (2-6 semanas de edad) que en ovarios 

maduros (8-12 semanas de edad) (Lee et al., 1993). El ARNm de ZP3 se detecta 

por Northern-Blot en mayor proporción (600 veces) en ovarios sexualmente 

inmaduros (animales de 6 semanas), es decir con una mayor proporción de 

folículos primordiales, aunque también presentan folículos primarios y 

secundarios tempranos y en menor proporción en ovarios sexualmente 

maduros (animales de más de 6 meses) (Schwoebel et al., 1991; Grootenhuis et al., 

1996). ZP4 se expresa en folículos primordiales primarios y secundarios 

tempranos (Lee, 2000).  

 

Marsupiales: 

 

En el wallaby de Tammar (Macropus eugenii) se detecta expresión 

de distintas proteínas de la ZP en ovocitos de folículos primordiales, 

primarios y secundarios. En folículos primarios también se detecta su 

presencia en algunas células de la granulosa (Mate, 1998). 

 

Primates: 

 

En el macaco de Rhesus (Macaca mulatta), se ha visto expresión de 

ZP3 en folículos primordiales y primarios. Observándose expresión en todos 

los ovocitos de folículos primordiales además de en algunas células de la 

granulosa de folículos primarios (Grootenhuis et al., 1996).  

 

En el macaco cangrejero (Macaca fascicularis), el ovocito y las 

células de la granulosa podrían intervenir en la síntesis de ZP2 y ZP3, 

mientras que para ZP4 sólo intervendría el ovocito (Martínez et al., 1996); 

aunque según otros autores únicamente interviene el ovocito en la síntesis 



REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 

- 28 - 

 

de las tres proteínas (Eberspaecher et al., 2001). ZP2 y ZP3 se detectan en 

folículos primordiales, primarios y secundarios y ZP4 en folículos 

secundarios y en un bajo nivel en folículos terciarios (Martínez et al., 1996). 

 

En la mujer (Homo sapiens),  ZP1 se detecta en folículos secundarios 

y terciarios (Ganguly et al, 2010a), ZP2, ZP3 y ZP4  se detectan en folículos en 

todos los estadios de desarrollo (Eberspaecher et al., 2001; Gook et al., 2008). ZP3 y 

ZP4 se observan en el 95% y 93% de los folículos primordiales examinados 

respectivamente, mientras que ZP2 sólo en el 32% de los mismos (Gook et al., 

2008). Existe cierta controversia respecto al lugar de síntesis de la ZP en la 

mujer, ya que algunos autores señalan tanto al ovocito como a las células de 

la granulosa como responsables de su síntesis (Grootenhuis et al., 1996; Gook et 

al., 2008), mientras que otros autores indican que en la síntesis de la ZP 

únicamente interviene el ovocito (Bousquet et al., 1981; Eberspaecher et al., 2001).  

 

En el tití común (Callithrix jacchus), ZP2 y ZP3 se detectan en 

folículos en cualquier estadio de desarrollo, tanto en el ovocito como en las 

células de la granulosa, con la excepción de ZP2 que no se localiza en 

folículos primordiales (Grootenhuis et al., 1996; Bogner et al, 2004). Estudios 

realizados por otro grupo con PCR en tiempo real (RT-qPCR), indican que la 

expresión de ZP2, ZP3 y ZP4 es mayor en folículos secundarios y va 

disminuyendo conforme los folículos aumentan de tamaño (Konrad et al., 2012). 

 

Ungulados: 

 

En la cerda (Sus scrofa), ZP4 se localiza en ovocitos de folículos 

primordiales y primarios. En folículos secundarios se observa tanto en 

ovocito como en células de la granulosa y en estadios más avanzados se 

pierde la señal en el ovocito (Kölle et al., 1996).  

 

En la vaca (Bos taurus) mediante HIS se observa expresión de la 

glicoproteína ZP3 en ovocitos de folículos primordiales y primarios, mientras 



REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

- 29 - 

 

que en folículos secundarios y terciarios hay expresión tanto en el ovocito 

como en las células de la granulosa (Kölle et al., 1998; Totzahuer et al., 1998).  

 

En la yegua (Equus ferus caballus), ZP3 y ZP4 se localizan en 

ovocitos de folículos primordiales y primarios, mientras que en folículos 

secundarios se localizan tanto en ovocito como en células de la granulosa. 

Una vez el ovocito está maduro, la síntesis se detiene en el ovocito, 

observándose exclusivamente síntesis en las células del cúmulo (Kölle et al., 

2007).  

 

 

Tabla 3. Lugar de síntesis de la ZP en mamíferos y técnicas utilizadas 

para su detección. O (ovocito), CG (células de la granulosa), HIS (hibridación in 

situ). 

 
ESPECIE           TÉCNICA REFERENCIAS 

SÍNTESIS POR EL OVOCITO 

Hámster dorado ZP1: Fol. primordiales, 1º y 2º                                  

ZP2: Fol. 1º y 2º                            

ZP3: Fol. primordiales, 1º y 2º                                    

ZP4: Fol. primordiales, 1º y 2º 

HIS Izquierdo-Rico et al., 2009 

Rata ZP3: Fol 1º HIS Scobbie et al., 2009 

Ratón ZP1: Fol. 1º y 2º                                         

ZP2: Fol. primordiales, 1º y 2º                  

ZP3: Fol. 1º y 2º 

Northern blot 

RT-PCR, HIS 

Epifano et al., 1995 

Wassarman, 2008 

Ratón marsupial de 

cara rayada 

ZP2: Fol. primordiales, 1º y 2º RT-PCR, HIS Au et al., 2008 

Zarigüeya australiana ZP2: Fol. Primordiales, 1º y 2º           

ZP4: Fol. primordiales, 1º y 2º  

RT-PCR, HIS Voyle et al., 1999             

Haines et al., 1999 

SÍNTESIS POR EL OVOCITO Y LAS CÉLULAS DE LA GRANULOSA 

Coneja ZP2: Fol. Primordiales y 1º                   

ZP3: Fol. Primordiales y 1º                                                

ZP4: Fol. primordiales, 1º y 2º 

Northern blot, 

HIS 

Lee et al.,1993; 2000  

Schwoebel et al., 1991 

Grootenhuis et al., 1996 

Cerda ZP4: O: Fol. primordiales y 1º                                                          

ZP4: O+CG: Fol. 2º 

HIS Kölle et al., 1996 

Gata ZP2: Fol. 2º                                                   RT-PCR, HIS Jewgenow y Fickel, 1999 
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ZP3: Fol. 2º                                                  

ZP4: Fol. 1º y 2º 

Macaco de Rhesus ZP3: O: Fol. primordiales                                  

ZP3: CG: Fol. 1º  

HIS Grootenhuis et al., 1996 

Macaco cangrejero ZP2: Fol. primordiales, 1º y 2º                                                      

ZP3: Fol. primordiales, 1º y 2º                                       

ZP4: Fol. 2º, 3º 

RT-qPCR, HIS Martínez et al., 1996 

Mujer ZP1: Fol. 2º y 3º                                                       

ZP2: Fol. Primordiales, 1º, 2º y 3º                                              

ZP3: Fol. Primordiales, 1º, 2º y 3º                                                         

ZP4: Fol. Primordiales, 1º, 2º y 3º   

HIS Grootenhuis et al., 1996 

Eberspaecher et al., 2001 

Gook et al., 2008                   

Ganguly et al, 2010a 

Perra ZP2: O: Fol. primordiales, 1º y 2º       

ZP3: CG: Fol. 1º, 2º                                               

ZP4: CG: Fol. 1º, 2º 

HIS Blackmore et al., 2004 

Tití común ZP2: Fol. 1º, 2º, 3º.                                                    

ZP3: Fol. primordiales, 1º, 2º y 3º 

ZP4: Fol. 1º, 2º y 3º 

RT-PCR, HIS, 

qPCR 

Grootenhuis et al., 1996 

Bogner et al., 2004 

Konrad et al., 2012 

Vaca ZP3: O: Fol. primordiales y 1º          

ZP3: O+CG: Fol. 2º y 3º 

HIS Kölle et al., 1998 

Yegua ZP3: O: Fol. primordiales y 1º  

ZP3: O+CG: Fol. 2º                                               

ZP4: O: Fol. primordiales y 1º  

ZP4: O+CG: Fol. 2º 

HIS Kölle et al., 2007 

Wallaby de Tammar ZP: O: Fol. primordiales, 1º y 2º                                

ZP: O+CG: Fol. 1º 

HIS Mate, 1998 

 

 

3.1.4 Estructura de la zona pelúcida 

 

 

Hasta 2004,  se pensaba que la ZP de la ratona era un entramado 

fibrilar formado por largos filamentos de ZP2-ZP3, interconectados entre sí 

mediante la glicoproteína  de ZP1, dando lugar a una estructura 

tridimensional (Greve y Wassarman, 1985). 

 

 

El modelo de estructura de la ZP descrito por Greve y Wassarman en 

1985, fue cuestionado por el equipo del Dr. Dean en 2004, los cuales 

describen una ZP formada por repeticiones de heterodímeros de ZP3-ZP2 y 
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ZP3-ZP1 que forman la estructura fibrilar principal, estando unidos a través 

de las glicoproteínas ZP1 y ZP2 (Dean, 2004) (Fig. 3). Además, se ha 

demostrado que la ZP de ratón se puede formar exclusivamente con 2 

glicoproteínas (ZP1-ZP3 ó ZP2-ZP3), siendo siempre necesaria la presencia 

de  ZP3 para su formación (Liu et al., 1996; Rankin et al., 1996, 1999, 2001; Dean, 

2004). 

 

 

Matriz normal

ZP1

ZP2

ZP3

ZP1/ZP3 ZP2/ZP3

o

Dominio ZP

 
 
Figura 3. Modelo de la estructura de la zona pelúcida de ratona. 

(Modificado de Dean, 2004). 

 

 

 

 El último modelo propuesto es una variación del modelo de Greeve y 

Wassarman de 1985, de modo que, la glicoproteína ZP1 se incorpora a los 

largos filamentos a través de su dominio ZP; por tanto en la ratona, la ZP 

estaría formada por un entramado fibrilar constituido por largos polímeros 

de ZP1-ZP2-ZP3 los cuales se unen entre sí mediante homodímeros de ZP1 a 

través de enlaces disulfuro formando una estructura tridimensional (Fig. 4) 

(Monné y Jovine, 2011). 
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Figura 4. Modelo de la arquitectura de la zona pelúcida de la ratona. ZP1 

se incorpora a los filamentos de la ZP a partir de su domino ZP (Tomado de Monné 

y Jovine 2011).  

 

 

 

En el caso de especies de mamíferos con otra composición 

glicoproteica como aquellas que presentan ZP2, ZP3 y ZP4 o 4 glicoproteínas 

posiblemente sea una estructura similar a la descrita anteriormente. 

Algunos autores proponen que el modelo de cuatro proteínas estaría 

constituido por largos filamentos formados por las glicoproteínas ZP2 y ZP3 

que estarían entrelazados por distintos tipos de filamentos: homodímeros de 

ZP1, homodímeros de ZP4 y heterodímeros de ZP1-ZP4 (Florman y Ducibella, 

2006). 

 

 

En la ratona, las glicoproteínas ZP2 y ZP3 representan 

aproximadamente el 80% del total de las proteínas de la ZP, encontrándose 

en cantidades similares, mientras que ZP1, representa aproximadamente el 

restante 20% (Wassarman y Litscher, 2012). Pese a que ZP1 es la glicoproteína 

minoritaria proporciona integridad estructural a la matriz y ratonas knock 

out (KO) para ZP1  tienen ZPs anormales, siendo más porosas y delgadas de 
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lo normal (Rankin et al., 1999). La ausencia de las otras glicoproteínas inducen 

cambios de mayor importancia, por ejemplo la ausencia de ZP2  da lugar a 

una ZP delgada que se pierde al final de la foliculogénesis (Rankin et al., 2001), 

mientras que la ausencia de ZP3 impide la formación de la ZP (Liu et al., 1996; 

Rankin et al., 1996).  

 

 

3.1.4.1 Características de las proteínas de la zona pelúcida 

 

 Las glicoproteínas de la ZP presentan una estructura común, 

constituida por distintos dominios: un péptido señal, el dominio ZP, el 

dominio trefoil (únicamente presente en ZP1 y ZP4), el sitio consenso para 

corte de furina, el dominio transmembrana y un tallo citoplasmático (Fig. 5).  

 

 

Péptido señal Dominio transmembranaDominio ZPDominio trefoil Sitio de corte de furina

ZP4

ZP3

ZP2 

ZP1

 

 

Figura 5. Descripción esquemática de los diferentes dominios presentes 

en las glicoproteínas de la ZP (Modificado de Conner et al., 2005). 

 

 

En la Tabla 4 se muestra la longitud aminoacídica de los distintos 

dominios en la mujer.  
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Tabla 4. Longitud aminoacídica de los distintos dominios de las 

glicoproteínas de la ZP en la mujer (Modificado de Gupta et al., 2012). 

 

 

   ZP1  ZP2 ZP3 ZP4 

Longitud polipéptido 638     745    424 540 

Péptido señal 1-25     1-38    1-22 1-18 

Dominio trefoil 234-274       141-183 

Dominio ZP 279-551 372-637 45-303 188-460 

Sitio de corte de furina 552-555 639-642 349-352 463-466* 

Dominio transmembrana 602-622 717-736 388-408 506-526 

*El sitio de corte de furina para ZP4 es SRRR, mientras que para ZP1, ZP2 y ZP3 es RXRR. 

 

 

Péptido señal: Es un domino hidrofóbico localizado en el extremo N-

terminal de la proteína, que la dirige hacia la vía secretora y no está 

presente en la proteína madura (Boja et al., 2003; Zhao et al., 2003; Gupta et al., 

2012). 

 

 Dominio ZP (ZPD): El dominio ZP, típico de las glicoproteínas de la 

ZP, podemos encontrarlo en gran variedad de proteínas secretoras que 

juegan un papel importante en el desarrollo, en la audición, en la inmunidad 

y en el cáncer (Bork y Sander, 1992; Jovine et al., 2004, 2006). En el caso de la ZP, 

se ha visto que participa en la polimerización de la matriz extracelular de 

las proteínas (Jovine et al., 2002, 2004, 2006). Por otro lado, experimentos 

realizados con ZP1 recombinante humana indican que ZPD es capaz de 

unirse al espermatozoide intacto e inducir RA (Ganguly et al., 2010b). 

 

ZPD es una secuencia de unos 260 aminoácidos que presenta de 8 

(ZP3) a 10 (ZP1, ZP2 y ZP4) residuos de cisteína conservados (Jovine et al., 

2006; Wassarman, 2008; Monné y Jovine, 2011). ZPD está formado por dos 

subdominios, el subdominio C-terminal (ZP-C) y el subdominio N-terminal 

(ZP-N) (Jovine et al., 2004), pudiendo haber varias copias del subdominio ZP-N, 

con la excepción de la glicoproteína ZP3 (Callebaut et al., 2007) (Fig. 6). Estas 
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copias podrían participar en la especificidad de unión al espermatozoide de 

ZP1, ZP2 y ZP4 (Callebaut et al., 2007).  

 

TM
ZP3 humanaPéptido señal

ZP-N ZP-C

Péptido señal
trefoil

ZP-N ZP-CZP-N ZP1 humana
TM

Péptido señal
trefoil

ZP-N ZP-C ZP4 humana

TM

ZP-N

ZP-N ZP-N
Péptido señal

ZP-N ZP-C ZP2 humana
TM

ZP-N ZP-C

100 aa

 

 

Figura 6. Subdominios ZP-C y ZP-N del dominio ZP en ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 

humana. ZP3 no presenta copias de estos subdominios. ZP1 y ZP4 presentan una 

copia de ZP-N y ZP2 presenta tres copias de ZP-N (Modificado de Callebaut et al., 

2007). 

 

 

Algunos autores consideran que ZP-N debería ser considerado un 

dominio por sí solo, ya que se ha visto que puede inducir la polimerización 

individualmente (Jovine et al., 2006). Además, estudios recientes, detectan dos 

péptidos en el dominio ZP-N de ZP1 humana con propiedades amiloideas, 

induciendo el depósito de material fibroso insoluble, siendo los responsables 

de la polimerización de la matriz (Louros et al., 2013).  

 

Dominio trefoil (TFD) o dominio P: ha sido identificado en las 

glicoproteínas ZP1 y ZP4 exclusivamente. Este dominio se localiza en 

diversas proteínas con diferente actividad biológica, como polipéptidos 

espasmolíticos, factor trefoil intestinal, pS2, etc… (Bork, 1993). Se trata de 

una región de 42 aminoácidos rica en cisteínas, que forma una estructura de 

tres bucles unidos por puentes disulfuro (Braun et al., 2009). Se le han 

atribuido funciones estructurales dada la estabilidad de los péptidos trefoil 

gastrointestinales a la digestión por proteasas, lo que ha sido probado 

mediante ensayos de digestión con tripsina (Braun et al., 2009).  
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Sitio de corte de furina: Algunas proteínas son inactivas cuando 

son sintetizadas y es necesaria su escisión proteolítica mediante furina para 

su activación (Tian et al., 2011). Se ha observado que las glicoproteínas de la 

ZP presentan un dominio localizado antes del dominio transmembrana, se 

trata del sitio de corte de furina, descrito como una secuencia de 4 

aminoácidos RX(K/R)R, donde tendría lugar la escisión proteolítica de las 

distintas ZPs y su liberación a la vía secretora (Kiefer y Sailing, 2002; Zhao et al., 

2003; Tian et al., 2011). Este dominio no está perfectamente conservado en 

todas las especies, como sucede en ZP4 de la mujer y la gata (Zhao et al., 2003).   

 

Algunas cuestiones permanecen todavía sin resolver, como el tipo de 

convertasa, la localización celular y la ruta de secreción (Kiefer y Sailing, 2002; 

Zhao et al., 2003). 

 

Dominios hidrofóbicos: Se han identificado dos motivos 

hidrofóbicos duplicados: el dominio hidrofóbico interno (IHP), localizado a 

nivel del dominio ZP y el dominio hidrofóbico externo (EHP), localizado 

entre el sitio consenso de corte de furina y el dominio transmembrana. 

Juntos evitan la polimerización de la proteína en el citoplasma celular e 

intervienen en la secreción e incorporación de las glicoproteínas a la ZP (Zhao 

et al., 2003; Jovine et al., 2004; Monné y Jovine, 2011). 

 

Dominio transmembrana: se trata de un dominio hidrofóbico 

localizado en  el extremo C-terminal de la proteína. El dominio 

transmembrana de ZP2 y ZP3 es requerido para la localización de estas 

glicoproteínas en la membrana del ovocito, donde se procederá al 

procesamiento del extremo carboxilo terminal y la incorporación de las 

glicoproteínas a la ZP (Hoodbhoy et al., 2006).  

 

Tallo citoplasmático: El dominio transmembrana se continúa con 

un tallo citoplasmático hidrofílico que también evita la polimerización 
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intracelular de las proteínas y asegura su correcta incorporación a la matriz 

(Jiménez-Movilla y Dean, 2011).  

 

 

3.1.4.2 Aspecto morfológico de la zona pelúcida 

 

El grosor de la ZP varía entre los distintos mamíferos, pudiendo 

encontrarse entre 1-25 µm. Por ejemplo, en la ratona el grosor de la ZP es de 

unos 6.2 µm, mientras que en la mujer el grosor varía entre 15-20 µm 

(Wassarman, 1988; 2008; Pelletier et al., 2004). En general, en los marsupiales se 

ha observado una ZP más fina que en euterios (Bedford, 1996); sin embargo, el 

grosor varía considerablemente entre unas especies y otras, pudiendo variar 

desde 1 a 8.6 µm (Selwood, 2000).  Este diferente grosor podría implicae que la 

cantidad proteica varía de una especie a otra. Así, el contenido proteico 

oscila entre 1 y 30 ng. Por ejemplo, en la ratona la ZP contiene alrededor de 

3.5 ng de proteína, en la cerda se estima que habría unos 30 ng y en la 

mujer, se ha estimado la cantidad de proteína en unos 32 ng (18 ng de ZP2, 

8 ng de ZP3 y 6 ng de ZP4 y ZP1) (Wassarman, 1988, 2008; Chiu et al., 2008b).  

 

 La ZP es porosa y permeable a macromoléculas relativamente 

grandes, así como a pequeños virus (Wassarman y Litscher, 2012). Cuando la ZP 

es observada mediante microscopía electrónica de barrido, se observan 

diferencias entre su superficie externa e interna. En la ratona, se observan 

fenestraciones en la superficie externa que le dan una apariencia esponjosa, 

mientras que la superficie interna es más regular y compacta (Phillips y 

Shalgi, 1980; Familiari et al., 1992; 2006, 2008) (Fig. 7). Además, se ha descrito una 

correlación entre el grado de madurez del ovocito y la estructura de la ZP 

tanto en la ratona (Calafell et al., 1992), como en la mujer (Familiari et al., 1988), 

describiéndose en esta última una ZP homogénea y compacta en ovocitos en 

Metafase I y mucho más porosa en ovocitos en metafase II (Tesarík et al., 1988). 
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a b
 

 

Figura 7. Imagen de la zona pelúcida de mujer mediante microscopía 

electrónica de barrido. a) Zona externa de la ZP. b) Zona interna de la ZP 

(Tomada de Familiari et al., 1992). 

 

 

 Cuando la ZP se observa con PolScope se pueden visualizar tres 

capas: una interna, siendo la más birrefrigente, brillante y gruesa, una 

media, la de menor grosor, que se observa oscura y con poca birrefrigencia y 

una externa con mayor grosor y birrefrigencia que la anterior (Fig. 8). La 

apariencia de las mismas se emplea como marcador de calidad ovocitaria y 

desarrollo embrionario (Pelletier et al., 2004; Shen et al., 2005; Rama Raju et al., 2007). 

 

 

a

b

c

 
 

Figura 8. Imagen de un ovocito mediante PolScope. Se observan las tres 

capas que constituyen la ZP señaladas con a, b y c (Tomado de Rama Raju et al., 

2007). 
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3.2 EVOLUCIÓN MOLECULAR DE LAS PROTEÍNAS 

REPRODUCTORAS 

 

3.2.1 Evolución molecular de las proteínas reproductoras 

  

 La comparación de las secuencias génicas entre especies 

filogenéticamente cercanas ha demostrado que los genes relacionados con la 

reproducción evolucionan de forma más rápida que aquellos genes 

expresados en otro tipo de tejidos (Vacquier, 1998; Singh y Kulathinal, 2000; 

Swanson y Vacquier, 2002; Turner y Hoekstra, 2008). Así, se ha documentado en 

Drosophila que la evolución de las proteínas reproductoras es el doble de 

rápida que la que presentan las proteínas no relacionadas con la 

reproducción (Civetta y Singh, 1995). Además, se observa una evolución más 

rápida de las proteínas reproductoras masculinas que de las femeninas 

(Haerty et al., 2007).  

 

 Los genes de evolución rápida son aquellos que muestran entre 

especies un amplio porcentaje de sustituciones de aminoácidos. Estudios 

realizados por Makalowski y Boguski en 1998, demostraron que muchos de 

estos genes estaban relacionados con la respuesta inmune, sin embargo 

destacaron algunos genes relacionados con la reproducción, como ZP2, ZP3 y 

acrosina (ACR) los cuales están directamente relacionados con la interacción 

espermatozoide-ovocito. 

 

 La evolución rápida puede deberse a una falta de funcionalidad como 

sucede con los pseudogenes en comparación a su gen ancestral y con los 

intrones en relación a los exones (Li et al., 1981; Bodmer y Ashburner, 1982; Hellberg 

y Vacquier, 1999); o puede deberse a una evolución adaptativa inducida por la 

selección natural (Swanson y Vacquier, 2002). Para diferenciar entre ambas 

debemos comparar secuencias de ADN de las regiones codificantes y tener 

en cuenta si al cambiar un nucleótido se produce a su vez un cambio 
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aminoacídico (sustitución no sinónima) o si, por el contrario no se produce 

cambio de aminoácido (sustitución sinónima o silente) (Yang y Bielawski, 2000; 

Swanson y Vacquier, 2002). El ratio dN/dS (número de sustituciones no sinónimas 

entre número de sustituciones sinónimas) nos indica el tipo de evolución; 

así, si el ratio es inferior a 1 sería una evolución negativa o purificante, si es 

igual a 1 sería una evolución neutral y si es superior a 1 sería indicio de 

selección positiva darwiniana. Este cambio aminoacídico se suele relacionar 

con una ventaja adaptativa y se emplea para identificar regiones génicas 

funcionalmente importantes, como por ejemplo lugares de unión 

espermatozoide-ovocito (Swanson et al., 2001a, 2001b; Swanson y Vacquier, 2002). 

  

 En mamíferos, han sido identificadas distintas proteínas 

reproductivas sometidas a evolución rápida. Algunos ejemplos del sistema 

reproductor femenino serían la oviductina (OVGP1) y glicoproteínas de la 

ZP (ZP2 y ZP3) y en relación al sistema reproductor masculino, proteínas 

detectadas en la superficie del espermatozoide como la molécula de adhesión 

espermática (SPAM-1), β-fertilina, zonadhesina y el complejo t asociado a la 

expresión testicular 1 (TCTE1) (Swanson y Vacquier, 2002). Recientemente, se 

han evaluado múltiples genes en el ratón relacionados con distintos procesos 

en los que interviene el espermatozoide y se ha visto que aquellos 

relacionados con la motilidad espermática y la interacción con el ovocito 

están sujetos a un proceso más rápido de evolución; como por ejemplo, 

ADAM32 o proteínas estructurales de los microtúbulos del flagelo del 

espermatozoide (Tekt4) (Vicens et al., 2014).  

 

 Esta evolución rápida está asociada a la especie-especificidad y en 

ocasiones este fenómeno puede dar lugar a la aparición de nuevas especies. 

Así, tanto las proteínas masculinas como las femeninas tienen que 

evolucionar simultáneamente, dándose una coevolución para que la 

reproducción sea efectiva, como por ejemplo se ha descrito la coevolución de 

la proteína CD9 del ovocito y la proteína IZUMO1 del espermatozoide en 

primates (Claw et al., 2014). Otro ejemplo de coevolución adaptativa se ha 



REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

- 41 - 

 

encontrado en la oreja de mar, donde se ha visto que la lisina (proteína 

acrosomal) y su receptor VERL en la envoltura vitelina han sufrido un 

proceso de evolución positiva y ambos han coevolucionado simultáneamente 

(Swanson y Vacquier, 2002; Galindo et al., 2003). Swanson y Vacquier, proponen 

como posibles causas de evolución rápida de las proteínas reproductoras, la 

competencia espermática, la selección sexual y el conflicto sexual.  

 

 

3.2.2 Evolución molecular de las glicoproteínas de la zona pelúcida 

 

 Como se ha dicho anteriormente, algunas de las glicoproteínas de la 

ZP han sido objeto de estudio por estar sometidas a una evolución rápida 

como resultado de una selección positiva, este estudio ha ayudado a 

entender mejor las diferencias especie-específicas en la composición de la 

ZP. 

  

En especial se han estudiado las glicoproteínas ZP2 y ZP3 y son 

muchos los autores que apoyan su evolución positiva (Makalowski y Boguski, 

1998; Swanson et al., 2001a; Swanson y Vacquier, 2002; Turner y Hoekstra, 2006, 2008). 

Regiones concretas de estas glicoproteínas han sido señaladas por estar 

sometidas a esta selección positiva, por ejemplo en ZP3 se detectaron 

múltiples regiones bajo selección positiva, la mayoría de las cuales se 

encontraban entre los aminoácidos 331 y 373 (Swanson et al., 2001a).  

 

Además, varios estudios detectan regiones sometidas a selección 

positiva en ZP3 de varios roedores de Australia y Nueva Guinea; sin 

embargo, cuando se consideraron únicamente los roedores australianos, los 

resultados no fueron significativos (Swann et al., 2007). En concreto, se ha 

descrito en la ratona que los aminoácidos 324, 325 y 341 del exón 7 son 

sometidos a esta selección; región que se ha descrito como esencial en la 

interacción con el espermatozoide (Rosiere y Wassarman, 1992; Kinloch et al., 1995; 

Wassarman y Litscher, 2009). 
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Recientemente, otros autores descartan esta selección positiva (Berlin y 

Smith, 2005; Chen et al., 2011; Meslin et al., 2012). En 2005, Berlin y Smith 

reanalizaron los datos de Swanson, estudiando 15 especies de mamíferos, 11 

de aves y 6 de peces y no encontraron indicios de selección positiva para la 

glicoproteína ZP3 y atribuyen los resultados anteriores a falsos positivos 

originados por el método usado de análisis M7-M8 LRT.  Del mismo modo, 

los resultados propuestos por Jansa y colaboradores en 2003, donde señalan 

la presencia de selección positiva en ZP3 en varias especies del género Mus, 

son descartados cuando Turner y Hoekstra en 2006 reanalizan los 

resultados en ausencia del grupo externo empleado por los primeros autores.  

 

En 2011, los análisis realizados por Chen y colaboradores en 7 

especies de bóvidos, no encuentran indicios de selección positiva en ZP3, 

mientras que si detectan indicios, aunque débiles en ZP2 (aminoácidos 38, 

117, 174 y 342). Lo que podría indicar que la ZP2 de mamíferos podría jugar 

un papel en la interacción con el espermatozoide más importante que el que 

se había pensado hasta el momento (Chen et al., 2011) hecho que está siendo 

considerado a la vista de los estudios realizados por el grupo del Dr. Dean 

(Burkart et al., 2012; Avella et al., 2014). 

 

Estudios más recientes de Meslin et al. (2012) encuentran indicios de 

selección positiva para ZP2 y ZP4 en la rana y para ZP4 en el macaco de 

Rhesus. Además, estudian otros genes sometidos a selección positiva y 

concluyen que los aminoácidos bajo esta selección no se encuentran 

localizados en el dominio relacionado con la función principal de la proteína, 

por lo que estos residuos podrían intervenir en funciones secundarias. Por 

otro lado, muestran que los aminoácidos sometidos a selección positiva 

presentan una localización diferente según la especie analizada (Meslin et al., 

2012). 

 

Centrándonos en la familia ZP, el primer evento en la evolución de 

esta familia fue una duplicación génica, que dio lugar al gen ancestral de la 
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subfamilia ZPC/ZP3 y al precursor de las subfamilias del resto de genes 

ZP2/ZPA, ZPB, ZPD y ZPAX (Spargo y Hope, 2003). Tras esta primera 

duplicación, este gen precursor dio lugar a ZPD, ZPAX y a un gen del cual 

surgirían ZP2 y ZPB. Este gen ZPB se duplicó posteriormente originándose 

los genes ZP1 y ZP4. Así que, ZP1 y ZP4, previamente considerados genes 

ortólogos, son en realidad parálogos (Hughes et al., 1999; Bausek et al., 2000; 

Goudet et al., 2008) y puesto que el genoma de la gallina presenta ZP1, la 

duplicación del gen ancestral puede ser datado antes de la divergencia entre 

aves y mamíferos hace 300 Ma (Goudet et al., 2008).  

 

Algunas especies presentan dos copias del gen ancestral ZP1 y ZP4 

(modelo de 4 proteínas) y en otras especies sólo se conserva una, ya sea ZP1 

o ZP4 (modelo de tres proteínas). En  este caso, una de las copias (ZP1 o 

ZP4) se ha perdido tras la duplicación debido a la pseudogenización o 

muerte génica (Goudet et al., 2008; Stetson et al., 2012).  

 

Además de esta pseudogenización, hay varios ejemplos de pérdida de 

glicoproteínas de la ZP durante la evolución de los vertebrados, por ejemplo,  

los genes ZPAX y ZPD, presentes en las aves no se encuentran en 

mamíferos (Goudet et al., 2008).  

 

En el ratón (Mus musculus), el gen ZP4 ha sido identificado como un 

pseudogén (Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 2006; Goudet et al., 2008). Mientras 

que, en otras especies ha sido el gen ZP1 identificado como un pseudogén, 

como en la perra (Canis familiaris) y la vaca (Bos taurus), encontrándose en 

el cromosoma 18 y 29 respectivamente (Goudet et al., 2008); más 

recientemente, se han descrito pseudogenes para ZP1 en otras especies como 

el tití (Género Callithrix), el tarsero (Género Tarsius), el delfín (Género 

Tursiops) y el cerdo (Género Sus) (Stetson et al., 2012) (Fig. 9). 
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Figura 9. Relación filogenética de ZP1 de diferentes especies de 

mamíferos. A nivel de cada rama se indica el valor de bootstrap (porcentaje de 

bootstrap) del nodo al que se dirige la rama (sólo valores < 99 son mostrados). El 

símbolo Ψ  y las ramas en rojo indican pseudogenización (Tomado de Stetson et al., 

2012). 
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Por tanto, encontramos especies donde ZP1 o ZP4 han sido 

identificados como pseudogenes (Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 2006; Goudet et 

al., 2008; Stetson et al., 2012), mientras que ZP2 y ZP3 siempre están presentes 

en todos los vertebrados estudiados hasta la fecha sugiriéndose su 

importancia funcional. 

 

Además, se ha detectado duplicación génica para algunos de los genes 

de la ZP (ZP2, ZP3, ZPAX). Meslin y colaboradores en 2012, realizan un 

estudio en distintos mamíferos (euterios y metaterios), aves, peces y anfibios 

donde detectan duplicaciones e indicios de selección positiva en varios de 

estos genes (Fig. 10). 
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Figura 10. Evolución de los genes de la zona pelúcida. Cuadrado blanco: gen 

no encontrado. Cuadrado azul: duplicación. Cuadrado morado: selección positiva. 

Cuadrado rojo: pseudogén. Círculo negro: no se detecta evento. Círculo blanco: no 

hay cálculo de selección positiva. (Modificado de Meslin et al., 2012). 
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3.2.3 Evolución del gen ZP4 en el género Mus 

 

Sorprendentemente, la pseudogenización de ZP4, únicamente ha sido 

descrita en el ratón común (Mus musculus), de modo que la ZP del ratón 

está formada por tres glicoproteínas: ZP1, ZP2 y ZP3. El transcrito de ZP4 

ha sido descrito en ovocitos de ratón pero la síntesis de la proteína se ve 

impedida debido a la presencia de numerosos codones de stop en el marco 

abierto de lectura del ARNm (Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 2006; Goudet et al., 

2008) (Fig. 11). Además, los análisis realizados mediante espectrometría de 

masas revelan la presencia de ZP1, ZP2 y ZP3 pero no se ha podido 

identificar ningún péptido de ZP4 (Boja et al., 2003).  

 

 

  1  atggctaagcaggctctaaggagtactctgtggcttctgccaagcatcttactgtgtttc 

 1   M  A  K  Q  A  L  R  S  T  L  W  L  L  P  S  I  L  L  C  F 

 61  ccattctgtcctcccttgagtggccaggtgtgctccactgtgggttacagagcttccagt 

        21   P  F  C  P  P  L  S  G  Q  V  C  S  T  V  G  Y  R  A  S  S 

121  ttactgtgaacctcagcctggaggcagagagtcccatgctaacagcttgggatagccaag 

41   L  L  -  T  S  A  W  R  Q  R  V  P  C  -  Q  L  G  I  A  K 

181  ggctgccacacaggcttaagaatgactctgactggtacatgggtgatggacagaactgat 

61   G  C  H  T  G  L  R  M  T  L  T  G  T  W  V  M  D  R  T  D 

241  ggatttttggtattggaagccacccacaatgtcactctggaaggctcccattatgtcatg 

81   G  F  L  V  L  E  A  T  H  N  V  T  L  E  G  S  H  Y  V  M 

301  atggtcggcgtgcaagaggtagatgtagctggaaatatgagagggacaagagagactgct 

       101   M  V  G  V  Q  E  V  D  V  A  G  N  M  R  G  T  R  E  T  A 

361  taagtgccctttggatcttcacacccgaaatacagcaagtgctgaagtgtgcagtcctgt 

       121   -  V  P  F  G  S  S  H  P  K  Y  S  K  C  -  S  V  Q  S  C 

421  gctccctcgcccatctccagaggaaactgtgaagaggtggtctgctgctacagctctgaa 

       141   A  P  S  P  I  S  R  G  N  C  E  E  V  V  C  C  Y  S  S  E 

481  gaggaaaaggcaggttcctgttactatggaaacacagtgacctcccgttgtaccagggaa 

       161   E  E  K  A  G  S  C  Y  Y  G  N  T  V  T  S  R  C  T  R  E 

541  ggctgcttttccattgctgtgttcaggaatgcaacctcgccacccctacgcttggattcc 

       181   G  C  F  S  I  A  V  F  R  N  A  T  S  P  P  L  R  L  D  S 

601  ctatccttggtcttcaggaacagcagtgggtgtgatcctgtgatgatgacatccaccttt 

       201   L  S  L  V  F  R  N  S  S  G  C  D  P  V  M  M  T  S  T  F 

661  gtcctgttccaatttccacttacttcctgtgggaccacacggcagatcactggagaccag 

       221   V  L  F  Q  F  P  L  T  S  C  G  T  T  R  Q  I  T  G  D  Q 

721  tccgtgtacaaaaatgagctagtagtcattcgggatgtgcaagcttggggcagaagctct 

       241   S  V  Y  K  N  E  L  V  V  I  R  D  V  Q  A  W  G  R  S  S 

       781  attacccgatacagcaacttcagtcctaggctcatccttgcattgagagcct 

       261   I  T  R  Y  S  N  F  S  P  R  L  I  L  A  L  R  A 

 

 

Figura 11. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de ZP4 de ratona. En 

rojo se muestran los codones de stop. En rosa se muestra el atg inicial. Número de 

acceso del GenBank: NR_027813.1. 
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Por otro lado, la detección de la proteína ZP4 en el genoma de la rata 

(Hoodbhoy et al., 2005), especie filogenéticamente emparentada con el ratón  

indicaría que la pseudogenización de este gen se produciría tras la 

divergencia de estas dos especies, hecho que se produjo hace 

aproximadamente 12 Ma (Jaeger et al., 1986; Jacobs et al., 1989, 1990; Goudet et al., 

2008). 

 

El género Mus abarca alrededor de 40 especies y está dividido en 

cuatro subgéneros: Mus, Pyromys, Nannomys y Coelomys (Musser y Carleton, 

2005). De los cuales, el subgénero Mus ha sido el más extensamente 

estudiado. Este subgénero está formado por 11 especies, siendo el ratón 

común o de laboratorio (Mus musculus), la especie utilizada como modelo 

para el estudio de la ZP y la interacción entre gametos desde hace más de 30 

años. De los otros subgéneros, uno procede de África: el subgénero 

Nannomys (19 especies reconocidas); y los otros dos subgéneros proceden del 

Sudeste asiático: el subgénero Coelomys (4 especies) y Pyromys (5 especies) 

(Musser y Carleton, 2005).  

 

Estudios anteriores realizados por miembros de nuestro grupo de 

investigación (Tesis Doctoral de Izquierdo-Rico, 2009), demostraron la presencia de 

4 genes de la familia ZP en algunas especies del género Mus. Para ello, se 

realizó el análisis del ADNg en 25 especies pertenecientes a diferentes 

roedores de la subfamilia Murinae. Únicamente se detectaron codones de 

stop en la secuencia de ZP4 de 6 especies pertenecientes al subgénero Mus 

(Mus caroli, Mus cypriacus, Mus macedonicus, Mus musculus, Mus 

spicilegus y Mus spretus) mientras que no se observaban dichos codones de 

stop en el resto de especies analizadas pertenecientes a los otros subgéneros 

(Fig. 12).  

 

Por tanto, los análisis realizados en la Tesis Doctoral de Izquierdo-

Rico en 2009, muestran que la pseudogenización de ZP4 tuvo lugar 

recientemente en la evolución del género Mus. La divergencia de los 4 
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subgéneros del género Mus se produce hace 6-7 Ma (Lecompte et al., 2008, Pagès 

et al., 2012); dentro del subgénero Mus la primera rama divergente se calcula 

alrededor de 5 Ma (Pagès et al., 2012), indicando que la pseudogenización de 

ZP4 tuvo lugar hace 5-7 Ma. 

 

 
 

P 

 
 

 
Figura 12. Filogenia molecular del gen ZP4 en la subfamilia Murinae 

obtenida por el método de máxima verosimilitud. La escala indica el número 

de sustituciones por sitio. A nivel de cada rama se indica el valor de bootstrap (bp: 

porcentaje de bootstrap) del nodo al que se dirige la rama. Las especies en las 

cuales hemos observado un fenómeno de pseudogenización se encuentran 

coloreadas en rojo (todas ellas correspondientes al subgénero Mus, dentro del 

género Mus). Las barras verticales azules representan la presencia de indels 

(inserciones/delecciones) en los taxones situados a la derecha de cada barra. Se 

señala con una P el punto donde ha tenido lugar la pseudogenización (Modificado 

de la Tesis Doctoral de Izquierdo-Rico, 2009). 
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3.3 LA ZONA PELÚCIDA EN MARSUPIALES 

 

3.3.1 Envolturas del ovocito en marsupiales 

 

El ovocito de los marsupiales se encuentra rodeado por tres 

envolturas acelulares: la zona pelúcida (ZP), una capa mucosa y una capa 

externa de revestimiento. La ZP es secretada por el ovocito, mientras que la 

capa mucosa y la capa externa de revestimiento son secretadas por el tracto 

genital femenino. Además, en algunos marsupiales existe una matriz 

extracelular (MEC) (Selwood, 2000) (Fig. 13).  

 

La MEC es secretada por el ovocito o por el embrión temprano y se ha 

descrito en especies como, el antequino de Stuart (Antechinus stuartii), el 

ratón marsupial de cara rayada (Sminthopsis macroura), el wallaby de 

Tammar (Macropus eugenii), la zarigüeya australiana (Trichosurus 

vulpecula), la zarigüeya de cola corta (Monodelphis domestica) y la 

zarigüeya de Virginia (Didelphis virginiana) (Talbot y Dicarlantonio, 1984; 

Selwood et al., 1997; Frankenberg y Selwood, 1998; Kress y Selwood, 2003). 

 

 

 
 

 

 

Figura 13. Representación de las envolturas del ovocito de la zarigüeya 

australiana (Modificado de Selwood, 2000). 
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La capa mucosa está relacionada con diferentes procesos como el 

bloqueo de la polispermia, la nutrición del embrión y proporciona un 

microambiente adecuado para el mismo (Selwood, 2000). La capa externa de 

revestimiento está relacionada con el mantenimiento de un ambiente 

adecuado para el embrión (Menkhorst et al., 2009) y la matriz extracelular juega 

un papel importante en la formación del blastocisto (Selwood, 2000). 

 

La composición y función de la ZP de marsupiales es menos conocida 

que la de euterios; sin embargo, se sabe que existen algunas diferencias 

entre euterios y metaterios. Por ejemplo, parece que la prevención de la 

polispermia en todos los marsupiales no se debe a la ZP, sino que puede 

deberse a la capa mucosa (Rodger y Bedford, 1982; Selwood, 2000; Breed et al., 2002, 

Au et al., 2008). Por otro lado, la ZP en los marsupiales parece participar en la 

adhesión entre la ZP y las células embrionarias, evitando la formación de la 

mórula; de modo que, en las primeras divisiones embrionarias, las 

blastómeras se unen a la ZP rodeándola por completo y dando lugar a un 

blastocisto unilaminar (Selwood, 1994; Frankenberg  y Selwood, 1998; Selwood, 2000; 

Breed et al., 2002, Au et al., 2008; Frankenberg et al., 2013). Además presenta 

características físicas diferentes, siendo más fácilmente solubilizada por 

proteasas (Rodger y Bedford, 1982; Bedford y Breed, 1994; Bedford, 2004). 

 

Hay descritas alrededor de 300 especies de marsupiales (Wilson y 

Reeder, 2005) pero, únicamente el genoma de tres marsupiales está disponible 

en bases de datos como Ensembl y GenBank: el demonio de Tasmania 

(Sarcophilus harrisii), el wallaby de Tammar (Macropus eugenii) y la 

zarigüeya de cola corta (Monodelphis domestica). 

 

En relación a la composición de la ZP, en marsupiales está formada 

por tres glicoproteínas: ZP2, ZP3 y ZP4 (McCartney y Mate, 1999; Selwood, 2000; 

Mate et al; 2003), donde ZP1 no está presente, aunque debido a cierta confusión 

en la nomenclatura de las glicoproteínas, algunos autores se refieren a ZP4 

como ZP1 (Haines et al., 1999; Mate et al., 2003).  
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En pocas especies los genes o proteínas han sido caracterizados. Por 

ejemplo, en la zarigüeya australiana (Trichosurus vulpecula) el ADNc de 

tres glicoproteínas ha sido clonado y secuenciado: ZP2, ZP3 y ZP4 (Mate y 

McCartney, 1998; Voyle et al., 1999; McCartney y Mate, 1999; Haines et al., 1999; Mate et 

al., 2003). En otras especies como el ratón marsupial de cola gruesa 

(Sminthopsis crassicaudata) (Voyle et al., 1999)  y el ratón marsupial de cara 

rayada (Sminthopsis macroura) (Au et al., 2008) sólo se ha amplificado de 

forma parcial ZP2. Los números de acceso se indican en la Tabla 5. 

 

 

Tabla 5. Números de acceso para las distintas secuencias de ZPs en 

marsupiales.  

 

 ZP1  ZP2 ZP3 ZP4 

Ratón marsupial de cara rayada 

(Sminthopsis macroura) 
 EF093503   

Ratón marsupial de cola gruesa 

(Sminthopsis crassicaudata) 
 AF263015   

Zarigüeya australiana   

(Trichosurus vulpecula) 
 

AF079525 

AF263014 
AF079524 AF263013 

 

 

Sin embargo, a raíz de unos resultados muy recientes, parece que la 

ZP de marsupiales puede tener una composición y complejidad diferente a la 

descrita hasta la fecha en otros mamíferos. Así, el estudio realizado por 

Meslin y colaboradores en 2012, indica que existe una duplicación de ZP3 en 

la zarigüeya de cola corta (Monodelphis domestica).  

 

 

3.3.2 Filogenia de los marsupiales 

 

Los marsupiales y mamíferos placentarios comparten un ancestro 

común datado hace unos 143-178 Ma (Warren et al., 2008; Luo et al., 2011).  
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Hay siete órdenes de marsupiales, cuatro australianos: 

Notoryctemorphia, Dasyuromorphia, Peramelemorphia y Diprotodontia y 

tres sudamericanos: Didelphimorphia, Paucituberculata  y Microbiotheria. 

La divergencia entre los marsupiales australianos y sudamericanos se 

produjo hace unos 80 Ma (Beck, 2008; Meredith et al., 2008; Mitchell et al., 2014).  

 

En los últimos años ha existido cierta controversia en la clasificación 

de algunas especies de marsupiales; por ejemplo, monito del monte 

(Dromiciops gliroides) perteneciente al orden Microbiotheria; esta especie 

fue reclasificada recientemente tras la realización de un estudio morfológico, 

que situaba a esta especie más próxima a los marsupiales australianos que 

a los sudamericanos a pesar de vivir en el continente Americano (Szalay, 

1982); pasando del orden Didelphimorphia a formar un nuevo orden 

(Microbiotheria) dentro de la cohorte Australidelphia. Sin embargo, estudios 

recientes realizados por Nilsson et al., en 2010 estudiando genes nucleares y 

retroposones, han identificado la posición correcta del orden Microbiotheria, 

contribuyendo de forma importante a la clasificación de los marsupiales 

(Fig. 14). Sin embargo, estos autores destacan que el estudio de otros 

marcadores podría ser interesante para clarificar la filogenia de algunas 

especies. 
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Figura 14. Árbol filogenético de los marsupiales derivado de datos de 

retroposones. La topología del árbol se basa en la presencia/ausencia de 

retroposones. Los nombres de los siete órdenes de marsupiales se muestran en rojo. 

Los iconos son representativos de cada orden: Didelphimorphia (zarigüeya de 

Virginia), Paucituberculata (musaraña marsupial), Microbiotheria (monito del 

monte), Notoryctemorphia (topo marsupial), Dasyuromorphia (demonio de 

Tasmania), Peralemorphia (bilby), Diprotodontia (canguro). La inserción de 

retroposones es mostrada mediante un círculo negro. Las líneas grises señalan las 

especies sudamericanas y las líneas negras las especies australianas. La cohorte 

Australidelphia está indicada, así como el nuevo nombre propuesto 

(Euaustralidelphia) para los cuatro órdenes australianos “verdaderos” (Tomado de 

Nilsson et al., 2010). 
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Pese a que el árbol presentado por Nilsson et al., en 2010 es muy 

reciente, un nuevo árbol de marsupiales publicado este mismo año lo 

reemplazaría (Mitchell et al., 2014). Para realizarlo se han empleado 101 

genomas mitocondriales e información de 26 genes nucleares, que sumado a 

los datos publicados previamente por otros autores incluiría a 193 especies 

de marsupiales, frente a las 21 especies analizadas por Nilsson et al., 2010. 

Este árbol mucho más robusto, viene a decirnos que la divergencia de los 4 

órdenes australianos se produce en un estrecho periodo de tiempo hace unos 

67-64 Ma, mientras que la divergencia entre los órdenes australianos y el 

orden Microbiotheria supera ligeramente este periodo en unos 2-5 Ma 

(Mitchell et al., 2014). 
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3.4 LA ZONA PELÚCIDA EN CARNÍVOROS 

 

Los carnívoros representan uno de los órdenes de mayor tamaño de 

los mamíferos, incluyendo desde la comadreja común (Mustela nivalis) con 

un peso de 35 a 250 gramos hasta los grandes carnívoros, como el elefante 

marino del sur (Mirounga leonina) que puede pesar de 2200 a 5000 

kilogramos. 

 

El árbol filogenético de carnívoros considerado válido hasta el 

momento (Wozencraft, 1993) incluía 273 especies, sin embargo el número de 

especies reconocidas ha aumentado a 286, debido a nuevas especies 

descubiertas y a cambios en su clasificación taxonómica (Nyakatura et al., 2012) 

(Fig. 15). La cantidad de secuencias de ADN disponibles en el GenBank ha 

aumentado considerablemente en los últimos años, pasando de tener 

secuencias de 48 especies en 1996 a contener secuencias de 248 especies en 

2007 (Nyakatura et al., 2012). El genoma de varias especies de carnívoros se 

encuentra disponible, entre ellos: la foca de Wedell (Leptonychotes 

weddellii), el gato (Felis catus), el hurón doméstico (Mustela putorius furo), 

la morsa (Odobenus rosmarus), el oso panda (Ailuropoda melanoleuca), el 

oso polar (Ursus maritimus), el perro (Canis lupus familiaris) y el tigre 

(Panthera tigris altaica).  

 

 

En relación a las glicoproteínas de la ZP; en el GenBank hay 

secuencias depositadas de cinco especies de carnívoros (Tabla 6): 

 

El armiño (Mustela erminea): en la que han sido depositadas la 

secuencia parcial de ZP2 y las secuencias completas de ZP3 y ZP4 (Jackson y 

Beaton, 2004). 

 

La gata (Felis catus): las secuencias de todas sus glicoproteínas han 

sido depositadas; ZP1 (Stetson et al., 2013), ZP2  (Harris et al, 1994; Jewgenow y 
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Fickel, 1999; Okazaki et al., 2007; Eade et al., 2009), ZP3 (Harris et al., 1994, 1995; 

Okazaki y Sugimoto, 1995; Jewgenow y Fickel, 1999; Eade et al, 2009) y ZP4 (Harris et al, 

1994; Jewgenow y Fickel, 1999; Eade et al., 2009). 

 

La hurona (Mustela putorius furo): únicamente ZP3 ha sido 

depositada (Jackson y Beaton, 2004). 

 

La perra (Canis lupus familiaris): se han depositado las secuencias 

de ZP2 (Harris et al, 1994; Okazaki et al., 1995) y ZP3 (Harris et al, 1994; Okazaki y 

Sugimoto, 1995) y ZP4 de manera parcial (Blackmore et al., 2004; McLaughlin et al., 

2004).  

 

La zorra (Vulpes vulpes): las secuencias de ZP2 y ZP3 están 

disponibles (Reubel et al., 2005). 

 

 

Tabla 6. Números de acceso para las distintas secuencias de ZPs de 

carnívoros depositadas por distintos autores.  

 

 

 ZP1 ZP2 ZP3 ZP4 

Armiño  AY779765 AY648050 AY779766 

Gata HQ702466 
U05776 D45067 

NM_001009875 

U05778 

NM_001009330 

D45068 

U05777 

NM_001009260 

Hurón   AY702973  

Perra  

U05779 

NM_001003304 

D45069 

U05780 

NM_001003224  

D45070       

AY573930 

Zorra  AY598031 AY598032  
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Canidae

Felidae

Ursidae

Mustelidae

Pinnipedia

Mephitidae

Procyonidae

Ailuridae

Nandiniidae
Hyaenidae

Eupleridae

Herpestidae
Viverridae

Prionodontidae

 
 

 

Figura 15. Árbol filogenético de los carnívoros. Los principales linajes 

mostrados de derecha a izquierda son: Canidae (rojo), Pinnipedia (rosa), 

Mephitidae (naranja), Procyonidae (amarillo), Mustelidae (verde claro), Ailuridae 

(negro), Ursidae (verde oscuro) Nandiniidae (negro), Hyaenidae (azul claro), 

Eupleridae (azul oscuro), Herpestidae (violeta), Viverridae (morado), 

Prionodontidae (gris) y Felidae (marrón). Los intervalos de tiempo están en 

unidades de 5 Ma (Modificado de Nyakatura et al., 2012). 

 

 
 
 

 Por tanto, en la bibliografía disponible de carnívoros, podemos 

observar que existen dos modelos de composición de la ZP: 

 

 1) Carnívoros con 4 glicoproteínas en su ZP: ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4, 

como ha sido descrito en la gata (Stetson et al., 2013). 
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2) Carnívoros con 3 glicoproteínas en su ZP: ZP2, ZP3 y ZP4, como el 

armiño y como se ha descrito en la perra, donde ZP1 es un pseudogén (Goudet 

et al., 2008). 

 

Sin embargo, hasta hace poco se había considerado que la ZP de la 

gata estaba formada por tres glicoproteínas (ZP2, ZP3 y ZP4) (Harris et al., 

1994). En la perra, ZP1 es un pseudogén (Goudet et al., 2008) y debido a la 

proximidad filogenética de la gata y la perra se había asumido que 

posiblemente el gen ZP1 también estaba pseudogenizado en la gata (Meslin et 

al., 2012). Sin embargo, en 2013 nuestro grupo de investigación describió la 

presencia de ZP1 en la gata tras realizar un análisis mediante técnicas de 

biología molecular y espectrometría de masas (MS/MS), detectándose 

péptidos de las 4 proteínas en los ovarios y ovocitos de gata (Stetson et al., 

2013). 
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4.1 OBTENCIÓN DE MUESTRAS 

 

4.1.1 Ovarios 

 

4.1.1.1 Ovarios de wallaby de Bennett. 

 

Para realizar este estudio se obtuvieron ovarios de cinco hembras 

adultas de wallaby de Bennett (Macropus rufogriseus) procedentes del zoo 

de Whipsnade (Dunstable, Bedfordshire, Reino Unido). Los animales fueron 

sacrificados con el objetivo de estabilizar la población del zoo y su uso fue 

autorizado por el Presidente del Comité Ético de la Sociedad Zoológica de 

Londres.  

 

 Los ovarios se sumergieron en RNA later® (Sigma-Aldrich, EE.UU)  

para su transporte, evitando así la degradación del ARN y se congelaron a    

-80 ºC hasta su utilización. 

 

4.1.1.2 Ovarios de ratona   

 

 Para este estudio hemos utilizado ovarios de ratonas adultas de 

diferentes especies: 

 

- Ratón multimama del sur (Mastomys coucha), se adquirieron 

parejas de esta especie en Hobbyzoo (Pinto, Madrid). La especie fue 

verificada mediante amplificación por PCR y secuenciación del gen 

citocromo b en el Laboratorio de Biometría y Biología Evolutiva de la 

Universidad Claude Bernard de Lyon 1, Francia. Los animales se 

mantuvieron en el Servicio de Animales de Laboratorio del Instituto 

Nacional de Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria (INIA) 

(Madrid, España). 
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 - Ratón de Matthey (Mus mattheyi (subgénero Nannomys)), cedidos 

por el Dr. Frédéric Veyrunes del Instituto de Ciencias de la Evolución de 

Montpellier, Universidad de Montpellier 2, Francia. 

 

- Ratón común (Mus musculus), cepa C57 procedentes del Servicio de 

Animales de Laboratorio de la Universidad de Murcia.  

 

 - Musaraña de Gairdner (Mus pahari (subgénero Coelomys)) 

procedentes de la plataforma "Conservatoire Génétique de Souris Sauvages" 

del Instituto de Ciencias de la Evolución de Montpellier, Universidad de 

Montpellier 2, Francia. 

 

 Los animales fueron sacrificados por sobredosis de CO2, a 

continuación se realizó una incisión abdominal, se expuso el aparato 

reproductor y se realizó la disección de los ovarios. Los ovarios se 

mantuvieron en RNA later® (Sigma-Aldrich, EE.UU) a -80 ºC hasta su 

utilización.  

 

4.1.1.3 Ovarios de hurona 

 

 Los ovarios de hurona (Mustela putorius furo) empleados en este 

estudio proceden de dos hembras que fueron sometidas a ovariectomía. Tras 

la obtención de los mismos, los ovarios se sumergieron en ARN later® 

(Sigma-Aldrich, EE.UU) y se congelaron a -80 ºC. 

 

4.1.1.4 Ovarios de zorra 

 

 Los ovarios de las dos zorras (Vulpes vulpes) usados en este estudio 

fueron donados por el Dr. Franck Boué, jefe de la Unidad de Patología de 

Animales Salvajes del Laboratorio de la Rabia y de la Fauna Salvaje de 

Nancy, Francia. Fueron sumergidos en RNA later® (Sigma-Aldrich, EE.UU) 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 

  - 63 - 

 

para el transporte de los mismos y se congelaron a -80 ºC hasta su 

utilización. 

 

4.1.1.5 Ovarios de perra 

  

 Los ovarios de las dos perras (Canis lupus familiaris) empleados en 

esta Tesis Doctoral fueron donados por José Navarro Hernández, Olalla 

Manzanera Díaz y Celina Alves García, veterinarios de la Clínica 

Veterinaria La Alcayna (Murcia, España). Los ovarios procedían de perras 

sometidas a una ovariohisterectomía. Tras la obtención de los mismos se 

sumergieron en RNA later® (Sigma-Aldrich, EE.UU) para el transporte y se 

conservaron a -80 ºC hasta su procesamiento. 

 

4.1.2 Ovocitos 

 

4.1.2.1 Ovocitos de ratona 

 

 Se obtuvieron ovocitos de ratonas de diferentes especies: Mastomys 

coucha, Mus mattheyi, Mus musculus y Mus pahari. Para ello, los animales 

fueron superovulados. La foliculogénesis fue estimulada mediante una 

inyección intraperitoneal de gonadotropina sérica de yegua gestante (PMSG) 

(Sigma-Aldrich, EE.UU) y la ovulación inducida 48 horas después mediante 

inyección intraperitoneal de gonadotropina coriónica humana (hCG) 

(Veterin Corion®, Divasa, España). Las UI utilizadas se indican en la Tabla 

7.  

 

Los animales se sacrificaron 16 horas después de la inyección de hCG 

por dislocación cervical. A continuación, se realizó una incisión abdominal y 

se obtuvieron los oviductos, se rasgó la ampolla oviductal y se obtuvieron los 

complejos cúmulo ovocito (CCOs) en una gota de tampón fosfato salino 

(PBS), donde fueron decumulados con hialuronidasa al 0.5% (Sigma-Aldrich, 

EE.UU). 
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Tabla 7. Hormonas empleadas en la estimulación de la foliculogénesis e 

inducción de la ovulación en los diferentes roedores. Se indican las UI de 

gonadotropina sérica de yegua gestante (PMSG) y de gonadotropina coriónica 

humana (hCG) empleadas en los distintos roedores. 

 

Especie PMSG (UI) hCG (UI) 

Mastomys coucha 15 15 

Mus mattheyi 5 10 

Mus musculus 5 5 

Mus pahari 5 5 

 

 

 

4.2 OBTENCIÓN DE MATERIAL GENÉTICO 

 

4.2.1 Obtención de ARN total de ovarios 

 

 Se obtuvo el ARN total de ovarios de distintas especies utilizando el 

RNAqueus® Total RNA Isolation Kit (Ambion, EE.UU) según las 

recomendaciones del fabricante. El número de ovarios empleado para cada 

una de las especies se expone a continuación: 

 

 - Wallaby de Bennett (Macropus rufogriseus): se emplearon los  

ovarios de 5 hembras de wallaby de Bennett. 

 

 - Mastomys coucha, Mus mattheyi y Mus pahari: se utilizaron los 

ovarios de 4 ratonas de la especie Mastomys coucha, 3 ratonas de la especie 

Mus mattheyi y 9 ratonas de la especie Mus pahari. 

  

 - Hurona (Mustela putorius furo): se obtuvo el ARN total de ovarios de 

2 huronas. 
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- Zorra (Vulpes vulpes): Se obtuvo el ARN total de ovarios procedentes 

de 2 zorras. 

 

- Perra (Canis lupus familiaris): Se obtuvo el ARN total de ovarios 

procedentes de 2 perras. 

 

El proceso se describe de forma resumida a continuación. En primer 

lugar, el tejido fue disgregado y homogeneizado en una solución de 

tiocianato de guanidinio; potente agente caotrópico que lisa las células e 

inactiva las ribonucleasas endógenas. El lisado es transferido a una columna 

con una membrana tras haber sido diluido en una solución de etanol para 

permitir la unión del ARN a la membrana. Las proteínas, ADN y otros 

contaminantes son eliminados del lisado mediante tres lavados y el ARN es 

obtenido en un último paso.  

 

 

4.2.2 Síntesis in vitro de ADN complementario  

 

La síntesis in vitro de ADN complementario (ADNc) a partir de ARN 

total de ovario se realizó con el kit SuperScript® III First-Strand Synthesis 

System for RT-PCR (Invitrogen-Life Technologies, EE.UU) según el protocolo 

descrito por el fabricante.  

 

La cantidad de ARN total de partida osciló entre 1 pg-5 g. Brevemente, 

el procedimiento consistió en la desnaturalización del ARN molde, durante 5 

min a 65 ºC y en presencia de oligo (dT)12-18 y dNTPs (desoxirribonucleótidos-

trifosfato). La muestra se enfrió durante un minuto en hielo y se añadió el 

volumen necesario de tampón, DTT (ditiotreitol), RNase OUT (inhibidor de 

las RNasas), MgCl2 y enzima retrotranscriptasa (a las concentraciones 

recomendadas por el fabricante) hasta completar 20 μl. La síntesis de ADNc 

tuvo lugar a 50 ºC durante 50 min, y se terminó incubando las muestras a  
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85 ºC durante 5 min para desnaturalizar la enzima. Para hidrolizar el ARN 

molde se utilizó RNasa H y se incubó a 37 ºC durante  20 min. 

 

 

4.2.3 Obtención de ADN genómico de tejidos de marsupiales 

 

Para la obtención de ADN genómico (ADNg), las muestrass de partida 

fueron tejido conservado en etanol al 95% o sangre con ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA).  

 

Por un lado, se obtuvo el ADNg de un marsupial perteneciente al 

orden Didelphimorphia: la zarigüeya común (Didelphis marsupialis). La 

muestra fue donada por la Dra. Pascale Chevret del Laboratorio de 

Biometría y Biología Evolutiva de la Universidad Claude Bernard de Lyon 1 

(Lyon, Francia). 

 

El procedimiento se llevó a cabo mediante el uso del kit QIAamp® 

DNA Mini Kit (Qiagen, Alemania). De forma abreviada, el proceso es el 

siguiente. En primer lugar los tejidos se disgregaron mecánicamente y se 

sumergieron en un tampón de lisis junto con proteinasa K (40 mAU/mg) 

durante toda la noche en un incubador orbital a 56 ºC. La solución obtenida 

se transfirió a una columna con membrana tras haber sido mezclada con 

etanol para favorecer la unión del ADN a la misma; mientras que, las 

proteínas y otros contaminantes se eliminan mediante dos lavados. El ADN 

ADNg unido a la membrana se obtiene en un último paso de elución. 

 

Por otro lado, se obtuvo ADNg a partir de sangre de 2 koalas 

(Phascolarctos cinereus). Las muestras fueron donadas por Eva Martínez 

Nevado veterinaria del Zoo de Madrid. La sangre se extrajo en un tubo con 

EDTA y fue enviada refrigerada a nuestro laboratorio. Una vez recibida se 

obtuvo el ADNg mediante el uso del kit QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, 

Alemania). El protocolo es similar al descrito anteriormente, a excepción de 
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que se utilizan 200 µl de sangre y la incubación con el tampón de lisis y 

proteinasa K a 56 ºC se realiza sólo durante 10 minutos. 

 

 

4.2.4 Obtención de ADN genómico de tejido de zorra 

 

 Se obtuvo ADNg de ovarios procedentes de 2 zorras. La obtención del 

mismo se realizó como se ha explicado anteriormente (apartado 4.2.3). 

 

 

4.2.5 Obtención de ADN genómico de tejido de perra 

 

 Se obtuvo ADNg de ovarios procedentes de 2 perras. La obtención del 

mismo se realizó como se ha explicado en el apartado 4.2.3. 

 

 

 

4.3 ANÁLISIS DE LA COMPOSICIÓN DE LA ZONA PELÚCIDA 

MEDIANTE TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

 

4.3.1 Amplificación mediante PCR de regiones de interés de ADNc 

de ZP1, ZP2, ZP3-a, ZP3-b, ZP3-c y ZP4 del wallaby de Bennett 

 

 Para detectar y analizar los distintos ARNm de la ZP del wallaby de 

Bennet (Macropus rufogriseus) se realizaron amplificaciones por PCR 

utilizando como molde el ADNc obtenido. Los cebadores fueron diseñados a 

partir de las secuencias de ADNc de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 del wallaby de 

Tammar (Macropus eugenii) presentes en el Ensembl, siendo los códigos de 

acceso los siguientes: ENSMEUT00000000742 para ZP1, 

ENSMEUT00000013237 para ZP2, ENSMEUT00000000436 para ZP3 y 

ENSMEUT00000012954 para ZP4. Además, también se diseñaron 

cebadores para las copias de ZP3 a partir de las secuencias del wallaby de 
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Tammar. Como control positivo, se emplearon cebadores diseñados a partir 

de la secuencia de glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) de 

Macropus eugenii con código de acceso EF654515. En algunos casos se 

emplearon cebadores degenerados; es decir una mezcla de cebadores, donde 

cada cebador presenta una secuencia nucleotídica básica común pero que 

difiere en ciertas posiciones (Tabla 8). 

 

 

Tabla 8. Cebadores utilizados para la amplificación del ADNc de ZP1, ZP2, 

ZP3-a, ZP3-b, ZP3-c y ZP4 del wallaby de Bennett. En las diferentes columnas 

podemos ver: nombre del cebador (primera columna), número de pares de bases 

(pb) y si el cebador es directo (d) o reverso (r) (segunda columna), secuencia en 

dirección 5’  3’ (tercera columna) y la temperatura de fusión o de melting del 

cebador (Tm) (última columna). 

 

Nombre Pb (d/r) Secuencia Tm (ºC) 

ZP1 

ZP1wallabyRV1 20 (r) ACATGGAACCTTTCTGTGGT 58 

ZP1wallabyFW2 19 (d) GAAACAGTGCCAGGTCACC 60 

ZP1wallabyRV2 20 (r) ATTCGCAGCTCAAGATGCAA 58 

ZP1wallabyFW3 19 (d) CATCTACAATGCAAGCAGC 56 

ZP1wallabyRV3 19 (r) CCTGCAAGTCTCTGTCTCA 58 

ZP1wallabyFW4 19 (d) TCAATGAGCTGGGGAACCT 58 

ZP1wallabyRV4 22 (r) TCTTCATCACATGACAACCATT 60 

ZP1wallabyFW5 19 (d) CCACCATCTTCTCTGCAGG 60 

ZP1wallabyRV6 20 (r) TGGCAGGAACACCTCTAGAT 60 

ZP1wallabyFW7 20 (d) TATCACTCGGGAAAGCACCT 60 

ZP1wallabyRV7 22 (r) CAATGAAACGCTGATAATGAGT 60 

ZP1wallabyFW8 20 (d) TTACAAGACCCAGCTCGCAT 60 

ZP1wallabyRV8   21 (r) CCACAATATCTTGGACTCCTT 60 

ZP1wallabyRV9 18 (r) CTTTGCCCACACTCCCTG 58 

ZP1wallabyRV10 20 (r) TTATTGGCTTTGCCCACACT 58 

ZP2 

ZP2wallabyFW1 20 (d) GATGACGAAATGAAGATTGG 56 

ZP2wallabyRV1 20 (r) TCTACAGCAATGCCACTGAT 58 
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ZP2wallabyRV2 20 (r) GCTGGTATAGTAGCATCTCA 58 

ZP2wallabyFW3 20 (d) ACGAAATCCATGCTCTTTGG 56 

ZP2wallabyRV4   20 (r) AGATGATCCAGGACAAGTCA 58 

60-ZP2wallabyRV5  18 (r) GGAGAAGGAGGACTGCTG 60 

61-ZP2wallabyRV6 22 (r) CTTTTCATCCTAGATGATCCAG 60 

84-ZP2wallabyFW 21 (d) CTCAGTAGTTTGTTTGCTGTG 60 

86-ZP2wallabyRV    21 (r) GCAGCTCATTTGTTAACTCAC 58 

ZP3-a 

49-ZP3-3wallabyF1     19 (d) ATGACACTGGGAGCTAGGC 60 

50-ZP3-3wallabyR1     20 (r) CCTGAATGTGGATCAAGTCC 60 

51-ZP3-3wallabyF2     19 (d) GACAATGTGAGCAGCAGAG 58 

52-ZP3-3wallabyR2     20 (r) CAGGTACAGATGTCACTAGG 60 

56-ZP3-3wallabyF3     20 (d) CGTCTGTTCTCCTACTATGG 60 

57-ZP3-3wallabyR3     19 (r) GCAGCGATCAACAAAGAGC 58 

58-ZP3-3wallabyR4     20 (r) CTAGACATTCCTGGAGCAAG 60 

ZP3-b 

45-ZP3-2wallabyF1 19 (d) GTGACCACAGACTTGCTGG 60 

47-ZP3-2wallabyF2 20 (d) GTCTAGTTGATGGTCAGTCA 58 

48-ZP3-2wallabyR2 21 (r) CATATCTTCCCATGTGAGTAG 60 

54-ZP3-2wallabyF3 20 (d)  CAACTGATGACTGATGACTG 58 

55-ZP3-2wallabyR3 19 (r) GTCCAACTACCACATCAGC 58 

81-ZP3-2wallabyF4     20 (d) ATGGGGCAARGAGGTCWART* 58-62 

82-ZP3-2wallabyR4 21 (r) GCATCAACTATAAACTGAAGG 58 

83-ZP3-2wallabyR5     20 (r) TGACTGACCATCAACTAGAC 58 

88- ZP3-2wallabyR4 21 (r) CTATAAACCAGCAAGTCTGTG 58 

ZP3-c 

ZP3wallabyFW1 20 (d) ATGGTAGTCAGTGTTCAAAG 56 

ZP3wallabyRV1 20 (r) CACTGTGAATTGGAGAGTAT 56 

62-ZP3wallabyFW2   19 (d) CCTGATGAATGATGACTGG 56 

63-ZP3wallabyRV2   21 (r) CAGTTTCCGAGAATCATTGAC 58 

78-ZP3wallabyF3 19 (d) ATGGCTGAGGGAGGCTGTT 60 

79-ZP3wallabyR3 20 (r) TAGAGCCATGATGACTAAGG 58 

89-ZP3wallabyRV6 20 (r) CTTTGAACACTGACTACCAT 56 

ZP4 

ZP4wallabyFW1 20 (d) ATGCTGTGGATTTTCTTTCT 54 
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ZP4wallabyRV1 20 (r) GTAGCAAGGATTTACTTCAT 54 

ZP4wallabyFW2 19 (d) ATCACTAAAGGAGACTGTG 54 

ZP4wallabyRV2 20 (r) GAATGCAAAGGATTGGTATT 54 

ZP4wallabyFW3 19 (d) TCGAATCCTACGAAGAACA 54 

ZP4wallabyRV3 19 (r) CTCAGTGCTAGGAAGGATA 56 

ZP4wallabyRV4 20 (r) TTCTGTAGTGAGTGTAGCAT 56 

ZP4wallabyFW5 19 (d) ACTCTGGCATATCTTGTCT 54 

ZP4wallabyRV5 21 (r) TTATTTCAGTTTRCTCAGTGC 56-58 

ZP4wallabyRV6 20 (r) TTATTTCAGTTTCTCAGTGC 54 

GAPDH 

GAPDHwallabyFW1 19 (d) ATGCCCCAATGTTCGTGAT 56 

GAPDHwallabyRV1 20 (r) ACAACAGATACATTGGGAGT 56 

*R=A+G     * W=A+T 

 

 

Las condiciones empleadas para las amplificaciones por PCR a partir 

de ADNc fueron las mismas para todos los casos: 2 l del ADNc, 2.5 l de 

cada cebador (10 µM), MgCl2 2 mM, 1 l  de cada dNTP (10 mM) y 1 unidad 

de Taq DNA polimerasa (Thermo Scientific, EE.UU), en un volumen final de 

50 l. Los cebadores necesarios para realizar todas las amplificaciones por 

PCR de este trabajo fueron sintetizados por Sigma-Aldrich (EE.UU).  

 

Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en el termociclador 

Mastercycler personal (Eppendorf, Alemania). En todos los casos, se aplicó 

una desnaturalización inicial de 3 min a 95 ºC, el programa de amplificación 

consistió en 30 ciclos y, una vez completados, una extensión final de 10 min 

a 72 ºC. Cada uno de los 30 ciclos  constó de tres pasos (Tabla 9): 

 

 1)  Desnaturalización: se realizó durante 1 minuto a 95 ºC. 

 

 2) Hibridación de los cebadores con el molde: 1 min a la temperatura 

de fusión o temperatura de melting (Tm). La Tm se calculó para cada 

oligonucleótido empleando la fórmula: Tm (ºC) = 2(A+T) + 4(C+G). Se eligió 
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la menor de las dos temperaturas calculadas para cada reacción de 

amplificación. En la medida de lo posible se emplearon cebadores con una 

Tm similar. 

 

 3)  Extensión de la cadena naciente: 1 min a 72 ºC.  

 

 

Tabla 9. Condiciones del termociclador usando la enzima Taq DNA 

polymerase (Thermo Scientific). Se muestran los distintos pasos realizados, con 

el número de ciclos, la temperatura y el tiempo.  

 

Pasos Ciclos Temperatura 

(ºC) 

Tiempo (min) 

Desnaturalización inicial 1 95 3 

Desnaturalización  

30 

95 1 

Alineamiento Tm 1 

Extensión 72 1 

Extensión final 1 72 10  

 

 

Cuando los resultados de la amplificación no fueron óptimos con la 

polimerasa anterior, se emplearon otras ADN polimerasas: la enzima 

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, EE.UU), 

siguiendo el protocolo mostrado en la Tabla 10 y la enzima Taq DNA 

Polymerase (Sigma-Aldrich, EE.UU), cuyo protocolo se muestra en la Tabla 

11. 
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Tabla 10. Condiciones del termociclador usando la enzima Phusion® High-

Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, EE.UU). Se muestran los 

distintos pasos realizados, con el número de ciclos, la temperatura y el tiempo.  

 

Pasos Ciclos Temperatura 

(ºC) 

Tiempo 

(seg/min) 

Desnaturalización inicial 1 98 30 s 

Desnaturalización  

35 

98 10 s 

Alineamiento Tm 30 s 

Extensión 72 15 s 

Extensión final 1 72 10 m  

 

 

Tabla 11. Condiciones del termociclador usando la enzima Taq DNA 

Polymerase (Sigma-Aldrich, EE.UU). Se muestran los distintos pasos 

realizados, con el número de ciclos, la temperatura y el tiempo.  

 

Pasos Ciclos Temperatura (ºC) Tiempo (min) 

Desnaturalización   

30 

94 1 

Alineamiento Tm 2 

Extensión 72 3 

 

 

4.3.2 Amplificación mediante PCR de los exones 1 y 2 de ZP4 de 

marsupiales 

 

 Para amplificar el extremo 5’ de ZP4 (exones 1 y 2) de la zarigüeya 

común (Didelphis marsupialis), los cebadores utilizados se diseñaron a 

partir de la secuencia del gen ZP4 de la zarigüeya de cola corta 

(Monodelphis domestica) (Tabla 12). 
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Tabla 12. Cebadores utilizados para la amplificación del extremo 5’ del 

gen ZP4 en la zarigüeya común. En las diferentes columnas podemos ver: 

nombre del cebador (primera columna), número de pares de bases (pb) y si el 

cebador es directo (d) o reverso (r) (segunda columna), secuencia en dirección 5’  

3’ (tercera columna) y la temperatura de fusión o de melting del cebador (Tm) 

(última columna). 

 

Nombre Pb (d/r) Secuencia Tm (ºC) 

92-ZP4monodelphisF3 19 (d) GTACAGTGCCCATGTCAAA 56 

93-ZP4monodelphisF4 19 (d) GAAGTTTGAAGAGTGAGGA 56 

ZP4monodelphisF1 22 (d) AAGCTGTGGATTTTATTTCTTA 56 

ZP4monodelphisR1 19 (r) CTTCAAGCTGAATGGACTC 56 

ZP4monodelphisR2 20 (r) CATTTGGTAACATAACATCC 54 

 

 

Por último, para amplificar el extremo 5’ del gen ZP4 (exones 1 y 2) 

del koala (Phascolarctos cinereus), los cebadores utilizados se diseñaron a 

partir de la secuencia putativa de ZP4 de un marsupial que se encuentra 

más próximo filogenéticamente que la zarigüeya de cola corta; el demonio de 

Tasmania (Sarcophilus harrisii) que se encuentra depositada en el GenBank 

con número de acceso XM_003767794 (Tabla 13). 

 

 

Tabla 13. Cebadores utilizados para la amplificación del extremo 5’ del 

gen ZP4 en el koala. En las diferentes columnas podemos ver: nombre del 

cebador (primera columna), número de pares de bases (pb) y si el cebador es directo 

(d) o reverso (r) (segunda columna), secuencia en dirección 5’  3’ (tercera columna) 

y la temperatura de fusión o de melting del cebador (Tm) (última columna). 

 

Nombre Pb (d/r) Secuencia Tm (ºC) 

ZP4sarcophilusF1 22 (d) AAATGCTGTGGCTTTTACTTTT 58 

ZP4sarcophilusR1 19 (r) GGTGATCCAAGTCCCACAG 60 

ZP4sarcophilusF2 22 (d) AAATGCTGTGGMTTTTMCTTYT* 56-62 

ZP4sarcophilusR2 20 (r) CATCCAGAATAGGAAGCTTC 58 

*M=A+C      *Y=C+T 
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La cantidad de ADNg utilizado en la amplificación por PCR osciló 

entre los 100-500 ng. Las condiciones y los protocolos empleados en la 

amplificación por PCR han sido explicados en el apartado 4.3.1.  

 

 

4.3.3 Amplificación mediante PCR de regiones de interés de ADNc 

de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 de roedores 

 

Para amplificar regiones de interés del ADNc de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 

de los diferentes roedores de la subfamilia Murinae (Mastomys coucha, Mus 

mattheyi y Mus pahari), tomamos como molde el ADNc obtenido y 

utilizamos cebadores diseñados a partir de las secuencias de ZP1, ZP2 y ZP3 

de Mus musculus con números de acceso NM_009580, NM_011775, y 

 NM_011776 para ZP1, ZP2 y ZP3 respectivamente. Para ZP4, se diseñaron 

cebadores específicos según secuencias conservadas en ZP4 de Mus 

musculus (NR_027813) y Rattus norvegicus (NM_172330) (Tabla 14). 

 

 

Tabla 14. Cebadores utilizados para amplificar regiones de interés de 

ADNc de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 de Mastomys coucha, Mus mattheyi y Mus 

pahari. En las diferentes columnas podemos ver: nombre del cebador (primera 

columna), número de pares de bases (pb) y si el cebador es directo (d) o reverso (r) 

(segunda columna), secuencia en dirección 5’  3’ (tercera columna) y la 

temperatura de fusión o de melting del cebador (Tm) (última columna). 

 

Nombre Pb (d/r) Secuencia Tm (ºC) 

ZP1 

ZP1musRV0 21 (r) AGTCATAGCTGTATTCAAAGC 58 

ZP1nannomyFW2 19 (d) ATCATGGCCTGGGGTTGTT 58 

ZP1nannomyRV2 20 (r) TCCATGTGTCAAGGCTGTTT 58 

ZP1nannomyFW3 20 (d) AGAAGACAAGTGCTTTTGTG 56 

ZP1nannomyRV3 18 (r) GGCCCAGATCAGACCCAC 60 

ZP1nannomyFW4 20 (d) GTGGCTACTTTACCTTGGTC 60 

ZP1nannomyRV4 20 (r) TAGATGAGTTGTTCGCCGAC 60 
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ZP1pahariFW5 19 (d) GACATTGTGAGCTCTCCAG 58 

ZP1nannomyRV5 21 (r) TTTAATATCTGATGCCTTCCC 58 

ZP1musFW6 19 (d) ACTCCAGCTCAAGAATGCT 56 

ZP2 

FW1ZP2MUS 20 (d) CTTTGAGGTCTACAGCCACC 62 

RV1ZP2MUS 20 (r) TGTAAGGCCGTTGGTAGGAT 60 

FW2ZP2MUS 20 (d) GCCAGCCAATCTACATGGAA 60 

RV2ZP2MUS 20 (r) GGCAAGTCACAGAGCACAGA 62 

ZP3 

FW1ZP3MUS 19 (d) ACCTCACCCTTGGCTCAGA 60 

RV1ZP3MUS 19 (r) ACCTCACCCTTGGCTCAGA 58 

FW2ZP3MUS 21 (d) TACATCACCTGCCATCTCAAA 60 

RV2ZP3MUS 19 (r) CAGGGTCAGGAATGCCACT 60 

ZP4 

ZP4RNA-F2 22 (d) GCTAGGCTAGTGAAGGAGAAAG 66 

ZP4RNA-R1 23 (r) TGCAGTCAGTTTTATTGAGACTC 64 

ZP4RNA-F3 20 (d) GCTTAAGTGTCCTTTGGATC 58 

ZP4RNA-R2 19 (r) GAGCCCCAATGCTTTCTAC 58 

ZP4RNA-R3 21 (r) GGGATTCATCTCAATTTTCTG 58 

ZP4coelomyFW1 20 (d) TATCAGACCAAAAGGATCCC 58 

ZP4coelomyRV1 23 (r) NNNATTCATCTCAATTTTCTGAT* 56-62 

ZP4nannomyRV2 21 (r) NNNTCATCTCWRTTTYCTGRT* 56-62 

*N=A+C+G+T      *W=A+T      *R=A+G      *Y=C+T 

 

 

4.3.4 Amplificación mediante PCR de regiones de interés de ADNc 

de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 de hurona  

 

 Se amplificaron regiones parciales del ADNc de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 

de hurona. Los cebadores fueron diseñados a partir de las secuencias de 

ADNc de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 de hurona presentes en el GenBank, siendo 

los códigos de acceso los siguientes: XM_004822649 para ZP1, 

XM_004827330 para ZP2, XM_004822868 para ZP3 y XM_004818356 para 

ZP4. Como control positivo se emplearon cebadores diseñados a partir de la 
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secuencia de β-actina, cuyo número de acceso es: AF038150 (Tabla 15). Las 

condiciones y los protocolos empleados en la amplificación por PCR han sido 

ya descritos en el apartado 4.3.1. 

 

 

Tabla 15. Cebadores utilizados para amplificar regiones de interés de 

ADNc de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 de hurona. En las diferentes columnas podemos 

ver: nombre del cebador (primera columna), número de pares de bases (pb) y si el 

cebador es directo (d) o reverso (r) (segunda columna), secuencia en dirección 5’  

3’ (tercera columna) y la temperatura de fusión o de melting del cebador (Tm) 

(última columna). 

 

Nombre Pb (d/r) Secuencia Tm (ºC) 

ZP1 

ZP1 MUSTELA FW2 20 (d) CGCCAAAGATGAGACTTTCC 60 

ZP1 MUSTELA FW2 20 (r) AGGACACCCTTCAGACAGAA 60 

ZP2 

ZP2 MUSTELA FW2 20 (d) ACCGGAGTTTCCTTGGAAGT 60 

ZP2 MUSTELA FW2 20 (r) CACGTTTGAAGGTGAAGGTC 60 

ZP3 

ZP3 MUSTELA FW2 19 (d) TGGAGGATGTGGTCAGGT T 58 

ZP3 MUSTELA RV2 19 (r) GAGGGAGAAAACCAGCTT C 58 

ZP4 

ZP4 MUSTELA FW2 19 (d) TGTTCCTCCAGCACTGTTG 58 

ZP4 MUSTELA FW2 19 (r) AACGCTGGTAGTGAGATGG 58 

β-actina 

β-Actina Mustela FW  19 (d) ACACTGTGCCCATCTACGA  58 

β-Actina Mustela RV  19 (r) TTGCCGATGGTGATGACCT  58 
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4.3.5 Amplificación mediante PCR de regiones de interés de ADNc 

de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 de zorra. Amplificación mediante PCR 

de regiones de interés del gen ZP1 de zorra 

 

 Para amplificar regiones de interés del ADNc de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4  

de la zorra, se empleó como molde el ADNc obtenido a partir de ovarios de 

zorra. Los cebadores para ZP2 y ZP3 fueron diseñados a partir de las 

secuencias de ZP2 y ZP3 de zorra depositadas en el GenBank con número de 

acceso AY598031 y AY598032 respectivamente. Para amplificar ZP1 y ZP4 

se diseñaron cebadores a partir de las secuencia de perra con número de 

acceso NC_006600 y XM_536329 respectivamente (Tabla 16). Como control 

de la eficacia de los cebadores usados en la amplificación del ADNc de ZP1 

de zorra, se realizaron amplificaciones empleando ADNg de la misma 

especie. En estos casos, la cantidad de ADNg utilizada fue de 100 ng. Las 

condiciones y los protocolos empleados en la amplificación por PCR han sido 

explicados en el apartado 4.3.1.  

 

 

Tabla 16. Cebadores utilizados para la amplificación de regiones de 

interés de ADNc y/o ADNg de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 de zorra. En las 

diferentes columnas podemos ver: nombre del cebador (primera columna), número 

de pares de bases (pb) y si el cebador es directo (d) o reverso (r) (segunda columna), 

secuencia en dirección 5’  3’ (tercera columna) y la temperatura de fusión o de 

melting del cebador (Tm) (última columna). 

 

Nombre Pb (d/r) Secuencia Tm (ºC) 

ZP1 

21-ZP1perraF1   20 (d) TTTGTCCTAAACCTGGCCAC 60 

22-ZP1perraR1   19 (r) GTGGGGTAGCTTGTCAACC 60 

94-ZP1perroF4 19 (d) GCTTCACCTGTGCTGCATC 60 

94-ZP1perroR4 19 (r) GTTTCTTCCGTCTCCTGAG 60 

ZP2 

ZP2vulpesF1 20 (d) CTCAGTGTCCAAGTGTCATT 58 
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ZP2vulpesR1 19 (r) GCTGTAGACCTTGACATCC 58 

ZP3 

ZP3vulpesF1 19 (d) GGTCCAGAGAACTGTGAGC 60 

ZP3vulpesR1 19 (r) CGATCTGGTATCAGCGTGG 60 

ZP3vulpesF2 20 (d) GTGGATGGTCTCTACAATGC 60 

ZP3vulpesR2 19 (r) GCAGTGCTATGTCTCTTGG 58 

ZP4 

ZP4carnívorosF0 17 (d) ATGCGGCAGCTGCAGAT 54 

ZP4carnívorosR1 19 (r) AGGTCACTGTGTTTCCATA 54 

ZP4carnívorosF4 19 (d) GTGTTCCTTCACCCATCAC 58 

ZP4carnívorosR2 19 (r) AACCATGGCTCCAAGTTCT 56 

ZP4carnívoro F3 19 (d) GACCAGGCAGTATATGAAA 54 

ZP4carnívorosR4 20 (r) CTATTTCCTGATAGCTAAGT 54 

GAPDH 

GAPDHcanislupus F1 19 (d) GATGCTGGTGCTGAGTATG 58 

GAPDHcanislupus R1 19 (r) CAGAAGGAGCAGAGATGAT 56 

 

 

4.3.6 Amplificación mediante PCR de regiones de interés de ADNc y 

ADNg de ZP1 de perra 

 

   Con el objetivo de comprobar los resultados obtenidos en la 

amplificación del gen ZP1 en la zorra, se realizó el mismo ensayo en la 

perra. Los cebadores y las condiciones empleadas para las 

amplificaciones por PCR fueron idénticas a las realizados en la zorra. 
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4.4  ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

 

Para poder visualizar el resultado de las amplificaciones por PCR, se 

realizaron electroforesis en gel de agarosa. Para ello, se tomaron 4 μl de 

cada reacción, y se añadió tampón de carga de muestras de ADN 

(Fermentas, EE.UU). La mezcla se aplicó en geles de agarosa (Sigma-

Aldrich, EE.UU) a una concentración de 1.5%. La electroforesis se llevó a 

cabo en tampón de recorrido Tris-Acetato-EDTA (TAE) (Sigma-Aldrich, 

EE.UU) a 90 V, a  temperatura ambiente y en soporte horizontal. 

 

El resultado se visualizó mediante tinción del gel en un baño de 2 

g/ml de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich. EE.UU). Cuando el resultado de 

la PCR fue un solo amplicón del peso esperado, el volumen restante de la 

PCR se purificó directamente mediante el uso del kit DNA Clean & 

Concentrator™-5® (Zymo Research, EE.UU), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Cuando se obtuvieron varias bandas en la amplificación por 

PCR, la banda con el peso esperado se purificó del gel de agarosa, para ello 

el resto del volumen conteniendo el producto de la PCR se corrió en un gel 

de agarosa y la banda de interés se recortó y purificó con el kit QIAquick® 

Gel Extraction Kit Protocol (Qiagen, Alemania) según las instrucciones del 

proveedor.  

 

 

 

4.5 SECUENCIACIÓN DE LOS FRAGMENTOS DE ADN  

AMPLIFICADOS Y ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LAS 

SECUENCIAS. 

 

La identidad de todos los productos amplificados fue verificada por 

secuenciación automática completa de ambas cadenas en el Laboratorio de 

Biología Molecular (CAID) de la Universidad de Murcia.  

 

http://www.zymoresearch.com/product/dna-clean-concentrator-5-d4003-d4004-d4013-d4014?q=node/95
http://www.zymoresearch.com/product/dna-clean-concentrator-5-d4003-d4004-d4013-d4014?q=node/95
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 Las secuencias obtenidas se analizaron para determinar su homología 

con otras secuencias conocidas usando el programa BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Los alineamientos múltiples se 

llevaron a cabo con el programa Clustal Omega (Sievers y Higgins, 2014) 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).  

 

Las secuencias de aminoácidos fueron deducidas de la secuencias de 

nucleótidos usando el programa "Translate" disponible en 

(http://web.expasy.org/translate/). El programa Smart Genome 

(http://smart.embl-heidelberg.de/) se utilizó para determinar el péptido 

señal y los dominios proteicos cuando se analizaron secuencias 

aminoacídicas. Los programas NetOGlyc 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc) (Hansen et al., 1998) y NetNGlyc 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc) (Gupta y Brunak, 2002) se utilizaron 

para la predicción de sitios potenciales de N- y O-glicosilación. El peso 

molecular teórico de la proteína así como el peso molecular de la proteína 

madura fueron calculados con la herramienta PeptideMass de ExPASy 

(http://web.expasy.org/peptide_mass/). 

 

 

 

4.6 ANÁLISIS FILOGENÉTICO DE LOS GENES DE LA FAMILIA 

ZP   

 

Para estudiar la historia evolutiva los genes de la familia ZP es 

necesario construir árboles filogenéticos. La construcción de un árbol se 

efectúa en cuatro etapas: 

 

1) Alineamiento múltiple de las secuencias empleando MUSCLE a 

través del programa SEAVIEW (Gouy et al., 2010). Los alineamientos son  

modificados manualmente cuando es necesario.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sievers%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24170397
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Higgins%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24170397
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://web.expasy.org/translate/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc
http://web.expasy.org/peptide_mass/
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2) Elección del modelo de evolución. Con el fin de corregir la 

diferencia entre el número de sustituciones observadas y el número de 

sustituciones reales, son propuestos diferentes modelos de evolución. Todos 

los sitios de un alineamiento no evolucionan a la misma velocidad; esta 

heterogeneidad en el ritmo o tasa de sustitución puede ser incorporada en el 

modelo de evolución. Para determinar el modelo de evolución y los 

parámetros que mejor se adaptan a nuestras secuencias utilizamos el 

programa iMODELTEST (Darriba et al., 2012). Este programa determina la 

verosimilitud del árbol según el alineamiento y el modelo de evolución. Un 

total de 14 modelos de evolución son testados, cada uno de ellos cuatro veces 

(un total de 56 posibilidades). El programa calcula según un Criterio de 

Información de Akaike (AIC) el modelo de evolución más adecuado. 

 

3) Construcción del árbol. Los árboles filogenéticos se construyeron 

usando el método de máxima verosimilitud mediante el programa PHYLM 

(Guindon y Gascuel, 2003). Son necesarias dos etapas para obtener el árbol final 

utilizando este programa: 

 3.1. El programa determina la topología del árbol inicial y la longitud 

de las ramas utilizando el método de “Neighbor Joining” (NJ) (Saitou y Nei, 

1987). PHYML utiliza BioNJ que es una variante de NJ. 

 3.2. Una vez que el árbol está determinado, el programa PHYLM 

optimiza la longitud de las ramas y la topología calculando según el método 

de máxima verosimilitud para cada sitio del alineamiento la tasa de 

sustituciones entre los diferentes taxones (en función del modelo elegido). 

NJPLOT fue utilizado para el visualizado de los árboles. 

 

4) Verificación de la robustez de los árboles obtenidos utilizando el 

método de “boostrap”. Con este método estimamos el nivel de confianza 

(robustez estadística de las hipótesis filogenéticas). En otros casos se ha 

empleado la inferencia bayesiana usando el programa MrBayes (Ronquist et 

al., 2012). 
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4.7 ANÁLISIS MEDIANTE ESPECTROMETRÍA DE MASAS DE LA 

ZONA PELÚCIDA DE ROEDORES 

 

El análisis por espectrometría de masas nos permite identificar las 

proteínas presentes en una mezcla proteica compleja gracias a la 

identificación de péptidos obtenidos por comparación con bases de datos 

existentes. Nuestro ensayo tenía como objetivo encontrar péptidos 

pertenecientes a ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 pertenecientes a la ZP de Mastomys 

coucha, Mus mattheyi y Mus pahari.  

 

 

4.7.1  Aislamiento de la zona pelúcida de ovarios de roedores 

mediante solubilización por calor 

 

Para el análisis mediante espectrometría de masas se procedió, en 

primer lugar, al aislamiento de la ZP de ovarios de roedores mediante 

solubilización por calor siguiendo el protocolo descrito previamente (Izquierdo-

Rico et al., 2009; Jiménez-Movilla et al., 2009). 

 

Se realizaron 5 experimentos para Mus mattheyi y Mus pahari y 2 

experimentos para Mastomys coucha. En cada experimento se emplearon 10 

ovarios. Los animales fueron sacrificados mediante sobredosis de CO2 y los 

ovarios se obtuvieron mediante la realización de una incisión abdominal; 

una vez obtenidos se lavaron con PBS y se procedió a la disección de los 

mismos, eliminando la grasa y tejido conectivo adherido que rodea al ovario.  

 

Los ovarios se homogeneizaron utilizando un homogeneizador 

(Polytron®). La homogeneización se realizó a 4ºC para evitar el 

calentamiento de la muestra por fricción. Los ovarios fueron diluidos en 2 ml 

de tampón de homogeneización: tampón TEA (25 mM trietanolamina HCl, 

150 mM NaCl, 1 mM MgCl26H2O y 1 mM CaCl22H2O, pH 8.5) mezclado con 

1 pastilla inhibidora de tripsina (Sigma-Aldrich, EE.UU), 4 mg de 
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hialuronidasa bovina testicular (Sigma-Aldrich, EE.UU), 4 mg de DNasa 

(Sigma-Aldrich, EE.UU) y 1% del detergente NP-40 (Sigma-Aldrich, EE.UU) 

y homogeneizados durante tres periodos de 5 segundos con intervalos de 

reposo de 1 minuto. A continuación, se añadieron 0.4 ml de una solución de 

ácido deoxicólico 100 mg (Sigma-Aldrich, EE.UU) en 1 ml de TEA y se dejó 

reposar en hielo durante 10 minutos. Esta solución fue de nuevo 

homogeneizada en un homogeneizador de cristal. 

 

Obtuvimos unos 4 ml de homogeneizado que fueron repartidos en 4 

viales y centrifugados a 13.000 rpm durante 8 minutos a 4 ºC.  Descartamos 

el sobrenadante y resuspendimos en tampón TEA  pasando a dos viales. A 

continuación, realizamos tres lavados en tampón TEA y otros tres en PBS 

10 mM suplementado con 1M de NaCl, pH 7.0. Las muestras fueron lavadas 

en 1 ml de tampón fosfato (PB) 10 mM pH 7.0 y tras este lavado se 

resuspendieron en 1 ml de PB 10 mM y se solubilizaron por calor en un baño 

a 65 ºC durante 45 minutos en agitación continua. Una vez terminado este 

proceso, las muestras fueron centrifugadas a 13.000 rpm durante 5 minutos 

a temperatura ambiente y recogimos aproximadamente 800 µl de 

sobrenadante. El sobrenadante que contiene la ZP solubilizada fue guardado 

a -20 ºC hasta su utilización. 

  

 

4.7.2 Obtención de zonas pelúcidas aisladas de Mastomys coucha 

 

Para la obtención de ZPs aisladas, se procedió a la estimulación 

ovárica de los animales (Tabla 7). Los ovocitos se obtuvieron como se ha 

explicado anteriormente (Apartado 4.1.2.1) y el aislamiento de la ZPs se 

realizó mediante pipeteado continuo de los ovocitos en una gota de PBS 

observando bajo la lupa binocular (Motic® STB24-12A). Las ZPs aisladas se 

recogieron del medio y se procedió a su solubilización por calor a 65 ºC 

durante 30 minutos en termobloque (Accu BlockTM. Labnet. EE.UU). Las 

ZPs solubilizadas se conservaron a -20 ºC hasta su utilización. 
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4.7.3 Análisis mediante HPLC/MS 

 

Este análisis fue realizado en el laboratorio de proteómica de la 

sección de Biología Molecular del Servicio de Apoyo a la Investigación (SAI) 

de la Universidad de Murcia. 

 

La separación y análisis de las digestiones trípticas de las muestras 

se llevó a cabo mediante cromatografía liquida de alta resolución acoplada a 

espectrometría de masas (HPLC/MS). Para ello, se utilizó un sistema que 

consiste en un HPLC modelo Serie 1100 de Agilent (Agilent Technologies, 

EE.UU), termostatizado y equipado con un muestreador automático y una 

bomba capilar. Este HPLC se conectó a un espectrómetro de masas tipo 

trampa de iones modelo Agilent XCT Plus (Agilent Technologies, EE.UU) 

usando una interfase tipo electrospray (ESI).  

 

Las muestras fueron diluidas en tampón de bicarbonato amónico 25 

mM, pH 8.5 hasta un volumen de 100 µl e incubadas con Tris (2-

carboxyethyl) fosfina 50 mM a 60 °C durante 10 min. A continuación, las 

muestras fueron alcalinizadas añadiendo iodoacetamida 100 mM e 

incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. 

Finalmente, se añadieron 0.3 μg de tripsina (Trypsin Gold, Mass 

Spectrometry Grade (V5280). Promega, EE.UU) a cada muestra para una 

digestión de 16 horas a 37 °C. Tras la incubación, la digestión con tripsina se 

paró con ácido trifluoroacético (TFA) al 0.5% y las muestras se secaron 

usando un concentrador-evaporador por vacío modelo Eppendorf 5301 

(Alemania).  

 

Las muestras evaporadas fueron resuspendidas en 10 µl de tampón A 

que consistió en una mezcla de agua/acetonitrilo/ácido fórmico (94.9:5:0.1).  

 

La muestra fue inyectada en una columna de HPLC tipo Zorbax SB-

C18 (5 µm, 150  0.5 mm, Agilent Technologies, EE.UU), la cual se 
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encontraba en un compartimiento termostatizado a 40 C, utilizando un 

flujo de 10 µl/min. Después de la inyección, la columna fue lavada con 

tampón A y los péptidos digeridos se eluyeron usando un gradiente lineal 0-

80% de tampón B en 120 minutos. El tampón B consistió en una mezcla 

agua/acetonitrilo/ácido fórmico (10:89.9:0.1). 

 

El espectrómetro de masas se empleó en modo positivo, con un voltaje 

en el capilar de 3500 V y con una velocidad de barrido de 8100 (m/z) 

segundo, en el rango de medida desde 300-2200 m/z. La presión del gas de 

nebulización (Helio) se mantuvo en 15 psi, mientras que el gas secante se 

mantuvo a un flujo de 5 l/min y a una temperatura de 350 ºC. Los datos de 

MS/MS fueron recogidos de forma automatizada. Los iones más intensos se 

fragmentaron secuencialmente mediante una disociación inducida por 

colisión (CID) usando helio como gas de colisión. Estos iones más intensos se 

aislaron con una ventana de 2 m/z de anchura y se fragmentaron con una 

energía relativa de colisión del 35 %. El procesamiento de los datos se llevó a 

cabo en el programa de análisis LC/MSD Trap Data Analysis Versión 3.2 

(Bruker Daltonik, GmbH, Alemania) y la búsqueda de coincidencias se llevó 

a cabo con el motor Spectrum Mill (Agilent Technologies, EE.UU). 

 

 

 

4.8 ESTUDIO DE LA RESISTENCIA DE LA ZONA PELÚCIDA DE 

RATONA A LA DIGESTIÓN CON TRIPSINA 

 

 Para analizar la resistencia de la ZP a la digestión con tripsina los 

animales se superovularon con PMSG y la ovulación fue inducida con hCG 

(la dosis utilizada para cada roedor ha sido indicada anteriormente en la 

Tabla 7). Al cabo de 16 horas de la inyección de hCG, los animales se 

sacrificaron mediante sobredosis de CO2. Se realizó una incisión abdominal 

para obtener los oviductos y se obtuvieron los CCOs mediante rasgado de la 

ampolla oviductal en una gota de PBS. Los ovocitos fueron decumulados 
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mediante el uso de hialuronidasa al 0.5% (Sigma-Aldrich, EE.UU). A 

continuación, se evaluó la resistencia de la ZP poniendo los ovocitos en una 

gota de tripsina (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, EE.UU) en una placa de Petri 

sobre placa calefactora a 37 ºC, midiéndose el tiempo que tardaba cada una 

de las ZP en ser digerida por completo mediante visualización directa 

usando una lupa binocular (Motic® STB24-12A) 

 

  

 

4.9 FECUNDACIÓN IN VITRO (FIV) EN ROEDORES  

  

Roedores de las especies Mastomys coucha, Mus mattheyi, Mus 

musculus (cepa C57) y Mus pahari, fueron superovulados mediante una 

inyección intraperitoneal de PMSG (7.5 UI), seguida de una inyección de 

hCG (5 UI) 48 horas después para estimular la ovulación. 

 

A las 14 horas post-estimulación, las ratonas fueron sacrificadas 

mediante dislocación cervical y se obtuvieron los oviductos tras una incisión 

peritoneal. A continuación, se obtuvieron los CCOs tras rasgado de la 

ampolla oviductal y se disgregaron con hialuronidasa (300 µg/ml, en medio 

M2. Anexo 1). Los CCOs se lavaron en medio HTF (Human Tubal Fluid. 

Anexo 2) y se pusieron en este mismo medio en placas de 4 pocillos (Nunc®, 

Thermo Scientific, EE.UU) en grupos de 20-30 ovocitos por pocillo. 

  

Una hora y media antes del sacrificio de las hembras, se sacrifica a 

los machos de la especie homóloga y/o heteróloga mediante dislocación 

cervical y se aíslan los conductos deferentes junto a los epidídimos. Se ponen 

en PBS y se limpian de grasa y tejido conectivo adherido. El esperma se 

extrae en una gota de 500µl de HTF previamente equilibrada en el 

incubador (37 ºC, 5% de CO2), obteniéndose presionando desde la cola del 

epidídimo hacia el conducto deferente. Los espermatozoides fueron 
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incubados en medio HTF suplementado con BSA, durante 30 min a 37 ºC 

con 5% de CO2.  

 

Tras la incubación, se cogió una alícuota de la suspensión espermática 

de la parte periférica de la gota de capacitación usando una punta de pipeta 

de 10 μl. Esta suspensión se transfirió a la gota de fecundación y se incubó 

con los ovocitos en medio HTF (8x105 espermatozoides mótiles/ml). 

Transcurrido un periodo de 5 horas, los ovocitos fueron lavados tres veces en 

medio KSOM (Zenith Biotech. EE.UU) y se pusieron en una gota de cultivo 

durante 24 horas, tras las cuales se evaluó la tasa de fecundación.  
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4.10 ESQUEMA DEL MATERIAL Y MÉTODOS 

 

a b c a b c a b c
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Sarcophilus
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Phasianus

Ornithorhynchus

Sarcophilus
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Trichosurus

Macropus ZP3-a

Ornithorhynchus

Sarcophilus
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Macropus ZP3-b

0.1

*

ROEDORES MARSUPIALES CARNÍVOROS

ADN genómico

ARN total ADNc
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in vitro

Digestión ZP 

con tripsina

 

     MRQLQIILLCFPLSLALRGHPEPEAPDYLGELHCGLRSLRFTVNLSQGTATPTLIAWDDH 

     GLPRRLQNDSGCGTWVTEGPGSSMVLEASYDGCYVTEWVRTTRSPEMPRPRASPSGVSPQ 

     DPHYIMMVGVEGADVAGCNMVTKTQLLRCPMDPPDPTLLSSLSYSPDQNRALDVPNADLC 

     DFVPVWDRLPCVPSPITEGDCKKIGCCYNSEVNFCYYGNTVTSHCTQDGYFYITVSRDVT 

     SPPLLLNSVRLAFGNDVECTPAMATHTFALFWFPFNSCGTTRRITGDQAVYENELVAARD 

     VRTWSHGSITRDSIFRLRVSCSYSISSNAFPVNVHVFTFPPPHSETQPGPLTLELKIAKD 

     KHYGSFYTVGDYPVVKLLRDPIYVEVSIRHRTDPHLGLLLHYCWATPSRNPQHQPQWLML 

     VKGCPYTGDNYQTQLIPVQKVLDPPFPSYYQRFSIFTFSFIDSVTKWALRGPVYLHCSAS 

     VCQPAGTPSCMITCPVARQRRNSNIHFHNHTASISSKGPMILLQATKDSGKLHKYSSFPV 

     DSQTLWMAGLSGTLIVGALLVSYLAIRK 

 

Phascolarctos ---------------------TGCTCTCTTCTCTTTTGTTTGGGGGAGTCTGGGAGAGAC   39

Monodelphis AAGCTGTGGATTTT-ATTTCTTATCCTCTTATCTTTTGTT-----------GGGCAAGAC   48

Didelphis ATTCTGTGGATTTTTATTTCGTATCCTCTTATCTTTTGTTTAGGGGTTTCTGGGCAAAAC   60

*   ***** *******  *            *  * ** 

Phascolarctos TGAAGAGTTGGAACATCGTGGCACATTCTCTTGTGGACTAAGGAGTTTTCAGTTTACACT   99

Monodelphis CAAAGACTGGGATTATCCTGGCACATTGTCTTATGGACTAAGGAGTTTTCAGTTTTTA-T  107

Didelphis -AAAGATTGGGATT-GCCTGGCCCATTGTCACATGGACTAAGGAGTTTTCAATTTATTCT  118

**** * ***    * **** **** **   ****************** ***   **

Phascolarctos TCCTCTTCTAAGTCAGTATGGAAAGAACCCTGGACTAATAGCTTGGGGTAAGGATGAAAA  159

Monodelphis CCCTCTCCTAAGCCAGTATGGAAAGAACCCTGGACTAATAGCTTGGGATGACAAAGGGAT  167

Didelphis CCCTCTTCTAAACCAGTATGGAAAGAACCCTGGACTAATAGCTTGGGATGCTAAAGGGAT  178

***** ****  ********************************** *    * *  * 

Phascolarctos AACAAAAAAACACCTAACTTGGGACAATCAAGGGACGCTGCACTCTCTGCAGAATGATTC  219

Monodelphis GCTGCACA------------------------------------CTCTCTGAAATGATTC  191

Didelphis GCTGCAAA--------------------------------------CTCTGAAATTATTC  200

* *                                      **    *** ****

Phascolarctos AAGCTGTGGGACTTGGATCACCTACAGCTCACTTGAGTCTATCCAGCTA----------- 268

Monodelphis CATCTGTGGGACTTGGATAACCTGCAGTTCACCTGAGTCCATTCAGCTTGAAGCTTTCTA  251

Didelphis CATCTGTGAGACTTGGATACCCTATAGCTCACCTGAGTCCATTCAGCATGAAAGTTTTCT  260

* ***** *********  ***  ** **** ****** ** ****             

Phascolarctos -----

Monodelphis TTCT- 255

Didelphis ATTCT  265

Phascolarctos ---------------------TGCTCTCTTCTCTTTTGTTTGGGGGAGTCTGGGAGAGAC   39

Monodelphis AAGCTGTGGATTTT-ATTTCTTATCCTCTTATCTTTTGTT-----------GGGCAAGAC   48

Didelphis ATTCTGTGGATTTTTATTTCGTATCCTCTTATCTTTTGTTTAGGGGTTTCTGGGCAAAAC   60

*   ***** *******  *            *  * ** 

Phascolarctos TGAAGAGTTGGAACATCGTGGCACATTCTCTTGTGGACTAAGGAGTTTTCAGTTTACACT   99

Monodelphis CAAAGACTGGGATTATCCTGGCACATTGTCTTATGGACTAAGGAGTTTTCAGTTTTTA-T  107

Didelphis -AAAGATTGGGATT-GCCTGGCCCATTGTCACATGGACTAAGGAGTTTTCAATTTATTCT  118

**** * ***    * **** **** **   ****************** ***   **

Phascolarctos TCCTCTTCTAAGTCAGTATGGAAAGAACCCTGGACTAATAGCTTGGGGTAAGGATGAAAA  159

Monodelphis CCCTCTCCTAAGCCAGTATGGAAAGAACCCTGGACTAATAGCTTGGGATGACAAAGGGAT  167

Didelphis CCCTCTTCTAAACCAGTATGGAAAGAACCCTGGACTAATAGCTTGGGATGCTAAAGGGAT  178

***** ****  ********************************** *    * *  * 

Phascolarctos AACAAAAAAACACCTAACTTGGGACAATCAAGGGACGCTGCACTCTCTGCAGAATGATTC  219

Monodelphis GCTGCACA------------------------------------CTCTCTGAAATGATTC  191

Didelphis GCTGCAAA--------------------------------------CTCTGAAATTATTC  200

* *                                      **    *** ****

Phascolarctos AAGCTGTGGGACTTGGATCACCTACAGCTCACTTGAGTCTATCCAGCTA----------- 268

Monodelphis CATCTGTGGGACTTGGATAACCTGCAGTTCACCTGAGTCCATTCAGCTTGAAGCTTTCTA  251

Didelphis CATCTGTGAGACTTGGATACCCTATAGCTCACCTGAGTCCATTCAGCATGAAAGTTTTCT  260

* ***** *********  ***  ** **** ****** ** ****             

Phascolarctos -----

Monodelphis TTCT- 255

Didelphis ATTCT  265

Amplificación por PCR

Secuenciación automática

Análisis bioinformático  

 

Figura 16. Esquema del material y métodos realizado. Las especies 

analizadas son las siguientes: ROEDORES: a) Mastomys coucha b) Mus mattheyi. 

c) Mus pahari. MARSUPIALES: a) Wallaby de Bennett (Macropus rufogriseus). b) 

Koala (Phascolarctos cinereus). c) Zarigüeya común (Didelphis marsupialis). 

CARNÍVOROS: a) Hurona (Mustela putorius furo). b) Zorra (Vulpes vulpes). c) 

Perra (Canis lupus familiaris). 
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5.1 ANÁLISIS DE LA ZONA PELÚCIDA EN MARSUPIALES 

 

5.1.1 CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LA ZONA PELÚCIDA 

DEL WALLABY DE BENNETT 

 

5.1.1.1 Análisis de las secuencias de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 en el 

wallaby de Bennett 

 

 Una vez obtenido el ARN total de ovarios de wallaby, el ADNc que se 

obtuvo se utilizó como molde para realizar distintas amplificaciones por 

PCR con el objetivo de amplificar el marco abierto de lectura completo de 

ZP1 y ZP4, así como fragmentos de ZP2 y ZP3. Para ello se diseñaron 

cebadores (ver Tabla 8 de Material y métodos) a partir de las secuencias 

depositadas en la base de datos Ensembl del wallaby de Tammar, una 

especie cercana filogenéticamente. 

 

 Se consiguió amplificar por fragmentos el marco abierto de lectura 

completo de ZP1 y ZP4, así como fragmentos de ZP2 y ZP3 (Fig 17).  
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Figura 17. Análisis de la expresión génica de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 en el 

ovario del wallaby de Bennett mediante RT-PCR. Se muestran los amplicones 

correspondientes a fragmentos amplificados de cada transcrito. 
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5.1.1.1.1 Caracterización de ZP1 del wallaby de Bennett 

 

 El ADNc de ZP1 contiene una secuencia codificante de 1848 

nucleótidos (Fig. 18). Esta secuencia fue depositada en el GenBank con 

número de acceso KC954398. El ATG inicial fue predicho con el algoritmo de 

Pedersen y Nielsen (1997) y se encuentra asociado con el entorno Kozak 

(Kozak, 1991). La secuencia depositada contiene un codón de stop (TAA) en las 

posiciones 1849-1851.  

 

El marco abierto de lectura de ZP1, codifica un polipéptido de 616 

aminoácidos (Figs. 18 y 19) con un peso molecular teórico de 69.16 kDa. Se 

observa un péptido señal de 27 aminoácidos según el algoritmo de Bendtsen 

et al. (2004), con corte entre Gly27 y Leu28. Por tanto, la proteína secretada 

madura comenzaría en Leu28 y terminaría en Arg509 ya que es ahí donde 

se encuentra el sitio consenso para corte de proteasas tipo furina Arg508-

Arg-Arg-Phe511 (Boja et al., 2003, 2005; Duckert et al., 2004). Este sitio se ha 

relacionado con la escisión proteolítica de las distintas ZPs y su liberación a 

la vía secretora. Estos datos sugieren que el patrón de secreción de ZP1 

sería similar al de otras proteínas de la familia ZP. El peso molecular de la 

proteína madura (sin el péptido señal y con corte en Arg509) fue calculado y 

corresponde a 54.03 kDa. 

 

ZP1 presenta al igual que el resto de glicoproteínas de la ZP, un 

dominio ZP, que se corresponde con 273 aminoácidos (Gln232-Gly504). Este 

dominio es rico en cisteínas, presentando 10 residuos cisteína. También 

encontramos un dominio transmembrana localizado entre Pro578 y Glu600, 

seguido de un tallo citoplasmático.  

 

En la proteína madura encontramos 80 posibles sitios de O-

glicosilación (Thr o Ser) y tres sitios putativos de N-glicosilación (Asn-X-S/T) 

en posiciones Asn67, Asn246 y Asn332. 
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   1 atgagctggggaacctatttggagctcgggctcctcctggttctgggactctgcttgagt 

   1  M  S  W  G  T  Y  L  E  L  G  L  L  L  V  L  G  L  C  L  S  

  61 cagagacctggaacctggggcttgcaactcaggcatgaatgtggctcctacggcatgcag 

  21  Q  R  P  G  T  W  G  L  Q  L  R  H  E  C  G  S  Y  G  M  Q  

 121 ctgctggtcttcccaaagccagaacaagtgatccgcttcaaggtggtggatgagtttggc 

  41  L  L  V  F  P  K  P  E  Q  V  I  R  F  K  V  V  D  E  F  G  

 181 acccactttgaagtgaccaattgctccatctgtctgcactggatcacctcagagccccag 

  61  T  H  F  E  V  T  N  C  S  I  C  L  H  W  I  T  S  E  P  Q  

 241 ggccccaccatcttctctgcaggttacaatggctgtcatgtgatgaagaaggatggtcaa 

  81  G  P  T  I  F  S  A  G  Y  N  G  C  H  V  M  K  K  D  G  Q  

 301 tatcacttacgagtatttgtagaagagatattgggcactcggcttgatggagctcaagat 

 101  Y  H  L  R  V  F  V  E  E  I  L  G  T  R  L  D  G  A  Q  D  

 361 ataaccttgatctgccccagacctgagcatcccaagagccctggcactcctctttctcat 

 121  I  T  L  I  C  P  R  P  E  H  P  K  S  P  G  T  P  L  S  H  

 421 cctgtcttccacccttctccctcctctgccgggctccatccttatcttcctcctcacctt 

 141  P  V  F  H  P  S  P  S  S  A  G  L  H  P  Y  L  P  P  H  L  

 481 cgcccttttcactcggactcaaaacactcgtctctctcacctgttgccaatcgcaaccat 

 161  R  P  F  H  S  D  S  K  H  S  S  L  S  P  V  A  N  R  N  H  

 541 cgacctgcccatatccaccccacctggtcttctccttcctccggcccagtcactttagta 

 181  R  P  A  H  I  H  P  T  W  S  S  P  S  S  G  P  V  T  L  V  

 601 caccagatctcaccctatcacacaggtgaccctctgagccggaaacagtgccaggtcacc 

 201  H  Q  I  S  P  Y  H  T  G  D  P  L  S  R  K  Q  C  Q  V  T  

 661 tctagccgtgtcccctgtgtggaagccactgtccagtgtttcgaagatggccaatttgtc 

 221  S  S  R  V  P  C  V  E  A  T  V  Q  C  F  E  D  G  Q  F  V  

 721 ctggtggtctcccagaatatcacctctgagaagcaggtcagcctcaagagcctcaggcta 

 241  L  V  V  S  Q  N  I  T  S  E  K  Q  V  S  L  K  S  L  R  L  

 781 ggctatgcctcagggggctgcaccccaacccagaggacagaaaacattgtggtcttccat 

 261  G  Y  A  S  G  G  C  T  P  T  Q  R  T  E  N  I  V  V  F  H  

 841 tttccagtcacccagtgtggcaccaccatccagctggtcaacaaccagctcatctatgag 

 281  F  P  V  T  Q  C  G  T  T  I  Q  L  V  N  N  Q  L  I  Y  E  

 901 aaccaactggtatcagacattgacatacagacggggccagaaggcgctatcactcgggag 

 301  N  Q  L  V  S  D  I  D  I  Q  T  G  P  E  G  A  I  T  R  E  

 961 agcaccttccttctccatgcacgctgcatctacaatgcaagcagcttcctgcccctccat 

 321  S  T  F  L  L  H  A  R  C  I  Y  N  A  S  S  F  L  P  L  H  

1021 ctagaggtgttcctgccaccaccaccagctcctgtgctcaggtctggcccattgcatctt 

 341  L  E  V  F  L  P  P  P  P  A  P  V  L  R  S  G  P  L  H  L  

1081 gagctgcgaattgccaaagatcagaaatacagctcctactaccatgtggaggacttcccc 

 361  E  L  R  I  A  K  D  Q  K  Y  S  S  Y  Y  H  V  E  D  F  P  

1141 atcttcaagatgctccggcaacctgtctatgtagaagtgcgactcctcaggaggacagac 

 381  I  F  K  M  L  R  Q  P  V  Y  V  E  V  R  L  L  R  R  T  D  

1201 cccagcctggtgctgtctctgcatcactgctgggctacccccagcaccaaccccttcaag 

 401  P  S  L  V  L  S  L  H  H  C  W  A  T  P  S  T  N  P  F  K  

1261 gaaccccagtggcctcttctatttgatggatgcccattttctggtgatggttacaagacc 

 421  E  P  Q  W  P  L  L  F  D  G  C  P  F  S  G  D  G  Y  K  T  

1321 cagctcgcatccaagaagggaatgtcagagctccttttcccgactcattatcagcgtttc 

 441  Q  L  A  S  K  K  G  M  S  E  L  L  F  P  T  H  Y  Q  R  F  

1381 attgtctctacctttacatttgtcgactcggtctcccagagggctctcagtggaccggtt 

 461  I  V  S  T  F  T  F  V  D  S  V  S  Q  R  A  L  S  G  P  V  

1441 tacttcttctgtagcgtttctgcctgttatgcatctgagacagagacttgcaggactgtg 

 481  Y  F  F  C  S  V  S  A  C  Y  A  S  E  T  E  T  C  R  T  V  

1501 tgtcaccacggggctacaaagcggcggcgctttgtagatcaccacaattatatggaagga 

 501  C  H  H  G  A  T  K  R  R  R  F  V  D  H  H  N  Y  M  E  G  

1561 gtccaggatattgtgggttctccaggaccagtgggatttggggattccagagaacagaag 

 521  V  Q  D  I  V  G  S  P  G  P  V  G  F  G  D  S  R  E  Q  K  

1621 gttaatttacagaataaagagcctgatttcaaggaaagatctgttgtgttgtggccaaac 

 541  V  N  L  Q  N  K  E  P  D  F  K  E  R  S  V  V  L  W  P  N  

1681 gtctcggagccccgtcttctggaaagatcctcctggagcacgaccttgaagcctttgctg 

 561  V  S  E  P  R  L  L  E  R  S  S  W  S  T  T  L  K  P  L  L  

1741 tggttgaccctctccctggtggtcatcactgtcctgctggtggtggcagctctcctcgaa 

 581  W  L  T  L  S  L  V  V  I  T  V  L  L  V  V  A  A  L  L  E  
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1801 aggagccagaaacttcaagagcagagcagggagtgtgggcaaagccaataa 

 601  R  S  Q  K  L  Q  E  Q  S  R  E  C  G  Q  S  Q  - 

 

Figura 18. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de ZP1 del wallaby de 

Bennett. Los codones de inicio y de terminación se muestran en rosa. El péptido 

señal se muestra en verde y el dominio ZP se señala en rojo. El sitio consenso para 

corte de furina está subrayado. El dominio transmembrana se muestra en naranja. 

 

 

  1 MSWGTYLELG LLLVLGLCLS QRPGTWGLQL RHECGSYGMQ LLVFPKPEQV IRFKVVDEFG 

 61 THFEVTNCSI CLHWITSEPQ GPTIFSAGYN GCHVMKKDGQ YHLRVFVEEI LGTRLDGAQD 

121 ITLICPRPEH PKSPGTPLSH PVFHPSPSSA GLHPYLPPHL RPFHSDSKHS SLSPVANRNH 

181 RPAHIHPTWS SPSSGPVTLV HQISPYHTGD PLSRKQCQVT SSRVPCVEAT VQCFEDGQFV 

241 LVVSQNITSE KQVSLKSLRL GYASGGCTPT QRTENIVVFH FPVTQCGTTI QLVNNQLIYE 

301 NQLVSDIDIQ TGPEGAITRE STFLLHARCI YNASSFLPLH LEVFLPPPPA PVLRSGPLHL 

361 ELRIAKDQKY SSYYHVEDFP IFKMLRQPVY VEVRLLRRTD PSLVLSLHHC WATPSTNPFK 

421 EPQWPLLFDG CPFSGDGYKT QLASKKGMSE LLFPTHYQRF IVSTFTFVDS VSQRALSGPV 

481 YFFCSVSACY ASETETCRTV CHHGATKRRR FVDHHNYMEG VQDIVGSPGP VGFGDSREQK 

541 VNLQNKEPDF KERSVVLWPN VSEPRLLERS SWSTTLKPLL WLTLSLVVIT VLLVVAALLE 

 601 RSQKLQEQSR ECGQSQ* 

 

Figura 19. Secuencia de aminoácidos de ZP1 del wallaby de Bennett. Los 

sitios potenciales de N-glicosilación se muestran en rojo y los de O-glicosilación en 

azul. El péptido señal (1-27) y el sitio consenso para corte de furina (507-510) se 

encuentran subrayados indicando el inicio y final de la proteína madura. 

 

 

5.1.1.1.2 Caracterización de ZP4 del wallaby de Bennett 

 

 La secuencia amplificada de ZP4 contiene una secuencia codificante 

de 1575 nucleótidos (Fig. 20). Ésta se corresponde con el marco abierto de 

lectura completo de ZP4 de wallaby y fue depositada en el GenBank con 

número de acceso KC954399. El codón de iniciación (ATG) se predijo con el 

algoritmo de Pedersen y Nielsen (1997) y se encuentra asociado con el 

entorno Kozak (Kozak, 1991). La secuencia contiene un codón de terminación 

(TGA) en las posiciones 1576-1578.  
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El ADNc de ZP4 codifica un polipéptido de 525 aminoácidos (Figs. 20 

y 21), con un peso molecular teórico de 58.40 kDa. ZP4 contiene un péptido 

señal de 18 aminoácidos con corte entre Gly18 y Glu19, que fue predicho con 

el algoritmo de Bendtsen et al., (2004). El sitio de corte de furina es Arg460-

Lys-Arg-Arg463 (Duckert et al., 2004) y a continuación encontramos el dominio 

transmembrana entre Arg501 y Leu523 con 23 aminoácidos. Teniendo en 

cuenta la localización del sitio de corte de furina a nivel de la Lys461, el peso 

molecular de la proteína madura se estima en 49.29 kDa. 

 

 ZP4, al igual que ZP1, presenta un dominio ZP de 274 aminoácidos 

(Gln185-Gly458) con 10 residuos cisteína. Justo antes del dominio ZP 

encontramos un dominio trefoil de 46 aminoácidos (Asp138-Thr183). Este 

dominio es característico de las glicoproteínas ZP1 y ZP4 y es una región 

rica en cisteínas, habiendo 6 en ZP4 de wallaby.  

 

En la proteína madura se localizan un total de 74 sitios potenciales de 

O-glicosilación y cinco sitios potenciales de N-glicosilación (Asn-X-S/T) en 

posiciones Asn66, Asn199, Asn264, Asn323 y Asn402. 

 

 

   1 atgctgtggattttctttcttaccatcttatctttcttttgcagcagcctgggagagacc 

   1  M  L  W  I  F  F  L  T  I  L  S  F  F  C  S  S  L  G  E  T  

  61 gaagacttgaaccatcctggaacactctcttgtggactaaggagttttcagtttacacta 

  21  E  D  L  N  H  P  G  T  L  S  C  G  L  R  S  F  Q  F  T  L  

 121 cctcttctaagtcgctatggaaaaaatcctggaatgatagcttgggacaacaaaggggtg 

  41  P  L  L  S  R  Y  G  K  N  P  G  M  I  A  W  D  N  K  G  V  

 181 ctacactcactacagaacgattcagtctgtgggacttggatcacctacagctcacttgag 

  61  L  H  S  L  Q  N  D  S  V  C  G  T  W  I  T  Y  S  S  L  E  

 241 tccatccaccttgaagcttcctattctggatgttacgttactgaatgggacacctattac 

  81  S  I  H  L  E  A  S  Y  S  G  C  Y  V  T  E  W  D  T  Y  Y  

 301 atgatgcctattggagtctcaggcctagatgctgatgaaagtaagactgttcacaaggtg 

 101  M  M  P  I  G  V  S  G  L  D  A  D  E  S  K  T  V  H  K  V  

 361 aaggtgctcaagtgttcattcgctctcccagccctagatgctgcaggtcttgacctgtgt 

 121  K  V  L  K  C  S  F  A  L  P  A  L  D  A  A  G  L  D  L  C  

 421 gatgtcaaaactgaggataggctgtcctgtgctgtttcatccatcactaaaggagactgt 

 141  D  V  K  T  E  D  R  L  S  C  A  V  S  S  I  T  K  G  D  C  

 481 gaggacctaggctgttgctatcactctgaggatgaagtaaatccttgctactatggaaac 

 161  E  D  L  G  C  C  Y  H  S  E  D  E  V  N  P  C  Y  Y  G  N  

 541 acagtgactgcccagtgtactcctgatggccaattgtccattgctgtttctcacaacgtg 

 181  T  V  T  A  Q  C  T  P  D  G  Q  L  S  I  A  V  S  H  N  V  

 601 actcggccatcgttgcttttggattccatacgtttggtttctggactagatgataaatgt 

 201  T  R  P  S  L  L  L  D  S  I  R  L  V  S  G  L  D  D  K  C  

 661 gatcctgtggaaaaaagtaatgcctttgtcctgttccagttcccactctcttcctgtggc 

 221  D  P  V  E  K  S  N  A  F  V  L  F  Q  F  P  L  S  S  C  G  
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 721 accatcgtacagatgattggtaaccaggcaatatataagaatgaactattggcatccagg 

 241  T  I  V  Q  M  I  G  N  Q  A  I  Y  K  N  E  L  L  A  S  R  

 781 gatgtgagaaactggacccgtgggttaattactagggacagcatcttcaggcttcacatc 

 261  D  V  R  N  W  T  R  G  L  I  T  R  D  S  I  F  R  L  H  I  

 841 agctgtagctactctgtaagagatgagattttcccagctagtatccaggtcttcaccctc 

 281  S  C  S  Y  S  V  R  D  E  I  F  P  A  S  I  Q  V  F  T  L  

 901 cccccaccacttcctgttaccaagccagggcctctggctctggcactgcaaattgctaaa 

 301  P  P  P  L  P  V  T  K  P  G  P  L  A  L  A  L  Q  I  A  K  

 961 gaagaaaactatagttcctactttgtggacactgattacccagtaacaaagctacttcgg 

 321  E  E  N  Y  S  S  Y  F  V  D  T  D  Y  P  V  T  K  L  L  R  

1021 gagccaattcacgtggaggttcgaatcctacgaagaacagacgcaaacctggttctgctt 

 341  E  P  I  H  V  E  V  R  I  L  R  R  T  D  A  N  L  V  L  L  

1081 ctgcaccattgttgggcaaccccaaataccaatcctttgcatccaatacaatggcccatc 

 361  L  H  H  C  W  A  T  P  N  T  N  P  L  H  P  I  Q  W  P  I  

1141 ctagtgaagggatgcccctatgaaggagacaactacaggacgaagatggtgtcaatatcg 

 381  L  V  K  G  C  P  Y  E  G  D  N  Y  R  T  K  M  V  S  I  S  

1201 agaaattcaacactacggtttccttctcactacaagcgtttcatcattcatacctttgcc 

 401  R  N  S  T  L  R  F  P  S  H  Y  K  R  F  I  I  H  T  F  A  

1261 tttgtggattctgcttttaagaagtcactcatgggaccggtgtatttacactgcagtgcc 

 421  F  V  D  S  A  F  K  K  S  L  M  G  P  V  Y  L  H  C  S  A  

1321 tcagtctgccagccctccaggtcagactcctgcacagtaacctgccctgtgggaactaga 

 441  S  V  C  Q  P  S  R  S  D  S  C  T  V  T  C  P  V  G  T  R  

1381 aaaagaagaagctctgagactcattcttggaacaagacttcaaatgtttctagcaagggg 

 461  K  R  R  S  S  E  T  H  S  W  N  K  T  S  N  V  S  S  K  G  

1441 cctatatttttccttcaagttgctgagagctctcctcaatcaggttcaggcctggacata 

 481  P  I  F  F  L  Q  V  A  E  S  S  P  Q  S  G  S  G  L  D  I  

1501 agaacactctggcatatcttgtctggaatactaatcatggcagccttgttggtatccttc 

 501  R  T  L  W  H  I  L  S  G  I  L  I  M  A  A  L  L  V  S  F  

1561 ctagcactgagaaactga 

 521  L  A  L  R  N  -   

 

Figura 20. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de ZP4 del wallaby de 

Bennett. Los codones de inicio y terminación se muestran en rosa. El péptido señal 

en verde. El dominio trefoil en azul. El dominio ZP en rojo. El sitio consenso para 

corte de furina está subrayado. El dominio transmembrana se muestra en naranja. 

 

 

 

  1 MLWIFFLTIL SFFCSSLGET EDLNHPGTLS CGLRSFQFTL PLLSRYGKNP GMIAWDNKGV 

 61 LHSLQNDSVC GTWITYSSLE SIHLEASYSG CYVTEWDTYY MMPIGVSGLD ADESKTVHKV 

121 KVLKCSFALP ALDAAGLDLC DVKTEDRLSC AVSSITKGDC EDLGCCYHSE DEVNPCYYGN 

181 TVTAQCTPDG QLSIAVSHNV TRPSLLLDSI RLVSGLDDKC DPVEKSNAFV LFQFPLSSCG 

241 TIVQMIGNQA IYKNELLASR DVRNWTRGLI TRDSIFRLHI SCSYSVRDEI FPASIQVFTL 

301 PPPLPVTKPG PLALALQIAK EENYSSYFVD TDYPVTKLLR EPIHVEVRIL RRTDANLVLL 

361 LHHCWATPNT NPLHPIQWPI LVKGCPYEGD NYRTKMVSIS RNSTLRFPSH YKRFIIHTFA 

421 FVDSAFKKSL MGPVYLHCSA SVCQPSRSDS CTVTCPVGTR KRRSSETHSW NKTSNVSSKG 

   481 PIFFLQVAES SPQSGSGLDI RTLWHILSGI LIMAALLVSF LALRN* 

 

Figura 21. Secuencia de aminoácidos de ZP4 del  wallaby de Bennett. Los 

sitios putativos de N-glicosilación se muestran en rojo y los sitios putativos de O-

glicosilación en azul. El péptido señal (1-18) y el sitio consenso para corte de furina 

(460-463) se encuentran subrayados indicando el inicio y final de la proteína 

madura. 
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5.1.1.1.3 Comparación de las secuencias de ZP1 y ZP4 del wallaby 

con las secuencias de ZP1 y ZP4 de otros mamíferos 

 

El porcentaje de similitud de ZP1 y ZP4 del wallaby de Bennett y las 

secuencias presentes en el Ensembl del wallaby de Tammar, es de 99% para 

ZP1 y de 97.5% para ZP4. Además, las secuencias aminoacídicas de ZP1 y 

ZP4 del wallaby de Bennett presentan alta similitud con las secuencias de 

ZP1 y ZP4 de otros mamíferos. Así, la secuencia de aminoácidos de ZP1 de 

wallaby se asemeja en un 53% a la mujer, 49% a la ratona, 48% a la coneja y 

48% a la rata (Fig. 22); mientras que, la secuencia de ZP4 se asemeja en un 

55% a la mujer, 53% al conejo, 50% a la rata y 87% a la zarigüeya 

australiana (Fig. 23). 

  

La similitud con ZP1 y ZP4 de otros mamíferos, la presencia de los 

mismos dominios y la conservación de los residuos cisteína (Figs. 22 y 23), 

sugiere que los marcos abiertos de lectura amplificados se corresponden con 

ZP1 y ZP4 del wallaby de Bennett. 

 

En la secuencia de ZP1 del wallaby de Bennett, cabe destacar la 

presencia de un largo indel localizado en la posición donde otras especies 

presentan el dominio trefoil (Fig. 22).   

 

 

Mujer       MAGGSATTWGYPVALLLLVAT-LGLGRWLQPDPGLPGLRHSYDCGIKGMQLLVFPRPGQT 59 

Coneja      MTG------GRLVALLLLVAASLGLGQQPHPEPGLPGLQYSYDCGMRGMQLVVLPRPGRT 54 

Ratona      MAW------GCFVVLLLLAAAPLRLGQRLHLEP---GFEYSYDCGVRGMQLLVFPRPNQT 51 

Rata        MAW------GCFVVLLLLVAAPLRLGQHLHLKP---GFQYSYDCGVQGMQLLVFPRPNQT 51 

Wallaby     MSW------GTYLELGLLLVLGLCLSQR----PGTWGLQLRHECGSYGMQLLVFPKPEQV 50 

            *:       *  : * ** .  * *.:     *   *:.  ::**  ****:*:*:* :. 

 

Mujer       LRFKVVDEFGNRFDVNNCSICYHWVTSRPQEPAVFSADYRGCHVLEK-DGRFHLRVFMEA 118 

Coneja      IRFKVVDEFGNRFEVNNCSICFHWVSAEPQAPAVFSADYKGCHVLEK-EGHSHLTVFIEA 113 

Ratona      VQFKVLDEFGNRFEVNNCSICYHWVTSEAQEHTVFSADYKGCHVLEK-DGRFHLRVFIQA 110 

Rata        IQFKVLDEFGNRFEVNNCSICYHWVISEAQKPAVFSADYKGCHVLEKQDGRFHLRVFIQA 111 

Wallaby     IRFKVVDEFGTHFEVTNCSICLHWITSEPQGPTIFSAGYNGCHVMKK-DGQYHLRVFVEE 109 

            ::***:****.:*:*.***** **: :..*  ::***.*.****::* :*: ** **::  

 

Mujer       VLPNGRVDVAQDATLICPKPDPSRTLDSQLAPPAMFSVSTPQTLSFLPTSGHTSQGSGHA 178 

Coneja      MLPDGHVEVAQEAVLICPKPGHTWAVGSHQVPPTTPSPTTPHALPFHLSSAHT------- 166 

Ratona      VLPNGRVDIAQDVTLICPKPDHTVTPDPYLAPPTTPEPFTPHAFALHPIPDHTLAGSGHT 170 

Rata        VLPNGRVDTAQDVTLICPKPDHILTPESYLAPPTTPQPFIPHTFALHPISGHTLAGSGHT 171 

Wallaby     ILG-TRLDGAQDITLICPRPEHPKSPGTPLSHPVFHP--SPSSAGLHPYLPPHLR----- 161 

            :*   ::: **: .****:*    :  .    *.      * :  :               
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Mujer       FPSPLDPGHSSVHPTPALPSPGPGPTLATLAQPHWGTLEHWDVNKRDYIGTHLSQEQCQV 238 

Coneja      FPIPLYLEHSLMLPTPAGPSLGPGPTPAVLAQ-----VERWEVDKPDAVGSHLPQEWCQV 221 

Ratona      GLTTLYPEQSFIHPTPAPPSLGPGPAGSTVPHSQWGTLEPWELTELDSVGTHLPQERCQV 230 

Rata        GLTTLYPET---HPTPAPPSSEPGPVGPTVPQSQWGTLGSWELTELDSIGTHLLQERCQV 228 

Wallaby     -PFHSDSKHSSLSPVAN-RNHRPAHIHPTWSSPSSGPVTLVHQISPYHTGDPLSRKQCQV 219 

                         *..   .  *.   .. .      :   .  .    *  * :: *** 

 

Mujer       ASGHLPCIVRRTSKEACQQAGCCYDNTREVPCYYGNTATVQCFRDGYFVLVVSQEMALTH 298 

Coneja      ASGHIPCIVQSSSKEACEQAGCCYDSAREVPCYYGNTATVQCFRNGYFILVVAQEMALAH 281 

Ratona      ASGHIPCMVNGSSKETCQQAGCCYDSTKEEPCYYGNTVTLQCFKSGYFTLVMSQETALTH 290 

Rata        ASGHIPCMVKGSSEEACQQAGCCYDNTKEMPCYYGNTVTLQCFRSGYFTLVMSQETALTH 288 

Wallaby     TSSRVPCVE----------------------------ATVQCFEDGQFVLVVSQNITSEK 251 

            :*.::**:                             .*:***..* * **::*: :  : 

 

Mujer       RITLANIHLAYAPTSCSPTQHTEAFVVFYFPLTHCGTTMQVAGDQLIYENWLVSGIHIQK 358 

Coneja      RITLANVHLAYAPTRCPPAQKTSAFVIFHVPLTHCGTTVQVLGSQLFYENQLVSDIDVRE 341 

Ratona      GVLLDNVHLAYAPNGCPPTQKTSAFVVFHVPLTLCGTAIQVVGEQLIYENQLVSDIDVQK 350 

Rata        GVMLDNVHLAYAPNGCPPTQKTSAFVVFHVPLTLCGTAIQVVGKQLVYENQLVSNIEVQT 348 

Wallaby     QVSLKSLRLGYASGGCTPTQRTENIVVFHFPVTQCGTTIQLVNNQLIYENQLVSDIDIQT 311 

             : * .::*.**.  *.*:*:*. :*:*:.*:* ***::*: ..**.*** ***.*.::  

 

Mujer       GPQGSITRDSTFQLHVRCVFNASDFLPIQASIFPPPSPAPMTQPGPLRLELRIAKDETFS 418 

Coneja      GPQGSITRDSSFRLLVRCIFNASDFLPIQASIFSPPLPAPVTQAGPLRLELRIARDETFS 401 

Ratona      GPQGSITRDSAFRLHVRCIFNASDFLPIQASIFSPQPPAPVTQSGPLRLELRIATDKTFS 410 

Rata        GPQGSITRDGVFRLHVRCIFNASDFLPIRASIFSPQPPAPVTRSGPLRLELRIATDKTFS 408 

Wallaby     GPEGAITRESTFLLHARCIYNASSFLPLHLEVFLPPPPAPVLRSGPLHLELRIAKDQKYS 371 

            **:*:***:. * * .**::***.***:: .:* *  ***: :.***:****** *:.:* 

 

Mujer       SYYGEDDYPIVRLLREPVHVEVRLLQRTDPNLVLLLHQCWGAPSANPFQQPQWPILSDGC 478 

Coneja      SFYEEEDYPLVRLLREPVHVEVRLLQRTDPSLVLELHQCWATPSANPVQQPQWPLLSDGC 461 

Ratona      SYYQGSDYPLVRLLREPVYVEVRLLQRTDPSLVLVLHQCWATPTTSPFEQPQWPILSDGC 470 

Rata        SYYQGSDYPLVRLLQEPVYIEVRLLQRTDPGLALMLHQCWATPSASPFEQPQWPILSDGC 468 

Wallaby     SYYHVEDFPIFKMLRQPVYVEVRLLRRTDPSLVLSLHHCWATPSTNPFKEPQWPLLFDGC 431 

            *:*  .*:*:.::*::**::*****:****.*.* **:**.:*::.*.::****:* *** 

 

Mujer       PFKGDSYRTQMVA-LDGAT-PFQSHYQRFTVATFALLDSGSQRALRGLVYLFCSTSACHT 536 

Coneja      PFKGDSYRTRVLA-LDRAELPFRSHYQRFTVATFTFLDSGAQRALRGLVYFFCSASACHP 520 

Ratona      PFKGDNYRTQVVA-ADREALPFWSHYQRFTITTFMLLDSSSQNALRGQVYFFCSASACHP 529 

Rata        PFKGDNYRTQMVA-ADRATLPFWSHYQRFTIATFTLLDSSSQNALRGQVYFFCSASACHP 527 

Wallaby     PFSGDGYKTQLASKKGMSELLFPTHYQRFIVSTFTFVDSVSQRALSGPVYFFCSVSACYA 491 

            **.**.*:*:: :  .     * :***** ::** ::** :*.** * **:***.***:. 

 

Mujer       SGLETCSTACSTGTTRQRRSSGHRNDTARPQDIVSSPGPVGFEDSYGQEPTLGPTD---- 592 

Coneja      SGPETCSSTCSSRTAKRRRSSGYHDGTPRALDIVSSPGPVGFQDSHRQEPTLESTG---- 576 

Ratona      LGSDTCSTTCDSGIARRRRSSGHHNITLRALDIVSSPGAVGFEDA----AKLEPSG---- 581 

Rata        VGSETCSTTCDSEIARHRRSSGHHNSTIRALDIVSSPGAVGFEDA----PKLEPSG---- 579 

Wallaby     SETETCRTVCHHGATKRRRFVDHHNYMEGVQDIVGSPGPVGFGDSREQKVNLQNKEPDFK 551  

               :** :.*    :::**  .:::      ***.*** *** *:     .*  .                       

 

Mujer       ------------------SNGNSSLRPLLWAVLLLPAVALVLGFGVFVGLSQTWAQKLWE 634 

Coneja      ------------------SGRNSNPKPLLWVVLLLLAIALVLGIGVFVGLSQAWAHKLRE 618 

Ratona      ------------------SSRNSSSRMLLL----LLAITLALAAGIFVGLIWAWAQKLWE 619 

Rata        ------------------STRNSGSRPLLWVLQ-LLALTLVLGDGVLVGLSWAWAWA--- 617 

Wallaby     ERSVVLWPNVSEPRLLERSSWSTTLKPLLWLTLSLVVITVLLVVAALLERS----QKLQE 607 

                              *  .:  : **     * .::: *  . ::  

 

 

Mujer       SNRQ----- 638 

Coneja      GHRLTDQAQ 627 

Ratona      GIRY----- 623 

Rata        ---------  

Wallaby     QSRECGQSQ 616 

 

Figura 22. Comparación de las secuencias de aminoácidos de ZP1 de 

mujer, coneja, ratona, rata y wallaby. Los números de acceso de las secuencias 

usadas son: mujer (NP_997224), coneja (NP_001257409), ratona (NP_033606) y 

rata (NP_445961).  Los aminoácidos idénticos se indican con asterisco (*). Dos 
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puntos (:) indican residuos conservados y punto (.) residuos semiconservados. El 

dominio trefoil se muestra en azul. El dominio ZP en rojo y el dominio 

transmembrana en naranja. El sitio consenso para corte de furina está subrayado. 

Los aminoácidos cisteína se señalan en verde y los sitios potenciales de N-

glicosilación en morado. 

 

 

Mujer       ----------MWLLRCVLLCVSLSLAVSGQHKPEAPDYSSVLHCGPWSFQFAVNL-NQEAT 50 

Coneja      ----MAPGSTMWLLGYIFLCFPVSFALIKQPKPETPTDPGVLHCRPWNFKFTINFQNQETG 57 

Rata        -MARQALRSTLWLLPSILLCFPFCLPLSGQHVTELP---GVLHCGLQSFQFAVNL-SLEAE 56 

Zarigüeya   -------------MQWILLFTLFSFIWGSLGETEDLDHPGTLSCGLRSFRFMLPLLSQYGK 48 

Wallaby     -------------MLWIFFLTILSFFCSSLGETEDLNHPGTLSCGLRSFQFTLPLLSRYGK 48 

                         :  :::   ..:       .*     ..* *   .*:* : : .     

 

Mujer       SPPVLIAWDNQGLLHELQNDSDCGTWIRKGPGSSVVLEATYSSCYVTEWDSHYIMPVGVE 110 

Coneja      SSPVLVTWDNQGRLHRLQNDTDCGTRVGEGPGPSVVLEANYSSCYVTESEPYYVMLVGVE 117 

Rata        S-PVLTTWDSQGLPHRLKNDSDCGTWVMDSPDGFLVLEASYSGCYVTLEGSHYIMTVGVQ 115 

Zarigüeya   N-PGLIAWDNKGMLHSLHNDSICGTWITYSSLESIQLEASYSGCYVTEWDTYYIMPIGVS 107 

Wallaby     N-PGMIAWDNKGVLHSLQNDSVCGTWITYSSLESIHLEASYSGCYVTEWDTYYMMPIGVS 107 

            . * : :**.:*  * *:**: *** :  ..   : ***.**.****   .:*:*  **. 

 

Mujer       GAGAAEHKVVTERKLLKCPMDLLARD--APDTDWCDSIPARDRLPCAPSPISRGDCEGLG 168 

Coneja      EVDAAGQNLVTKQQLLKCPMHLPA-----PDAGLCDSVPVQDRLPCATAPISQEDCEELG 172 

Rata        EADVAGHVAGTRQRLLTCPLALQGKAPDTPSAKVCSPVPVKERLPCASSTISRGDCEELG 175 

Zarigüeya   GLDADGSKTVHKVTVLNCSFTLPAQD--APGLNLCD-VTTEDRLSCAVPSITKGDCENLG 164 

Wallaby     GLDADESKTVHKVKVLKCSFALPALD--AAGLDLCD-VKTEDRLSCAVSSITKGDCEDLG 164 

              ..       .  :*.*.: * .     ..   *. : ..:**.** ..*:: *** ** 

 

Mujer       CCYSSEE--VNSCYYGNTVTLHCTREGHFSIAVSRNVTSPPLLLDSVRLALRNDSA-CNP 225 

Coneja      CCHSSEE--VNACYYGNTVTSHCTQEGHFSIAVSRNVSSPPLHLDSVHLVFGNDSE-CQP 229 

Rata        CCYSSEEEGADSCYYGNTVTSHCTKEGHFSIAVSRDVTSPPLRLDSLRLGFRNITTGCDP 235 

Zarigüeya   CCYHPEDE-VNPCYYGNTVTAQCTPDGQLSIAVSQNMTQPSLLLDSIHLVSGLDVK-CDP 222 

Wallaby     CCYHSEDE-VNPCYYGNTVTAQCTPDGQLSIAVSHNVTRPSLLLDSIRLVSGLDDK-CDP 222 

            **: .*:  .:.******** :** :*::*****:::: *.* ***::*        *:* 

 

Mujer       VMATQAFVLFQFPFTSCGTTRQITGDRAVYENELVATRDVKNGSRGSVTRDSIFRLHVSC 285 

Coneja      VVATRAFVLFLFPFTACGTTRQITGDRAIYENELLATREVRTWSRGSITRDSIFRLRVSC 289 

Rata        VMKTSTFVLFQFPLTSCGTTQRITGDQAMYENELVAIRDVQAWGRSSITRDSNFRLRVSC 295 

Zarigüeya   VEKTNAFVLFQFPLSSCGTIVQMIDNQAIYKNELLASRDVRNWTHGSITRDSIFRLHISC 282 

Wallaby     VEKSNAFVLFQFPLSSCGTIVQMIGNQAIYKNELLASRDVRNWTRGLITRDSIFRLHISC 282 

            *  : :**** **:::***  :: .::*:*:***:* *:*:   :. :**** ***::** 

 

Mujer       SYSVSSNSLPINVQVFTLPPPFPETQPGPLTLELQIAKDKNYGSYYGVGDYPVVKLLRDP 345 

Coneja      SYSISSSALPVDMHVLTLPPPLPETQPGPLTVVLQIAKDKDYHSYYTMDDYPVVKLLRDP 349 

Rata        TYSIHSIMSPVNMQVWTLPPPLPKTQPGPLSLELQIAQDKNYSSYYGTDAYPLVKFLQDP 355 

Zarigüeya   SYSLKGDILPASIQVFTLPPPLPVTKPGPLALELQIAKEEHYRSYYVATDYPVTKLLREP 342 

Wallaby     SYSVRDEIFPASIQVFTLPPPLPVTKPGPLALALQIAKEENYSSYFVDTDYPVTKLLREP 342 

            :**: .   * .::* *****:* *:****:: ****:::.* **:    **:.*:*::* 

 

Mujer       IYVEVSILHRTDPYLGLLLQQCWATPSTDPLSQPQWPILVKGCPYIGDNYQTQLIPVQKA 405 

Coneja      IYVDVSILYRTDPYLGLRLHQCWATPRTNPLYQPQWPILVKGCPYTGDNYQTQLIPVQEA 409 

Rata        IYVEVSILHRTDPSLSLLLEQCWATPGSNPFHQPQWPILVKGCPYAGDNYQTKRIPVQKA 415 

Zarigüeya   IHVEVRILQRTDPNLVLLLHHCWATPNTNPLHPIRWPILVKGCPYEGDNYLTKMVPMPRN 402 

Wallaby     IHVEVRILRRTDANLVLLLHHCWATPNTNPLHPIQWPILVKGCPYEGDNYRTKMVSISRN 402 

            *:*:* ** ***. * * *.:***** ::*:   :********** **** *: :.: .  

 

Mujer       LDLPFPSHHQRFSIFTFSFVNPTVEKQALRGPVHLHCSVSVCQPAETPSCVVTCPDLSR- 464 

Coneja      FDLPFPSHHQRFSISTFSFLDSSVAKEALKGPIYLHCSVSVCQPTGTQSCTVTCPIDSR- 468 

Rata        SDV-FPSHHQRFSISTFSFMSAGREKQVLGGQVYLHCSASVCQPAGMPSCTVICPASRR- 473 

Zarigüeya   STLQFPSHYKRFIIHTFAFVDS-AFKKALMGPVYLHCSASVCQPSESDSCTVTCPVGTRK 461 

Wallaby     STLRFPSHYKRFIIHTFAFVDS-AFKKSLMGPVYLHCSASVCQPSRSDSCTVTCPVGTRK 461 

              : ****::** * **:*:..   *: * * ::****.*****:   **.* **   *  

 

Mujer       RRNFDNSSQNTTASVSSKGPMILLQATKDPPEKLR----VPVDSKVLWVAGLSG-TLILG 519 

Coneja      RRNSDINFQNSTANISSKGPMILLQATEDPSEKLHKHSGVPVHPGALWVAGLSG-IFIIG 527 

Rata        RRKSELYFDNSTS-ISSKGPVILLQATKDPAVMLHKHSGTHADSPTLWVMGLSASMVITG 532 

Zarigüeya   RRSSETHPWNKSSNVSSQGPIFFLQVAESYPQSGP-----VLDVRTLWLT-LSG-ILIVA 514 

Wallaby     RRSSETHSWNKTSNVSSKGPIFFLQVAESSPQSGS-----GLDIRTLWHI-LSG-ILIMA 514 

            **. :    *.:: :**:**:::**.::. .           .  .**   **.  .* . 
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Mujer       ALLVSYLAVKKQKSCPDQMCQ 540 

Coneja      ALLVSYVAIRTRR-------- 540 

Rata        VLVVSYLATRKQR-------- 545 

Zarigüeya   VLLVSFLALRRVK-------- 527 

Wallaby     ALLVSFLALRN---------- 525 

            .*:**::* :   

 

 

 

Figura 23. Comparación de las secuencias de aminoácidos de ZP4 de 

mujer, coneja, rata, zarigüeya australiana y wallaby. Los números de acceso 

de las secuencias usadas son: mujer (NP_067009), coneja (NP_001075764), rata 

(NP_758833) y zarigüeya australiana (AAF73042). Aminoácidos idénticos se 

indican con asterisco (*). Dos puntos (:) indican residuos conservados y punto (.) 

residuos semiconservados. El dominio trefoil se muestra en azul. El dominio ZP en 

rojo y el dominio transmembrana en naranja. El sitio consenso para corte de furina 

está subrayado. Los residuos cisteína se señalan en verde y los sitios potenciales de 

N-glicosilación en morado.  

 

 

 

5.1.1.1.4 Amplificación total de ZP2 y parcial de ZP3 del wallaby de 

Bennett 

 

Del mismo modo que se amplificó ZP1 y ZP4, se amplificó 

completamente la secuencia de ZP2 (Fig. 24) y parcialmente la secuencia de 

ZP3 (Fig. 25) para demostrar la presencia de 4 transcritos correspondientes 

a las cuatro glicoproteínas en el ovario de wallaby.  Las secuencias 

obtenidas se depositaron en el GenBank con los siguientes números de 

acceso: KP057615 para ZP2 y KP057618 para ZP3. 

 

 

   1 atgtggagaagggtctttggggtcaggctaactggagtccctaaagggacatgccctggc 

   1  M  W  R  R  V  F  G  V  R  L  T  G  V  P  K  G  T  C  P  G  

  61 ccacagcttccttggctcttctgccttatgaccctggtaacttctgcagtggttggtaac 

  21  P  Q  L  P  W  L  F  C  L  M  T  L  V  T  S  A  V  V  G  N  

 121 ttctcaaccaacagtttcccaggcacagtcgcttgctatgatgatgaaatgaagattgga 

  41  F  S  T  N  S  F  P  G  T  V  A  C  Y  D  D  E  M  K  I  G  

 181 tttcctgaagatcttggcaacaagtcttggctagcatatgtggttgattcctttggcaat 

  61  F  P  E  D  L  G  N  K  S  W  L  A  Y  V  V  D  S  F  G  N  

 241 aaaatcttgaattgtgcccatgttatgacctcagaaaacctcatcttgagcatcatgtat 

  81  K  I  L  N  C  A  H  V  M  T  S  E  N  L  I  L  S  I  M  Y  

 301 aagagttgtgctgaaatggtgcatggtgtgtatcaagtgaatctcagattcctgcccaat 

 101  K  S  C  A  E  M  V  H  G  V  Y  Q  V  N  L  R  F  L  P  N  

 361 gagactatgagcaaccaggttgtaacctaccggctcagctgtcctgccactcaagctgat 

 121  E  T  M  S  N  Q  V  V  T  Y  R  L  S  C  P  A  T  Q  A  D  

 421 gaggctctgggtcaaatgttagctcccacaaactgtaccaaggatttcatgtctgtttca 

 141  E  A  L  G  Q  M  L  A  P  T  N  C  T  K  D  F  M  S  V  S  
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 481 ttttcacagatcctacccagttttgatgatgaaactatgggtacagaacctcaaacagct 

 161  F  S  Q  I  L  P  S  F  D  D  E  T  M  G  T  E  P  Q  T  A  

 541 tggagtgtcattgtgggtgatagccccaaaatgcaaacccttacactgcaggaagccatg 

 181  W  S  V  I  V  G  D  S  P  K  M  Q  T  L  T  L  Q  E  A  M  

 601 cagcggggctacagtttcatcattgagaacagcaaaatcatctttcgagtgtccttcgat 

 201  Q  R  G  Y  S  F  I  I  E  N  S  K  I  I  F  R  V  S  F  D  

 661 gctgctggagtctcacactatgagcaagaaaacaatcacctgtatactgtggctctcaaa 

 221  A  A  G  V  S  H  Y  E  Q  E  N  N  H  L  Y  T  V  A  L  K  

 721 cttacatatggacctcctgaacagaggcttaccctctcatcccggatggtttgcatatta 

 241  L  T  Y  G  P  P  E  Q  R  L  T  L  S  S  R  M  V  C  I  L  

 781 ggtccagccacctgtaattcaacgcacatgactcttattatacccgagtttccaggggtg 

 261  G  P  A  T  C  N  S  T  H  M  T  L  I  I  P  E  F  P  G  V  

 841 ctgacagccataaatatagacaatcataatgttcccatgaattcgtcaaagatcagtggc 

 281  L  T  A  I  N  I  D  N  H  N  V  P  M  N  S  S  K  I  S  G  

 901 attgctgtagagtcaagaaatggctcaagattacatttcaacaaaagaattctgaaatct 

 301  I  A  V  E  S  R  N  G  S  R  L  H  F  N  K  R  I  L  K  S  

 961 aaagtgtctgagaatggtgcaggtattcagttttacttaccttcagtaaagctgactttt 

 321  K  V  S  E  N  G  A  G  I  Q  F  Y  L  P  S  V  K  L  T  F  

1021 caatattatggagagatggtatctgtgatcacctatcctgaattctgccagtcccctgtt 

 341  Q  Y  Y  G  E  M  V  S  V  I  T  Y  P  E  F  C  Q  S  P  V  

1081 tcagtagttacagatagcacatgtacccctgatggctttatggactttgaagtctacagt 

 361  S  V  V  T  D  S  T  C  T  P  D  G  F  M  D  F  E  V  Y  S  

1141 caccaaacgaagccagccttgaacctggatacgctccaagtaagagatacagcctgtcag 

 381  H  Q  T  K  P  A  L  N  L  D  T  L  Q  V  R  D  T  A  C  Q  

1201 ccggcttttaagaatccctctcaggacatggttcgatttcacatacccctgaatgggtgt 

 401  P  A  F  K  N  P  S  Q  D  M  V  R  F  H  I  P  L  N  G  C  

1261 ggaacaagagcaaagtttgaaggagaccaagctatctatgaaaacgaaatccatgctctt 

 421  G  T  R  A  K  F  E  G  D  Q  A  I  Y  E  N  E  I  H  A  L  

1321 tggacagatctccccccaagcaaaattactagagacagtgaattcagtctgacagtgaga 

 441  W  T  D  L  P  P  S  K  I  T  R  D  S  E  F  S  L  T  V  R  

1381 tgctactataccagcactgacctcatagtcagaacaaatatcagcagtcctccttctcca 

 461  C  Y  Y  T  S  T  D  L  I  V  R  T  N  I  S  S  P  P  S  P  

1441 attgcttcagtgaaaccaggaccactttccttaatccttcaaatctatccagacaagtcc 

 481  I  A  S  V  K  P  G  P  L  S  L  I  L  Q  I  Y  P  D  K  S  

1501 tatctgcagccttatagggatgatcagtatccaatagtgaaatacctgcgtcaaccgatt 

 501  Y  L  Q  P  Y  R  D  D  Q  Y  P  I  V  K  Y  L  R  Q  P  I  

1561 tacatggaagttcaagttgtaaatagaaatgacccaagcatcaaactcgtcttagatgac 

 521  Y  M  E  V  Q  V  V  N  R  N  D  P  S  I  K  L  V  L  D  D  

1621 tgctgggcgacattatcagcggaccctacatctcttccccgatggaatgtcattgtggat 

 541  C  W  A  T  L  S  A  D  P  T  S  L  P  R  W  N  V  I  V  D  

1681 ggctgtgattatacactggacaactaccgcacaaaattccaccatgtaggctcttcagtg 

 561  G  C  D  Y  T  L  D  N  Y  R  T  K  F  H  H  V  G  S  S  V  

1741 aactatcccaatcactaccaaaggttcgaagtgacaacttttgcctttgtatctggtggc 

 581  N  Y  P  N  H  Y  Q  R  F  E  V  T  T  F  A  F  V  S  G  G  

1801 caagctctcactagcctgatctatttccattgcagcgtcttgctctgtgaccaattctat 

 601  Q  A  L  T  S  L  I  Y  F  H  C  S  V  L  L  C  D  Q  F  Y  

1861 ccagattctcctttgtgttctgtgacttgtcctggatcatctaggatgaaaagagacatc 

 621  P  D  S  P  L  C  S  V  T  C  P  G  S  S  R  M  K  R  D  I  

1921 attgaagaaaagtctacaatagcaagtcttcctggacctgtctttttggtatcagatcag 

 641  I  E  E  K  S  T  I  A  S  L  P  G  P  V  F  L  V  S  D  Q  

1981 gtcccttcatttagaggacccacggacgctgaagggcctaggtataaaggaacaagtatt 

 661  V  P  S  F  R  G  P  T  D  A  E  G  P  R  Y  K  G  T  S  I  

2041 gctcttcaagtagggtctgtcttaataggagagatatttgttgtggcagtgctttgtctg 

 681  A  L  Q  V  G  S  V  L  I  G  E  I  F  V  V  A  V  L  C  L  

2101 gttaaatgtatgccaagcaggacaagagctgtgagttaa 

 701  V  K  C  M  P  S  R  T  R  A  V  S  -   

 
Figura 24. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos amplificada de ZP2 del 

wallaby de Bennett. Los codones de inicio y fin se muestran en rosa. El péptido 

señal aparece en verde. El dominio ZP aparece en rojo. El sitio consenso para corte 

de furina está subrayado. El dominio transmembrana se muestra en naranja. 
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       1 atggctgagggaggctgttcttggcctggtcttggaagagctatgactcatgggtcctcc 
   1  M  A  E  G  G  C  S  W  P  G  L  G  R  A  M  T  H  G  S  S  

  61 agccttctccctttccctcttctgctcctgatgcttaccgggacttcttggcaggcaccc 

  21  S  L  L  P  F  P  L  L  L  L  M  L  T  G  T  S  W  Q  A  P  

 121 tattctccccagcctgtgcaggtacagtgcctggagtcccagatggtagtcagtgttcaa 

  41  Y  S  P  Q  P  V  Q  V  Q  C  L  E  S  Q  M  V  V  S  V  Q  

 181 agagatctgtttggcactgggaagttggtcaaagcagtggaccttagcctgggcccagag 

  61  R  D  L  F  G  T  G  K  L  V  K  A  V  D  L  S  L  G  P  E  

 241 ggctgcaggcctgcaactttgcaagaagatgcccaagtagtcacctttgaggtcggcctc 

  81  G  C  R  P  A  T  L  Q  E  D  A  Q  V  V  T  F  E  V  G  L  

 301 catgagtgtggcagtgttgtgcaggtaactccagatgggctgatttaccgcacaagcttg 

 101  H  E  C  G  S  V  V  Q  V  T  P  D  G  L  I  Y  R  T  S  L  

 361 ttctaccacccacgcccagttggaaattttaccatcttaaggactaatcaggcggaagtt 

 121  F  Y  H  P  R  P  V  G  N  F  T  I  L  R  T  N  Q  A  E  V  

 421 cccattgaatgtcactatcctaggtgggccaatgtcagcagcagagatatccagcctacg 

 141  P  I  E  C  H  Y  P  R  W  A  N  V  S  S  R  D  I  Q  P  T  

 481 tgggtgcccttcagatccaccatagcttcggaacagaagcttggcttttctctgcgcctg 

 161  W  V  P  F  R  S  T  I  A  S  E  Q  K  L  G  F  S  L  R  L  

 541 atgaatgatgactggtcagctgagagtacctcggctcagttccagctgggtgacaaagcc 

 181  M  N  D  D  W  S  A  E  S  T  S  A  Q  F  Q  L  G  D  K  A  

 601 caccttcaggctgaagtccacacgggcagccatgtggccctgagactctttgttgatcac 

 201  H  L  Q  A  E  V  H  T  G  S  H  V  A  L  R  L  F  V  D  H  

 661 tgtgtggccaccctaagcccagacaagaactcagagccccgtcatggtatcattgatcac 

 221  C  V  A  T  L  S  P  D  K  N  S  E  P  R  H  G  I  I  D  H  

 721 catgggtgyctggtagatggcctttctgattcctcttctgccttccaagccccccggcct 

 241  H  G  X  L  V  D  G  L  S  D  S  S  S  A  F  Q  A  P  R  P  

 781 aagccagatactctccaattcacagtggatgtgttccacttcgtcaatgattctcggaaa 

 261  K  P  D  T  L  Q  F  T  V  D  V  F  H  F  V  N  D  S  R  K  

 841 ctgatctatattacatgccatctgagggtcactgccactgaccaagccccagaccagata 

 281  L  I  Y  I  T  C  H  L  R  V  T  A  T  D  Q  A  P  D  Q  I  

 901 aacaaggcctgttccttcaacaagtccattaatagctggtttccagtagaaggacctcct 

 301  N  K  A  C  S  F  N  K  S  I  N  S  W  F  P  V  E  G  P  P  

 961 gacatttgcagatgctgcaacaccaaagactgtggacacctaaacaggtccaggagacta 

 321  D  I  C  R  C  C  N  T  K  D  C  G  H  L  N  R  S  R  R  L  

1021 cttcctatctcttcaargctgttgcaacagcgacaagaaagagaagcagacatcactgtt 

 341  L  P  I  S  S  X  L  L  Q  Q  R  Q  E  R  E  A  D  I  T  V  

1081 gggcctgtgttcttggcactgaatgtcagccaccacaccccatgggagcccaacccggat 

 361  G  P  V  F  L  A  L  N  V  S  H  H  T  P  W  E  P  N  P  D  

1141 tttgtggaaaagtacgcagcccttagcctgggcctgtccctgattgctgtcttggttttc 

 381  F  V  E  K  Y  A  A  L  S  L  G  L  S  L  I  A  V  L  V  F  

1201 accttagtcatcatggctctaa 

 401  T  L  V  I  M  A  L       

 

 

Figura 25. Secuencia parcial de nucleótidos y aminoácidos de ZP3 del 

wallaby de Bennett. Los codones de inicio y fin se muestran en rosa. El péptido 

señal aparece en verde. El dominio ZP aparece en rojo. El sitio consenso para corte 

de furina está subrayado. El dominio transmembrana se muestra en naranja. 
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5.1.2 DUPLICACIONES DEL GEN ZP3 EN MARSUPIALES 

  

Meslin y colaboradores describen en 2012 una duplicación del gen 

ZP3 en el genoma de la zarigüeya de cola corta (Monodelphis domestica). 

Esto nos llevó a realizar un análisis in silico del genoma de dicha especie 

para buscar la duplicación de ZP3 y observamos que en esta especie había 

tres copias de ZP3, aunque una de ellas presentaba codones de stop en su 

secuencia. 

 

Por orden de antigüedad, decidimos denominar a estas tres copias 

ZP3-a (siendo la más antigua), ZP3-b y ZP3-c (siendo la más reciente), como 

ya han hecho otros autores anteriormente en casos similares (Bhat et al., 2014). 

 

De modo que, en Monodelphis domestica, habría dos copias de ZP3: 

ZP3-b cuyo número de acceso es ENSMODP00000017449 y ZP3-c cuyo 

número de acceso es ENSMODP00000038840, además observamos la 

presencia de una tercera copia que se correspondería con ZP3-a pero que 

carece de secuencia codificante puesto que presenta 4 codones de stop en su 

secuencia en posiciones: 25-27, 124-126, 226-228 y 232-234 (Fig. 26).  

 

 

 

  1 atgaccccaggacttgctgatctatagcaccatgctccattatgcacccagcctctccca 

  1  M  T  P  G  L  A  D  L  -  H  H  A  P  L  C  T  Q  P  L  P  

 61 gagcccactggtcctcagaagcagtcctgtaacagtccccatccagtgtcaatacccaag 

 21  E  P  T  G  P  Q  K  Q  S  C  N  S  P  H  P  V  S  I  P  K  

121 gagtgacaacgtgagcagcagaaccattcttcccacttgggtccctttccattctaccct 

 41  E  -  Q  R  E  Q  Q  N  H  S  S  H  L  G  P  F  P  F  Y  P  

181 gtccagggagcagcggctcagattctcccttcgcctcatggcaaatgactgtaggacaga 

 61  V  Q  G  A  A  A  Q  I  L  P  S  P  H  G  K  -  L  -  D  R  

241 gagggcctcttcaatcttccagctgggggactccatcatttccaggctgatgtctacact 

 81  E  G  L  F  N  L  P  A  G  G  L  H  H  F  Q  A  D  V  Y  T  

301 ggctaccatgtgcccttgaggatctttgtagatagctacacagccaccttgactccagat 

101  G  Y  H  V  P  L  R  I  F  V  D  S  Y  T  A  T  L  T  P  D  

361 ccagcctctgtcccctaccatattggcattgacttcaatgggtgcctggtggacggacaa 

121  P  A  S  V  P  Y  H  I  G  I  D  F  N  G  C  L  V  D  G  Q  

421 tcaggagactcttcttcaatcttcatttctccgcggcccaggcaaattgtgttgtgtttc 

141  S  G  D  S  S  S  I  F  I  S  P  R  P  R  Q  I  V  L  C  F  

481 aaggtagactctaagaaccagatctatgtcaactgccccctaaaagccacagccactgac 

161  K  V  D  S  K  N  Q  I  Y  V  N  C  P  L  K  A  T  A  T  D  

541 caggcccccagtgccataactcagcaggtgatgggtgggaacctgtggaaggccctagtg 

181  Q  A  P  S  A  I  T  Q  Q  V  M  G  G  N  L  W  K  A  L  V  
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601 acatctgcagctgcagggacctgcacatctctctcagcatccaagaaacagagcctggtg 

201  T  S  A  A  A  G  T  C  T  S  L  S  A  S  K  K  Q  S  L  V  

661 gaccaggagccag 

221  D  Q  E  P      

 

Figura 26. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de ZP3-a de 

Monodelphis domestica. En rojo se muestran los codones de stop.  

 

 

Por otro lado, el estudio del genoma de las otras dos especies de 

marsupiales disponibles en GenBank y Ensembl nos ha permitido detectar 

igualmente tres copias de ZP3 en el demonio de Tasmania (Sarcophilus 

harrisii) y en el wallaby de Tammar (Macropus eugenii).  

 

Mientras que, el análisis de la secuencia de ZP3 de la zarigüeya 

australiana (Trichosurus vulpecula) depositada por McCartney y Mate en 

1999, se corresponde con la copia ZP3-a.  Podríamos pensar que esta especie, 

que pertenece al mismo orden que el wallaby de Tammar (Diprotodontia), 

también podría presentar varias copias de ZP3 en su genoma aunque sólo se 

haya descrito una de ellas. 

 

La disponibilidad de muestras de ovario del wallaby de Bennet, nos 

permitió estudiar la presencia del ARNm de estas tres copias en el ovario 

del mismo (Fig. 27). Como hemos mostrado en el apartado anterior, junto 

con ZP1, ZP2 y ZP4 se amplificó un fragmento correspondiente a ZP3. Según 

los análisis filogenéticos realizados se trataría de ZP3-c, la copia de ZP3 más 

reciente y que se encuentra más próxima a la ZP3 de mamíferos (Fig. 27). 

Pero además, también hemos amplificado el marco abierto de lectura 

correspondiente a ZP3-a y ZP3-b, que fueron depositadas en el GenBank con 

los siguientes números de acceso: KP057617 para ZP3-a, KP057616 para 

ZP3-b y KP057618 para ZP3-c. 
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Figura 27. Análisis de la expresión génica de ZP3-a, ZP3-b y ZP3-c en el 

ovario del wallaby de Bennett mediante RT-PCR. Se muestran los amplicones 

correspondientes a fragmentos amplificados de cada transcrito. 

 

 

 

La comparación de las tres secuencias de ZP3 amplificadas en el 

wallaby de Bennett con las secuencias de ZP3 de la rata y la ratona 

presentan distinto grado de similitud; siendo la similitud mayor entre ZP3-c 

y las secuencias de estos mamíferos (Tabla 17). El número de sitios 

potenciales de N-glicosilación varía entre las distintas ZP3, siendo de 3 en 

ZP3-a (Asn123, Asn149 y Asn306), de 4 en ZP3-b (Asn11, Asn142, Asn170 y 

Asn327) y de 5 en ZP3-c (Asn129, Asn151, Asn276, Asn307 y Asn335) (Fig. 

28). 

 

 

ZP3-b       MGQGGL--------------VGCLFLLLVLNELVSVDLCGSSGSRSPLRDSDSSRLDHKS   46 

ZP3-a       --------------MTLGA-RL-VSVLLLW------ALQGGD--WAGTK---------VL   25 

ZP3-c       MAEGGCSWPGLGRAMTHGSSSLLPFPLLLL------MLTGTS--WQA-------------   39 

Ratona      MASSYFL---FLCLLLCGGPELCN-SQTLW------LLPGGT--PTP-------------   35 

Rata        MGPSCLL---FLCLLLCGGPELCY-PQTQW------LLPGGT--PTP-------------   35 

                                                 * *                     

 

ZP3-b       SLIRSSSRGHGAHTQLLPVRVQCLEMKLVANIQRDLFGKGKLIHPSDLTLGSGACQYTAF  106 

ZP3-a       SWVTQHPALGSPFSPPPVVDVQCEDDRLVVSVNRDFFGTGQLVQAAELTLGPSACAPMPA   85 

ZP3-c       -----------PY-SPQPVQVQCLESQMVVSVQRDLFGTGKLVKAVDLSLGPEGCRPATL   87 

Ratona      -----------VG-SSSPVKVECLEAELVVTVSRDLFGTGKLVQPGDLTLGSEGCQPRV-   82 

Rata        -----------AG-SSSPVEVECKEAELVVTARRDLFGTGKLVQPGDLTLGSEGCQPLV-   82 

                              * *:* : .:*..  **:**.*:*::  :*:**  .*      

 

ZP3-b       YESNNTIVFEAGLHECGSRLQVTTDLLVYSINLYYNPTPIGNSVILRNSPAVILIECSYP  166 

ZP3-a       DPLNKRVIFEVGLHECGSELQMTPDSFIYSTVLHYTPNLSQSPVVLRSSPVSVPIQCQYP  145 

ZP3-c       QEDAQVVTFEVGLHECGSVVQVTPDGLIYRTSLFYHPRPVGNFTILRTNQAEVPIECHYP  147 

Ratona      SVDTDVVRFNAQLHECSSRVQMTKDALVYSTFLLHDPRPVSGLSILRTNRVEVPIECRYP  142 

Rata        AVDTDVVRLNAQLHECSSGVQVTEDALVYSTFLLHDPRPVNGLSILRTNRVEVPIECRYP  142 

                . : ::. ****.* :*:* * ::*   * : *       :**.. . : *:* ** 
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ZP3-b       RRSNVSSRAMQPTWTPFSSTLSSQTGLKFTLQLMTDDWSTKRASSSYQLGDVISLQADVN  226 

ZP3-a       RRDNVSSRAILPTWVPFHSTLSREQRLKFSLRLMADDWSTERISSAFQLGDLIHIQAEVY  205 

ZP3-c       RWANVSSRDIQPTWVPFRSTIASEQKLGFSLRLMNDDWSAESTSAQFQLGDKAHLQAEVH  207 

Ratona      RQGNVSSHPIQPTWVPFRATVSSEEKLAFSLRLMEENWNTEKSAPTFHLGEVAHLQAEVQ  202 

Rata        RQGNVSSHPIQPTWVPFSATVSSEEKLAFSLRLMEEDWNTEKSSPTFHLGEVAHLQAEVQ  202 

            *  ****: : ***.** :*:: :  * *:*:** ::*.::  :  ::**:   :**:*  

 

ZP3-b       TGSHVTLRLFIDSCVATSK--PNQDSSPRYALIDFHGCLVDGQSENVGSTFISPRSKPET  284 

ZP3-a       SGYHVPLRLFVDRCTATLT--PDPVSVPYHVIIDFNGCLVDGQSHDSSSIFISPRPGQNV  263 

ZP3-c       TGSHVALRLFVDHCVATLS--PDKNSEPRHGIIDHHGCLVDGLSD-SSSAFQAPRPKPDT  264 

Ratona      TGSHLPLQLFVDHCVATPSPLPDPNSSPYHFIVDFHGCLVDGLSE-SFSAFQVPRPRPET  261 

Rata        TGSHLPLQLFVDHCVATPSPLPGQNSSPHHFIVDSHGCLVDGLSE-SFSAFQVPRPRPET  261 

            :* *: *:**:* *.** .  *   * * : ::* .* **** *.   * *  **   :. 

 

ZP3-b       LQFIVDAFKFSREAKDQIYITCHLKVTEASDFPDPSNKACSFNKSSQEWSPVEGTDDICS  344 

ZP3-a       LRFMVDSFRFAQDSRNEIYITCHLKVTTTDQVPSPLNKACSYNLTTDMWVPVEGPSDICT  323 

ZP3-c       LQFTVDVFHFVNDSRKLIYITCHLRVTATDQAPDQINKACSFNKSINSWFPVEGPPDICR  324 

Ratona      LQFTVDVFHFANSSRNTLYITCHLKVAPANQIPDKLNKACSFNKTSQSWLPVEGDADICD  321 

Rata        LQFTVDVFHFANSSRNTVYITCHLKVAPANQIPDKLNKACSFNKTSQSWLPVEGDADICD  321 

            *:* ** *:* ..::. :******:*: :.: *.  *****:* : : * ****  ***  

 

ZP3-b       CCETGSCRKGHVPNKLTRSHWKRNKLYWKDVPRKENEADVVAGPLVISDVTMHPSSITSQ  404 

ZP3-a       CCKTRTCTHLSSSRKRSLANQ-------ELGNPSELEADLMLGPLVLSEAENGPKLGEEN  376 

ZP3-c       CCNTKDCGHLNRSRRLLPISS------XLLQQRQEREADITVGPVFLALNVSH--HTPW-  375 

Ratona      CCSHGNCSNSSSSQFQIHGPRQWSKLVSRNRRHVTDEADVTVGPLIFLGKANDQTVEGW-  380 

Rata        CCSNGNCSNSSSSEFETHEPAQWSTLVSRNRRHVTDEADVTVGPLIFLGKANDQAVEGW-  380 

            **.   * .    .                      ***:  **:.:              

 

ZP3-b       EKRARTNSQGLEKAPKTVILAAG--FVVFYLSCYSHGKI---------------  441 

ZP3-a       NVGDIP---E--WPELLLLLMVGVAATVCLVLCLIVGSHKYRFPCSRNV-----  420 

ZP3-c       --EPNP---D--FVEKYAALSLGLSLIAVLVFTLVIMAL---------------  407 

Ratona      --TASA--------QTSVALGLGLATVAFLTLAAIVLAVTRKCHSSSYLVSLPQ  424 

Rata        --TSSA--------QTSVALGLGLATVAFLTLAAIVLGVTRMCHTSSYLVSLPQ  424 

 

Figura 28. Comparación de las secuencias de aminoácidos de ZP3-a, ZP3-b 

y ZP3-c del wallaby de Bennett con las secuencias de ZP3 de la ratona y la 

rata. Los números de acceso de las secuencias usadas son: ZP3-a (KP057617), ZP3-

b (KP057616) y ZP3-c (KP057618) ratona (NP_035906) y rata (NP_446214). 

Aminoácidos idénticos se indican con asterisco (*). Dos puntos (:) indican residuos 

conservados y punto (.) residuos semiconservados. El dominio ZP se muestra en 

rojo y el dominio transmembrana se señala en naranja. El sitio consenso para corte 

de furina está subrayado.  

 

 

 

Tabla 17. Porcentaje de similitud de ZP3-a, ZP3-b y ZP3-c  del wallaby de 

Bennett con ZP3 de ratona y rata. 

 

ZP3 (Porcentaje de similitud %) 

 ZP3-a ZP3-b ZP3-c ratona rata 

ZP3-a --- 50 52 46 45 

ZP3-b 50 --- 52 49 49 

ZP3-c 52 52 --- 53 52 
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 Con las secuencias analizadas en los distintos marsupiales se 

construyó un árbol filogenético donde se observa la relación existente entre 

las diferentes copias del gen ZP3 (Fig. 29). 
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Figura 29. Árbol filogenético de ZP3. Se observa la presencia de tres copias del 

gen ZP3 en marsupiales. En naranja se indica ZP3-a, en azul se indica ZP3-b y en 

verde se indica ZP3-c. La rama en rojo indica pseudogenización. 
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5.1.3 ANÁLISIS FILOGENÉTICO DE ZP4 EN MARSUPIALES 

  

 Para el análisis del gen ZP4 en marsupiales se utilizaron las 

secuencias disponibles en el GenBank y Ensembl de tres marsupiales: el 

demonio de Tasmania, el wallaby de Tammar y la zarigüeya de cola corta, 

así como la secuencia de ZP4 depositada para la zarigüeya australiana 

(Trichosurus vulpecula) (Haines et al., 1999). 

 

 El análisis in silico realizado del gen ZP4 de estos marsupiales, nos 

ha permitido detectar diferencias en la composición de la ZP en las distintas 

especies.    

  

En el genoma de la zarigüeya de cola corta (Monodelphis domestica) 

hay una secuencia similar a ZP4 en el cromosoma 2. Los exones putativos de 

esta zarigüeya presentan entre 78 y 80% de similitud con los exones de ZP4 

de otros marsupiales (Trichosurus vulpecula, Macropus eugenii, Sarcophilus 

harrisii). Sin embargo, esta secuencia presenta grandes indels, un AAG en 

vez del ATG inicial y un codón de stop en posiciones 181-183. Estos 

resultados indican que ZP4 en la zarigüeya de cola corta es un pseudogén 

(Fig. 30). 

 

Mientras que, el análisis de ZP4 de las otras tres especies estudiadas: 

el demonio de Tasmania (Sarcophilus harrisii), el wallaby de Tammar 

(Macropus eugenii) y la zarigüeya australiana (Trichosurus vulpecula) 

indica que hay un codón de iniciación (ATG) y no se observan codones de 

stop en la secuencia (Fig. 30).  

 

Además, como hemos mostrado en el apartado 5.1.1.1.2, la secuencia 

completa de ZP4 en el wallaby de Bennett ha sido amplificada, indicando 

que ZP4 sería funcional en esta especie, al igual que en las tres especies 

citadas anteriormente. 
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                      10        20        30        40        50        60        70        80  

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

                                                   EXON 1____________________________________ 

Monodelphis  AAGCTGTGGATTTTATTTCTTATCCTCTTATCTTTTGTT-----------GGGCAAGACCAAAGACTGGGATTATCCTGG  

              K  L  W  I  L  F  L  I  L  L  S  F  V             G  Q  D  Q  R  L  G  L  S  W  

Trichosurus  ATGCAGTGGATTTTACTTTTTACCCTCTTCTCTTTCATTTGGGGGAGTCTGGGAGAGACTGAAGACTTGGATCATCCTGG  

              M  Q  W  I  L  L  F  T  L  F  S  F  I  W  G  S  L  G  E  T  E  D  L  D  H  P  G  

Macropus     ATGCTGTGGATTTTCTTTCTTACCATCTTATCTTTCTTTTGCAGGAGCCTGGGAGAGACCGCAGACTTGAACCATCCTGG  

              M  L  W  I  F  F  L  T  I  L  S  F  F  C  R  S  L  G  E  T  A  D  L  N  H  P  G  

Sarcophilus  ATGCTGTGGCTTTTACTTTTAACCCTCTTATCTTTTGTTTGGGGGAGTCTGGGAGAGAATGAAGACTTGGATCATCTCGG  

              M  L  W  L  L  L  L  T  L  L  S  F  V  W  G  S  L  G  E  N  E  D  L  D  H  L  G  

 

                      90       100       110       120       130       140       150       160  

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

                                                   EXON 1____________________________________ 

Monodelphis  CACATTGTCTTATGGACTAAGGAGTTTTCAGTTTTTA-TCCCTCTCCTAAGCCAGTATGGAAAGAACCCTGGACTAATAG  

              H  I  V  L  W  T  K  E  F  S  V  F   I  P  L  L  S  Q  Y  G  K  N  P  G  L  I  

Trichosurus  CACACTCTCTTGTGGACTAAGGAGTTTTCGGTTTATGCTCCCTCTTCTAAGTCAGTATGGAAAGAACCCTGGACTAATAG  

               T  L  S  C  G  L  R  S  F  R  F  M  L  P  L  L  S  Q  Y  G  K  N  P  G  L  I  

Macropus     AACACTCTCTTGTGGACTAAGGAGTTTTCAGTTTACACTACCTCTTCTAAGTCGCTATGGAAAAAATCCTGGAATGATAG  

               T  L  S  C  G  L  R  S  F  Q  F  T  L  P  L  L  S  R  Y  G  K  N  P  G  M  I  

Sarcophilus  CACATTATTTTGTGGACTAAGAAGTTTTCATCTTACAGTCCCTCTTCTAAGTCATTATGGAAAGAACCCTGGACTGATAG  

               T  L  F  C  G  L  R  S  F  H  L  T  V  P  L  L  S  H  Y  G  K  N  P  G  L  I  

                     170       180       190       200       210       220       230       240 

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

             ______                                EXON 2                

Monodelphis  CTTGGGATGACAAAGGGATGCTGCACACTCTCTGAAATGATTCCATCTGTGGGACTTGGATAACCTGCAGTTCACCTGAG  

             A  W  D  D  K  G  M  L  H  T  L  *  N  D  S  I  C  G  T  W  I  T  C  S  S  P  E  

Trichosurus  CTTGGGACAACAAAGGGATGCTGCACTCTCTACATAATGATTCAATTTGTGGGACCTGGATCACCTACAGCTCACTTGAG  

             A  W  D  N  K  G  M  L  H  S  L  H  N  D  S  I  C  G  T  W  I  T  Y  S  S  L  E  

Macropus     CTTGGGACAACAAAGGGATGCTACACTCACTACAGAACGATTCAGTCTGTGGGACTTGGATCACCTACAGCTCTCTTGAG  

             A  W  D  N  K  G  M  L  H  S  L  Q  N  D  S  V  C  G  T  W  I  T  Y  S  S  L  E  

Sarcophilus  CTTGGGATGACAAAGGTATGCTGCACACTCTACAGAATAATTCAATCTGTGGGACTTGGATCACCTATAGCTCACTTGAG  

             A  W  D  D  K  G  M  L  H  T  L  Q  N  N  S  I  C  G  T  W  I  T  Y  S  S  L  E  

 

                     250       260       270       280          

             ....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 

                                 EXON 2                

Monodelphis  TCCATTCAGCTTGAAGCTTTCTATTCTGGATGTTATGTTACCAAATGG  

              S  I  Q  L  E  A  F  Y  S  G  C  Y  V  T  K  W  

Trichosurus  TCCATCCAGCTTGAAGCTTCCTATTCCGGTTGTTATGTTACCGAATGG  

              S  I  Q  L  E  A  S  Y  S  G  C  Y  V  T  E  W  

Macropus     TCCATCCACCTTGAAGCTTCCTATTCTGGATGTTACGTTACTGAATGG  

              S  I  H  L  E  A  S  Y  S  G  C  Y  V  T  E  W  

Sarcophilus  TCTATTCATCTTGAAGCTTCCTATTCTGGATGTTATGTTACCAAATGG  

              S  I  H  L  E  A  S  Y  S  G  C  Y  V  T  K  W   
 

 
Figura 30. Alineamiento de los exones 1 y 2 de Monodelphis domestica, 

Trichosurus vulpecula, Macropus eugenii y Sarcophilus harrisii. Los indels, 

codones de stop y la modificación del ATG inicial de Monodelphis domestica se 

indican en rojo.  

 

  

El análisis filogenético realizado para ZP4, indica que la 

pseudogenización de dicho gen no ha afectado exclusivamente a los 

marsupiales, sino que está presente en otras especies de mamíferos, 

concretamente en  el armadillo (Género Dasypus) y en el perezoso (Género 

Choloepus) pertenecientes al superorden Xenarthra. Teniendo en cuenta la 

descripción previa del pseudogén ZP4 en el ratón común, serían cuatro las 

especies de mamíferos en las cuales ZP4 estaría pseudogenizada (Fig. 31). 
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Figura 31. Relación filogenética del gen ZP4 en diferentes especies de 

mamíferos. A nivel de cada rama se indica el valor de bootstrap y de inferencia 

bayesiana del nodo al que se dirige la rama. Las ramas en rojo indican 

pseudogenización. 
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El hallazgo de la pseudogenización de ZP4 en la zarigüeya de cola 

corta (Monodelphis domestica), nos llevó a estudiar la presencia de dicho gen 

en otros marsupiales mediante el uso de técnicas de biología molecular. Para 

ello, empleamos ADNg de un marsupial sudamericano, la zarigüeya común 

(Didelphis marsupialis) perteneciente al orden Didelphimorphia de la 

cohorte Ameridelphia y de un marsupial australiano, el koala (Phascolarctos 

cinereus) perteneciente al orden Diprotodontia de la cohorte Australidelphia.  

 

En el estudio realizado en la zarigüeya común (Didelphis 

marsupialis) se observa la ausencia de un codón de iniciación en su 

secuencia (ATG), el cual ha sido sustituido por ATT y 5 codones de stop en 

posiciones 97-99, 127-129, 154-156, 157-159 y 190-192. Además, en esta 

especie, al igual que en la zarigüeya de cola corta (Monodelphis domestica) 

se observa un largo indel en la secuencia (Fig. 32). Sin embargo, en el mismo 

estudio en el marsupial australiano analizado, el koala (Phascolarctos 

cinereus), no se observan codones de stop en su secuencia (Fig. 32). 

 

 
 

Phascolarctos  ---------------------TGCTCTCTTCTCTTTTGTTTGGGGGAGTCTGGGAGAGAC   39 

Monodelphis    AAGCTGTGGATTTT-ATTTCTTATCCTCTTATCTTTTGTT-----------GGGCAAGAC   48 

Didelphis      ATTCTGTGGATTTTTATTTCGTATCCTCTTATCTTTTGTTTAGGGGTTTCTGGGCAAAAC   60 

                                    *   ***** *********           ***  * **  

 

Phascolarctos  TGAAGAGTTGGAACATCGTGGCACATTCTCTTGTGGACTAAGGAGTTTTCAGTTTACACT   99 

Monodelphis    CAAAGACTGGGATTATCCTGGCACATTGTCTTATGGACTAAGGAGTTTTCAGTTTTTA-T  107 

Didelphis      -AAAGATTGGGATT-GCCTGGCCCATTGTCACATGGACTAAGGAGTTTTCAATTTATTCT  118 

                 **** * ***    * **** **** **   ****************** ***   ** 

 

Phascolarctos  TCCTCTTCTAAGTCAGTATGGAAAGAACCCTGGACTAATAGCTTGGGGTAAGGATGAAAA  159 

Monodelphis    CCCTCTCCTAAGCCAGTATGGAAAGAACCCTGGACTAATAGCTTGGGATGACAAAGGGAT  167 

Didelphis      CCCTCTTCTAAACCAGTATGGAAAGAACCCTGGACTAATAGCTTGGGATGCTAAAGGGAT  178 

                ***** ****  ********************************** *    * *  *  

 

Phascolarctos  AACAAAAAAACACCTAACTTGGGACAATCAAGGGACGCTGCACTCTCTGCAGAATGATTC  219 

Monodelphis    GCTGCACA------------------------------------CTCTCTGAAATGATTC  191 

Didelphis      GCTGCAAA--------------------------------------CTCTGAAATTATTC  200 

                    * *                                      **    *** **** 

 

Phascolarctos  AAGCTGTGGGACTTGGATCACCTACAGCTCACTTGAGTCTATCCAGCTA-----------  268 

Monodelphis    CATCTGTGGGACTTGGATAACCTGCAGTTCACCTGAGTCCATTCAGCTTGAAGCTTTCTA  251 

Didelphis      CATCTGTGAGACTTGGATACCCTATAGCTCACCTGAGTCCATTCAGCATGAAAGTTTTCT  260 

                * ***** *********  ***  ** **** ****** ** ****              

 

          

Figura 32. Alineamiento de los exones 1 y 2 de ZP4 de Monodelphis 

domestica (zarigüeya de cola corta), Didelphis marsupialis (zarigüeya 

común) y Phascolarctos cinereus (koala). Los codones de stop se muestran en 

rojo y la modificación del ATG inicial se muestra en verde.  

https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CDEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhascolarctos_cinereus&ei=KGEiU529LsmBlQWwhIDICw&usg=AFQjCNFXEmTVTbUWgMk9RIi2jsxnf4P0fg&sig2=WFlJMZreeDsPfhwn1kntBw&bvm=bv.62922401,d.dGI
https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CDEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhascolarctos_cinereus&ei=KGEiU529LsmBlQWwhIDICw&usg=AFQjCNFXEmTVTbUWgMk9RIi2jsxnf4P0fg&sig2=WFlJMZreeDsPfhwn1kntBw&bvm=bv.62922401,d.dGI
https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CDEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhascolarctos_cinereus&ei=KGEiU529LsmBlQWwhIDICw&usg=AFQjCNFXEmTVTbUWgMk9RIi2jsxnf4P0fg&sig2=WFlJMZreeDsPfhwn1kntBw&bvm=bv.62922401,d.dGI
https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CDEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhascolarctos_cinereus&ei=KGEiU529LsmBlQWwhIDICw&usg=AFQjCNFXEmTVTbUWgMk9RIi2jsxnf4P0fg&sig2=WFlJMZreeDsPfhwn1kntBw&bvm=bv.62922401,d.dGI
https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CDEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhascolarctos_cinereus&ei=KGEiU529LsmBlQWwhIDICw&usg=AFQjCNFXEmTVTbUWgMk9RIi2jsxnf4P0fg&sig2=WFlJMZreeDsPfhwn1kntBw&bvm=bv.62922401,d.dGI
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En resumen, tomando conjuntamente los datos de los análisis in silico 

y los obtenidos mediante análisis por biología molecular; los resultados 

indican que el gen ZP4 se encuentra pseudogenizado en los dos marsupiales 

sudamericanos estudiados: Monodelphis domestica y Didelphis marsupialis, 

pertenecientes al orden Didelphimorphia. Mientras que, en los marsupiales 

australianos analizados: Macropus eugenii, Macropus rufogriseus, 

Phascolarctos cinereus, Sarcophilus harrisii y Trichosurus vulpecula ZP4 no 

se encontraría pseudogenizado (Fig. 33). 

 

 

Diprotodontia

Dasyuromorphia

Notoryctemorphia

Peramelemorphia

Microbiotheria

Paucituberculata

Didelphimorphia

Macropus eugenii

Macropus rufogriseus

Trichosurus vulpecula

Sarcophilus harrisi

Didelphis marsupialis

Monodelphis domestica

Phascolarctos cinereus

 

 
Figura 33. Árbol filogenético de los marsupiales y la evolución del gen 

ZP4. En verde están indicadas las especies analizadas con un gen ZP4 funcional. 

En rojo se indican las especies analizadas con pseudogenización de ZP4 (Modificado 

de Meredith et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CDEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhascolarctos_cinereus&ei=KGEiU529LsmBlQWwhIDICw&usg=AFQjCNFXEmTVTbUWgMk9RIi2jsxnf4P0fg&sig2=WFlJMZreeDsPfhwn1kntBw&bvm=bv.62922401,d.dGI
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5.2 ANÁLISIS DE LA ZONA PELÚCIDA DE ROEDORES 

 

5.2.1 CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LA ZONA PELÚCIDA 

EN ROEDORES DE LA SUBFAMILIA MURINAE 

 

5.2.1.1 Análisis de las secuencias de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 en roedores 

 

La ZP del ratón (Mus musculus) está formada por las glicoproteínas 

ZP1, ZP2 y ZP3, mientras que ZP4 es un pseudogén (Lefièvre et al., 2004; 

Evsikov et al., 2006; Goudet et al., 2008).  

 

El género Mus, está formado por 4 subgéneros: Mus, Pyromys, 

Nannomys y Coelomys (Musser y Carleton, 2005). Estudios anteriores realizados 

con ADNg de diferentes especies de roedores pertenecientes a los distintos 

géneros, indicaron que la pseudogenización de ZP4 únicamente afectaba al 

subgénero Mus (Tesis Doctoral Izquierdo-Rico, 2009). Nuestro objetivo consistió en 

la amplificación de distintos fragmentos de las 4 glicoproteínas de la ZP, en 

tres especies de la subfamilia Murinae: Mastomys coucha, Mus mattheyi y 

Mus pahari para determinar si la ZP estaba formada por 3 ó 4 

glicoproteínas y así conocer el patrón evolutivo de esta subfamilia. 

 

 Se consiguió amplificar el marco abierto de lectura completo de ZP1 y 

ZP4, así como fragmentos de ZP2 y ZP3 en Mus mattheyi y Mus pahari (Fig. 

34).   
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Figura 34. Análisis de la expresión génica de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 en el 

ovario de Mus mattheyi y Mus pahari mediante RT-PCR. Se muestran los 

amplicones correspondientes a fragmentos de cada transcrito. 

 

 

En Mastomys coucha, igualmente se amplificaron fragmentos 

correspondientes a los cuatro transcritos (Fig. 35).  
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Figura 35. Análisis de la expresión génica de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 en el 

ovario de Mastomys coucha mediante RT-PCR. Se muestran los amplicones 

correspondientes a fragmentos de cada transcrito. 
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5.2.1.1.1 Secuencias de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 amplificadas en 

Mastomys coucha 

 

La secuenciación automática de los amplicones de ZP1, ZP2, ZP3 y 

ZP4 obtenidos en Mastomys coucha indicaba que se trataba del ARNm de 

las 4 ZPs (Tabla 18). 

 

 

Tabla 18. Secuencias obtenidas de los cuatro transcritos (ZP1, ZP2, ZP3 y 

ZP4) en Mastomys coucha. Se indica la longitud de nucleótidos (nt) de cada 

secuencia, así como el fragmento que se ha amplificado. 

 

ADNc Secuencia de ADNc amplificada 

ZP1 1872 nt 54 ATTGGGTCAGCGTCTGCCTCTCAAGCCTGGCTTTGAATACAGCTATGACTGTGGGGTACGGGGCATGCA 

GCTGCTGGTGTTCCCCAGGCCAAACCAGACTATCCAATTCAAGGTGCTGGATGAATTTGGGAACCGGTTTGA 

GGTGAATAACTGCTCTATCTGCTACCACTGGGTGACCAGTGAGGCCCAGGAGCCTGCAGTATTCTCAGCTGA 

TTACAAAGGCTGCCACGTGCTGGAGAAGGATGGGCAGTTCCACCTGAGGGTGTTCATACAAGCCGTCCTACC 

CAATGGCCGTGTGGATACAGCACAAGATGTCACTCTGATNTGTCCCAAACCAGACCGCATCGTGACTCGGGA 

CCCCTACCTGGCTCCACCCACCACACCTGAGCCTTTTACACCTCATACTTTTGCCCTTCACCCCATCACTAN 

CCACACCTTGGCTGGGTCTGGCTACTCTGGTCTCACTACGTTGTACCCAGAGCACAGCAGCTTCACCCATCC 

GACTCCTGCCACACCATCCCCAGGACCTGGACTTGCTGGACCCACTGTGCCTCATCCCCAGTGGGGCACGCT 

GGAGCCCTGGGAACTAACTGAGATGGATTCTGTAGGTACCCATCTGCCCCAAGAGCAATGTCGGGTAGCNTC 

TGGGCACATCCCATGCATGGTAAAAGGTAGTTCCAAGGAAGCCTGCCAGCAGGCTGGCTGCTGCTATGACAA 

TACCAAAGAAGAGCCCTGTTACTATGGCAACTCAGTCACTCTCCAGTGTTTCAAAAGTGGCTACTTTACCTT 

GGTCATGTCGCAAGAAATGGCCTTGACACATGGGGTCATGCTGGACAATGTCCACCTGGCCTATGCCCCCAA 

CGGATGCCCCCCTACCCAGAAGACAAGTGCNTTNGTGGTCTTCCATGTCCCTCTCACCCTCTGTGGAACGGC 

AATCCAGGTAGGAACGGAACTTAGGNTGGGGATGAGCACCACCTCTTAAGGGGCATCACCAACCAGCTACCC 

CTTTATCCGCTGTGGTATCCTCATGGTTCAAGTAGGGGTGAGATGCATGCTGGAAGTGAGTCCCACTCCTAG 

GGAGCCTCATCCACTACCTCCTCCTCAGGTGGTCGGCGAACAACTCATCTAA 1014 

 

ZP2 2142 nt 1541 GCCAGCCAATCTACATGGAAGTGACTGTCTTGAACAGGAACGATCCCAACATCAAGCTGGCCTTAGA 

TGACTGCTGGGCAACTTCTTCTGAGGACCCGGCCTCTGTCCCCCAGTGGCAGATTGTCATGGATGGCTGTGC 

ATATGAGCTGGACAACTACCGCACTACTTTCCATTCAGCTGGCTCCTCTGTGGCCCATTCTGGTCACTACCA 

GAGGTTTGATGTGAAGACTTTTGCCTTTGTGTCAGAGGCACGGAGGCTCAACAGCCTGATTTACTTCCACTG 

CAGTGCCTTGATCTGTAACCAAGTCTCTCTCGACTCCTCTCTGTGCTCTGTGACTTGCCA 1883 

 

ZP3 1275 nt 208 TACCTCACCCTTGGCTCAGAAGGCTGTCAGCCCCGGGTATCGGTGGATCCTGACGTGGTCAGGTTCAA 

CGCCCAGTTGCACGAGTGCAGCAGCAGGGTGCAGATGACGAAAGATGCCCTGGTGTACAGCACCTTCCTACT 

CCACGACCCTCGCCCTGTGAGTGGCCTGTCCATCCTCAGGACTAACCGTGTGGAGGTACCCATTGAGTGCCG 

ATACCCCAGGCAGGGCAATGTGAGCAGCCACCCTATCCAGCCCACCTGGGTTCCCTTCAGAGCCACTGTGTC 

CTCAGAGGAGAAACTGGCTTTCTCTCTTCGCCTGATGGAGGAGAACTGGAATACTGAGAAATCGGCTCCCAC 

CTTCCACCTGGGAGAGGTAGCCCACCTCCAGGCAGAAGTCCAGACTGGAAGCCACCTGCCGCTGCAGCTGTT 

TGTGGACCACTGCGTGGCCACGCCTTCACCTTTGCCAGACCCGAACTCCTCCCCCTATCACTTCATCGTGGA 

CTTCCACGGTTGCCTTGTGGATGGTCTATCTGAGAGCTTTTCGGCATTTCAAGTCCCCAGACCCCGGCCAGA 

GACTCTCCAGTTCACGGTGGATGTATTCCATTTTGCCAACAGCTCCAGAAATACGCTCTACATCACCTGCCA 

TCTCAAAGTCGCGCCAGCTAACCAGATCCCCGATAAGCTCAACAAAGCCTGTTCGTTCAACAAGACTTCCCA 

GAGTTGGTTGCCAGTAGAGGGTGATGCTGACATCTGTGATTGCTGCAGCCATGGCAACTGTAGTAATTCAAG 

CTCTTCACAGTTCCAGATCCATGGACCCCGCCAGTGGTCCAAGCTAGTTTCTCGAAACCGCAGGCACGTGAC 

CGATGAAGCTGATGTCACTGTAGGGCCCCTGATATTCCTTGGAAAGGCCAACGACCAGACTGTGGAAGGCTG 

GACTGCTTCTGCTCAAACCTCTGTGGCTCTTGGGTTAGGCCTGGCCACAGTGGCATTCCTGACCCTG 1206 

 

ZP4 1629 nt 1203 TTATCAGACCAAAAGGATCCCTGTCCAGAAAGCATCAGGCCCCTTTCCGTCTCATCGCCAGCGCTTC 

AGCATTGCTACGTTCAGCTTCATGAGTGCTGTAAGGGAGAAGCAGGTTTTAGGTGGACAGGTGTACCTGCAC 

TGCAGTGCATCAGTCTGCCAGCCTGCTGGGATGCCATCCTGCATGATAATCTGCCCTGCTTCCAGGAGAAGA 

AGAAAATCTGAGCTTTATTTTGAGAACACCACCAGCGTATCTAGCAAAGGCCCCGTGATCCTCCTCCAAGCC 

ACGAAGGACCCTGCAGAAACGCTTCATAGATACTCAAGCACCCCAGTGGATTCTCCTGCTCTGTGGGTAGTG 

GGACTTTCTGCAACTGTGATCGTCATTGGAGTCTTGGTAGGATCTTACTTGGCCATCAGAAAATTGAGATGA 

AT 1629 
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5.2.1.1.2 Caracterización de ZP1 en Mus mattheyi y Mus pahari 

 

 El ADNc de ZP1 contiene una secuencia de 1869 pares de bases en 

ambos roedores (Figs. 36 y 37). Los codones de iniciación (ATG) se 

predijeron con el algoritmo de Pedersen y Nielsen (1997) y se encuentran 

asociados con el entorno Kozak (Kozak, 1991). Las secuencias contienen un 

codón de stop (TAA) en las posiciones 1870-1872.  

 

Las secuencias codificarían un polipéptido de 623 aminoácidos, con un 

peso molecular teórico de 68.61 kDa para Mus mattheyi y 68.37 kDa para 

Mus pahari. En ambos casos, el péptido señal mide 20 aminoácidos, el 

dominio trefoil 44 aminoácidos, el dominio ZP 272 aminoácidos y el dominio 

transmembrana 23 aminoácidos, seguido por un corto tallo citoplasmático 

(Krogh et al., 2001). 

 

Las proteínas maduras se extienden desde Gln21 (Mus mattheyi) y 

Ala21 (Mus pahari), lugar donde corta el péptido señal hasta Arg546, 

aminoácido donde se encuentra el sitio consenso para corte de proteasas tipo 

furina (Duckert et al., 2004). El peso molecular teórico del esqueleto proteico de 

las proteínas maduras sería de 58.36 kDa y de 58.07 kDa para Mus mattheyi 

y Mus pahari respectivamente. 

 

 

     1 atggccgtgggtgttgtttgtgtggtccttctgctggcagcagctcctctacgattgggt 
   1  M  A  V  G  V  V  C  V  V  L  L  L  A  A  A  P  L  R  L  G  

  61 cagcgtctgcatctcgagcctggctttgaatacagctatgactgtggggtacggggcatg 

  21  Q  R  L  H  L  E  P  G  F  E  Y  S  Y  D  C  G  V  R  G  M  

 121 cagctgctggtgttccccaggccaaaccagactgtccaattcaaggtgctggatgaattt 

  41  Q  L  L  V  F  P  R  P  N  Q  T  V  Q  F  K  V  L  D  E  F  

 181 gggaaccggtttgaggtgaataactgctctatctgctaccactgggtgagcagtgaggcc 

  61  G  N  R  F  E  V  N  N  C  S  I  C  Y  H  W  V  S  S  E  A  

 241 caggagcgcacagtgttctcagctgaatataaaggctgccatgttctggagaaggatggg 

  81  Q  E  R  T  V  F  S  A  E  Y  K  G  C  H  V  L  E  K  D  G  

 301 cagttccacctgagagtgttcatacaagccgtcctacccaatggccgtgtggatgtagca 

 101  Q  F  H  L  R  V  F  I  Q  A  V  L  P  N  G  R  V  D  V  A  

 361 caagatgtcactctgatctgtcccaaaccagaccacatcatgactccagacccgtacctg 

 121  Q  D  V  T  L  I  C  P  K  P  D  H  I  M  T  P  D  P  Y  L  

 421 gctccacccaccacacctgagccttttacacctcatacttttgcccttcacctcatccct 

 141  A  P  P  T  T  P  E  P  F  T  P  H  T  F  A  L  H  L  I  P  
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 481 ggccacaccttggctgggtctggccacactggccttactacgttgtacccagagcacagc 

 161  G  H  T  L  A  G  S  G  H  T  G  L  T  T  L  Y  P  E  H  S  

 541 ttcacccatccaactcctgctccaccatccccaggacctggacctgctggacccactgca 

 181  F  T  H  P  T  P  A  P  P  S  P  G  P  G  P  A  G  P  T  A  

 601 cctcactcccaatggggcactctggagccctgggaattgactgagctggattctgtgggt 

 201  P  H  S  Q  W  G  T  L  E  P  W  E  L  T  E  L  D  S  V  G  

 661 actcatctgccccaggagcagtgccaggtatcctccaggcacatcccatgcatggtaaaa 

 221  T  H  L  P  Q  E  Q  C  Q  V  S  S  R  H  I  P  C  M  V  K  

 721 ggaagtcctaaggaagcctgtcagcaggctggctgctgctatgacagtgccaaagaagag 

 241  G  S  P  K  E  A  C  Q  Q  A  G  C  C  Y  D  S  A  K  E  E  

 781 ccctgttactacggcaacacagtcactctccagtgtttcaaaagtggctactttaccttg 

 261  P  C  Y  Y  G  N  T  V  T  L  Q  C  F  K  S  G  Y  F  T  L  

 841 gtcatgtcgcaagaaacagccttgacacacggagtcatgctggacaatgtccacctggcc 

 281  V  M  S  Q  E  T  A  L  T  H  G  V  M  L  D  N  V  H  L  A  

 901 tatgcctccaatggatgcccccctacccagaagacaagtgcttttgtggtctttcgtgtc 

 301  Y  A  S  N  G  C  P  P  T  Q  K  T  S  A  F  V  V  F  R  V  

 961 ccttttaccctctgtggaacaacaatccaggtggtcggcgagcagcttatctatgagaac 

 321  P  F  T  L  C  G  T  T  I  Q  V  V  G  E  Q  L  I  Y  E  N  

1021 cagctggtgtctgacattgatgtccaaaaggggccacagggttccatcactcgggacagt 

 341  Q  L  V  S  D  I  D  V  Q  K  G  P  Q  G  S  I  T  R  D  S  

1081 gtcttccggcttcacgttcgctgcatcttcaatgctagtgatttcctgcccatccaggca 

 361  V  F  R  L  H  V  R  C  I  F  N  A  S  D  F  L  P  I  Q  A  

1141 tctatcttctcacctcaaccacctgcccccgtgactcagtctggacccctgaggctggaa 

 381  S  I  F  S  P  Q  P  P  A  P  V  T  Q  S  G  P  L  R  L  E  

1201 ctgaggattgccacggataagactttcagctcctactatcaggggagtgactatcccctt 

 401  L  R  I  A  T  D  K  T  F  S  S  Y  Y  Q  G  S  D  Y  P  L  

1261 gtgagactgcttcaggagccagtctatgtagaggtccgactcctacagagaactgatccc 

 421  V  R  L  L  Q  E  P  V  Y  V  E  V  R  L  L  Q  R  T  D  P  

1321 agtctggttctggtgctacaccagtgctgggccacacccaccgccagccccattgagcag 

 441  S  L  V  L  V  L  H  Q  C  W  A  T  P  T  A  S  P  I  E  Q  

1381 ccccaatggcccattctgtcagatgggtgtcctttcaagggtgacaactacagaacacaa 

 461  P  Q  W  P  I  L  S  D  G  C  P  F  K  G  D  N  Y  R  T  Q  

1441 gtggtggccacagacaaggaggcgcttcccttctggtcccactatcagcgcttcaccatc 

 481  V  V  A  T  D  K  E  A  L  P  F  W  S  H  Y  Q  R  F  T  I  

1501 gccaccttcacactccttgacttcagttcccagaatgcccttaggggacaggtctatttc 

 501  A  T  F  T  L  L  D  F  S  S  Q  N  A  L  R  G  Q  V  Y  F  

1561 ttctgtagtgcctctgcctgccaccctgtggggtctgacacatgttctactacgtgtgac 

 521  F  C  S  A  S  A  C  H  P  V  G  S  D  T  C  S  T  T  C  D  

1621 tctgggatagcaaggcgtcgaagatcctctggtcaccacaacagcactctccgggccctg 

 541  S  G  I  A  R  R  R  R  S  S  G  H  H  N  S  T  L  R  A  L  

1681 gacattgtaagctctccaggggcagtgggctttgaggatactgctaaacttgagccctca 

 561  D  I  V  S  S  P  G  A  V  G  F  E  D  T  A  K  L  E  P  S  

1741 ggttccagcaggaactccagttcaagaatgctgctcctgctgctggccatcaccctagcc 

 581  G  S  S  R  N  S  S  S  R  M  L  L  L  L  L  A  I  T  L  A  

1801 ctggcggccggtatctttgtgggtctgatctgggcctgggcccagaagctctgggaaggc 

 601  L  A  A  G  I  F  V  G  L  I  W  A  W  A  Q  K  L  W  E  G  

1861 atcagatattaa 

 621  I  R  Y  -    

 

Figura 36. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de ZP1 de Mus 

mattheyi. Los codones de inicio y terminación se muestran en rosa. El péptido 

señal aparece en verde. El dominio ZP aparece en rojo. El sitio consenso para corte 

de furina está subrayado. El dominio transmembrana se muestra en naranja. 
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   1 atgggctggggttgttttgtggccctgcttctgctggcggcagctcccctaagattggct 

   1  M  G  W  G  C  F  V  A  L  L  L  L  A  A  A  P  L  R  L  A  

  61 cagcatctgcatctggagcctggcttggaatacagctatgactgtggggtacggggaatg 

  21  Q  H  L  H  L  E  P  G  L  E  Y  S  Y  D  C  G  V  R  G  M  

 121 cagctgctggtattccccaggccaaaccagactatcgaatccaaggtgctggatgaattt 

  41  Q  L  L  V  F  P  R  P  N  Q  T  I  E  S  K  V  L  D  E  F  

 181 gggaaccggtttgaggtgaataactgctctatctgctaccactgggtgaccagtgaggcc 

  61  G  N  R  F  E  V  N  N  C  S  I  C  Y  H  W  V  T  S  E  A  

 241 cagaagcgcacagtattctcagctgattaccaaggctgccacgttctggagaaggatggg 

  81  Q  K  R  T  V  F  S  A  D  Y  Q  G  C  H  V  L  E  K  D  G  

 301 cggttccacctgagggtgttcatacaagccgtcctacccaatggccgtgtggatatagca 

 101  R  F  H  L  R  V  F  I  Q  A  V  L  P  N  G  R  V  D  I  A  

 361 cgagatgtcactctgatctgtcccaaaccagaccacatcatgactccggacccctacctg 

 121  R  D  V  T  L  I  C  P  K  P  D  H  I  M  T  P  D  P  Y  L  

 421 gctccacccaccacacctgagccttttacacctcctacttttgcccttcactccatccct 

 141  A  P  P  T  T  P  E  P  F  T  P  P  T  F  A  L  H  S  I  P  

 481 ggccacaccttggctgggtctggccacactggtctcactacgttgtactcagagcacagc 

 161  G  H  T  L  A  G  S  G  H  T  G  L  T  T  L  Y  S  E  H  S  

 541 ttcacccatccaactcctgccccaccatccccaggacctggacctgctggacccaccgta 

 181  F  T  H  P  T  P  A  P  P  S  P  G  P  G  P  A  G  P  T  V  

 601 cctcactcccaatggggcacgttggagccctgggaattgactgagctggattctgtaggc 

 201  P  H  S  Q  W  G  T  L  E  P  W  E  L  T  E  L  D  S  V  G  

 661 acccatctgccccaggagcagtgccaggtagcctccgggcacatcccgtgcatggtaaaa 

 221  T  H  L  P  Q  E  Q  C  Q  V  A  S  G  H  I  P  C  M  V  K  

 721 ggaagttccaaggaagcctgtcagcaggctggctgctgctacgacagtaccaaagaagag 

 241  G  S  S  K  E  A  C  Q  Q  A  G  C  C  Y  D  S  T  K  E  E  

 781 ccctgttactatggcaacacagtcactctccagtgtttcaaaagtggctactttaccttg 

 261  P  C  Y  Y  G  N  T  V  T  L  Q  C  F  K  S  G  Y  F  T  L  

 841 gtcgtgtcacaagaaacagccttgacacatggagtcatgctggacaatgtccgtctggcc 

 281  V  V  S  Q  E  T  A  L  T  H  G  V  M  L  D  N  V  R  L  A  

 901 tatgcccccaacggatgcccccctacccagaagacaagtgctttcgtggtcttccatgtc 

 301  Y  A  P  N  G  C  P  P  T  Q  K  T  S  A  F  V  V  F  H  V  

 961 cctctcaccctctgtggaacggcaatccaggtggttggtgagcagctcatctatgagaac 

 321  P  L  T  L  C  G  T  A  I  Q  V  V  G  E  Q  L  I  Y  E  N  

1021 cagctggtgtctgacattgatatccaaaaggggccacaaggttccatcactcgtgacagt 

 341  Q  L  V  S  D  I  D  I  Q  K  G  P  Q  G  S  I  T  R  D  S  

1081 gtcttccggcttcatgttcgctgcatcttcaatgctagcgatttcctgcccatccaggca 

 361  V  F  R  L  H  V  R  C  I  F  N  A  S  D  F  L  P  I  Q  A  

1141 tctatcctctcaccccaaccacctgcccccgtgactcagtctggacccctgaagctggaa 

 381  S  I  L  S  P  Q  P  P  A  P  V  T  Q  S  G  P  L  K  L  E  

1201 ctgaggattgccacggataagactttcagctcctactatcaggggagtgactatcccctt 

 401  L  R  I  A  T  D  K  T  F  S  S  Y  Y  Q  G  S  D  Y  P  L  

1261 gtgagactgctccaggaaccagtctacatagaggtccgactcctgcagagaactgatccc 

 421  V  R  L  L  Q  E  P  V  Y  I  E  V  R  L  L  Q  R  T  D  P  

1321 agtctggtgctggtgctacaccagtgctgggccacgcccaccaccagcccctttgagcag 

 441  S  L  V  L  V  L  H  Q  C  W  A  T  P  T  T  S  P  F  E  Q  

1381 ccccaatggcccattctgtcagatgggtgtcctttcaagggtgacaactacagaacacaa 

 461  P  Q  W  P  I  L  S  D  G  C  P  F  K  G  D  N  Y  R  T  Q  

1441 gtggtggctgcagacagggaggcgcttcccttctggtcccactatcagcggttcaccatt 

 481  V  V  A  A  D  R  E  A  L  P  F  W  S  H  Y  Q  R  F  T  I  

1501 gccaccttcacgctccttgactccagttcccagaatgccctaaggggacaggtctatttc 

 501  A  T  F  T  L  L  D  S  S  S  Q  N  A  L  R  G  Q  V  Y  F  

1561 ttctgtagtgcttctgcctgccaccctgtggggtccaacacatgctctactacatgtgac 

 521  F  C  S  A  S  A  C  H  P  V  G  S  N  T  C  S  T  T  C  D  

1621 tctgggatagcaaggcgtcgacgatcctctagtcaccacaacagcgttctccgggccctg 

 541  S  G  I  A  R  R  R  R  S  S  S  H  H  N  S  V  L  R  A  L  

1681 gacattgtgagctctccaggggcagtgggctttgaggatgctgctaaacttgagccctca 

 561  D  I  V  S  S  P  G  A  V  G  F  E  D  A  A  K  L  E  P  S  

1741 ggttccagcaggagctccagttcaagagtgctgctcccgctgctggccgtcaccctagcc 

 581  G  S  S  R  S  S  S  S  R  V  L  L  P  L  L  A  V  T  L  A  



RESULTADOS 

 

- 119 - 

 

1801 atggcggccggtatctttgtgggtctgatctgggcctgggcccagaaactctgggaaggc 

 601  M  A  A  G  I  F  V  G  L  I  W  A  W  A  Q  K  L  W  E  G  

1861 atcagatattaa 

    621      I  R  Y  -   

 

Figura 37. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de ZP1 de Mus pahari. 

Los codones de inicio y fin se muestran en rosa. El péptido señal aparece en verde. 

El dominio ZP aparece en rojo. El sitio consenso para corte de furina está 

subrayado. El dominio transmembrana se muestra en naranja. 

 

 

 

 En la proteína madura encontramos un total de 82 y 85 sitios 

potenciales de O-glicosilación en Mus mattheyi y Mus pahari 

respectivamente. Además, identificamos 3 sitios potenciales de N-

glicosilación (Asn49, Asn68 y Asn371) en ambas especies, al presentar la 

secuencia consenso: Asn-X-Ser o Asn-X-Thr, siendo X cualquier aminoácido 

distinto de prolina (Fig. 38 y 39). 

  

 

  1 MAVGVVCVVL LLAAAPLRLG QRLHLEPGFE YSYDCGVRGM QLLVFPRPNQ TVQFKVLDEF  

 61 GNRFEVNNCS ICYHWVSSEA QERTVFSAEY KGCHVLEKDG QFHLRVFIQA VLPNGRVDVA  

121 QDVTLICPKP DHIMTPDPYL APPTTPEPFT PHTFALHLIP GHTLAGSGHT GLTTLYPEHS  

181 FTHPTPAPPS PGPGPAGPTA PHSQWGTLEP WELTELDSVG THLPQEQCQV SSRHIPCMVK  

241 GSPKEACQQA GCCYDSAKEE PCYYGNTVTL QCFKSGYFTL VMSQETALTH GVMLDNVHLA  

301 YASNGCPPTQ KTSAFVVFRV PFTLCGTTIQ VVGEQLIYEN QLVSDIDVQK GPQGSITRDS  

361 VFRLHVRCIF NASDFLPIQA SIFSPQPPAP VTQSGPLRLE LRIATDKTFS SYYQGSDYPL  

421 VRLLQEPVYV EVRLLQRTDP SLVLVLHQCW ATPTASPIEQ PQWPILSDGC PFKGDNYRTQ  

481 VVATDKEALP FWSHYQRFTI ATFTLLDFSS QNALRGQVYF FCSASACHPV GSDTCSTTCD  

541 SGIARRRRSS GHHNSTLRAL DIVSSPGAVG FEDTAKLEPS GSSRNSSSRM LLLLLAITLA  

601 LAAGIFVGLI WAWAQKLWEG IRY*  

 

Figura 38. Secuencia de aminoácidos de ZP1 de Mus mattheyi. Los sitios 

putativos de N-glicosilación se muestran en rojo y los sitios putativos de O-

glicosilación en azul. El péptido señal (1-20) y el sitio consenso para corte de furina 

(545-548) se encuentran subrayados. 
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  1 MGWGCFVALL LLAAAPLRLA QHLHLEPGLE YSYDCGVRGM QLLVFPRPNQ TIESKVLDEF  

 61 GNRFEVNNCS ICYHWVTSEA QKRTVFSADY QGCHVLEKDG RFHLRVFIQA VLPNGRVDIA  

121 RDVTLICPKP DHIMTPDPYL APPTTPEPFT PPTFALHSIP GHTLAGSGHT GLTTLYSEHS  

181 FTHPTPAPPS PGPGPAGPTV PHSQWGTLEP WELTELDSVG THLPQEQCQV ASGHIPCMVK  

241 GSSKEACQQA GCCYDSTKEE PCYYGNTVTL QCFKSGYFTL VVSQETALTH GVMLDNVRLA  

301 YAPNGCPPTQ KTSAFVVFHV PLTLCGTAIQ VVGEQLIYEN QLVSDIDIQK GPQGSITRDS  

361 VFRLHVRCIF NASDFLPIQA SILSPQPPAP VTQSGPLKLE LRIATDKTFS SYYQGSDYPL  

421 VRLLQEPVYI EVRLLQRTDP SLVLVLHQCW ATPTTSPFEQ PQWPILSDGC PFKGDNYRTQ  

481 VVAADREALP FWSHYQRFTI ATFTLLDSSS QNALRGQVYF FCSASACHPV GSNTCSTTCD  

541 SGIARRRRSS SHHNSVLRAL DIVSSPGAVG FEDAAKLEPS GSSRSSSSRV LLPLLAVTLA  

601 MAAGIFVGLI WAWAQKLWEG IRY*  

 

Figura 39. Secuencia de aminoácidos de ZP1 de Mus pahari. Los sitios 

putativos de N-glicosilación se muestran en rojo y los sitios putativos de O-

glicosilación en azul. El péptido señal (1-20) y el sitio consenso para corte de furina 

(545-548) se encuentran subrayados. 

 

 

 

5.2.1.1.2.1 Comparación de las secuencias de ZP1 de Mus mattheyi y 

Mus pahari con las secuencias de ZP1 de otros mamíferos 

  

 Las secuencias de ZP1 de Mus mattheyi y Mus pahari, presentan un 

alto grado de similitud con las secuencias de ZP1 de otros roedores. Siendo, 

para Mus mattheyi de un 93% con Mus pahari y Mus musculus  y un 86% 

con Rattus norvegicus. Para Mus pahari, el porcentaje de similitud es de un 

93% con Mus mattheyi, un 92% con Mus musculus y un 86% con Rattus 

norvegicus. En ambas especies el porcentaje de similitud con la especie 

humana (Homo sapiens) es de un 67% (Tabla 19). 
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Tabla 19. Porcentaje de similitud entre ZP1 de Mus mattheyi y Mus pahari 

y ZP1 de otras especies. 

 

 ZP1 (Porcentaje de similitud %) 

M. mattheyi M. pahari M. musculus R. norvegicus H. sapiens 

 93 93 86 67 

 M. pahari M. mattheyi M. musculus R. norvegicus H. sapiens 

 93 92 86 67 

  

 

En la figura 40 se muestra el alineamiento de la secuencia proteica de 

ZP1 de Mus mattheyi y Mus pahari con las secuencias de mujer, rata y 

ratona. 

 

 

 
H.sapiens         MAGGSATTWGYPVALLLLV-ATLGLGRWLQPDPGLPGLRHSYDCGIKGMQLLVFPRPGQT 59 

R.norvegicus      ------MAWGCFVVLLLLVAAPLRLGQHLHLK---PGFQYSYDCGVQGMQLLVFPRPNQT 51 

M.pahari          ------MGWGCFVALLLLAAAPLRLAQHLHLE---PGLEYSYDCGVRGMQLLVFPRPNQT 51 

M.musculus        ------MAWGCFVVLLLLAAAPLRLGQRLHLE---PGFEYSYDCGVRGMQLLVFPRPNQT 51  

M.mattheyi        ------MAVGVVCVVLLLAAAPLRLGQRLHLE---PGFEYSYDCGVRGMQLLVFPRPNQT 51 

                           *   .:***. * * *.: *: .   **:.:*****::********** ** 

 

H.sapiens         LRFKVVDEFGNRFDVNNCSICYHWVTSRPQEPAVFSADYRGCHVLEK-DGRFHLRVFMEA 118 

R.norvegicus      IQFKVLDEFGNRFEVNNCSICYHWVISEAQKPAVFSADYKGCHVLEKQDGRFHLRVFIQA 111 

M.pahari          IESKVLDEFGNRFEVNNCSICYHWVTSEAQKRTVFSADYQGCHVLEK-DGRFHLRVFIQA 110 

M.musculus        VQFKVLDEFGNRFEVNNCSICYHWVTSEAQEHTVFSADYKGCHVLEK-DGRFHLRVFIQA 110 

M.mattheyi        VQFKVLDEFGNRFEVNNCSICYHWVSSEAQERTVFSAEYKGCHVLEK-DGQFHLRVFIQA 110 

                  :. **:*******:*********** *. *: :****:*:******* **:******::* 

 

H.sapiens         VLPNGRVDVAQDATLICPKPDPSRTLDSQLAPPAMFSVSTPQTLSFLPTSGHTSQGSGHA 178 

R.norvegicus      VLPNGRVDTAQDVTLICPKPDHILTPESYLAPPTTPQPFIPHTFALHPISGHTLAGSGHT 171 

M.pahari          VLPNGRVDIARDVTLICPKPDHIMTPDPYLAPPTTPEPFTPPTFALHSIPGHTLAGSGHT 170 

M.musculus        VLPNGRVDIAQDVTLICPKPDHTVTPDPYLAPPTTPEPFTPHAFALHPIPDHTLAGSGHT 170 

M.mattheyi        VLPNGRVDVAQDVTLICPKPDHIMTPDPYLAPPTTPEPFTPHTFALHLIPGHTLAGSGHT 170 

                  ******** *:*.********   * :  ****:  .   * ::::     **  ****: 

 

H.sapiens         FPSPLDPGHSSVHPTPALPSPGPGPTLATLAQPHWGTLEHWDVNKRDYIGTHLSQEQCQV 238 

R.norvegicus      GLTTLYPE---THPTPAPPSSEPGPVGPTVPQSQWGTLGSWELTELDSIGTHLLQERCQV 228 

M.pahari          GLTTLYSEHSFTHPTPAPPSPGPGPAGPTVPHSQWGTLEPWELTELDSVGTHLPQEQCQV 230 

M.musculus        GLTTLYPEQSFIHPTPAPPSLGPGPAGSTVPHSQWGTLEPWELTELDSVGTHLPQERCQV 230 

M.mattheyi        GLTTLYPEHSFTHPTPAPPSPGPGPAGPTAPHSQWGTLEPWELTELDSVGTHLPQEQCQV 230 

                    : *       ***** **  ***.  *  : :****  *::.: * :**** **:*** 

 

H.sapiens         ASGHLPCIVRRTSKEACQQAGCCYDNTREVPCYYGNTATVQCFRDGYFVLVVSQEMALTH 298 

R.norvegicus      ASGHIPCMVKGSSEEACQQAGCCYDNTKEMPCYYGNTVTLQCFRSGYFTLVMSQETALTH 288 

M.pahari          ASGHIPCMVKGSSKEACQQAGCCYDSTKEEPCYYGNTVTLQCFKSGYFTLVVSQETALTH 290 

M.musculus        ASGHIPCMVNGSSKETCQQAGCCYDSTKEEPCYYGNTVTLQCFKSGYFTLVMSQETALTH 290 

M.mattheyi        SSRHIPCMVKGSPKEACQQAGCCYDSAKEEPCYYGNTVTLQCFKSGYFTLVMSQETALTH 290 

                  :* *:**:*. : :*:*********.::* *******.*:***:.***.**:*** **** 

 

H.sapiens         RITLANIHLAYAPTSCSPTQHTEAFVVFYFPLTHCGTTMQVAGDQLIYENWLVSGIHIQK 358 

R.norvegicus      GVMLDNVHLAYAPNGCPPTQKTSAFVVFHVPLTLCGTAIQVVGKQLVYENQLVSNIEVQT 348 

M.pahari          GVMLDNVRLAYAPNGCPPTQKTSAFVVFHVPLTLCGTAIQVVGEQLIYENQLVSDIDIQK 350 

M.musculus        GVLLDNVHLAYAPNGCPPTQKTSAFVVFHVPLTLCGTAIQVVGEQLIYENQLVSDIDVQK 350 

M.mattheyi        GVMLDNVHLAYASNGCPPTQKTSAFVVFRVPFTLCGTTIQVVGEQLIYENQLVSDIDVQK 350 

                   : * *::**** ..* ***:*.***** .*:* ***::**.*.**:*** *** *.:*. 
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H.sapiens         GPQGSITRDSTFQLHVRCVFNASDFLPIQASIFPPPSPAPMTQPGPLRLELRIAKDETFS 418 

R.norvegicus      GPQGSITRDGVFRLHVRCIFNASDFLPIRASIFSPQPPAPVTRSGPLRLELRIATDKTFS 408 

M.pahari          GPQGSITRDSVFRLHVRCIFNASDFLPIQASILSPQPPAPVTQSGPLKLELRIATDKTFS 410  

M.musculus        GPQGSITRDSAFRLHVRCIFNASDFLPIQASIFSPQPPAPVTQSGPLRLELRIATDKTFS 410 

M.mattheyi        GPQGSITRDSVFRLHVRCIFNASDFLPIQASIFSPQPPAPVTQSGPLRLELRIATDKTFS 410 

                  *********..*:*****:*********:***: *  ***:*: ***:******.*:*** 

 

H.sapiens         SYYGEDDYPIVRLLREPVHVEVRLLQRTDPNLVLLLHQCWGAPSANPFQQPQWPILSDGC 478 

R.norvegicus      SYYQGSDYPLVRLLQEPVYIEVRLLQRTDPGLALMLHQCWATPSASPFEQPQWPILSDGC 468 

M.pahari          SYYQGSDYPLVRLLQEPVYIEVRLLQRTDPSLVLVLHQCWATPTTSPFEQPQWPILSDGC 470 

M.musculus        SYYQGSDYPLVRLLREPVYVEVRLLQRTDPSLVLVLHQCWATPTTSPFEQPQWPILSDGC 470 

M.mattheyi        SYYQGSDYPLVRLLQEPVYVEVRLLQRTDPSLVLVLHQCWATPTASPIEQPQWPILSDGC 470 

                  ***  .***:****:***::********** *.*:*****.:*::.*::*********** 

 

H.sapiens         PFKGDSYRTQMVALDG-ATPFQSHYQRFTVATFALLDSGSQRALRGLVYLFCSTSACHTS 537 

R.norvegicus      PFKGDNYRTQMVAADRATLPFWSHYQRFTIATFTLLDSSSQNALRGQVYFFCSASACHPV 528 

M.pahari          PFKGDNYRTQVVAADREALPFWSHYQRFTIATFTLLDSSSQNALRGQVYFFCSASACHPV 530 

M.musculus        PFKGDNYRTQVVAADREALPFWSHYQRFTITTFMLLDSSSQNALRGQVYFFCSASACHPL 530 

M.mattheyi        PFKGDNYRTQVVATDKEALPFWSHYQRFTIATFTLLDFSSQNALRGQVYFFCSASACHPV 530 

                  *****.****:** *  : ** *******::** *** .**.**** **:***:****   

 

H.sapiens         GLETCSTACSTGTTRQRRSSGHRNDTARPQDIVSSPGPVGFEDSYGQEPTLGPTDSNGNS 597 

R.norvegicus      GSETCSTTCDSEIARHRRSSGHHNSTIRALDIVSSPGAVGFEDAPK----LEPSGSTRNS 584 

M.pahari          GSNTCSTTCDSGIARRRRSSSHHNSVLRALDIVSSPGAVGFEDAAK----LEPSGSSRSS 586 

M.musculus        GSDTCSTTCDSGIARRRRSSGHHNITLRALDIVSSPGAVGFEDAAK----LEPSGSSRNS 586 

M.mattheyi        GSDTCSTTCDSGIARRRRSSGHHNSTLRALDIVSSPGAVGFEDTAK----LEPSGSSRNS 586 

                  * :****:*.:  :*:****.*:* . *  ******* *****:      * *: *. .* 

 

H.sapiens         SLRPLLWAVLLLPAVALVLGFGVFVGLSQTWAQKLWESNRQ 638 

R.norvegicus      GSRPLLWVLQLL-ALTLVLGDGVLVGLSWAWAWA------- 617 

M.pahari          SSRVLL---PLL-AVTLAMAAGIFVGLIWAWAQKLWEGIRY 623 

M.musculus        SSRMLL---LLL-AITLALAAGIFVGLIWAWAQKLWEGIRY 623 

M.mattheyi        SSRMLL---LLL-AITLALAAGIFVGLIWAWAQKLWEGIRY 623 

                  . * **    ** *::*.:. *::***  :**           

 

Figura 40. Comparación de las secuencias de aminoácidos de ZP1 de 

H.sapiens, R.norvegicus, M.pahari, M.musculus y M.mattheyi. Los números 

de acceso de las secuencias usadas son: H.sapiens (NP_997224), R.norvegicus 

(NP_445961) y M.musculus (NP_033606).  Los aminoácidos idénticos se indican con 

asterisco (*). Dos puntos (:) indican residuos conservados y punto (.) residuos 

semiconservados. El dominio trefoil se muestra en azul. Se muestran el dominio ZP 

en rojo y el dominio transmembrana en naranja. El sitio consenso para corte de 

furina está subrayado. Los aminoácidos cisteína se señalan en verde 

 

 

 

5.2.1.1.3 Caracterización de ZP4 en Mus mattheyi y Mus pahari 

 

El ADNc de ZP4 contiene una secuencia de 1626 pares de bases en 

ambos roedores (Fig. 41 y 42). El codón de iniciación (ATG) se predijo con el 

algoritmo de Pedersen y Nielsen (1997) y se encuentra asociado con el 

entorno Kozak (Kozak, 1991). Las secuencias contienen un codón de 

terminación (TGA) en las posiciones 1627-1629.  

 



RESULTADOS 

 

- 123 - 

 

Estas secuencia codifican un polipéptido de 542 aminoácidos, con un 

peso molecular teórico de 59.51 kDa para Mus mattheyi y 59.54 kDa para 

Mus pahari. En ambos casos el péptido señal tiene una longitud de  28 

aminoácidos, el dominio trefoil de 48 aminoácidos, el dominio ZP de 274 

aminoácidos y el dominio transmembrana de 23 aminoácidos, seguido por 

un corto tallo citoplasmático (Krogh et al., 2001). 

 

La proteína madura se extiende desde Gln29 en ambas especies lugar 

donde se corta el péptido señal hasta Arg470, aminoácido donde se 

encuentra el sitio consenso para el corte de proteasas tipo furina (Duckert et 

al., 2004). El peso molecular calculado para las proteínas maduras sería de 

48.50 kDa y de 48.64 kDa para Mus mattheyi y Mus pahari 

respectivamente. 

 

 

   1 atggctggccaggctctaaggagcactttgtggcttctgccgagcatcttgctgtgtttc 

   1  M  A  G  Q  A  L  R  S  T  L  W  L  L  P  S  I  L  L  C  F  

  61 ccattctgtcctcccttgagtggccagcatgtgactgaattgccaggtgtgctccactgt 

  21  P  F  C  P  P  L  S  G  Q  H  V  T  E  L  P  G  V  L  H  C  

 121 gggttacagagcttccagtttactgcgaacctcagcctgggggcagagagtcctgtgcta 

  41  G  L  Q  S  F  Q  F  T  A  N  L  S  L  G  A  E  S  P  V  L  

 181 acagcttgggatagccaagggctgccacacaggcttaagaatgactctgactgtggtata 

  61  T  A  W  D  S  Q  G  L  P  H  R  L  K  N  D  S  D  C  G  I  

 241 tggatgacggacagtcctgatgggtttctggtattgaaagccacctacaatggctgctat 

  81  W  M  T  D  S  P  D  G  F  L  V  L  K  A  T  Y  N  G  C  Y  

 301 gtcactctgaagggctcccattatgtcatgatggtcagcatgcaagaggtagatgtagct 

 101  V  T  L  K  G  S  H  Y  V  M  M  V  S  M  Q  E  V  D  V  A  

 361 ggaaatatgacaggaacaagagagagactgcttaagtgccctttggatcttcgcgcccca 

 121  G  N  M  T  G  T  R  E  R  L  L  K  C  P  L  D  L  R  A  P  

 421 gatgcaccaagtgctgaagtgtgcagtcctgtgccagtaaaggaaaggctgccctgtgct 

 141  D  A  P  S  A  E  V  C  S  P  V  P  V  K  E  R  L  P  C  A  

 481 ccctcgcccatctccagaggagactgtgaagaggtgggctgctgctacagctctgaagaa 

 161  P  S  P  I  S  R  G  D  C  E  E  V  G  C  C  Y  S  S  E  E  

 541 gaagaggcgggttcctgttactatggaaacacagtgacctcccgttgtaccagggagggc 

 181  E  E  A  G  S  C  Y  Y  G  N  T  V  T  S  R  C  T  R  E  G  

 601 cgcttttccattgctgtgtccaggaatgcaacctcaccacccctgcgcttggattcccta 

 201  R  F  S  I  A  V  S  R  N  A  T  S  P  P  L  R  L  D  S  L  

 661 cacctggtcttcaggaacagcagtgggtgtgatcctgtgatgatgacatccacctttgtc 

 221  H  L  V  F  R  N  S  S  G  C  D  P  V  M  M  T  S  T  F  V  

 721 ctgttccaatttccatttacttcctgtgggaccgcacggaggatcactggagaccaggct 

 241  L  F  Q  F  P  F  T  S  C  G  T  A  R  R  I  T  G  D  Q  A  

 781 gtgtatgaaaatgagctagtggccattccggatgtgcaagcttggggcagaagctctatt 

 261  V  Y  E  N  E  L  V  A  I  P  D  V  Q  A  W  G  R  S  S  I  
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 841 acccgagacagcaacttcaggctccgagtcagctgcacctactctgctctcagcaacaca 

 281  T  R  D  S  N  F  R  L  R  V  S  C  T  Y  S  A  L  S  N  T  

 901 tcccctattaacatgcaagtgctggctctcccaccaccccttcctaagacccagcctggg 

 301  S  P  I  N  M  Q  V  L  A  L  P  P  P  L  P  K  T  Q  P  G  

 961 cccctctctctggaacttcagattgccaaggataaaagctatggttcttactatggttct 

 321  P  L  S  L  E  L  Q  I  A  K  D  K  S  Y  G  S  Y  Y  G  S  

1021 gatgcctacccactggtaaaattcctccaggatcctatttatgtggaggtctccatcatt 

 341  D  A  Y  P  L  V  K  F  L  Q  D  P  I  Y  V  E  V  S  I  I  

1081 cacagaacagatccctcattgggtctgctgctagatcaatgttgggccacacctggctct 

 361  H  R  T  D  P  S  L  G  L  L  L  D  Q  C  W  A  T  P  G  S  

1141 aatccttttcatcaaccacagtggccaatcctggtgaagggatgcccatatgctggagac 

 381  N  P  F  H  Q  P  Q  W  P  I  L  V  K  G  C  P  Y  A  G  D  

1201 aactatcagaccaaaaggatccctgtccagaaaacatcaagtccctttccatctcatcac 

 401  N  Y  Q  T  K  R  I  P  V  Q  K  T  S  S  P  F  P  S  H  H  

1261 cagcgcttcagcatcgataccttcagcttcatgagtgctgtaagggagaagcagctttta 

 421  Q  R  F  S  I  D  T  F  S  F  M  S  A  V  R  E  K  Q  L  L  

1321 agtggacaggtgtacctgcactgcagtgcatcagtctgccagcctgctgggatgccatcc 

 441  S  G  Q  V  Y  L  H  C  S  A  S  V  C  Q  P  A  G  M  P  S  

1381 tgtgtgacagtctgtcctgcttccaggagaagaagaaaatctgagcttcattttgagacc 

 461  C  V  T  V  C  P  A  S  R  R  R  R  K  S  E  L  H  F  E  T  

1441 accaccagcatatctagcaaaggccccctgatcctcctccaagccactaaggactctgca 

 481  T  T  S  I  S  S  K  G  P  L  I  L  L  Q  A  T  K  D  S  A  

1501 gacatgcttcatagacactcacgcacccctgtggattctactgctctgtgggtcatgggg 

 501  D  M  L  H  R  H  S  R  T  P  V  D  S  T  A  L  W  V  M  G  

1561 ctttctgcaactgtgatcatcactggggtctttgtagtatcctacttggccatcagaaaa 

 521  L  S  A  T  V  I  I  T  G  V  F  V  V  S  Y  L  A  I  R  K  

1621 ttgagatga 

 541  L  R  -    

 

 
Figura 41. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de ZP4 de Mus 

mattheyi. Los codones de inicio y fin se muestran en rosa. El péptido señal aparece 

en verde. El dominio ZP se muestra en rojo. El sitio consenso para corte de furina 

está subrayado. El dominio transmembrana se muestra en naranja. 

 

 
 

   1 atggctgggcaggctctaaggagcactctgtggcttctgccaagcatctttctgtgtttc 

   1  M  A  G  Q  A  L  R  S  T  L  W  L  L  P  S  I  F  L  C  F  

  61 ccgttctgtcctcccttgagtggccagcatgtgactgagttgccaggtgtgctccactgt 

  21  P  F  C  P  P  L  S  G  Q  H  V  T  E  L  P  G  V  L  H  C  

 121 aggttacagagcttccagtttactgtgaacctcagcctggaggcagagagtcctgtgcta 

  41  R  L  Q  S  F  Q  F  T  V  N  L  S  L  E  A  E  S  P  V  L  

 181 acagcttgggatagccaagggctgccacacaggcttaagaatgactctgactgtggtaca 

  61  T  A  W  D  S  Q  G  L  P  H  R  L  K  N  D  S  D  C  G  T  

 241 tgggtgatggacagtcctgatggatttttggtattggaagccacctacaatggctgctat 

  81  W  V  M  D  S  P  D  G  F  L  V  L  E  A  T  Y  N  G  C  Y  

 301 gtcactctggagggctcccattatgtcatgatggtcggcgtgcaagaggtagatgtagcc 

 101  V  T  L  E  G  S  H  Y  V  M  M  V  G  V  Q  E  V  D  V  A  

 361 ggaaatataacgggaaggagagagagactgctcaagtgccctgtggatcttcacaccaca 

 121  G  N  I  T  G  R  R  E  R  L  L  K  C  P  V  D  L  H  T  T  
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 421 gatgcatcaaatgctgaagtgtgcagtcctgtgccagtaaaggaaaggctgccctgtgct 

 141  D  A  S  N  A  E  V  C  S  P  V  P  V  K  E  R  L  P  C  A  

 481 ccctcgcccatctccagaggagattgtgaagaggcaggctgctgctacagctccgaagag 

 161  P  S  P  I  S  R  G  D  C  E  E  A  G  C  C  Y  S  S  E  E  

 541 gaagaggcaggttcctgttactatggaaacacagtgacctcccgttgcaccagggagggc 

 181  E  E  A  G  S  C  Y  Y  G  N  T  V  T  S  R  C  T  R  E  G  

 601 cgcttttccattgctgtgtccaggaatgcaacctcgccacccctgcacttggattcccta 

 201  R  F  S  I  A  V  S  R  N  A  T  S  P  P  L  H  L  D  S  L  

 661 cgcttggtcttcagggacaacagtgcgtgtgatcctgtgatgacaacagccacctttgtc 

 221  R  L  V  F  R  D  N  S  A  C  D  P  V  M  T  T  A  T  F  V  

 721 ctgttccaatttccatttacttcctgtgggaccacacggcggatcactggagacaaggcc 

 241  L  F  Q  F  P  F  T  S  C  G  T  T  R  R  I  T  G  D  K  A  

 781 gtgtatgaaaatgaactagtggccattcgggatgtgcaagcttggggcagaagctctatt 

 261  V  Y  E  N  E  L  V  A  I  R  D  V  Q  A  W  G  R  S  S  I  

 841 acccgagacagcaacttcaggctccgagtcagctgcatttactctgctctcagcaacaca 

 281  T  R  D  S  N  F  R  L  R  V  S  C  I  Y  S  A  L  S  N  T  

 901 tccccagttaacatgcaagtgctggctctcccaccaccccttcctaagacgcagcctggg 

 301  S  P  V  N  M  Q  V  L  A  L  P  P  P  L  P  K  T  Q  P  G  

 961 cccctctctctgaaacttcagattgccaaggataaaagctatggttcttactatggttct 

 321  P  L  S  L  K  L  Q  I  A  K  D  K  S  Y  G  S  Y  Y  G  S  

1021 gatgcctacccactggtaaaattcctccaggatcctatttatgtggaggtctccatcatt 

 341  D  A  Y  P  L  V  K  F  L  Q  D  P  I  Y  V  E  V  S  I  I  

1081 cacaggacagacccctcattgggtctgctgctagagcaatgttgggccacacctggctct 

 361  H  R  T  D  P  S  L  G  L  L  L  E  Q  C  W  A  T  P  G  S  

1141 aatccttttcatcaaccacagtggccaatcctggtgaagggatgcccatatgctggagac 

 381  N  P  F  H  Q  P  Q  W  P  I  L  V  K  G  C  P  Y  A  G  D  

1201 aactatcagaccaaaaggatccctgtccagaaagcatcaagtccctttccatctcatcac 

 401  N  Y  Q  T  K  R  I  P  V  Q  K  A  S  S  P  F  P  S  H  H  

1261 cagcgcttcagcatcgctaccttcagcttcatgagtgctgcaagggagaagcaggtttta 

 421  Q  R  F  S  I  A  T  F  S  F  M  S  A  A  R  E  K  Q  V  L  

1321 agtggacaggtatacctgcactgcagtgcatcagtctgccagcctgctggaatgccttcc 

 441  S  G  Q  V  Y  L  H  C  S  A  S  V  C  Q  P  A  G  M  P  S  

1381 tgtgtgatagtctgtcctgcttccaggagaagaagaaaatctgagctttattttgagaac 

 461  C  V  I  V  C  P  A  S  R  R  R  R  K  S  E  L  Y  F  E  N  

1441 acaaccagcatatctagcaaaggccctgtgatcctcctccaagccactaaggactctgca 

 481  T  T  S  I  S  S  K  G  P  V  I  L  L  Q  A  T  K  D  S  A  

1501 aacgtgcttcctagacactcaagcgcccctgtggattctcctgctctgtgggtaatgggg 

 501  N  V  L  P  R  H  S  S  A  P  V  D  S  P  A  L  W  V  M  G  

1561 ctttctgcaaccatgatcatcattggagtcttggtagtatcctacttggccatcagaaaa 

 521  L  S  A  T  M  I  I  I  G  V  L  V  V  S  Y  L  A  I  R  K  

1621 ttgagatga 

 541  L  R  -   

 

 

Figura 42. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de ZP4 de Mus pahari. 

Los codones de inicio y fin se muestran en rosa. El péptido señal se muestra en 

verde. El dominio ZP se muestra en rojo. El sitio consenso para corte de furina está 

subrayado. El dominio transmembrana se muestra en naranja. 
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En las proteínas maduras encontramos un total de 76 y 73 sitios 

potenciales de O-glicosilación en ZP4 de Mus mattheyi y Mus pahari 

respectivamente. Además, identificamos 6 sitios potenciales de N-

glicosilación (Asn50, Asn74, Asn122, Asn209, Asn226 y Asn299) en Mus 

mattheyi y 5 sitios potenciales de N-glicosilación (Asn50, Asn74, Asn122, 

Asn209 y Asn299) en Mus pahari (Figs. 43 y 44).  

 

 

     1  MAGQALRSTL WLLPSILLCF PFCPPLSGQH VTELPGVLHC GLQSFQFTAN LSLGAESPVL  

     61 TAWDSQGLPH RLKNDSDCGI WMTDSPDGFL VLKATYNGCY VTLKGSHYVM MVSMQEVDVA  

    121 GNMTGTRERL LKCPLDLRAP DAPSAEVCSP VPVKERLPCA PSPISRGDCE EVGCCYSSEE  

    181 EEAGSCYYGN TVTSRCTREG RFSIAVSRNA TSPPLRLDSL HLVFRNSSGC DPVMMTSTFV  

    241 LFQFPFTSCG TARRITGDQA VYENELVAIP DVQAWGRSSI TRDSNFRLRV SCTYSALSNT  

    301 SPINMQVLAL PPPLPKTQPG PLSLELQIAK DKSYGSYYGS DAYPLVKFLQ DPIYVEVSII  

    361 HRTDPSLGLL LDQCWATPGS NPFHQPQWPI LVKGCPYAGD NYQTKRIPVQ KTSSPFPSHH  

    421 QRFSIDTFSF MSAVREKQLL SGQVYLHCSA SVCQPAGMPS CVTVCPASRR RRKSELHFET  

    481 TTSISSKGPL ILLQATKDSA DMLHRHSRTP VDSTALWVMG LSATVIITGV FVVSYLAIRK 

    541 LR*                             

 

Figura 43. Secuencia de aminoácidos de ZP4 de Mus mattheyi. Los sitios 

putativos de N-glicosilación se muestran en rojo y los sitios putativos de O-

glicosilación en azul. El péptido señal (1-28) y el sitio consenso para corte de furina 

(469-472) se encuentran subrayados. 

 

 

 
      1 MAGQALRSTL WLLPSIFLCF PFCPPLSGQH VTELPGVLHC RLQSFQFTVN LSLEAESPVL  

     61 TAWDSQGLPH RLKNDSDCGT WVMDSPDGFL VLEATYNGCY VTLEGSHYVM MVGVQEVDVA  

    121 GNITGRRERL LKCPVDLHTT DASNAEVCSP VPVKERLPCA PSPISRGDCE EAGCCYSSEE  

    181 EEAGSCYYGN TVTSRCTREG RFSIAVSRNA TSPPLHLDSL RLVFRDNSAC DPVMTTATFV  

    241 LFQFPFTSCG TTRRITGDKA VYENELVAIR DVQAWGRSSI TRDSNFRLRV SCIYSALSNT  

    301 SPVNMQVLAL PPPLPKTQPG PLSLKLQIAK DKSYGSYYGS DAYPLVKFLQ DPIYVEVSII  

    361 HRTDPSLGLL LEQCWATPGS NPFHQPQWPI LVKGCPYAGD NYQTKRIPVQ KASSPFPSHH  

    421 QRFSIATFSF MSAAREKQVL SGQVYLHCSA SVCQPAGMPS CVIVCPASRR RRKSELYFEN  

    481 TTSISSKGPV ILLQATKDSA NVLPRHSSAP VDSPALWVMG LSATMIIIGV LVVSYLAIRK  

    541 LR*                                                                                                                                                                                                                                                       

 

Figura 44. Secuencia de aminoácidos de ZP4 de Mus pahari. Los sitios 

putativos de N-glicosilación se muestran en rojo y los sitios putativos de O-

glicosilación en azul. El péptido señal (1-28) y el sitio consenso para corte de furina 

(469-472) se encuentran subrayados. 
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5.2.1.1.3.1 Comparación de las secuencias de ZP4 de Mus mattheyi y 

Mus pahari con las secuencias de ZP4 de otros mamíferos 

 

 Al igual que ZP1, la secuencia de ZP4 en Mus mattheyi y Mus pahari, 

muestra un alto grado de similitud con las secuencias de otras especies, 

siendo de un 91% entre ambos roedores, un 83% con Rattus norvegicus, 64% 

con Homo sapiens, 63% con Bos taurus y 62% con Sus scrofa (Tabla 20).  

 

 
Tabla 20. Porcentaje de similitud entre ZP4 de Mus mattheyi y Mus pahari 

y ZP4 de otras especies. 

 
ZP4  (Porcentaje de similitud %) 

M. mattheyi M. pahari R. norvegicus H. sapiens B. taurus S. scrofa 

 91 83 64 63 62 

 M. pahari M. mattheyi R. norvegicus H. sapiens B. taurus S. scrofa 

 91 83 64 63 61 

 

 

En la figura 45 se muestra el alineamiento de la secuencia proteica de 

ZP4 de Mus mattheyi y Mus pahari con las secuencias de ZP4 de la mujer y 

la rata. 

 

 

H.sapiens         ---------MWLLRCVLLCVSLSLAVSGQHKPEAPDYSSVLHCGPWSFQFAVNLNQEATS 51 

R.norvegicus      MARQALRSTLWLLPSILLCFPFCLPLSGQHVTELP---GVLHCGLQSFQFAVNLSLEAES 57 

M.pahari          MAGQALRSTLWLLPSIFLCFPFCPPLSGQHVTELP---GVLHCRLQSFQFTVNLSLEAES 57 

M.mattheyi        MAGQALRSTLWLLPSILLCFPFCPPLSGQHVTELP---GVLHCGLQSFQFTANLSLGAES 57 

                           :*** .::**. :.  :****  * *   .****   ****:.**.  * * 

 

H.sapiens         PPVLIAWDNQGLLHELQNDSDCGTWIRKGPGSSVVLEATYSSCYVTEWDSHYIMPVGVEG 111 

R.norvegicus      -PVLTTWDSQGLPHRLKNDSDCGTWVMDSPDGFLVLEASYSGCYVTLEGSHYIMTVGVQE 116 

M.pahari          -PVLTAWDSQGLPHRLKNDSDCGTWVMDSPDGFLVLEATYNGCYVTLEGSHYVMMVGVQE 116 

M.mattheyi        -PVLTAWDSQGLPHRLKNDSDCGIWMTDSPDGFLVLKATYNGCYVTLKGSHYVMMVSMQE 116 

                   *** :**.*** *.*:****** *: ..* . :**:*:*..****   ***:* *.::  

 

H.sapiens         AGAAEHKVVTERKLLKCPMDLLA--RDAPDTDWCDSIPARDRLPCAPSPISRGDCEGLGC 169 

R.norvegicus      ADVAGHVAGTRQRLLTCPLALQGKAPDTPSAKVCSPVPVKERLPCASSTISRGDCEELGC 176 

M.pahari          VDVAGNITGRRERLLKCPVDLHT--TDASNAEVCSPVPVKERLPCAPSPISRGDCEEAGC 174 

M.mattheyi        VDVAGNMTGTRERLLKCPLDLRA--PDAPSAEVCSPVPVKERLPCAPSPISRGDCEEVGC 174 

                  . .* . .  ..:**.**: *     *: .:. *. :*.::***** * *******  ** 

 

H.sapiens         CYSSEE--VNSCYYGNTVTLHCTREGHFSIAVSRNVTSPPLLLDSVRLALRND-SACNPV 226 

R.norvegicus      CYSSEEEGADSCYYGNTVTSHCTKEGHFSIAVSRDVTSPPLRLDSLRLGFRNITTGCDPV 236 

M.pahari          CYSSEEEEAGSCYYGNTVTSRCTREGRFSIAVSRNATSPPLHLDSLRLVFRDN-SACDPV 233 

M.mattheyi        CYSSEEEEAGSCYYGNTVTSRCTREGRFSIAVSRNATSPPLRLDSLHLVFRNS-SGCDPV 233 

                  ******  . ********* :**:**:*******:.***** ***::* :*:  :.*:** 
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H.sapiens         MATQAFVLFQFPFTSCGTTRQITGDRAVYENELVATRDVKNGSRGSVTRDSIFRLHVSCS 286 

R.norvegicus      MKTSTFVLFQFPLTSCGTTQRITGDQAMYENELVAIRDVQAWGRSSITRDSNFRLRVSCT 296 

M.pahari          MTTATFVLFQFPFTSCGTTRRITGDKAVYENELVAIRDVQAWGRSSITRDSNFRLRVSCI 293 

M.mattheyi        MMTSTFVLFQFPFTSCGTARRITGDQAVYENELVAIPDVQAWGRSSITRDSNFRLRVSCT 293 

                  * * :*******:*****:::****:*:*******  **:  .*.*:**** ***:***  

 

H.sapiens         YSVSSNSLPINVQVFTLPPPFPETQPGPLTLELQIAKDKNYGSYYGVGDYPVVKLLRDPI 346 

R.norvegicus      YSIHSIMSPVNMQVWTLPPPLPKTQPGPLSLELQIAQDKNYSSYYGTDAYPLVKFLQDPI 356 

M.pahari          YSALSNTSPVNMQVLALPPPLPKTQPGPLSLKLQIAKDKSYGSYYGSDAYPLVKFLQDPI 353 

M.mattheyi        YSALSNTSPINMQVLALPPPLPKTQPGPLSLELQIAKDKSYGSYYGSDAYPLVKFLQDPI 353 

                  **  *   *:*:** :****:*:******:*:****:**.*.****   **:**:*:*** 

 

H.sapiens         YVEVSILHRTDPYLGLLLQQCWATPSTDPLSQPQWPILVKGCPYIGDNYQTQLIPVQKAL 406 

R.norvegicus      YVEVSILHRTDPSLSLLLEQCWATPGSNPFHQPQWPILVKGCPYAGDNYQTKRIPVQKAS 416 

M.pahari          YVEVSIIHRTDPSLGLLLEQCWATPGSNPFHQPQWPILVKGCPYAGDNYQTKRIPVQKAS 413 

M.mattheyi        YVEVSIIHRTDPSLGLLLDQCWATPGSNPFHQPQWPILVKGCPYAGDNYQTKRIPVQKTS 413 

                  ******:***** *.***:******.::*: ************* ******: *****:  

 

H.sapiens         DLPFPSHHQRFSIFTFSFVNPTVEKQALRGPVHLHCSVSVCQPAETPSCVVTCPDLSRRR 466 

R.norvegicus      -DVFPSHHQRFSISTFSFMSAGREKQVLGGQVYLHCSASVCQPAGMPSCTVICPASRRRR 475 

M.pahari          -SPFPSHHQRFSIATFSFMSAAREKQVLSGQVYLHCSASVCQPAGMPSCVIVCPASRRRR 472 

M.mattheyi        -SPFPSHHQRFSIDTFSFMSAVREKQLLSGQVYLHCSASVCQPAGMPSCVTVCPASRRRR 472 

                     ********** ****:.   *** * * *:****.******  ***.  **   *** 

 

H.sapiens         NFDNSSQNTTASVSSKGPMILLQATKDPPEKL----RVPVDSKVLWVAGLSGTL-ILGAL 521 

R.norvegicus      KSELYFDNST-SISSKGPVILLQATKDPAVMLHKHSGTHADSPTLWVMGLSASMVITGVL 534 

M.pahari          KSELYFENTT-SISSKGPVILLQATKDSANVLPRHSSAPVDSPALWVMGLSATMIIIGVL 531 

M.mattheyi        KSELHFETTT-SISSKGPLILLQATKDSADMLHRHSRTPVDSTALWVMGLSATVIITGVF 531 

                  : :    :.::*:*****:********    *     . .** .*** ***.:: * *.: 

 

H.sapiens         LVSYLAVKKQKSCPDQMCQ 540 

R.norvegicus      VVSYLATRKQR-------- 545 

M.pahari          VVSYLAIRKLR-------- 542 

M.mattheyi        VVSYLAIRKLR-------- 542 

                  :***** :* :         

 

 
Figura 45. Comparación de las secuencias de aminoácidos de ZP4 de H. 

sapiens, R. norvegicus, M. pahari y M. mattheyi. Los números de acceso de las 

secuencias usadas son: H.sapiens (NP_067009) y R.norvegicus (NP_758833). 

Aminoácidos idénticos se indican con asterisco (*). Dos puntos (:) indican residuos 

conservados y punto (.) residuos semiconservados. El dominio trefoil se muestra en 

azul. El dominio ZP en rojo y el dominio transmembrana en naranja. El sitio 

consenso para corte de furina está subrayado. Los residuos cisteína se señalan en 

verde y los sitios potenciales de N-glicosilación en morado.  

 

 

 

5.2.1.2 Análisis filogenético del gen ZP4 en roedores 

 

 El análisis de las secuencias de ARNm de ZP4 de los distintos 

roedores nos indica que las especies estudiadas están libres de codones de 

stop. Por tanto, Mus mattheyi (subgénero Nannomys), Mus pahari 

(subgénero Coelomys), ambos dentro del género Mus, así como Mastomys 

coucha perteneciente al género Mastomys presentarían un gen ZP4 
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funcional. No hemos podido incluir a Mastomys coucha en el árbol 

filogenético elaborado debido a que las secuencias de ZP4 obtenidas no se 

solapan entre sí; sin embargo, conocemos con bastante precisión la 

localización de Mastomys en el árbol de los roedores ya que es un taxón 

hermano de Praomys (Lecompte et al., 2005). 

 

De manera que, los codones de stop se localizarían sólo en 6 especies 

de ratones pertenecientes al subgénero Mus: Mus caroli, Mus cypriacus, 

Mus macedonicus, Mus musculus, Mus spicilegus y Mus spretus. En el árbol 

filogenético de ZP4 que hemos elaborado para roedores, se observa 

pseudogenización del gen ZP4 en estas especies de roedores. El resto de 

roedores presentarían un gen ZP4 funcional (Fig. 46). Nuestro árbol 

filogenético confirma la monofilia de este subgénero e indica que la 

pseudogenización de ZP4 tuvo lugar tras la divergencia del subgénero Mus y 

antes de la diversificación de las especies. 
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0.02

Apodemus flavicollis

Mus (Mus) musculus

Niviventer confucianus

Maxomys whiteheadi

Mus (Mus) cookii

Malacomys longipes

Mus (Coelomys) pahari

Mus (Nannomys) mattheyi

Praomys jacksoni

Mus (Nannomys) minutoides

Mesocricetus auratus

Cricetus griseus

Mus (Mus) caroli

Otomys angoniensis

Mus (Pyromys) saxicola

Rattus rattus

Praomys tullbergi

Mus (Mus) spicilegus

Rattus norvegicus

Mus (Mus) spretus

Lemniscomys striatus

Rattus exulans

Mus (Mus) macedonicus

Mus (Mus) cypriacus

Millardia meltada

Arvicanthis niloticus

Mus (Coelomys) crociduroides

Mus (Mus) famulus

Micromys minutus

92/1

94/1

97/1

100/1

55/0.93

68/0.75

86/0.88

100/1

42/0.48

99/0.91

65/0.72

56/0.8

100/1

61/0.89

49/0.53

100/1

99/1

99/1

44/--

99/0.93

100/1

77/0.83

96/1

91/1

 
 

 
Figura 46. Árbol filogenético donde  se observan las relaciones existentes 

entre ZP4 de diferentes especies de roedores. La escala indica el número de 

sustituciones por sitio. A nivel de cada rama se indica el valor de bootstrap y de 

inferencia bayesiana del nodo al que se dirige la rama. En rojo se señalan aquellas 

especies en las que ZP4 es un pseudogén.  
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5.2.2 PROTEÓMICA DE LAS GLICOPROTEÍNAS DE LA ZONA 

PELÚCIDA DE ROEDORES 

 

 Una vez demostrada la presencia de los cuatro transcritos (ZP1, ZP2, 

ZP3 y ZP4) en los ovarios de los tres roedores (Mastomys coucha, Mus 

mattheyi y Mus pahari) nos propusimos estudiar la presencia de las 

diferentes glicoproteínas de la ZP en dichos roedores. Para ello, se 

obtuvieron  ZPs solubilizadas por calor a partir de ovario así como ZPs 

aisladas a partir de ovocitos como se ha descrito previamente en el apartado 

de Material y métodos.  

 

 

5.2.2.1 Péptidos de ZP1 y ZP4 detectados en Mus mattheyi 

 

En Mus mattheyi, se identifican 2 péptidos pertenecientes a ZP1 y un 

total de 12 péptidos pertenecientes a ZP4 (Tabla 21). 

  

 

Tabla 21. Péptidos correspondientes a las glicoproteínas ZP1 y ZP4 de la 

ZP de Mus mattheyi detectados por espectrometría de masas. Los péptidos 

señalados en rojo presentan un score superior a 5 y un SPI superior a 60.  

 

Mus mattheyi 

ZP1 

Péptidos Score SPI Secuencia n 

HIPCMVKGSPKEACQQAGCCYDSAK 3.26 58.6 234-258 2 

GDNYRTQVVATDK 3.37 90.6 474-486 3 

ZP4 

Péptidos Score SPI Secuencia n 

GSHYVMMVSMQEVDVAGNMTGTRER 5.68 78.1 105-129 12 

FSIAVSRNATSPPLRLDSLHLVFR 4.31 50.6 202-225 1 

RRKSELHFETTTSISSKGPLILLQATK 3.48 56.2 471-497 1 

LLKCPLDLRAPDAPSAEVCSPVPVK 3.54 64.2 130-154 1 

DKSYGSYYGSDAYPLVK 3.38 63.6 331-347 1 

KSELHFETTTSISSKGPLILLQATK 7.17 57.5 473-497 2 

TSSPFPSHHQRFSIDTFSFMSAVR 7.03 56.8 412-435 1 
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FSIDTFSFMSAVREK 5.04 64.9 423-437 1 

TQPGPLSLELQIAKDK 3.74 58.6 317-332 1 

RKSELHFETTTSISSKGPLILLQATK 3.60 54.1 472-497 1 

CTREGRFSIAVSRNATSPPLR 4.30 50.9 196-216 1 

CTREGRFSIAVSR 4.28 86.1 196-208 1 

 

 

La detección de estos 12 péptidos en la glicoproteína ZP4, supone un 

30.99% de la cobertura total de la proteína madura. Dos de los sitios 

potenciales de N-glicosilación (Asn122 y Asn209) han sido detectados en 

péptidos lo que indica que estos sitios no estarían glicosilados en la proteína 

madura. Además, de los 76 sitios potenciales de O-glicosilación de la 

proteína madura, 33 de ellos se detectan en péptidos por proteómica, lo que 

indica que estos sitios no están ocupados en la proteína madura (Fig. 47). 

 

 

  1 MAGQALRSTL WLLPSILLCF PFCPPLSGQH VTELPGVLHC GLQSFQFTAN LSLGAESPVL  

 61 TAWDSQGLPH RLKNDSDCGI WMTDSPDGFL VLKATYNGCY VTLKGSHYVM MVSMQEVDVA  

121 GNMTGTRERL LKCPLDLRAP DAPSAEVCSP VPVKERLPCA PSPISRGDCE EVGCCYSSEE  

181 EEAGSCYYGN TVTSRCTREG RFSIAVSRNA TSPPLRLDSL HLVFRNSSGC DPVMMTSTFV  

241 LFQFPFTSCG TARRITGDQA VYENELVAIP DVQAWGRSSI TRDSNFRLRV SCTYSALSNT  

301 SPINMQVLAL PPPLPKTQPG PLSLELQIAK DKSYGSYYGS DAYPLVKFLQ DPIYVEVSII  

361 HRTDPSLGLL LDQCWATPGS NPFHQPQWPI LVKGCPYAGD NYQTKRIPVQ KTSSPFPSHH  

421 QRFSIDTFSF MSAVREKQLL SGQVYLHCSA SVCQPAGMPS CVTVCPASRR RRKSELHFET  

481 TTSISSKGPL ILLQATKDSA DMLHRHSRTP VDSTALWVMG LSATVIITGV FVVSYLAIRK  

541 LR*  

 

Figura 47. Secuencia de aminoácidos de ZP4 de Mus mattheyi. Las 

secuencias en negrita y subrayadas representan los péptidos detectados por 

MS/MS. Los sitios putativos de N-glicosilación se muestran en rojo y los sitios 

putativos de O-glicosilación en azul. El péptido señal y el sitio de corte de furina se 

señalan en rosa. 
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5.2.2.2 Péptidos de ZP1 y ZP4 detectados en Mus pahari 

 

 En Mus pahari, se detectan 2 péptidos de ZP1 y un total de 6 péptidos 

de ZP4 (Tabla 22). 

 

 

Tabla 22. Péptidos correspondientes a las glicoproteínas ZP1 y ZP4 de la 

ZP de Mus pahari detectados por espectrometría de masas. Los péptidos 

señalados en rojo presentan un score superior a 5 y un SPI superior a 60.  

 

Mus pahari 

ZP1 

Péptidos Score SPI Secuencia n 

FTIATFTLLDSSSQNALR 4.58 62.5 498-515 1 

SGYFTLVVSQETALTHGVMLDNVR 5.73 70.7 275-298 2 

ZP4 

Péptidos Score SPI Secuencia n 

CPVDLHTTDASNAEVCSPVPVK 6.75 60.2 133-154 3 

LLKCPVDLHTTDASNAEVCSPVPVK 3.34 55.1 130-154 1 

AVYENELVAIRDVQAWGRSSITR 5.91 70.9 260-282 1 

ERLLKCPVDLHTTDASNAEVCSPVPVKER 3.44 60.8 128-156 2 

RIPVQKASSPFPSHHQRFSIA 5.39 62.8 406-426 4 

RERLLKCPVDLHTTDASNAEVCSPVPVK 4.03 52.8 127-154 1 

 

 

  La identificación de los 6 péptidos de ZP4 suponen un 16.74% de la 

cobertura total de la proteína madura. De los 73 sitios potenciales de O-

glicosilación de la proteína madura 11 están presentes en los péptidos 

secuenciados indicando la ausencia de glicosilación en estos residuos de 

serina o treonina o incompleta glicosilación. Ninguno de los sitios 

potenciales de N-glicosilación es detectado, lo que podría indicar que estos 

sitios se encuentran ocupados en la proteína madura (Fig. 48). 
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  1 MAGQALRSTL WLLPSIFLCF PFCPPLSGQH VTELPGVLHC RLQSFQFTVN LSLEAESPVL  

 61 TAWDSQGLPH RLKNDSDCGT WVMDSPDGFL VLEATYNGCY VTLEGSHYVM MVGVQEVDVA  

121 GNITGRRERL LKCPVDLHTT DASNAEVCSP VPVKERLPCA PSPISRGDCE EAGCCYSSEE  

181 EEAGSCYYGN TVTSRCTREG RFSIAVSRNA TSPPLHLDSL RLVFRDNSAC DPVMTTATFV  

241 LFQFPFTSCG TTRRITGDKA VYENELVAIR DVQAWGRSSI TRDSNFRLRV SCIYSALSNT  

301 SPVNMQVLAL PPPLPKTQPG PLSLKLQIAK DKSYGSYYGS DAYPLVKFLQ DPIYVEVSII  

361 HRTDPSLGLL LEQCWATPGS NPFHQPQWPI LVKGCPYAGD NYQTKRIPVQ KASSPFPSHH  

421 QRFSIATFSF MSAAREKQVL SGQVYLHCSA SVCQPAGMPS CVIVCPASRR RRKSELYFEN  

481 TTSISSKGPV ILLQATKDSA NVLPRHSSAP VDSPALWVMG LSATMIIIGV LVVSYLAIRK  

541 LR*  

 

Figura 48. Secuencia de aminoácidos de ZP4 de Mus pahari. Las secuencias 

en negrita y subrayadas representan los péptidos detectados por MS/MS. Los sitios 

putativos de N-glicosilación y O-glicosilación se muestran en rojo y azul 

respectivamente. El péptido señal y el sitio de corte de furina se señalan en rosa. 

 

 

 

5.2.2.3 Péptidos de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 detectados en Mastomys  

coucha 

 

 En Mastomys coucha, se detectan 19 péptidos pertenecientes a ZP1, 7 

péptidos a ZP2, 3 a ZP3 y 18 a ZP4; todos ellos (excepto uno perteneciente a 

ZP1) presentan un score superior a 5 y un SPI superior a 60 (Tabla 23). 

 

 

Tabla 23. Péptidos correspondientes a las glicoproteínas ZP1, ZP2, ZP3 y 

ZP4 de la ZP de Mastomys coucha detectados por espectrometría de 

masas. En rojo se indican los péptidos detectados a partir de ZPs aisladas 

solubilizadas y en verde los péptidos detectados a partir de ovocitos solubilizados. 

 

Mastomys coucha 

ZP1 

Péptidos z m/z Score SPI n 

GHIPCMVKGSSKEACQQAGCCYDSTKE 3 1013.27 10.47 80.1 1 

SKETCQQAGCCYDSTK 2 956.41 10.46 71.6 1 

EDAAKLEPSGSSRSSSS 3 565.83 9.54 76.7 1 

LDSSSQNALRGQVYFFCSASACHP 3 890.67 8.24 82.0 1 

MQLLVFPRPNQTVQFKVLDEFGN 3 912.18 8.15 86.1 1 

GHIPCMVNGSSKET 1 1553.89 7.99 78.3 1 

ILSDGCPFKGDNYRTQVVATDKEALPFWSHY 3 1232.14 7.76 70.2 1 
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PCMVNGSSKETCQQAGCCYDS 3 791.33 7.69 94.7 1 

TAKLEPSGSSRNSSSRMLLLLL 3 813.91 7.25 81.2 1 

VSDIDVQKGPQGSITRDSAFRLHV 3 875.80 6.57 75.0 1 

CFKSGYFTLVVSQETALTHGVML 3 875.77 6.37 89.2 1 

GRVDIARDVTLICPKPDHIMTP 3 875.23 6.22 72.0 1 

RVFIQAVLPNGRVDIA 2 884.62 6.22 73.0 1 

HYQRFTIATFTLLDSSSQNALRGQ 3 945.01 6.11 73.2 1 

ENQLVSDIDVQKGPQGSITRDS 3 848.97 5.98 97.6 1 

NSTLRALDIVSSPGAVGFEDTAKLEPSGSSR 5 649.33 5.35 71.8 1 

LRALDIVSSPGAVGFEDTAKLEP 3 821.74 5.09 83.7 1 

RIATDKTFSSYYQGSDYPLVR 3 876.91 5.07 73.1 1 

RSSGHHNSTLRALDIVSSPGAVGFEDTAK 3 1057.32 3.51 53.9 1 

  ZP2     

Péptidos z m/z Score SPI n 

FYFQGNMLSTVIDPECHCESPVSIDELCAQDGFMDFEVYSHQT
K 

3 1724.11 9.53 75.0 1 

QVNIRVGDTTTDVRYKDDMYHFFCPAIQAE 3 1229.69 8.99 71.4 1 

FMDFEVYSHQTKPALNLDTLLVGNSSCQPIF 3 1230.31 8.33 72.0 1 

PIYMEVKVLSRNDPN 3 592.05 6.88 70.3 1 

NATGIVHYVQES 1 1479.90 6.85 80.3 1 

QWSIPE 1 759.42 5.74 71.6 1 

SSLKLTFYFQGNMLST 3 645.34 5.61 89.0 1 

  ZP3     

Péptidos z m/z Score SPI n 

LVQPGDLTLGSEGCQPR 2 913.78 11.45 98.8 1 

HLQAEVQTGSHL 1 1402.10 5.32 85.8 1 

CSSRVQMTKDALVYSTFLLHDPRP 3 946.40 5.04 84.4 1 

  ZP4     

Péptidos z m/z Score SPI n 

YNGCYVTLKGSHYVMMVSMQEVDVAGNMTGTRERLLKCPL 3 1554.61 10.52 76.0 1 

EGSHYVMMVGVQEVDVAGNITGR 3 875.75 8.86 74.4 1 

TDPSLGLLLEQCWATPGSNPFHQPQWPILVKGC 3 1230.15 8.61 78.7 1 

RFSIDTFSFMSAVREKQLLSG 3 839.26 7.23 84.5 1 

SALSNTSPINM 2 648.84 6.99 80.6 1 

LKNDSDCGIWMTDSP 2 888.89 6.87 88.9 1 

IHRTDPSLGLLLEQC 3 591.97 6.71 81.4 1 

SCGTARRITGDQAVYENELVAIP 3 875.22 6.61 77.7 1 

AEVCSPVPVKERLPCAPSPISRGDCE 3 966.31 6.55 71.3 1 

ALPPPLPKTQPGPLSLKLQIAKDKSYG 3 979.12 6.55 82.8 1 

MSAAREKQVLSGQVYLHCSAS 3 815.06 5.66 92.4 1 

SRGDCEEAGCCYSSEEEEAGSCYYGNTV 3 1026.31 5.63 79.6 1 

AVSRNATSPPLRLDSLHLVFRNS 3 877.25 5.52 70.5 1 

PAGMPSCVTVCPASRRRRKSELH 3 892.04 5.37 88.8 1 

KNDSDCGIWMTD 3 462.24 5.25 82.1 1 

VNMQVLA 2 396.24 5.24 80.6 1 

GSHYVMMVSMQEVDVAGNMTGTR 3 892.04 5.35 87.1 1 

NDSDCGIWMTDSPDGFLVLK 3 791.33 5.14 90.5 1 
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5.2.3 ESTUDIO DE LA RESISTENCIA DE LA ZONA PELÚCIDA DE 

RATONA A LA DIGESTIÓN CON TRIPSINA 

 

 Se realizaron dos experimentos, midiéndose el tiempo en el que se 

digería totalmente la ZP empleando tripsina. Los resultados indican que en 

aquellas especies de ratones con una ZP compuesta por tres glicoproteínas la 

digestión completa de la ZP tarda más tiempo en producirse que en las 

especies con cuatro glicoproteínas en su ZP (Tabla 24).  

 

 

Tabla 24. Tiempo que tarda la tripsina en digerir la ZP de roedores de 

diferentes especies. 

 

 n Tiempo digestion  

M. musculus 10 78m10s 

M. mattheyi 10 46m 40s 

 

ESPECIE n Tiempo digestión 

M. musculus 8 60m 30s 

M. pahari 11 30m 10s 

 

 

 

5.2.4 FECUNDACIÓN IN VITRO EN ROEDORES 

 

 

 Se realizaron ensayos de fecundación in vitro (FIV) empleando cuatro 

especies de ratones de la subfamilia Murinae con una composición de la ZP 

diferente: Mus musculus (ZP1, ZP2, ZP3) y Mastomys coucha, Mus mattheyi 

y Mus pahari (ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4). 

 



RESULTADOS 

 

- 137 - 

 

Ovocitos de las cuatro especies fueron coincubados con 

espermatozoides de la misma especie (fecundación homóloga) o de diferente 

especie (fecundación heteróloga). 

 

 La fecundación homóloga únicamente fue posible en Mus musculus 

(81.61%). En las otras especies, o no se consiguió fecundación o el ratio fue 

muy bajo (0% en Mastomys coucha y Mus mattheyi y 3.84% en Mus pahari). 

 

En la fecundación heteróloga, los porcentajes más elevados se 

obtuvieron cuando los espermatozoides de Mus musculus participaron en el 

proceso (69.43% en coincubación con ovocitos de Mus pahari y 10.98% en 

coincubación con ovocitos de Mus mattheyi). El porcentaje de fecundación en 

los casos en los que participaron los espermatozoides de Mastomys coucha, 

Mus  mattheyi y Mus pahari fueron muy bajos (Fig. 49). 
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Figura 49. Porcentaje de fecundación en FIV de roedores. Se muestran los 

resultados de FIV usando espermatozoides de Mus musculus con 1) ovocitos de Mus 

musculus. 2) ovocitos de Mus pahari. 3) ovocitos de Mus mattheyi y 4) ovocitos de 

Mastomys coucha.  
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5.3  ANÁLISIS DE LA ZONA PELÚCIDA DE CARNÍVOROS 

 

5.3.1 CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LA ZONA PELÚCIDA 

DE CARNÍVOROS 

 

5.3.1.1 Secuencias de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 amplificadas en la hurona 

 

Una vez obtenido el ARN total de ovarios de hurona, el ADNc 

sintetizado se empleó como molde para realizar las distintas amplificaciones 

por PCR con el objetivo de obtener fragmentos de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 (Fig. 

50). La secuenciación automática de las PCRs indicó que las secuencias 

amplificadas se correspondían con dichos transcritos (Tabla 25).  
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Figura 50. Análisis de la expresión génica de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 en el 

ovario de hurona mediante RT-PCR. Se muestran los amplicones 

correspondientes a fragmentos de cada transcrito.  
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Tabla 25. Secuencias obtenidas de los cuatro transcritos (ZP1, ZP2, ZP3 y 

ZP4) en la hurona. Se indica la longitud de nucleótidos (nt) de cada secuencia, así 

como el fragmento que se ha amplificado. 

 

 

 

5.3.1.2 Secuencias de ZP2, ZP3 y ZP4 amplificadas en la zorra 

 

Tras la obtención de ARN total de ovarios de zorra, el ADNc obtenido 

se utilizó como molde para realizar las distintas amplificaciones por PCR 

con el objetivo de obtener el marco abierto de lectura completo de ZP4, así 

como fragmentos de ZP2 y ZP3 (Fig. 51).  

 

 Se realizaron múltiples intentos para amplificar la secuencia de ZP1 

en la zorra; sin embargo, en ningún caso se logró  amplificación, por lo que 

se realizó un control empleando los mismos cebadores y ADNg en vez de 

ADNc. En este caso se consiguió amplificar la secuencia buscada (Fig. 51 

(calle 1)). Esto nos indica que los cebadores están correctamente diseñados y 

funcionan bajo nuestras condiciones de amplificación por PCR. En el 

apartado 5.3.1.3.1 se analiza en profundidad este resultado.  

 

ADNc Secuencia de ADNc amplificada 

ZP1  2421 nt 609 GGTTGACGAGCCACCATACTCAGGTGCACCTCTGACTCCAGAGCTGTGCCAGGTGCCCTCAAGGGCCA 

TCTCCTGTGGAGTGGGAAGAAGCTCGAAGGAAGCCTGCCAGCAGGCTGGCTGCTGCTATGACAACAGCAGAG 

CGATTCCCTGTTACTATGGCAACACAGCAACTGTCCAGTGCTTCAGAAATGGCCACTTTGTCCTGGTGGTG 

TCCCAAGAAACTGCCTTGGCGCACGGGATCACGCTGGCCAACCTCCACATGGCCTATG 877 

 

ZP2  2145 nt 255 ACTGCATTTCCATCCTGGACTCAGAAAAGCTCACCCTGAATGTCCCATATGAGACCTGTACCAAGAGA 

GTGCATGGCCAGCACCTGATTGCCATCGGTCTCCTGGACAACACTACTGCTTTACCATCTACGACTTTCATA 

TATCACATCAGATGTCCAGTTGCACAAGCAG 425 

 

ZP3  1293 nt 739 TCTGATGCCTCTTCGTCCTTCAAAGAGCCCAGACCCAGGCCAGAGACACTGCAGTTTACAGTGGACAT 

GTTCCACTTTGCTAATGACTCCAGAAACATGATCTATATCACGTGCCATCTGAAGGTCACTCTGGCAGACCG 

AGTCCCGGACCAGCTAAACAAAGCCTGTTCCTTTATCAAGTCCAGCAGGAGGTGGTCCCCCGTAGAAGGCAC 

TGCTGACA  958 

 

ZP4  1668 nt 411 ACGCAGCACGGTTACAAAGACAAAGCTGCTTAAGTGTCCTGTGGATCCCCCAGCCCTAGATGCTCCAA 

ACGCTGACCTGTGTGATTCTGTCCCAGTGTGGGACAGGCTGCCATGTGCTCCTTCATCTATCAGTCAAAGAG 

ATTGTGAGAAGGTTGGTTGCTGCTACAATTTGGAGGCTAATTCCTGTTACTATGGAAACACAGTGACGTCCC 

ACTGTACCCAAGATGGCCACTT  644 
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Figura 51. Análisis de la expresión génica de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 en el 

ovario de zorra mediante PCR. Se muestran los amplicones correspondientes a 

fragmentos de cada ZP. En la calle 1 se muestra el fragmento de ZP1 amplificado 

empleando ADNg. En la calle 2 se ha intentado amplificar ZP1 empleando ADNc. 

Las calles 3, 4 y 5 muestran fragmentos amplificados de ZP2, ZP3 y ZP4 empleando 

ADNc.  

 

 

   

5.3.1.2.1 Caracterización de ZP4 de zorra 

 

 El marco abierto de lectura de ZP4 contiene una secuencia codificante 

de 1704 nucleótidos (Fig. 52). La secuencia obtenida fue depositada en el 

GenBank con número de acceso KF956365. El codón de iniciación (ATG) se 

predijo con el algoritmo de Pedersen y Nielsen (1997) y se encuentra 

asociado con el entorno Kozak (Kozak, 1991). La secuencia contiene un codón 

de stop (TAG) en las posiciones 1705-1707.  

 

 El ADNc de ZP4 codifica un polipéptido de 568 aminoácidos (Figs. 52 

y 53), con un peso molecular teórico de 63.25 kDa. Contiene un péptido señal 

de 16 aminoácidos con corte entre Ala16 y Leu17, que fue predicho con el 

algoritmo de Bendtsen et al., (2004) y el sitio de corte de furina es Gln499 
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(Duckert et al., 2004), de modo que el peso molecular de la proteína madura se 

estima en  53.87 kDa. 

 

 ZP4 presenta un dominio ZP de 274 aminoácidos (His224-Ala497) con 

10  residuos cisteína. Justo antes del dominio ZP encontramos un dominio 

trefoil de 45 aminoácidos (Asp178-Thr222) con 6 cisteínas y el dominio 

transmembrana se encuentra entre Thr544 e Ile566 con 23 aminoácidos. 

 

 

   1 atgcggcagctgcagatcatcttgctctgttttcccttgtctcttgcgttgaggggccac 

   1  M  R  Q  L  Q  I  I  L  L  C  F  P  L  S  L  A  L  R  G  H  

  61 cctgagcctgaggcaccagattatctgggtgagctccactgtgggctccggagtcttcgg 

  21  P  E  P  E  A  P  D  Y  L  G  E  L  H  C  G  L  R  S  L  R  

 121 ttcaccgtaaacctgagccaggggacagcgactcctacgctaatagcttgggatgaccac 

  41  F  T  V  N  L  S  Q  G  T  A  T  P  T  L  I  A  W  D  D  H  

 181 gggctgccacgcaggctgcagaatgactctggctgtggtacctgggtgacggagggccca 

  61  G  L  P  R  R  L  Q  N  D  S  G  C  G  T  W  V  T  E  G  P  

 241 ggaagctccatggtgttagaagcctcttatgatggctgctatgtcaccgagtgggtgagg 

  81  G  S  S  M  V  L  E  A  S  Y  D  G  C  Y  V  T  E  W  V  R  

 301 acgactcgatcaccagaaatgccaaggccccgtgcgtcaccatcaggggtgtctccccag 

 101  T  T  R  S  P  E  M  P  R  P  R  A  S  P  S  G  V  S  P  Q  

 361 gacccccactatatcatgatggttggagttgaaggagcagatgtggctggatgcaacatg 

 121  D  P  H  Y  I  M  M  V  G  V  E  G  A  D  V  A  G  C  N  M  

 421 gttaccaagacacagctgctcaggtgtcctatggatcccccagacccaactttgttatct 

 141  V  T  K  T  Q  L  L  R  C  P  M  D  P  P  D  P  T  L  L  S  

 481 agcttgagttactctcctgatcaaaacagagccctagatgtcccaaatgctgatctgtgt 

 161  S  L  S  Y  S  P  D  Q  N  R  A  L  D  V  P  N  A  D  L  C  

 541 gactttgtcccagtgtgggacaggctgccatgtgttccttcacccatcactgaaggagac 

 181  D  F  V  P  V  W  D  R  L  P  C  V  P  S  P  I  T  E  G  D  

 601 tgcaagaagattggttgctgctacaattcggaggtgaatttctgttattatggaaacaca 

 201  C  K  K  I  G  C  C  Y  N  S  E  V  N  F  C  Y  Y  G  N  T  

 661 gtgacctcacactgtacccaagatggctacttctacatcactgtgtctcgggatgtgacc 

 221  V  T  S  H  C  T  Q  D  G  Y  F  Y  I  T  V  S  R  D  V  T  

 721 tcgcccccacttctcttgaattctgtgcgcttggccttcgggaatgatgtggaatgtacc 

 241  S  P  P  L  L  L  N  S  V  R  L  A  F  G  N  D  V  E  C  T  

 781 cctgcgatggcaacacacacttttgccctattctggtttccatttaactcctgtggtacc 

 261  P  A  M  A  T  H  T  F  A  L  F  W  F  P  F  N  S  C  G  T  

 841 acaagacggatcactggagaccaggcagtatatgaaaatgagctggttgcagctagagat 

 281  T  R  R  I  T  G  D  Q  A  V  Y  E  N  E  L  V  A  A  R  D  

 901 gttagaacttggagccatggttctatcacccgtgacagtattttcaggctccgagttagc 

 301  V  R  T  W  S  H  G  S  I  T  R  D  S  I  F  R  L  R  V  S  

 961 tgcagctactctataagtagcaatgccttcccagttaatgtccacgtgtttacatttcca 

 321  C  S  Y  S  I  S  S  N  A  F  P  V  N  V  H  V  F  T  F  P  

1021 ccaccgcattctgagacccagcctggacccctcactctggaactcaagattgccaaggat 

 341  P  P  H  S  E  T  Q  P  G  P  L  T  L  E  L  K  I  A  K  D  

1081 aagcactatggttccttctacactgttggtgactacccagtggtgaagctacttcgggat 

 361  K  H  Y  G  S  F  Y  T  V  G  D  Y  P  V  V  K  L  L  R  D  

1141 cccatttatgtggaggtctctatccgccacagaacagacccccacctggggctgctcctc 

 381  P  I  Y  V  E  V  S  I  R  H  R  T  D  P  H  L  G  L  L  L  

1201 cattactgttgggccacacccagcagaaacccacagcatcagccccagtggctcatgcta 

 401  H  Y  C  W  A  T  P  S  R  N  P  Q  H  Q  P  Q  W  L  M  L  
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1261 gtgaaagggtgcccctacactggagacaactatcagacgcagctgattcctgtccagaaa 

 421  V  K  G  C  P  Y  T  G  D  N  Y  Q  T  Q  L  I  P  V  Q  K  

1321 gtcctggatcctccatttccatcttactaccagcgcttcagcatttttaccttcagcttt 

 441  V  L  D  P  P  F  P  S  Y  Y  Q  R  F  S  I  F  T  F  S  F  

1381 atagactcggtgacaaagtgggcactcaggggaccggtgtatctgcactgtagtgcatcc 

 461  I  D  S  V  T  K  W  A  L  R  G  P  V  Y  L  H  C  S  A  S  

1441 gtctgccagcctgctggaacaccgtcctgtatgataacctgtcctgttgccaggcaaaga 

 481  V  C  Q  P  A  G  T  P  S  C  M  I  T  C  P  V  A  R  Q  R  

1501 agaaactctaacatccattttcacaaccatactgctagcatttctagcaagggtcccatg 

 501  R  N  S  N  I  H  F  H  N  H  T  A  S  I  S  S  K  G  P  M  

1561 attctactccaagccactaaagactcaggaaagctccataaatactcaagttttcctgta 

 521  I  L  L  Q  A  T  K  D  S  G  K  L  H  K  Y  S  S  F  P  V  

1621 gactctcaaactctgtggatggcaggcctttctgggaccttaatcgttggagccttgtta 

 541 D  S  Q  T  L  W  M  A  G  L  S  G  T  L  I  V  G  A  L  L  

1681 gtgtcctacttagctatcaggaaatag 

 561  V  S  Y  L  A  I  R  K  -   

 

Figura 52. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos de ZP4 de zorra. Los 

codones de inicio y fin se muestran en rosa. El péptido señal en verde. El dominio 

trefoil en azul. El dominio ZP en rojo. El sitio consenso para corte de furina está 

subrayado. El dominio transmembrana se muestra en naranja. 

 

 

Un total de 89 sitios potenciales de O-glicosilación se localizan en la 

proteína madura y 3 sitios potenciales de N-glicosilación (Asn-X-S/T) en 

posiciones Asn44, Asn68 y Asn509, de los cuales solamente los dos primeros 

se encontrarían en la proteína madura (Fig. 53).  

 

 

  1 MRQLQIILLC FPLSLALRGH PEPEAPDYLG ELHCGLRSLR FTVNLSQGTA TPTLIAWDDH 

 61 GLPRRLQNDS GCGTWVTEGP GSSMVLEASY DGCYVTEWVR TTRSPEMPRP RASPSGVSPQ 

121 DPHYIMMVGV EGADVAGCNM VTKTQLLRCP MDPPDPTLLS SLSYSPDQNR ALDVPNADLC 

181 DFVPVWDRLP CVPSPITEGD CKKIGCCYNS EVNFCYYGNT VTSHCTQDGY FYITVSRDVT 

241 SPPLLLNSVR LAFGNDVECT PAMATHTFAL FWFPFNSCGT TRRITGDQAV YENELVAARD 

301 VRTWSHGSIT RDSIFRLRVS CSYSISSNAF PVNVHVFTFP PPHSETQPGP LTLELKIAKD 

361 KHYGSFYTVG DYPVVKLLRD PIYVEVSIRH RTDPHLGLLL HYCWATPSRN PQHQPQWLML 

421 VKGCPYTGDN YQTQLIPVQK VLDPPFPSYY QRFSIFTFSF IDSVTKWALR GPVYLHCSAS 

481 VCQPAGTPSC MITCPVARQR RNSNIHFHNH TASISSKGPM ILLQATKDSG KLHKYSSFPV 

541 DSQTLWMAGL SGTLIVGALL VSYLAIRK* 

 

Figura 53. Secuencia de aminoácidos de ZP4 de zorra. Los sitios putativos de 

N-glicosilación se muestran en rojo y los sitios putativos de O-glicosilación en azul. 

El péptido señal (1-16) y el sitio consenso para corte de furina (498-501) se 

encuentran subrayados.  
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5.3.1.2.1.1 Comparación de las secuencias de ZP4 de zorra con las 

secuencias de ZP4 de otros carnívoros 

 

 La comparación de la secuencia de ZP4 de zorra con las secuencias de 

otros carnívoros presenta la siguiente homología: 89% con la perra, 82% con 

la morsa, 80% con la hurona, 79% con la osa panda y 75% con la gata.  

 

 
Gata        MWLLQPLLLCVPLSLAVHGQQKPQVPDYPGELHCGLQSLQFAINPSPGKATPALIVWDNR 60 

Perra       MRQLQIILLCFPWSLALSGHPEPEAPDDLGELHCGLRGLRFTVNLSQGTATPTLIAWGKH 60 

Zorra       MRQLQIILLCFPLSLALRGHPEPEAPDYLGELHCGLRSLRFTVNLSQGTATPTLIAWDDH 60 

Hurona      MWMLQSILLCLLLSLALSGHQKPEAPDYPGELHCGLQSLQFTINLSQGTAAPTLIAWDNH 60 

Morsa       MWLLQSILLCFPLALASSSHQKPEAPDYPGELHCGLRSLQFTINLSQGTATPALIAWDNR 60 

Panda       MWLLQSILLCFPLSLALSGHQKTKEPDYPGELHCGLWSLQFTINLSQGTAAPTLIAWDNL 60 

            *  ** :***.  :**  .: : : **  ******* .*:*::* * *.*:*:**.* .  

 

Gata        GLPHKLQNNSGCGTWVRESPGGSVLLDASYSSCYVNEWVSTTQSPGTSRPPTPASRVTPQ 120 

Perra       GLPRRLQNDSGCGTWVKRGPGSSMVLEASYDGCYVTEW---------------------- 98 

Zorra       GLPRRLQNDSGCGTWVTEGPGSSMVLEASYDGCYVTEWVRTTRSPEMPRPRASPSGVSPQ 120 

Hurona      GLPHRLQNDSGCGTRLREGPGSSMVLEASYSGCYVTEWVRTTQSPQMLRTPAPPSGVTPQ 120 

Morsa       GLPHRLQNDSGCGIWLREGPGSSTVLEASYGSCYVTEWTGMTQSPGMLRPPAPPSGVTPQ 120 

Panda       GQPHRLQNDSGCGTWLREGPGSSLVLEASYSGCYVTEW---------------------- 98 

            * *::***:****  : ..**.* :*:*** .***.**                       

 

Gata        DSHYVMIVGVEGTDAAGRR-VTNTKVLRCPRNPPDQALVSSLSPSPLQNVALEAPNADLC 179 

Perra       DPHYVMLVGVEGADVAGRNMVTKTQLLRCPMDPP------------DQNRALDVPNADLC 146 

Zorra       DPHYIMMVGVEGADVAGCNMVTKTQLLRCPMDPPDPTLLSSLSYSPDQNRALDVPNADLC 180 

Hurona      DPHYIMLLGVEGADVTGRSTVTKTKLLKCPVDPP----------------ALDAPNADLC 164 

Morsa       DPHYIMLLGVEEADVAGRSMVTKTKMLKCPTDPP----------------ALDAPNADLC 164 

Panda       DPHYIMLLGVEGVDVSGRSIVTKTKLLKCPVDSP----------------ALDAANADLC 142 

            * **:*::*** .*.:*   **:*::*:** : *                **:. ***** 

 

Gata        DSVPKWDRLPCASSPITQGDCNKLGCCYKSEANSCYYGNTVTSRCTQDGHFSIAVSRNVT 239 

Perra       DFVPVWDRLPCVPSPITEEDCKKIGCCYNLEVNFCYYGNTVTSHCTQDGYFYIAVSRNVT 206 

Zorra       DFVPVWDRLPCVPSPITEGDCKKIGCCYNSEVNFCYYGNTVTSHCTQDGYFYITVSRDVT 240 

Hurona      DSVPVWDRLPCAPSSISQRDCEKVGCCYNLEANSCYYGNTVTSHCTQDGHFSIVVSRKVT 224 

Morsa       DSVPVWDRLPCAPSPITQGDCEKVGCCYNLEASSCYYGNTVTSHCTQDGHFSIAVSRKVT 224 

Panda       DSVPVWDRLPCAPSPITQGDCEKVGCCYNLEANSCYYGNTVTSHCTQDGHFSIAVSRKVT 202 

            * ** ******. * *:: **:*:****: *.. *********:*****:* *.***.** 

 

Gata        SPPLLLNSLR---LAFGKDRECNPVKATRAFALFFFPFNSCGTTRWVTGDQAVYENELVA 296 

Perra       SPPLLLNSVR---LAFRNDVECTPVMATHTFALFWFPFNSCGTTRRITGDQAVYENELVA 263 

Zorra       SPPLLLNSVR---LAFGNDVECTPAMATHTFALFWFPFNSCGTTRRITGDQAVYENELVA 297 

Hurona      SPPLLLNSVR---LAFRNDHECTPVMTTHTFATFWFPLNSCGTTRRIIGDWVVYENELVA 281 

Morsa       SPPLLLNSVRLARLAFRNDHECTPVMATRTFALFWFSFNSCGTTRLIIGDQAVYENELVA 284 

Panda       SPPLLLNSVR---LAFRNDHECTPVMATRTFALFWFPFNSCGTTRRIIGDQAVYENELVA 259 

            ********:*   *** :* **.*. :*::** *:* :******* : ** .******** 

 

Gata        ARDVRTWSHGSITRDSIFRLRVSCSYSVRSNAFPLSVQVFTIPPPHLKTQHGPLTLELKI 356 

Perra       ARDVRTWSHGSITRDSIFRLRVSCSYSISSNAFPVNVHVFTFPPPHSETQPGPLTLELKI 323 

Zorra       ARDVRTWSHGSITRDSIFRLRVSCSYSISSNAFPVNVHVFTFPPPHSETQPGPLTLELKI 357 

Hurona      TRDVRAWSHGSITRDSIFRLQVSCSYLISSNASQVNVQIFTLPPPLPETQAGPLTLELKI 341 

Morsa       ARDVRTWSHGSITRDSIFRLRVSCSYSISSNAFPVNVQVFTLPPPHPETQAGPLTLELKI 344 

Panda       AQDVRTWSHGSITRDSIFRLRVSCSYSISSNAFPVNVQVFTLPPPHPETQPGPLTLELKI 319 

            ::***:**************:***** : ***  :.*::**:***  :** ********* 

 

Gata        AKDKHYGSYYTIGDYPVVKLLRDPIYVEVSIRHRTDPSLGLLLHNCWATPGKNSQSLSQW 416 

Perra       AKDKHYGSYYTAGDYPVVKLLRDPIYVEVSIRHRTDPHLGLLLHYCWATPSRNPQHQPQW 383 

Zorra       AKDKHYGSFYTVGDYPVVKLLRDPIYVEVSIRHRTDPHLGLLLHYCWATPSRNPQHQPQW 417 

Hurona      AKDKHYESYYTASDYPVVKLLRDPIYVEVSIRHRTDPYLGLFLQHCWATPSLNPQHQRQW 401 

Morsa       AKDKQYGSYYTAGDYPVVKLLRDPIYVEVSIRHRTDPYLGLLLHHCWATPSTNSQHQPQW 404 

Panda       AKDKHYGSYYTAGDYPVVKLLRDPIYVEVSLRHRTDPYLGLLLHYCWATPSTNPQHQLQW 379 

            ****:* *:** .*****************:****** ***:*: *****. * *   ** 

Gata        PILVKGCPYVGDNYQTQLIPVQKALDTPFPSYYKRFSIFTFSFVDTMAKWALRGPVYLHC 476 

Perra       LMLVKGCPYTGDDYQTQLIPVQKVLDPPFPSYYQRFSIFTFSFVDSVTKWALRGPVYLHC 443 

Zorra       LMLVKGCPYTGDNYQTQLIPVQKVLDPPFPSYYQRFSIFTFSFIDSVTKWALRGPVYLHC 477 
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Hurona      PMLVKGCPYAGDNYQTQLIPVQKALDPPFPSHYQRFSIFTFSFVDSVTKKALGGLVYLHC 461 

Morsa       PMLVKGCPYAGDNYQTQLIPVQKALDPPFPSYYQRFSIFTFSFVDSVTK-ALGGPVYLHC 463 

Panda       PMLVKGCPYTGDDYQTQLIPVQKALDPPFPSYYQRFSIFTFSFVDSVTKRALGGPVYLHC 439 

             :*******.**:**********.** ****:*:*********:*:::* ** * ***** 

 

Gata        NVSICQPAGTSSCRITCPVARRRRHSDLHHHSSTASISSKGPMILLQATMDSAEKLHKNS 536 

Perra       SASVCQPAGTPSCMITCPVARRRRNSNIHFQNHTASISSKGPMILLRATKDS-EKLHKYS 502 

Zorra       SASVCQPAGTPSCMITCPVARQRRNSNIHFHNHTASISSKGPMILLQATKDS-GKLHKYS 536 

Hurona      SASICQPAGTPSCMITCPVARRRRNSNIHFHNHTASISSKGPMILLQATKDSSEKLHKKP 521 

Morsa       SASVCQPAGTPSCTITCPVARRRRNSNIHFHNHTASISSKGPMILLQATKDSSEKLHKNS 523 

Panda       SASVCQPAGTPSCMITCPVARRRRNSNIHFYNHTANISSKGPMILLQATKDSSENLHKNS 499 

            ..*:****** ** *******:**.*::*. . **.**********:** **  :***   

 

Gata        SSPIDSQALWMAGLSGTLIFGFLLVSYLAIRKRR 570 

Perra       SFPVDSQTLWMAGLSGTLIVGALLVSYLAIRK-- 534 

Zorra       SFPVDSQTLWMAGLSGTLIVGALLVSYLAIRK-- 568 

Hurona      SSPVDSQALWMAGLSGTLIIGALLVSYLAIRKWR 555 

Morsa       SSPVDSQALWMAGLSGTLIIGALLVSYLAIRKWR 557 

Panda       GSPVDSQALWMAGLSGTLIIGALLVSYLAIRKWR 533 

            . *:***:***********.* **********   

 

 

Figura 54. Comparación de las secuencias de aminoácidos de ZP4 de 

distintos carnívoros: gata, perra, zorra, hurona, morsa y panda. Los 

números de acceso de las secuencias usadas son: gata (NP_001009260), perra 

(XP_536329), hurona (XP_004818413), morsa (XP_004411394) y panda 

(ENSAMET00000003247). Aminoácidos idénticos se indican con asterisco (*). Dos 

puntos (:) indican residuos conservados y punto (.) residuos semiconservados. El 

dominio trefoil se muestra en azul. El dominio ZP en rojo y el dominio 

transmembrana en naranja. El sitio consenso para corte de furina está subrayado. 

Los residuos cisteína se señalan en verde y los sitios potenciales de N-glicosilación 

en morado. 

 

 

5.3.1.3 Análisis del gen ZP1 en carnívoros 

 

 Teniendo en cuenta que ZP1 en la perra es un pseudogén (Goudet et al., 

2008), el objetivo de este estudio fue analizar dicho gen en otras especies de 

carnívoros. 

 

Para ello se analizaron las secuencias de aquellas especies  cuyo 

genoma se encuentra disponible en las diferentes bases de datos (Ensembl y 

PubMed) como son  la foca de Wedell, el gato, el hurón, el oso panda, el oso 

polar y el tigre.  
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Los análisis de las secuencias de ZP1 de estas especies indican que 

ZP1 es un gen funcional en todas ellas, no presentando codones de stop a lo 

largo de su marco abierto de lectura. 

 

 El alineamiento de las mismas nos revela un alto grado de similitud 

entre las secuencias de diferentes especies, principalmente a nivel del 

dominio ZP. También revela la presencia de 2 indels en la proteína madura 

en todas las especies excepto la osa panda y la osa polar (Fig. 55). 

 

 

Foca           MAPLISLIVRRAPPGPHLGGRGFVGVAVVCVTAGASAGVWDCHVALL---LMSALGLGQQ 

Morsa          -------------------------------MAGASAGVWDCHVALL---LVTALGLGQR 

Gata           -----------------------MVAVVYLMTRASAMVWDGCVALLL--LLVAALGLGQR 

Tigresa        -----------------------MVAVVYLTTRALAMVWDGCVALLLL-LLVAALGLGQR 

Hurona         ------------------------------MAGISARLRDGCVALL----LVAALGLTQR 

Osa_panda      ------------------------------MAGASARVWGCCVALLL---LLAALGLGQR 

Osa_polar      --------------------------MVCLMAGASAGVWCRCMALL----LLAALGLGQR 

                                              :   * :   *:***    *::**** *: 

 

  Foca           LLPEPYLSGLGYSYDCGVKSLQLRVLPRSGQTVHFKVVDEFGNRFEVNNCSACYHWVSTK 

Morsa          LHPKPGLSSLGYSYDCGVKGLQLRVLPQSGQMVRFKVVDEFGNQFEVNNCSACYHWVSTK 

Gata           PHPEPGLRGLRHSSDCGIKGMQLLVFPRPGQTVRFKVVDEFGNQFEVHNCSVCYHWVTAR 

Tigresa        PHPEPGLRGLRHSSDCGIKGMQLLVFPRPGQTVRFKVVDEFGNQFEVHNCSVCYHWVTAR 

Hurona         PHTEPGPSGLWHGYDCGVKGMQLWAFPGPGQTIRFKVVDEFGNQFEVNNCSACYHWVTTK 

Osa_panda      PHPEPGLAGLWHRYDCGVKGMQLQVFPRPGQMIRFKVVDEFGNQFEVNNCSACYHWVTTK 

Osa_polar      PHPAPGLTGLWHHYDCGVKGMQLRVFPQPGQTIRFKVVDEFGNQFEVNNCSACYHWVTTK 

                   *   .* :  ***:*.:** .:*  ** ::*********:***.***.*****::: 

 

Foca           PRAPAVFSVGYKGCHMLEKDGRSHLRVLIEAVLPDGRVDATQDVTLICPKPGHAWTPXSH 

Morsa          PQAPAVFSAGYKGCHMLEKDGRSHLTVFIEAVGPDGRVDATRDVTLICPKPGHAWTPASR 

Gata           PLGPAVFSADYRGCHVLEKGGRFHLRVFVEAVLRDGRVDAAGEVTLICPKPGHTWTPESH 

Tigresa        PLGPAVFSADYRGCHVLEKDGRFHLRVFVEAVLRDGRVDAAGEVTLICPKPGHTWTPESH 

Hurona         PPGHAVFSAGYKGCHVLEKDGRSHLKVIIEAVLPNGQVEATGDVTLICPKPAHTWTPDPH 

Osa_panda      PLGPAVFSAGYKGCHVLEKDGRSHLRVFIEVVLPDGRVDATRDVTLICPKPGHTWTPDTH 

Osa_polar      PLGPAVFSAGYKGCHVLEKDGRSHLRVFIEAVLPDGRVDATRDVTLICPKPGHTWTPDAH 

               * . ****. *:***:*** ** ** *::*.*  :*:*:*: :********.*:***  : 

 

Foca           PAPPMGFSLPSPQARPLRPIPEHGFVCAPPALLSLGPGPTAHPR-LXPQWGTLEHRGVDE 

Morsa          PEPPVGFSLPTPQARPLRPIPEHGFVRATPALPSLEPGPTTHPTQAQPQWGTLEHGGVDK 

Gata           LASRTGFSLPTPHTRPLRPTQEHSFTRPTPALLPLRPGA-THPTLTLPQWDILEHWGVDE 

Tigresa        LASRTGFSLPTPHTRPLRPTREHSFTRPTPALLPLRPGA-TRPTLTPPPWDILEHWGVDE 

Hurona         LAPRTGFSRPTPQAWSLRPNPEHSFVHATPALPSLGPGPTSHATQAPPQGGTLRPWGVDE 

Osa_panda      LAPHTGFSLPTPQARPLHPTPERGLVHATPTLLSLRPGPTTHPTQAPPQWGTLEHWGGSE 

Osa_polar      LAPHTGFSLPTPQARPLHPTPEHGLVRATPTLPSLRPGPTTHPTQAPPQWGTLEHWGGSE 

                    *** *:*::  *:*  *:.:.   *:*  * **  ::     *    *.  * .: 

 

Foca           PPYPGVRLTPGRCQVSSRPIPCGVR-SSEEACLQAGCCFDNGREIPCYYGNTATVQCFRN 

Morsa          PPYPGMRLTPGRCQVSSRPIPCGVR-SSEEACLRAGCCYDNSREVPCYYGNTATVQCFRN 

Gata           PLHPGAPLTWEQCQVPSGHIPCVVRRGSKEACQKAGCCYDNSRAVPCYYGNTATVQCFRN 

Tigresa        PLHPGAPLTWEQCQVPSGHIPCVVRRGSKEACQKAGCCYDNRRGVPCYYGNTATVQCFRN 

Hurona         PPYSGAPLTPELCQVPSRAISCGVGRSSKEACQQAGCCYDNSRAIPCYYGNTATVQCFRN 

Osa_panda      PPYPGAHLPRERCQVPSGPIPCGVRRGSKEACQRAGCCYDNSREVPCYYGNTATVQCFRN 

Osa_polar      PPYPGAHLPREQCQVPSGPIPCGVRRGSKEACQRAGCCYDNSREVPCYYGNTATVQCFRN 

               * : *  *    *** *  * * *  .*:*** :****:** * :*************** 

 

Foca           GHFVLVVSGETALARGITLANIHTACAPTSCSPAQETGSFVVFRCPFSHCGTTVQVAGNQ 

Morsa          GHFVLVVSRETALAHGITLANIHMAYAPTSCSPAQKTGSFVVFRFPFSHCGTTVQVAGNQ 

Gata           GHFVLVVSQETALAHGITLANIHVAYAPTSCSPTQDTGSFVVFQFPLTHCGTTVQVVGNQ 

Tigresa        GHFVLVVSQETALAHGITLANIHVAYAPTRCSPTQDTGSFVVFQFPLTHCGTTVQVVGNQ 

Hurona         GHFVLVVSQETALAHGITLANLHMAYAPTGCSPTQETGSFVVFRFPLSHCGTTAQVAGNQ 

Osa_panda      GHFVLVVSREIALAHGITLASIHLAYAPTSCSPTQETRSFVVFRFPFSHCGTTVQVAGDQ 

Osa_polar      GHFVLVVSRETALAHGITLANIHLAYAPTSCSPTQETRSFVVFRFPFSHCGTTVQVAGNQ 

               ******** * ***:*****.:* * *** ***:*.* *****: *::*****.**.*:* 
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Foca           LIYENQLVSDFEAQTGPQGSITRDGTFWLHVC------CVFNTGDFLPLRASIFLPPLPV 

Morsa          LIYENQLVSDIEAQTGPQGSITRDGTFRLHVR------CVFNTSDFLPLQASIFLPPSPA 

Gata           LLYENQLVSDIDVRMGPQGSITRDGAFRLHVR------CTVNASDFLPLQASIFSPPSPV 

Tigresa        LLYENQLVSDIDVQMGPQGSITRDGTFRLHVR------CIVNASDFLPLRASIFPPPSPA 

Hurona         LVYENQLVSDIEARTGPQGSITRDGTFRLHMR------CIFNASDFLPLQASIFPPPSPA 

Osa_panda      LIYENQLVSDIEAQTGPQGSITRDGTFRLQAR------CVFNASDFLPLRASVSPRPSPA 

Osa_polar      LIYENQLVSEIEARTGPQGSITRDGTFRTWLVPGPVSGCSTSSWSTRPRLESSLPEVKGE 

               *:*******:::.: **********:*           *  .: .  *   *         

 

Foca           PMTQSG------------PLRLQLRIAKDETFRSYYREGDYPLVRLLREPVLVEVWLLQR 

Morsa          PVTQSG------------PLQLQLRIAKDESFRSYYEEGDYPLVRLLRQPVPVEVRLLER 

Gata           PVIQSG------------PLRFQLRIATDETFRSFYEEGDYPIVRLLREPVSVEVRLLDR 

Tigresa        PVIQSG------------PLRFQLRIATDETFRSFYEEGDYPIVRLLREPVSVEVRLLDR 

Hurona         PVTQSG------------PLHLQLRIAKDETFRSFYEEGDYPLVRLLREPVPVEVRLLHR 

Osa_panda      PVTQSXXXXXAPPPPPPSPPRLRAPLPADETFRSFYGPGDYPIVRLLREPAAVEVRLLQR 

Osa_polar      PLGAGGKG-------GWGQLSLQNMGCRAWTFRSYYEAGDYPIVRLLPEPVPVEVRLLQR 

               *:  .                ::       :***:*  ****:**** :*. *** **.* 

 

Foca           TDPSLALLLHRAXAAPGASPLQQPQRPLPSDGCPFDSDSYRSRLVALDGAELSFPSHYQR 

Morsa          TDPSLVLLLHQCWATPGANPFQQPQWLLLSDGCPFDGDSYRTRLVAVDEAELSFPSHYQR 

Gata           TDPGLVLLLHQCWATPGVSPFQQPQWPILSEGCPFDGDSYRTRMVASDGAGLSFPSHHQR 

Tigresa        TDPGLVLLLHRCWATPSASPFQQPQWPILSEGCPFDGDSYRTRMVASDGAGLSFPSHHQR 

Hurona         TDPGLVLLLHQCWATPGASPFQQPQWPILSEGCPFDGDSYRTQLVALDGAELSFPSHYRR 

Osa_panda      ADPGLVLLLHQCWATPGASPFQQPQWPILSDGCPFDGDNYRTQLVALDGAGLSFPSHYQR 

Osa_polar      ADPGLVLLLHQCWATPGASPFQQPQWPILSDGCPFDGDNYRTQLVALDGAELSFPSHYRR 

               :**.*.****:. *:*...*:****  : *:*****.*.**:::** * * ******::* 

 

Foca           FIVATFALLDPGSQRPLRGQVYFFCSVSACSPSGLGTCPTVCSSGPARQRRSYAPHSKAA 

Morsa          FTVATFALLDPGSQRPLRGWVYFFCSVSACSPSELETCRTVCSSGPARQRRSYAPHSKAA 

Gata           FTVTTFALLDPDSQRALRGQVYFFCHSSACSPSGLETCSTTCSSRPARQRRSYNPHGEAT 

Tigresa        FTVTTFALLDPGSQRALRGQVYFFCHSSACSPSGLETCSATCSSRPARQRRSYTPHSEAT 

Hurona         FTVATFALLHPGSQRALRGWVYFFCSASACSPSGLETCPTMCSSGPSRQRRSSAARSTAA 

Osa_panda      FTVAVFALLDPGSRRALGGWVYFFCSASACTPSGLETCSTTCSSGPARRRRAYAPHSNDA 

Osa_polar      FTVATFALLDPGSRRALGGWVYFFCSASACSPSGLETCSTTCSSGPARQRRAYTPHSKAA 

               * *:.****.* *:* * * *****  ***:** * ** : *** *:*:**:   :.  : 

 

Foca           RPQNLMSSPGPVGFEDSSRQEPLPGPTGSPGNANPGPLLWVVL-LVAVALVLGVSVFMRL 

Morsa          RPQNLVSSPGPVGFEDSSRQEPPPGPTGFPRNANPGPLLWVVLLLVAVALVLGVGVFVRL 

Gata           RPQNLVSSPGPVDFEDSSGQEPPLGPTGSPRNANQRPLLWVVLLLVAVALVLGVGVFEGL 

Tigresa        RPQNLVSSPGPVDFEDSSGQEPPLGPTGSPRNANQRPLLWVVLLLVAVALVLGVGVFAGL 

Hurona         GPQNLVSSPGPVGFEDSYRQEPALGPTGSPRNVNQRPLLWVVLLLAAVALVLGVGVFVGL 

Osa_panda      ERQNLVSSPGPVGFEGSYRQKPPPGTTGSPRNTDQRPLLWVVLLLVAVALVLGVGVFAGL 

Osa_polar      ERQNLVSSPGPVGFEGFYRQEPLPRTTGSPRSTDQRPLLWVVLLLVAVALVLGVGVFAGL 

                 ***:****** **    *:*    ** * ..:  ******* *.********.**  * 

 

Foca           SRAQRRSSSEGNGGXRGSINRRLRPT------------------EHGWKAVCGD------ 

Morsa          SRAQHRNSRKAMAARRAGIPEKTRHVKAESRKTLAESEQHQTRPRPGWQSSPSALMLAAT 

Gata           SQAKAQKLQEGDRGRLGSIKHRVQPAQ------------------RVWKAIRGD------ 

Tigresa        SQAKPXKLQEGDRGRLGSIKQXVQPAQ------------------RVWKAIRGD------ 

Hurona         HQAXARKLQEGHRGRRGSINHCVKHMS------------------ACESAAGGDLTLAQW 

Osa_panda      TQAXAQKLQEDNRG---------------------------------------------- 

Osa_polar      TQAKXQKLQEDNRGXRGSINRRLRPTK------------------RVWKAVCGD------ 

                :*   .  :   .                                               

 

Foca           ------------------------------------------------------------ 

Morsa          VFGRHELREEAEVLKSGQWP---------------------------------------- 

Gata           ------------------------------------------------------------ 

Tigresa        ------------------------------------------------------------ 

Hurona         ARSPDRSVLLTFVCPCGTWAFTLDLAAKTFPDRRGVGGGGKGYGCGKVRPQGLAYLFAYL 

Osa_panda      ------------------------------------------------------------ 

Osa_polar      ------------------------------------------------------------ 

                                                                            

 

Foca           ------------------------------------------------------------ 

Morsa          ------------------------------------------------------------ 

Gata           ------------------------------------------------------------ 

Tigresa        ------------------------------------------------------------ 

Hurona         STYPQPPPHLMEMKSMSFACKEGGDYFSLSSAPNGDNSTHWWSACTQMSCTSVPGETNIA 

Osa_panda      ------------------------------------------------------------ 

Osa_polar      ------------------------------------------------------------ 

                                                                            

 

Foca           ------------------------------------ 

Morsa          ------------------------------------ 

Gata           ------------------------------------ 
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Tigresa        ------------------------------------ 

Hurona         TVPPGGRPGRGSKAKQPSTVERKRNLDPWPQTQAHV 

Osa_panda      ------------------------------------ 

Osa_polar      ------------------------------------ 

 

Figura 55. Comparación de las secuencias de aminoácidos de ZP1 de 

distintos carnívoros: foca de Wedell, morsa, gata, tigresa, hurona, panda y 

osa polar. Los números de acceso de las secuencias usadas son: foca de Wedell 

(XP_006743428), morsa (XP_004410145), gata (AEI98737), tigresa 

(XP_007092072), hurona (XP_004770521), panda (XP_002928701) y osa polar 

(XP_008705767). Aminoácidos idénticos se indican con asterisco (*). Dos puntos (:) 

indican residuos conservados y punto (.) residuos semiconservados. El dominio 

trefoil se muestra en azul. El dominio ZP en rojo y el dominio transmembrana en 

naranja. El sitio consenso para corte de furina está subrayado. Los residuos 

cisteína se señalan en verde y los sitios potenciales de N-glicosilación en morado. 

 

 

5.3.1.3.1  Análisis del gen ZP1 en la perra y la zorra 

 

 El estudio de la presencia del ARNm de ZP1 en el ovario de zorra ha 

sido estudiado. Para ello, se realizaron múltiples amplificaciones por RT-

PCR empleando ADNc; sin embargo, ninguna de las amplificaciones por 

PCR tuvo un resultado positivo. Para comprobar si nuestros resultados eran 

correctos, trabajamos con ADNg de zorra y empleamos los mismos cebadores 

en la amplificación por PCR, en este caso el resultado de la PCR fue positivo 

(Ver fig. 51 apartado 5.3.1.2).  

 

 Además, como control de nuestros resultados, realizamos el mismo 

ensayo con ADNg y ARNm obtenido de ovario de perra empleando los 

mismos cebadores en la amplificación por PCR. Al igual que en la zorra, la 

PCR únicamente fue positiva cuando empleamos ADNg. 

 

Dado que Goudet et al., en 2008, describen varios codones de stop en 

distintos exones de ZP1 de la perra (exones 3, 5 y 8), se procedió a amplificar 

una región  correspondiente al exón 8 en la perra y en la zorra.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/585183692
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/545587036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/591332653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/511902005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/301786563
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/671029955
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Tras la amplificación y secuenciación de los fragmentos, la  

comparación de las secuencias obtenidas muestra una alta similitud, 

presentando un codón de stop conservado en ambas especies (Fig. 56). 

 

 
Perra      ---------QVSISPRPPPAPVSPSGPCGSSSNHQGYGAPRPAEETFCSY*EERDYPNIR 

Zorra      FNASSLLLLQVSIFPQPPPAPVSPSGPCGSSSNHRGYGAPRATDETFCSY*EERDYPNIR 

                    **** *:******************:****** ::**************** 

 

Perra      LPCKPVPVGVRLLRAQTPVWSCCCTSAGPLPVPAPSSSLSGPSYQTDEWQGMFLLPQGVT 

Zorra      LPCKPVPVGVRLLRAQTPVWSCCCTSAGPLLVPAPSSSLSGPSYQTDEWQGMFLLPQGVT 

           ****************************** ***************************** 

 

Perra      PPTSPIPLLPTWPLSFPGVLLTG------------------------------------- 

Zorra      PPTSPIPLLPTWPHSFPGVLLTGTATGPKWYPWTEVSFSSHCQCFTVTTFALPDPGSQRT 

           ************* *********          

 

Figura 56. Alineamiento de las secuencias amplificadas del exón 8 de 

ZP1 de perra y zorra. Se observa un codón de stop (*) y una alta similitud entre 

las secuencias.                                    

 

 

En la figura 57, observamos el árbol filogenético elaborado a partir de 

las secuencias de ZP1 de carnívoros. En rojo hemos señalado las dos 

especies de carnívoros a las que podría haber afectado la pseudogenización 

de ZP1 (la perra y la zorra). En el resto de especies podría existir una 

proteína funcional.  
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Figura 57. Relación filogenética del gen ZP1 de carnívoros. A nivel de cada 

rama se indica el valor de bootstrap (porcentaje de bootstrap) del nodo al que se 

dirige la rama. Las especies en rojo indican pseudogenización. 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. DISCUSIÓN 
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6.1 LA ZONA PELÚCIDA EN MARSUPIALES 

 

6.1.1 Composición de la zona pelúcida de marsupiales 

 

Los marsupiales comprenden alrededor de unas 300 especies (Wilson y 

Reeder, 2005) que son clasificadas en dos cohortes: Ameridelphia, formada por 

tres órdenes (Didelphimorphia, Paucituberculata y Microbiotheria) y 

Australidelphia, formada por cuatro órdenes (Diprotodontia, 

Dasyuromorphia, Notoryctemorphia, Peramelemorphia) (Szalay, 1982; Aplin y 

Archer, 1987) (Ver fig. 14 de Revisión bibliográfica).  

 

Los estudios evolutivos existentes en marsupiales son limitados en 

comparación con los existentes en su grupo hermano; los mamíferos 

placentarios. En parte, esto es debido a la falta de fósiles de ciertos periodos 

de la evolución de los marsupiales (Archer et al., 1999). En estos casos, los 

estudios de filogenia molecular son útiles para reconstruir estos periodos de 

la evolución que no han sido totalmente esclarecidos (Mitchell et al., 2014).    

 

Durante décadas ha existido controversia en el emplazamiento del 

orden Microbiotheria, con únicamente una especie viva, el monito del monte 

(Dromiciops gliroides). En un principio, esta especie se encontraba 

localizada dentro del orden Didelphimorphia; pero, debido a los resultados 

de estudios morfológicos (Szalay, 1982), fue desplazada del mismo para formar 

un nuevo orden; el orden Microbiotheria dentro de la cohorte 

Australidelphia.  Recientemente, diferentes estudios basados en el análisis 

de  genes nucleares y retroposones han identificado claramente la posición 

de este orden como el grupo hermano de todos los marsupiales australianos 

(Nilsson et al, 2010) (Ver fig. 14 de Revisión bibliográfica). Sin embargo, como 

sugieren estos autores, el uso de marcadores adicionales sería interesante 

para profundizar en la filogenia de los marsupiales y así confirmar sus 

resultados. 
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Hasta la fecha, los mamíferos habían sido clasificados en tres grupos 

en relación a la composición de glicoproteínas de su ZP (Goudet et al., 2008):  

 

 1. Especies con una ZP formada por tres glicoproteínas ZP1, ZP2 y 

ZP3 (hasta la fecha únicamente el ratón común); donde ZP4 es un 

pseudogén (Bleil y Wassarman, 1980a, Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 2006; Goudet 

et al., 2008). 

2. Especies con ZP2, ZP3 y ZP4 (cerda, perra, vaca, etc…); donde ZP1 

es un pseudogén (Hedrick y Wardrip 1987; Noguchi et al., 1994; Goudet et al., 2008; 

Stetson et al., 2012). 

3. Especies con cuatro proteínas (ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4) (mujer, rata, 

hámster, conejo, gata, etc…) (Hughes y Barratt, 1999; Lefièvre et al., 2004; Hoodbhoy 

et al., 2005; Ganguly et al., 2008; Izquierdo-Rico et al., 2009, Stetson et al., 2012, 2013). 

 

Sin embargo, la ZP de marsupiales ha sido estudiada en pocas 

especies y poco se conoce sobre su función y estructura. Un estudio más 

profundo de la misma es necesario para entender la dificultad de la 

fecundación in vitro (FIV) en este grupo de mamíferos, así como para 

desarrollar vacunas anticonceptivas, lo cual es muy útil en algunas regiones 

de Australia y Nueva Zelanda donde es necesario controlar el rápido 

crecimiento de la población (Cowan y Tyndale-Biscoe, 1997; Duckworth et al., 2001; 

Mate et al., 2003; McCartney et al., 2007, Weihong, 2009).    

 

Pero, ¿es tan diferente la composición entre euterios y metaterios?; 

estos dos grupos de mamíferos compartieron un ancestro común datado hace 

143-178 Ma (Warren et al., 2008, Luo et al., 2011) y aunque poco se sabe sobre la 

composición en marsupiales, se ha visto que las proteínas de la ZP de las 

especies estudiadas, muestran un alto grado de similitud con aquellas 

descritas en mamíferos placentarios.  

 

Tradicionalmente, se ha considerado que la ZP de marsupiales estaba 

formada por tres glicoproteínas, pero la caracterización del marco abierto de 
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lectura y/o de las proteínas ha sido restringida a unas pocas especies. De 

modo que, únicamente tenemos información sobre la zarigüeya australiana 

(Trichosurus vulpecula) perteneciente al orden Diprotodontia con tres 

proteínas caracterizadas completamente: ZP2, ZP3-a y ZP4 (Mate y McCartney, 

1998; Voyle et al., 1999; McCartney y Mate, 1999; Haines et al., 1999; Mate et al., 2003); y 

otros dos marsupiales pertenecientes al orden Dasyuromorphia: el ratón 

marsupial de cola gruesa (Sminthopsis crassicaudata) (Voyle et al., 1999) y el 

ratón marsupial de cara rayada (Sminthopsis macroura) (Au et al., 2008) con 

la caracterización parcial de ZP2.  

 

Esta información podría sugerir que los marsupiales presentan una 

ZP formada por tres glicoproteínas, con una composición similar a la de la 

cerda, la vaca y la perra (Hedrick y Wardrip 1987, Noguchi et al., 1994, Goudet et al., 

2008), donde ZP1 sería un pseudogén. Sin embargo, recientemente un 

análisis in silico realizado por Meslin y colaboradores en 2012, demostró la 

presencia de dos copias del gen ZP3 en la zarigüeya de cola corta 

(Monodelphis domestica) por lo que la composición de la ZP de marsupiales 

parece ser más compleja de lo esperado. 

 

En este trabajo, estudiamos la composición de la ZP de marsupiales, 

pertenecientes a diferentes órdenes. Centramos nuestro estudio en dos 

marsupiales australianos, el wallaby de Bennett (Macropus rufogriseus) y el 

koala (Phascolarctos cinereus), ambos pertenecientes al orden Diprotodontia 

y en un marsupial sudamericano, la zarigüeya común (Didelphis 

marsupialis) perteneciente al orden Didelphimorphia. Además, realizamos 

un análisis in silico, incluyendo a tres marsupiales australianos: el wallaby 

de Tammar (Macropus eugenii) y la zarigüeya australiana (Trichosurus 

vulpecula) pertenecientes al orden Diprotodontia y el demonio de Tasmania 

(Sarcophilus harrisii) perteneciente al orden Dasyuromorphia y a un 

marsupial sudamericano: la zarigüeya de cola corta (Monodelphis 

domestica) del orden Didelphimorhia. 

 

https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CDEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhascolarctos_cinereus&ei=KGEiU529LsmBlQWwhIDICw&usg=AFQjCNFXEmTVTbUWgMk9RIi2jsxnf4P0fg&sig2=WFlJMZreeDsPfhwn1kntBw&bvm=bv.62922401,d.dGI
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6.1.1.1 Composición de la zona pelúcida del wallaby de Bennett 

 

Hemos demostramos la presencia de 6 transcritos (ZP1, ZP2, ZP3-a, 

ZP3-b, ZP3-c y ZP4) en el ovario del wallaby de Bennett. Obtuvimos el ADNc 

completo de ZP1, ZP2, ZP3-a, ZP3-b y ZP4 y un fragmento casi completo del 

marco abierto de lectura de ZP3-c.  

 

6.1.1.1.1 Dominios proteicos 

 

El análisis de las secuencias de ZP1 y ZP4 indica que son secuencias 

codificantes, presentando un marco abierto de lectura, con un codón de 

iniciación y un codón de terminación. La comparación de las secuencias 

obtenidas, con las secuencias de otros mamíferos disponibles en el GenBank 

indica una alta homología con ZP1 y ZP4 de las otras especies (Ver fig. 22 y 23 

de Resultados) mostrando una estructura similar a la de otras proteínas de la 

ZP que presentan dominios conservados a lo largo de las especies. Así, 

presentan, un péptido señal, un dominio trefoil, un dominio ZP y un dominio 

transmembrana.  

 

El dominio ZP es esencial para la formación de la estructura 

filamentosa de la ZP. La distribución de los residuos cisteína en este 

dominio, se encuentra altamente conservada entre los mamíferos euterios y 

metaterios. Observamos que los 10 residuos cisteína presentes en el dominio 

ZP de ZP1 y ZP4 del wallaby de Bennett están conservados en todas las 

especies comparadas; la mujer, coneja, ratona, rata y zarigüeya. Aunque 

esto suponga una evidencia de la similitud de la estructura primaria entre 

las proteínas de diferentes especies; se ha visto que los puentes disulfuro 

que unen estas cisteínas no son idénticos entre especies por lo que no 

implica homología en la estructura terciaria, como ha sido descrito 

previamente en la cerda (Kanai et al., 2008).  
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En marsupiales, algunos autores opinan que, el grado de enlaces 

disulfuro en la ZP puede diferir de la de los mamíferos euterios; puesto que, 

hay una susceptibilidad baja de la ZP de marsupiales a la reducción 

mediante β-mercaptoetanol y ditiotreitol (Chapman et al., 2000a). 

 

6.1.1.1.2 Glicosilación 

 

 Se ha descrito una alta homología entre las glicoproteínas de la ZP en 

diferentes especies; pero se han observado diferencias evidentes en cuanto a 

la glicosilación que podrían estar relacionadas con la especificidad en la 

interacción entre los espermatozoides y la ZP (Wassarman, 1988; McCartney y 

Mate, 1999; Chapman et al., 2000b; Chakravarty et al., 2008). 

 

Estudios realizados con lectinas en diversos marsupiales ponen de 

manifiesto la presencia de N-oligosacáridos en su ZP (Chapman et al., 2000b). 

Estos estudios concuerdan con los realizados previamente en la zarigüeya 

australiana; donde las secuencias de ZP2, ZP3-a y ZP4 han sido 

amplificadas, destacándose la presencia de 9 sitios potenciales de N-

glicolsilación en ZP2 (de los cuales 1 es débil), 2 en ZP3-a y 5 en ZP4 (de los 

cuales 3 son débiles). Los autores señalan que aunque algunos de los sitios 

potenciales de glicosilación se encuentran conservados, hay variación en el 

número y posición de los mismos (Mate y McCartney, 1998; Voyle et al., 1999; 

McCartney y Mate, 1999; Haines et al., 1999; Breed, 2002). Coincidimos con estos 

autores en que en la glicoproteína ZP4 del wallaby de Bennett, se observa 

una mayor heterogeneidad respecto a la potencial glicosilación al 

compararla con la de otras especies. Sin embargo, debemos tener en cuenta 

que ZP1 nunca había sido secuenciada en marsupiales y según nuestros 

análisis comparativos observamos que en el wallaby de Bennett, esta 

glicoproteína presenta un mayor grado de conservación en la glicosilación 

que la glicoproteína ZP4.  
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ZP1: 

 

En ZP1, Asn67 y Asn332 están conservados en todas las especies 

comparadas: mujer, coneja, ratona, rata y wallaby de Bennett. Además, la 

proteína ZP1 madura de wallaby presenta un sitio putativo de N-

glicosilación no presente en las otras especies (Asn246). Por otro lado, el 

sitio de glicosilación Asn49 descrito en la región N-terminal de ZP1 de ratón 

y rata no está conservado en el wallaby (Boja et al., 2003, 2005, Stetson et al., 

2012).  

 

En resumen, en ZP1 del wallaby de Bennett encontramos 3 sitios 

potenciales de N-glicosilación; mientras que en las especies comparadas 

encontramos: 2 en la coneja y la mujer, 3 en la rata y 4 en la ratona (Boja et 

al., 2003, 2005; Stetson et al., 2012). El hecho de que estos sitios se hayan 

conservado en la evolución de los mamíferos implicaría su potencial 

importancia en la funcionalidad de la proteína.  

 

ZP4: 

 

 En ZP4, hay dos sitios putativos de N-glicosilación conservados en 

todas las especies comparadas: mujer, coneja, rata, zarigüeya y wallaby de 

Bennett; Asn66 y Asn471. Además, el sitio putativo de N-glicosilación 

Asn199 está presente en todas las especies excepto en la rata. En posición 

Asn264, hay un sitio putativo de N-glicosilación presente en los dos 

marsupiales estudiados y en la mujer. Asn323 está presente en la rata y el 

wallaby, faltando en la zarigüeya. El sitio Asn402 sólo está presente en los 

marsupiales y sitio el de N-glicosilación Asn475 está presente en los 

marsupiales y en la coneja. En la ZP4 de rata, han sido descritos 4 sitios de 

N-glicosilación, en posiciones Asn50, Asn74, Asn228 and Asn336 (Hoodbhoy et 

al., 2005) y dos de ellos (Asn74 y Asn336) están presentes en el wallaby como 

sitios putativos de glicosilación.  
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  En la mujer se observan 5 sitios potenciales de N-glicosilación, al 

igual que en el wallaby de Bennett; coincidiendo con los resultados de 

Haines et al., 1999 realizados en la zarigüeya australiana. Observamos que 

la glicoproteína ZP4 presenta una mayor variabilidad en relación a la N-

glicosilación, estos sitios podrían intervenir en la especificidad de la unión 

espermatozoide-ZP, mediada en parte por las cadenas de oligosacáridos 

(Wassarman, 1988; McCartney y Mate, 1999; Chapman et al., 2000b; Chakravarty et al., 

2008).  

 

  

6.1.2 Pseudogenización de ZP4  

 

Mientras que la pseudogenización de algunos de los genes de la ZP, 

como ZP1, ZPAX y/o ZPD es un fenómeno que se ha descrito en diversas 

especies (Goudet et al., 2008); la pseudogenización de ZP4, hasta el momento 

únicamente había sido descrita en una especie, el ratón común (Mus 

musculus) (Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 2006; Goudet et al., 2008). 

 

Nuestro análisis in silico realizado a partir del genoma disponible 

para distintos marsupiales indica que los marsupiales presentan un número 

diferente de glicoproteínas en su ZP según la especie. Además, no sólo no 

presentan un modelo constituido por ZP2, ZP3 y ZP4, sino que aquella 

glicoproteína que puede estar sujeta a pseudogenización sería ZP4 y no ZP1. 

En esta Tesis Doctoral, investigamos si la pseudogenización de ZP4 está 

relacionada con diferentes órdenes taxonómicos.  

 

El hallazgo de la pseudogenización de ZP4 en el genoma de la 

zarigüeya de cola corta (Monodelphis domestica), nos llevó a estudiar la 

presencia de dicho gen en diferentes especies de marsupiales australianos y 

sudamericanos. 

 



DISCUSIÓN 

 

- 160 - 

 

 En este estudio identificamos a ZP4 como un pseudogén en otra 

especie, la zarigüeya común (Didelphis marsupialis) perteneciente al orden 

Didelphimorphia. Esta pseudogenización consistía en la ausencia de un 

codón de iniciación (ATG) y en la presencia de varios codones de stop a lo 

largo de su secuencia (Ver fig. 32 de Resultados).  

 

Mientras que, en el resto de marsupiales estudiados, todos ellos 

australianos, el koala (Phascolarctos cinereus), el demonio de Tasmania 

(Sarcophilus harrisii), el wallaby de Bennett (Macropus rufogriseus) y el 

wallaby de Tammar (Macropus eugenii); así como en la zarigüeya 

australiana (Trichosurus vulpecula), donde ZP4 había sido descrita 

previamente (Haines et al., 1999; Mate et al., 2003) no encontramos indicios de 

pseudogenización. Estos resultados sugieren que ZP4 se perdió en el orden 

sudamericano Didelphimorphia, por tanto los marsupiales pertenecientes a 

este orden presentan ZP4 pseudogenizada, al igual que el ratón común.  

 

Esto indica que la pseudogenización de ZP4 se produjo tras la 

separación de los marsupiales australianos y sudamericanos 

aproximadamente hace unos 80 Ma afectando al orden Didelphimorphia  

antes de la divergencia de las especies recientes datada hace unos 40 Ma 

(Beck, 2008; Meredith et al., 2008; Mitchell et al., 2014). La cuestión permanece 

abierta para los órdenes  Paucituberculata y Microbiotheria para los cuales 

no hemos podido conseguir muestras para su análisis. 

 

 

6.1.3 Duplicación génica de ZP3 en marsupiales 

 

Recientemente, Meslin y colaboradores (2012) tras realizar un 

análisis in silico del genoma de múltiples especies publicaron la existencia 

de diversas duplicaciones de los genes de la ZP. Estos autores, encuentran 

duplicaciones de los genes ZPAX y ZP3 en peces como el espinoso, el 

medaka, el pez cebra, el pez globo moteado y el pez globo japonés. Además, 
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detectan duplicación de ZP3 en aves como, el diamante mandarín y la 

gallina y en anfibios como la rana. En relación a los mamíferos, en el 

ornitorrinco, señalan la duplicación de dos genes, ZP2 y ZP3 (Meslin et al., 

2012). Pero, fue la duplicación de ZP3 en la zarigüeya de cola corta 

(Monodelphis domestica) (Meslin et al., 2012), la que nos ha llevado a buscar 

esta duplicación en otros marsupiales.  

 

Nuestro primer análisis in silico del genoma de la zarigüeya de cola 

corta (Monodelphis domestica), nos permitió detectar las dos copias 

duplicadas de ZP3 descritas previamente por Meslin y colaboradores. 

Además, encontramos una tercera copia que presentaba en su secuencia 

codones de stop, indels y no presentaría un codón de iniciación. 

 

 Posteriormente, realizamos un segundo análisis en otros dos 

marsupiales; el demonio de Tasmania y el wallaby de Tammar, y también 

encontramos las tres copias de dicho gen.  

 

La disponibilidad de ovarios del wallaby de Bennet  nos permitió 

estudiar la expresión de las tres copias en esta especie. Detectamos tres 

transcritos correspondientes a las tres copias de ZP3 en este marsupial que, 

de acuerdo a casos similares descritos anteriormente (Bhat et al., 2014) 

denominamos ZP3-a, ZP3-b y ZP3-c (siendo ZP3-a la más antigua y ZP3-c la 

más reciente); ZP3-c se encuentra filogenéticamente más próxima a la ZP3 

del resto de mamíferos, mientras que ZP3-a y ZP3-b están más cercanas a la 

ZP3 del ornitorrinco y de las aves (Ver Fig. 30 de Resultados).  

 

 El número de sitios potenciales de N-glicosilación varía entre las 

distintas ZP3, siendo de 3 en ZP3-a (Asn123, Asn149 y Asn306), de 4 en 

ZP3-b (Asn11, Asn142, Asn170 y Asn327) y de 5 en ZP3-c (Asn129, Asn151, 

Asn276, Asn307 y Asn335). En la rata y la ratona hay descritos 5 sitios de 

N-glicosilación (Boja et al., 2003, 2005), de los cuales 2 están conservados en los 

dos roedores y las 3 ZP3 (Asn151 y Asn307) y un tercero está conservado en 
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ZP3-c (Asn276). Los sitios Asn327 y Asn330 presentes en la rata y el ratón 

no están presentes en ninguna de las ZP3 analizadas del wallaby de 

Bennett. En relación a la ZP3-a descrita en la zarigüeya australiana 

(Trichosurus vulpecula), los autores señalan dos sitios potenciales de N-

glicosilación los cuales coinciden con los del wallaby de Bennett (Asn123 y 

Asn149), sin embargo el sitio Asn306 no es citado, por lo que podría ser 

específico de especie (McCartney y Mate, 1999). 

 

En un futuro sería necesario comprobar si las tres proteínas 

codificadas por estos tres genes se encuentran realmente formando parte de 

la ZP de los ovocitos de este marsupial; por ello, el próximo paso sería 

realizar un análisis por proteómica para analizar la presencia de péptidos de 

estas proteínas en el ovario. La función biológica que realizan estas tres ZP3 

es una cuestión a resolver. 

 

 

6.1.4 Propiedades biológicas de la ZP de marsupiales relacionadas 

con su composición 

 

Pese a que existe un conocimiento escaso en relación a la estructura y 

función de la ZP de marsupiales; se han encontrado algunas diferencias 

respecto a la ZP de mamíferos placentarios. Se ha visto que la ZP de 

metaterios se digiere más fácilmente que la ZP de euterios. Así, en la 

zarigüeya de Virginia (Didelphis virginiana) la ZP se digiere con tripsina 

pancreática bovina al 0.1% en 2-3 segundos y en la zarigüeya de cola gruesa 

(Sminthopsis crassicaudata) la ZP es completamente digerida en 4-10 

segundos con tripsina o quimiotripsina al 0.1%; mientras que la ZP de 

conejo resiste el mismo tratamiento durante 15-20 minutos (Rodger y Bedford, 

1982; Bedford y Breed, 1994; Bedford, 2004). Además, se ha comprobado que el 

extracto acrosomal de espermatozoides de la zarigüeya de Virginia disuelve 

la ZP homóloga en solamente 20 minutos (Rodger y Bedford, 1982). Para algunos 

autores, estos resultados podrían estar relacionados con la importancia de la 
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digestión de la ZP en marsupiales por los enzimas acrosomales del 

espermatozoide; ya que, se ha visto que en marsupiales el agujero que 

produce el espermatozoide al penetrar la ZP es mucho mayor que el que se 

produce en mamíferos placentarios (Rodger and Bedford, 1982; Taggart et al., 1993; 

Breed, 1996).  

 

Aparentemente, una ZP con un mayor número de glicoproteínas 

debería ser más compacta que una con menos glicoproteínas, sin embargo, 

desconocemos el grado de glicosilación de las proteínas de estos marsupiales; 

por lo que la mayor rapidez en la digestión de la ZP podría atribuirse a que 

en general, los marsupiales presentan una ZP más delgada que aquella que 

presentan los euterios; como han descrito previamente diversos autores 

(Bedford, 1996, Selwood, 2000). Por ejemplo, en la ratona el grosor es de unos 6.2 

µm, en la mujer de unos 15-20 µm (Wassarman, 1988; 2008; Pelletier et al., 2004); 

mientras que, en marsupiales el grosor es muy variable (Selwood, 2000), 

pudiendo variar desde 1-2 µm en los didélfidos a 6-8 µm en el wallaby de 

Tammar (Talbot y Dicarlantonio 1984; Mate, 1998).  

  

Estos resultados podrían estar relacionados con una menor 

glicosilación de las glicoproteínas de la ZP en marsupiales, teniendo las 

cadenas de O-oligosacáridos más cortas que aquellas presentes en euterios, 

como han sugerido algunos autores (Chapman et al., 2000b).  

 

 

6.1.4.1 Implicación de las diferentes proteínas en la anticoncepción 

 

La identificación de los diferentes modelos de composición de la ZP en 

marsupiales y la descripción por primera vez de una nueva glicoproteína 

(ZP1), así como de diversas copias de ZP3, podría ser relevante en el 

desarrollo de nuevas vacunas anticonceptivas.  
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El control de la población es necesario en algunos países, donde 

algunas especies de marsupiales han llegado a considerarse una peste 

(Cowan y Tyndale-Biscoe, 1997; Duckworth et al., 2001; Mate et al., 2003; McCartney et al., 

2007, Weihong, 2009). En Australia, país con una población de canguros que 

casi triplica a su población humana, las campañas de control de la población 

son muy importantes, y en Nueva Zelanda, la introducción de la zarigüeya 

australiana en 1850 desde Australia afecta seriamente a la agricultura del 

país (Montague, 2000).  

 

Las vacunas constituidas por proteína porcina nativa formadas por 

ZP2, ZP3 y ZP4 glicosiladas han sido testadas en la zarigüeya australiana 

(Duckworth et al., 1999), en el wallaby de Tammar (Kitchener et al., 2002) y en el 

koala (Kitchener et al., 2009b); y al igual que en mamíferos euterios, los autores 

coinciden en que ZP3 es la más inmunogénica de las proteínas (Koyama et al., 

1996; Kitchener et al., 2002). También han sido testadas en diferentes especies 

vacunas formadas por proteínas recombinantes de la ZP, como por ejemplo, 

ZP3 recombinante procedente de la zarigüeya australiana, testada en el 

canguro gris oriental (Kitchener et al, 2009a), en el koala (Kitchener et al., 2009b) y 

en la zarigüeya australiana (Duckworth et al., 2008; Cui et al 2010a, 2010b) o ZP2 

recombinante procedente de la zarigüeya australiana, testada en esta 

misma especie (Cui y Duckworth 2005; Duckworth et al, 2007, Walcher et al., 2008). La 

efectividad de las distintas vacunas testadas se encuentra entre un 70-80%. 

 

La identificación de distintas copias de ZP3 en marsupiales, nos ha 

hecho preguntarnos qué copia ha sido empleada en las vacunas 

anticonceptivas. Hemos visto que la ZP3 recombinante procedente de la 

zarigüeya australiana utilizada en la elaboración de vacunas sería ZP3-a, la 

única que se encuentra disponible en las bases de datos, cuya secuencia fue 

depositada por McCartney y Mate en 1999. Nuestros análisis filogenéticos 

demuestran que esta proteína se encuentra más próxima a la ZP3 de aves 

que a la ZP3 de mamíferos (Ver fig. 29 de Resultados). Desconocemos si el uso de 

una de las otras copias de ZP3 o una vacuna combinada podría tener un 
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mayor efecto inmunogénico. Igualmente desconocemos la abundancia 

relativa de estas diferentes proteínas así como su grado de glicosilación que 

pudiera tener un impacto en la inmunogenicidad.  

 

En este trabajo describimos por primera vez la presencia de ZP1. 

Debemos tener en cuenta que, a esta glicoproteína se le han atribuido 

recientemente funciones relacionadas con la unión espermática y la 

inducción de la RA en humanos (Ganguly et al, 2010a). Además, se ha visto que 

anticuerpos producidos contra ZP1 pueden reducir la unión del 

espermatozoide a la ZP (Sivapurapu et al. 2002, 2005, Hardy et al. 2004). Por otro 

lado, la importancia funcional de ZP1 se ha puesto de manifiesto 

recientemente, debido a la detección de mujeres estériles que presentan una 

mutación homocigótica de ZP1 que impide la formación de la ZP (Huang et al., 

2014).  

 

Por todo lo expuesto anteriormente, creemos que tanto ZP1 como las 

distintas copias de ZP3 deberían ser consideradas para el desarrollo de 

nuevas vacunas anticonceptivas en diferentes marsupiales.  

 

 

6.1.5 Nuevos modelos de composición de la zona pelúcida 

  

Los resultados obtenidos sugieren que la composición de la ZP de 

marsupiales varía entre especies; pudiendo estar formada por 4-6 proteínas. 

Nuestros análisis indican que hay 6 transcritos (ZP1, ZP2, ZP3-a, ZP3-b, 

ZP3-c y ZP4) en el ovario del wallaby de Bennett, lo mismo podría suceder 

en otros marsupiales australianos, como el wallaby de Tammar y el demonio 

de Tasmania. Mientras que, los análisis realizados en los marsupiales 

sudamericanos estudiados, como la zarigüeya de cola corta, indican que la 

composición sería diferente debido a la pseudogenización de ZP4 y a una de 

las copias de ZP3, por lo que en este marsupial podría haber 4 transcritos 
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(ZP1, ZP2, ZP3-b y ZP3-c), lo mismo podría suceder en el otro marsupial 

sudamericano analizado, la zarigüeya común (Fig. 58). 

 

 

Marsupiales australianosMarsupiales sudamericanos

Zarigüeya de cola corta

Zarigüeya común

ZP1

ZP2

ZP3-a

ZP4

Wallaby de Bennett

Wallaby de Tammar

Demonio de Tasmania

Koala

Zarigüeya australiana

ZP3-b

ZP3-c

 

 

Figura 58. Nuevo modelo de composición de la zona pelúcida propuesto 

para los marsupiales. Los marsupiales sudamericanos presentarían ZP1, ZP2 y 

ZP3 (2 copias) siendo ZP3-a y ZP4 pseudogenes. Los marsupiales australianos 

presentarían ZP1, ZP2, ZP3 (3 copias) y ZP4.  
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6.2 LA ZONA PELÚCIDA EN ROEDORES 

 

6.2.1 Composición de la zona pelúcida de los roedores de la 

subfamilia Murinae 

 

El género Mus está dividido en cuatro subgéneros: Mus, Pyromys, 

Nannomys y Coelomys (Musser y Carleton, 2005). Estudios anteriores realizados 

en nuestro grupo de investigación demostraron la presencia de 4 genes (ZP1, 

ZP2, ZP3 y ZP4) en algunas especies del género Mus (Tesis Doctoral de 

Izquierdo-Rico, 2009; Izquierdo-Rico et al., 2009b). Se analizaron 25 especies de 

roedores pertenecientes a la subfamilia Murinae y el análisis de las 

secuencias de ZP4 en las especies estudiadas mostró la presencia de codones 

de stop únicamente en las especies pertenecientes al subgénero Mus. En la 

presente Tesis Doctoral hemos profundizado en estos hallazgos y hemos 

analizado la expresión de los cuatro genes de la ZP en el ovario de tres 

especies de ratón y determinado la presencia de las proteínas 

correspondientes mediante análisis proteómico.  

 

El análisis realizado en Mastomys coucha, Mus mattheyi y Mus 

pahari, demuestra claramente la presencia de cuatro transcritos (ZP1, ZP2, 

ZP3 y ZP4) en sus ovarios mediante amplificación por PCR. Además, 

demostramos la presencia de cuatro proteínas funcionales mediante análisis 

por proteómica en las tres especies. Estos resultados concuerdan con previos 

estudios que demuestran la presencia de cuatro proteínas en otros roedores 

como la rata (Hoodbhoy et al., 2005) y el hámster (Izquierdo-Rico et al., 2009a, 

Jiménez-Movilla et al., 2009), demostrando que el número de especies con cuatro 

proteínas en la ZP en la subfamilia Murinae es más común que el de 

especies con tres proteínas. 

 

Los resultados obtenidos nos permiten proponer cualquiera de estas 

especies como un modelo experimental mucho más apropiado para el estudio 

de las proteínas de la ZP y sus funciones para especies como la humana, al 
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presentar cuatro proteínas en su ZP; hecho que no ocurre en el ratón común 

(Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 2006; Goudet et al., 2008) usado como modelo para 

el estudio de la ZP desde hace más de 30 años. Además, entendemos que al 

tratarse de especies de la subfamilia Murinae podrían desarrollarse 

animales KO para ZP4 y poder ver su efecto sobre la estructura y función de 

la ZP en la fecundación.  

 

El ratón común ha aportado información relevante sobre las funciones 

de las distintas proteínas de la ZP gracias al uso de animales modificados 

genéticamente como KO y transgénicos (Liu et al., 1996; Rankin et al., 1996, 1999, 

2001; Dean, 2004). Se ha visto que ZP1 ofrece estabilidad e integridad 

estructural a la matriz y ratones KO para ZP1 tienen una ZP anormal 

siendo más porosa de lo normal; sin embargo, estos ratones son fértiles, 

aunque sus camadas presentan un menor número de individuos al habitual 

(Rankin et al., 1999). Por otro lado, ratones KO para ZP2 o ZP3 presentan 

ovocitos que no están rodeados por una ZP, bien por una pérdida temprana 

de la misma, como ocurre en ausencia de ZP2 (Rankin et al., 2001) o porque no 

se llega a formar en ausencia de ZP3 (Liu et al., 1996; Rankin et al., 1996).  

 

Como hemos dicho anteriormente, el descubrimiento de especies de 

roedores con 4 proteínas en su ZP nos permite estudiar mediante el uso de 

animales modificados genéticamente, la función que desempeña la 

glicoproteína ZP4 en la estructura de la matriz; hecho que no se ha podido 

realizar hasta la fecha.  

 

Este tipo de análisis también se podría realizar en la rata y el 

hámster, especies con 4 glicoproteínas en su ZP (Hoodbhoy et al., 2005; Izquierdo-

Rico et al., 2009a); sin embargo, la tecnología necesaria para obtener animales 

trangénicos ha sido desarrollada muy recientemente en especies diferentes 

al ratón, estando disponible en muy pocos laboratorios y siendo muy costosa 

(Kaneko et al., 2014; Shao et al., 2014).  

 



DISCUSIÓN 

 

- 169 - 

 

Además, los ratones empleados en esta Tesis Doctoral se encuentran 

más próximos filogenéticamente al ratón común que el hámster y la rata. 

Entre las tres especies empleadas en este estudio (Mastomys coucha, Mus 

mattheyi y Mus pahari), Mastomys coucha sería a nuestros ojos el mejor 

candidato, puesto que no tiene problemas de cría en cautividad, tienen un 

tamaño intermedio entre la rata y el ratón, son animales mansos y 

manejables, tienen camadas de gran tamaño y ovulan espontáneamente a lo 

largo de todo el año, además ensayos previos de FIV se han realizado con 

éxito (Nohara et al., 1998).  

 

Los ensayos realizados de FIV cruzada entre las distintas especies 

han sido realizados para ver si la presencia de una cuarta glicoproteína 

tiene efecto a nivel de la fecundación. Sin embargo, a la vista de nuestros 

resultados es necesario poner a punto la técnica de FIV en estas especies; 

donde experimentos acerca del proceso de capacitación espermática parecen 

ser claves.  

 

La fecundación homóloga no tuvo éxito en ningún grupo, excepto en el 

grupo control (Mus musculus); posiblemente por la dificultad para capacitar 

los espermatozoides de las tres especies empleadas: Mastomys coucha, Mus 

mattheyi y Mus pahari, ya que, parecen no responden a los protocolos 

establecidos para el ratón común.  

 

En estudios previos se ha visto que los requerimientos de capacitación 

de los espermatozoides de Mastomys coucha varían considerablemente en 

relación a los del ratón común, siendo necesaria la presencia de una 

concentración óptima de contenido de la cola epididimaria (CEC) en el medio 

de capacitación HTF y entre unas 6-8 horas para que capaciten 

adecuadamente (Nohara et al., 1998). El grupo de Nohara obtuvo un porcentaje 

de FIV de 43.7 % empleando esta técnica de capacitación y realizando la FIV 

a las 15 horas post-hCG. Además, destacan que el porcentaje de fecundación 
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se reduce significativamente (25.3 %) cuando la FIV se produce una hora 

más tarde, es decir 16 horas post-hCG. 

 

La fecundación heteróloga únicamente fue posible cuando se 

emplearon espermatozoides de ratón común (Mus musculus) con ovocitos de 

Mus pahari y Mus mattheyi, lo que indicaría que la presencia de ZP4 no 

estaría implicada en la unión especie-específica del espermatozoide. 

Estudios previos han demostrado que la fecundación heteróloga entre 

distintas especies de roedores es posible, aunque el éxito de la misma está 

directamente relacionado con la proximidad filogenética de las especies 

empleadas (Roldan et al., 1985); aun así la tasa de fecundación in vivo e in vitro 

se reduce considerablemente si la comparamos con la tasa de fecundación 

homóloga (Roldan et al., 1985, 1989; Dean y Nachman, 2009; Martín-Coello et al., 2009). 

Además, en aquellos casos en los que se ha realizado el cultivo de embriones 

se ha visto que los mismos no son viables (Roldan et al., 1985). Diversos autores 

destacan que la fecundación no es estrictamente especie-específica, pero 

existen factores que reducen su eficiencia, los cuales pueden estar 

relacionados con la transferencia, almacenamiento o transporte de 

espermatozoides y con fallos en la interacción entre gametos (Roldan et al., 

1985; 1989; Vacquier, 1998; Price et al., 2001; Martín-Coello et al., 2009).  

 

Nuestros resultados preliminares de FIV heteróloga demuestran que 

la estructura de una ZP formada por 4 proteínas no es una barrera para los 

espermatozoides de una especie con una ZP formada por 3 proteínas, al 

menos en condiciones in vitro. No podemos saber si se produce el mismo 

efecto en la situación inversa. Para poder averiguarlo, en un futuro sería 

necesario poner a punto la técnica de FIV en estas especies.  

 

 Por otro lado, nuestros análisis preliminares de digestión de la ZP con 

tripsina, muestran que la ZP de aquellas especies con 3 proteínas (Mus 

musculus) resisten la digestión de la ZP durante más tiempo que aquellas 

que presentan 4 proteínas (Mus mattheyi y Mus pahari) (aproximadamente 
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70 min en Mus musculus y entre 30-46 min en Mus mattheyi y Mus pahari). 

Estos resultados concuerdan con experimentos  realizados en nuestro 

laboratorio con anterioridad; donde la ZP porcina (3 proteínas) resiste a la 

digestión con tripsina durante 5 horas, mientras que en el hámster (4 

proteínas) únicamente se requieren 60 segundos para la digestión completa 

de la misma y en la rata (4 proteínas) se requieren unos 37 minutos (Ballester 

et al., 2013), siendo los valores de esta última especie similares a los de Mus 

mattheyi y Mus pahari.  

 

Aparentemente, una ZP con cuatro glicoproteínas debería ser más 

compacta que una ZP con tres glicoproteínas y por tanto, el tiempo de 

digestión de la misma debería ser superior; sin embargo, los resultados 

obtenidos indicarían que no existe relación entre el número de 

glicoproteínas y el tiempo de digestión de la ZP. La diferencia en el tiempo 

de digestión podría deberse a las cadenas oligosacarídicas con poli-

lactosaminoglicanos que han sido detectadas tanto en la cerda (Noguchi y 

Nakano, 1992; Takasaki et al., 1999) como en la vaca (Katsumata et al., 1996), 

mientras que en el resto de especies estudiadas no se han detectado o son 

muy escasas (Easton et al., 2000). Por otro lado, desconocemos el grado de 

glicosilación de las especies de ratones que se han estudiado en esta Tesis 

Doctoral, que debería ser comparado con la especie de referencia, el ratón.   

 

 

6.2.2 Análisis de la proteína ZP1 en Mus mattheyi y Mus pahari 

 

 Las secuencias completas de ZP1 obtenidas en Mus mattheyi y Mus 

pahari, se corresponden con una secuencia codificante, con un codón de 

iniciación y uno de terminación (Ver fig. 36 y 37 de Resultados). El alineamiento 

de la secuencia de la proteína ZP1 con las secuencias de otras especies, 

muestra un alto grado de similitud entre ellas; principalmente a nivel del 

dominio ZP, donde las 8 cisteínas se encuentran conservadas en todas las 

especies analizadas, sugiriendo que presentan una estructura 
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tridimensional similar. Los sitios consensos para corte de furina descritos en 

la mujer (Ganguly et al., 2010), la rata (Boja et al., 2005) y la ratona (Boja et al., 2003) 

coinciden con los sitios potenciales para los roedores analizados. (Ver fig. 40 de 

Resultados). 

 

En la proteína madura ZP1 de Mus mattheyi y Mus pahari  

identificamos 3 sitios potenciales de N-glicosilación (Asn49, Asn68 y 

Asn371), los cuales coinciden con los sitios de N-glicosilación descritos en 

ZP1 de ratón y rata (Boja et al., 2003, 2005); sin embargo, Asn240 descrito en 

ZP1 de ratón (Boja et al., 2003), no se encuentra conservado en estos roedores. 

Estos resultados implicarían que Asn240 parece no ser relevante a nivel 

funcional aunque podría estar implicada en algún mecanismo relacionado 

con la interacción específica de especie.  En la coneja, coincidirían los sitios 

de N-glicosilación Asn68 y Asn371 (Stetson et al., 2012).  

 

La glicoproteína ZP1 del ratón común (Mus musculus) y rata es pobre 

en O-glicanos (Boja et al, 2003, 2005) y puesto que el número de péptidos de ZP1 

que hemos detectado en Mus mattheyi y Mus pahari es muy bajo no 

podemos decir si los sitios potenciales de O-glicosilación se corresponden con 

sitios reales. 

 

 

6.2.3 Análisis de la proteína ZP4 en Mus mattheyi y Mus pahari 

 

 El análisis de las secuencias obtenidas de ZP4 de Mus mattheyi y Mus 

pahari, indica la presencia de una secuencia codificante, con un codón de 

iniciación y un codón de terminación (Ver fig. 41 y 42 de Resultados). La 

comparación de las secuencias obtenidas con las secuencias de otras especies 

depositadas en el GenBank muestra una alta similitud entre ellas indicando 

que se trataría de ZP4 (Ver fig. 45 de Resultados). El alineamiento de ZP4 de 

Mus mattheyi y Mus pahari con la rata y la mujer muestra un alto grado de 

conservación principalmente a nivel del dominio ZP, donde las 10 cisteínas 
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encontradas están conservadas en todas las especies. Los sitios consensos 

para corte de furina, descritos en la mujer (Kiefer y Sailing, 2002) y la rata (Boja 

et al., 2005) coinciden con los sitios potenciales para los roedores analizados. 

En Mus pahari, la herramienta informática empleada (Smart Genome) para 

identificar los dominios proteicos de ZP4 no identifica el dominio 

transmembrana, pensamos que esto no tiene relevancia puesto que en el 

alineamiento con el resto de especies se observa una alta similitud.  

 

En la proteína madura ZP4 (Ver fig. 43 y 44 de Resultados) identificamos 6 

sitios potenciales de N-glicosilación (Asn50, Asn74, Asn122, Asn209, Asn226 

y Asn299) en Mus mattheyi y 5 sitios potenciales de N-glicosilación (Asn50, 

Asn74, Asn122, Asn209 y Asn299) en Mus pahari. De los cuales, Asn122 y 

Asn209 han sido identificados por proteómica en péptidos de ZP4 de Mus 

mattheyi, lo que indicaría que estos sitios no están glicosilados o no siempre 

están ocupados. Los sitios potenciales de N-glicosilación Asn50, Asn74 y 

Asn226 han sido identificados en ZP4 de rata (Hoodbhoy et al., 2005), por lo que 

parecen estar conservados en estos roedores; sin embargo, Asn299 no ha 

sido detectado en el resto de especies comparadas.  Esto implicaría que 

existen diferencias en el patrón de glicosilación entre estas especies y la rata 

siendo necesarios estudios posteriores para identificar los puntos de 

glicosilación así como el tipo de cadena glucídica presente y ver su potencial 

implicación biológica.  

 

En la proteína madura ZP4 encontramos un total de 76 y 73 sitios 

potenciales de O-glicosilación en Mus mattheyi y Mus pahari 

respectivamente. Algunos de estos sitios han sido encontrados en los 

péptidos detectados por proteómica, 25 en Mus mattheyi y 11 en Mus 

pahari, por lo que estos sitios se encontrarían libres o parcialmente 

ocupados en estas proteínas. Únicamente existen datos de O-glicosilación en 

ZP4 de cerda y rata (Kudo et al., 1998; Hoodbhoy et al., 2005). En la rata, se ha 

descrito una región O-glicosilada (Thr296, Ser298, Ser301, Ser304 y Thr312) 

(Hoodbhoy et al., 2005), pudiendo estar conservadas en Mus mattheyi y Mus 
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pahari las Ser298, Ser301 y Ser304, además de la Thr296 únicamente en 

Mus pahari (Ver Fig. 45 de Resultados). 

 

Teniendo en cuenta que el análisis por HPLC/MS se puede considerar 

una técnica semicuantitativa; el hecho de que la cobertura para ZP1 sea en 

Mus mattheyi y Mus pahari de 7.22% y 7.98% respectivamente, frente a la 

cobertura para ZP4 de 30.99% en Mus mattheyi y de 16.74% en Mus pahari, 

podría indicarnos que la glicoproteína ZP1 es menos abundante en la ZP que 

la glicoproteína ZP4. Estos resultados coinciden con los publicados para la 

rata, donde la cobertura de la proteína ha sido de 52% para ZP1 y de 70% 

para ZP4 (Boja et al., 2005; Hoodbhoy et al., 2005); además también coincidirían 

con los resultados publicados para otras especies, como la coneja (Stetson et 

al., 2012) y la gata (Stetson et al., 2013), donde la cobertura de ZP1 ha sido menor 

que la de ZP4; sin embargo no coinciden con los resultados publicados para 

el hámster, donde la coberura de ZP1 fue de un 12.6% y la de ZP4 de un 

11.2% (Izquierdo-Rico et al., 2009a). 

 

 

6.2.4 Análisis filogenético del gen ZP4 en roedores de la subfamilia 

Murinae 

 

Como ya hemos dicho anteriormente, ZP4 es un pseudogén en el ratón 

(Mus musculus). Se han detectado numerosos codones de stop en el marco 

abierto de lectura de su secuencia (Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 2006; Goudet 

et al., 2008), además mediante espectrometría de masas, se han encontrado 

péptidos pertenecientes a ZP1, ZP2 y ZP3, pero ninguno perteneciente a ZP4 

(Boja et al., 2003). 

 

Teniendo en cuenta la presencia de una proteína ZP4 funcional en el 

genoma de la rata (Hoodbhoy et al., 2005), se puede decir que la 

pseudogenización de ZP4 tuvo lugar tras la divergencia evolutiva de la rata 

y el ratón hace unos 12 Ma (Jaeger et al., 1986; Jacobs et al., 1989, 1990; Goudet et al., 
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2008). Sin embargo, los análisis realizados en la Tesis Doctoral de Izquierdo-

Rico en 2009, junto con los resultados de esta Tesis Doctoral muestran que 

este evento tuvo lugar recientemente en la evolución del género Mus.  

 

Estudios previos demuestran que la divergencia de los 4 subgéneros 

del género Mus se produjo hace 6-7 Ma (Lecompte et al., 2008, Pagès et al., 2012) y 

en el subgénero Mus la primera rama divergente se calcula hace 5 Ma (Pagès 

et al., 2012); lo que indicaría que la pseudogenización de ZP4 tuvo lugar hace 

aproximadamente 5-7 Ma. 

 

Además, nuestro análisis filogenético realizado para ZP4, muestra 

que la pseudogenización de dicho gen se produjo al menos tres veces en la 

evolución de los mamíferos. Produciéndose en el subgénero Mus, en dos 

marsupiales (zarigüeya de cola corta y zarigüeya común) y en dos xenartros 

(el armadillo y el perezoso).  

 

Estudios recientes han demostrado que la pseudogenización de los 

genes en la familia ZP son eventos frecuentes. Estas pérdidas han tenido 

lugar a lo largo de la evolución de la familia, afectando a diversos genes 

como ZP1, ZP4, ZPD y/o ZPAX en diferentes especies. Ésto podría explicarse 

como un fenómeno de duplicación y muerte génica, así el gen ZPB se duplicó 

originándose ZP1 y ZP4. De modo que, ZP1 y ZP4, previamente 

considerados genes ortólogos, son en realidad parálogos (Hughes et al., 1999; 

Bausek et al., 2000; Goudet et al., 2008).  

 

Tras la duplicación génica, pueden producirse tres fenómenos 

diferentes de evolución de las dos copias duplicadas:  

1) La función ancestral es dividida y compartida por los dos genes 

duplicados (subfuncionalización). 

 2) Un duplicado adquiere una nueva función, mientras que el otro 

mantiene la función ancestral (neofuncionalización). 
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3) Uno de los genes degenera transformándose en un pseudogén por 

acumulación de mutaciones y el otro conserva la función original. 

 

En el ratón común (Mus musculus), la pseudogenización de ZP4 

indicaría que ZP1 conservaría la función del gen ancestral ZPB. A ZP1 se le 

ha atribuido una función estructural en el ratón (Greve y Wassarman, 1985; 

Rankin et al., 1999); sin embargo, en la mujer, con 4 proteínas, diversos 

estudios indican que tanto ZP1 como ZP4 se unen al espermatozoide y son 

capaces de inducir RA (Caballero-Campo et al., 2006; Ganguly et al., 2010a, 2010b). 

Además, este mismo año se ha descrito que una mutación homocigótica de 

ZP1 en la mujer impide la formación de la ZP induciendo esterilidad (Huang 

et al., 2014);  mientras que, ratonas KO para ZP1 son capaces de formar la ZP 

aunque sería más delgada de lo normal y estas ratonas no serían estériles 

aunque su fertilidad está comprometida (Rankin et al., 1999). Esto destaca la 

diferente importancia o funcionalidad de una misma proteína en diferentes 

especies. Habría que investigar la función de las proteínas ZP1 y ZP4 en los 

roedores descritos en esta Tesis Doctoral. Además, al desconocer la función 

desempeñada por estas glicoproteínas en estos ratones, no podemos 

responder a la pregunta de si la presencia de los dos genes (ZP1 y ZP4) se 

ha producido por subfuncionalización o neofuncionalización.  

 

 En resumen, esta Tesis Doctoral aporta evidencias por primera vez de 

que la mayor parte de los roedores de la subfamilia Murinae contienen 4 

proteínas en su ZP y que, únicamente el subgénero Mus dentro del género 

Mus ha sufrido pseudogenización de ZP4 hace aproximadamente 5-7 Ma. 

Animales modificados genéticamente han contribuido a esclarecer dudas 

sobre la función génica/proteica de las distintas proteínas de la ZP; sin 

embargo, esto no ha sido posible en el caso de ZP4 debido a la ausencia de 

este gen en el ratón común. Por tanto, este estudio aporta nuevas especies 

con las que poder desarrollar técnicas (KO, transgénesis) con las que 

estudiar la función de esta proteína. 
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6.3 LA ZONA PELÚCIDA EN CARNÍVOROS 

 

6.3.1 Composición de la zona pelúcida de carnívoros  

 

Estudios previos indican que la ZP de los carnívoros estaría formada 

por tres glicoproteínas: ZP2, ZP3 y ZP4, donde ZP1 sería un pseudogén como 

sucede en la perra (Goudet et al., 2008). Diferentes autores han depositado 

secuencias de estas tres glicoproteínas, pero nunca de ZP1. Así, en el armiño 

y el hurón doméstico (Jackson y Beaton, 2004), la perra (Harris et al, 1994; Okazaki 

et al., 1995; Okazaki y Sugimoto, 1995; Blackmore et al., 2004; McLaughlin et al., 2004) y 

la zorra (Reubel et al., 2005) habían sido descritas previamente algunas 

glicoproteínas de la ZP (Ver Tabla 6 de Revisión bibliográfica).  

 

En la gata, las secuencias depositadas hasta 2013, habían sido como 

en el resto de carnívoros: ZP2, ZP3 y ZP4 (Harris et al, 1994, 1995; Okazaki y 

Sugimoto, 1995; Jewgenow y Fickel, 1999; Okazaki et al., 2007; Eade et al., 2009); y no 

fue hasta este año cuando se describió la presencia de ZP1 en esta especie, 

siendo el primer carnívoro descrito con 4 proteínas (Stetson et al., 2013).  

 

Los carnívoros se dividen en dos superfamilias (caniformes y 

feliformes); por lo que, la presencia de ZP1 en la gata indicaba que la 

pseudogenización del gen ZP1, podría haber afectado únicamente a los 

caniformes; produciéndose tras la divergencia evolutiva de estas dos 

superfamilias, evento datado hace unos 60-65 Ma (Nyakatura et al., 2012; Zhang 

et al., 2013). 

 

Los caniformes, a su vez se dividen en dos infraórdenes: los Canoidea, 

formado por la familia Canidae (perros, lobos, zorros) y los Arctoidea, 

formado por las familias Ursidae (osos), Procyonidae (mapaches, coatíes), 

Mephitidae (mofetas), Mustelidae (comadrejas, nutrias), Otariidae (lobos 

marinos), Odobenidae (morsa) y Phocidae (focas) (Agnarsson et al., 2009). 
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Actualmente, la disponibilidad del genoma de diversas especies nos 

permite analizar las secuencias de los distintos genes de la ZP. Haciendo 

una búsqueda en las distintas bases de datos (Ensembl, Pubmed) 

descubrimos que la foca de Wedell, el hurón, la morsa, el oso panda, el oso 

polar y el tigre presentaban una secuencia correspondiente a  ZP1; lo que 

nos permitía acotar la pseudogenización de dicho gen hacia el infraorden 

Canoidea.  

 

Por otro lado, quisimos ampliar el estudio analizando la presencia del 

ARNm de los genes de la ZP en dos especies de carnívoros pertenecientes a 

ambos infraórdenes: la hurona (infrorden Arctoidea) y la zorra (infraorden 

Canoidea).  

 

 

6.3.2 Composición de la zona pelúcida de hurona  

 

Como hemos señalado, la hurona fue una de las especies elegidas para 

el estudio de la pseudogenización de ZP1 dada su posición en el árbol 

filogenético de los carnívoros dentro del infraorden Arctoidea. Además, 

considerábamos al hurón una especie de estudio interesante debido a que es 

relativamente fácil disponer de estos animales; se están empezando a 

introducir como animal de compañía y las hembras son sometidas de forma 

rutinaria a la esterilización ovárica, por lo que podíamos obtener muestras 

biológicas para realizar nuestro estudio. 

 

Por tanto, a partir del ADNc de ovario se amplificaron fragmentos de 

los 4 genes de la ZP. La secuenciación automática de los amplicones 

obtenidos indicaba que se trataba de dichos genes por lo que podemos decir 

que el ARNm de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 se expresa en el ovario de la hurona. 

 

Por tanto, como esperábamos, nuestros resultados indicaban que en la 

familia Mustelidae hay un gen ZP1 funcional, por lo que la 
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pseudogenización de dicho gen probablemente se produjo posteriormente a 

la divergencia de los dos grandes infraórdenes de los caniformes, los 

Arctoidea (donde se incluye a la familia Mustelidae) y los Canoidea (donde 

se incluye a la familia Canidae) hace unos 60 Ma (Nyakatura et al., 2012). 

 

 Al igual que en marsupiales, la descripción de ZP1 en la hurona 

podría ser de utilidad a la hora de elaborar vacunas anticonceptivas. 

Principalmente para controlar las poblaciones de distintos mustélidos que 

fueron introducidas por el hombre en Nueva Zelanda para reducir la 

población de conejos europeos. Actualmente la población de estos 

depredadores (armiños, comadrejas y hurones) está descontrolada y afecta 

severamente a la población endémica de este país, con especial relevancia en 

las aves emblemáticas de Nueva Zelanda, como son el kiwi (Apteryx sp.) y el 

kaka (Nestor meridionalis) (McLennan et al. 1996; Wilson et al. 1998; Jackson et al., 

2007).  

 

 Vacunas con ZP nativa de visón y hurón ya han sido producidas y 

testadas en la gata; los animales presentaron títulos altos de anticuerpos 

frente a las mismas; no obstante, cuando se realizaron ensayos de HIS no se 

observó ninguna reacción y todas las gatas quedaron gestantes (Levy et al., 

2005). Sin embargo, parece que hasta el momento ninguna de estas vacunas 

ha sido testada en la población de mustélidos.  

 

 

6.3.3 Composición de la zona pelúcida de zorra   

 

En la zorra únicamente han sido descritas las glicoproteínas ZP2 y 

ZP3 (Reubel et al., 2005). Por lo que nos preguntamos si esta especie, tan 

próxima filogenéticamente al perro (Nyakatura et al., 2012) presentaba el 

mismo modelo de composición que ésta; con ZP2, ZP3 y ZP4, donde ZP1 es 

un pseudogén (Goudet et al., 2008). 
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El primer paso fue amplificar la secuencia de ZP4, la cual está 

presente en todos los carnívoros estudiados hasta la fecha (Harris et al, 1994; 

Jewgenow y Fickel, 1999; Eade et al., 2009; Blackmore et al., 2004; Jackson y Beaton, 2004; 

McLaughlin et al., 2004). Conseguimos amplificar la secuencia por completo y 

esta fue depositada en la base de datos GenBank. Además, amplificamos 

fragmentos de ZP2 y ZP3; demostrando la presencia del ARNm de ZP2, ZP3 

y ZP4 en el ovario de la zorra. 

 

La secuencia aminoacídica de ZP4 presenta una alta homología con la 

del resto de carnívoros estudiados, principalmente con la perra, siendo de un 

89 % con esta especie. Los 10 residuos cisteína del dominio ZP se encuentran 

conservados en todas las especies comparadas; al igual que los dos sitios 

putativos de N-glicosilación detectados en ZP4 de zorra en posiciones: Asn44 

y Asn68. Además, encontramos otros sitios putativos en otras especies; como 

Asn237 y Asn477 en la gata, Asn204 en la perra y Asn312 en la hurona. En 

la gata, el sitio putativo Asn237 ha sido detectado anteriormente en un 

péptido, por lo que esto indicaría que este sitio no está ocupado (Stetson et al., 

2013) (Ver Fig. 54 de Resultados).  

 

Respecto a los residuos cisteína, los 10 presentes en el dominio ZP se 

encuentran conservados en todas las especies (Fig. 54). 

 

El siguiente paso, fue intentar amplificar ZP1 como se explica en el 

siguiente apartado. 

 

  

6.3.3.1 Pseudogenización de ZP1 en la zorra 

 

En 2008, Goudet y colaboradores describieron la presencia de ZP1 en 

la perra como un pseudogén que se localizaba en el cromosoma 18. 

Estudiaron diversos exones y observaron la presencia de codones de stop en 

al menos tres de ellos (exones 3, 5 y 8).  
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Como hemos señalado anteriormente la descripción de ZP1 en la gata 

(Stetson et al., 2013) así como el hallazgo de un gen ZP1 funcional en diversas 

especies del infraorden Arctoidea, nos ha llevado a pensar que la 

pseudogenización de dicho gen únicamente afectada al infraorden Canoidea, 

constituido por la familia Canidae. 

 

La familia Canidae está formada por dos subfamilias Canini y 

Vulpini, por lo que nos preguntamos si dicho evento afectaba únicamente a 

la rama de los perros y los lobos o si afectaba también a la rama de los 

zorros. Teniendo en cuenta que los perros y los zorros proceden de un 

ancestro común datado hace 10 Ma  (Wayne et al., 1997; Yang et al., 1999; 

Wienberg, 2004) este evento podía afectar también a los zorros. 

 

Para comprobar si la pseudogenización también afectaba a los zorros 

amplificamos el exón 8 de ZP1 de perra y zorra empleando ADNg y 

encontramos un codón de stop conservado en ambas especies, como ya había 

señalado previamente Goudet et al., 2008 en la perra. Por tanto, podemos 

decir que la pseudogenización de ZP1 probablemente se produjo cuando la 

familia Canidae se separó del resto de carnívoros, hecho datado 

aproximadamente hace 60 Ma, y dado que este evento afecta a las 

subfamilias Canini y Vulpini el rango en el que se pudo producir la 

pseudogenización de ZP1 puede estar datado entre 15-60 Ma  (Nyakatura et 

al., 2012). Por todo esto, podemos indicar que la composición más común de la 

ZP de carnívoros es de cuatro proteínas y que la pseudogenización de ZP1 ha 

afectado únicamente a la familia Canidae.  

 

 Como se ha demostrado con anterioridad, la pseudogenización de ZP1 

se ha producido varias veces en la evolución de los mamíferos, afectando a 

otros órdenes además de a los carnívoros. Ha sido previamente 

documentada en otras especies como la vaca (Goudet et al., 2008), la cerda, el 

delfín, el tití común y el tarsero (Stetson et al., 2012) (Ver Fig. 9 de Revisión 

Bibliográgica).
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1.  MARSUPIALES  

 

1.1  En el ovario del wallaby de Bennett se expresa el ARNm de ZP1, ZP2, 

ZP3-a, ZP3-b, ZP3-c y ZP4, lo que sugiere la existencia de 6 proteínas en su 

ZP.   

 

1.2  Los análisis in silico demuestran que hay tres copias de ZP3 en el 

wallaby de Tammar y en el demonio de Tasmania; mientras que, en la 

zarigüeya de cola corta hay dos copias ya que ZP3-a se encuentra 

pseudogenizada.  

 

1.3  El análisis molecular de los exones 1 y 2 de ZP4 indica que el gen ZP4 

está pseudogenizado en el orden Didelphimorphia de los marsupiales 

sudamericanos.  

 

1.4 La composición de la ZP es diferente en los marsupiales australianos 

y sudamericanos, pudiendo estar formada por 4 a 6 glicoproteínas. En los 

marsupiales sudamericanos, concretamente en el orden Didelphimorphia, la 

ZP podría estar formada por 4 glicoproteínas (ZP1, ZP2, ZP3-b y ZP3-c), 

estando ZP3-a y ZP4 pseudogenizadas y en los marsupiales australianos la 

ZP podría estar formada por 6 glicoproteínas (ZP1, ZP2, ZP3-a, ZP3-b, ZP3-c 

y ZP4).  

 

1.5  El análisis filogenético realizado para ZP4 en mamíferos indica que la 

pseudogenización de dicho gen afectaría además de al orden 

Didelphimorphia de los marsupiales a dos xenartros: el armadillo y el 

perezoso. 

 

 

 

 

 



CONCLUSIONES 

 

- 186 - 

 

2.  ROEDORES  

 

2.1  En el ovario de tres roedores de la subfamilia Murinae (Mastomys 

coucha, Mus mattheyi y Mus pahari) se expresa el ARNm de ZP1, ZP2, ZP3 

y ZP4 codificando para proteínas como ha sido confirmado mediante 

espectrometría de masas.  

 

2.2  La ZP de los ovocitos de especies de la subfamilia Murinae estaría 

formada por 3 o 4 proteínas dependiendo del género analizado. La 

pseudogenización de ZP4 se produjo hace 5-7 Ma, afectando únicamente al 

subgénero Mus. 

 

2.3 La ZP de ratonas con 4 proteínas se digiere más rápido que la ZP de 

ratonas con 3 proteínas indicando que la presencia de una cuarta proteína 

no implicaría la existencia de una ZP molecularmente más densa o 

compacta. 

  

2.4  Los análisis de fecundación in vitro demuestran que los 

espermatozoides de ratones con 3 proteínas en su ZP pueden fecundar el 

ovocito de ratonas con 4 proteínas en su ZP. Esto indica que la glicoproteína 

ZP4 no estaría implicada en la unión especie-específica del espermatozoide.  

 

 

3.  CARNÍVOROS  

 

3.1 El análisis in silico realizado en distintos carnívoros muestra la 

presencia del gen ZP1 en la foca de Wedell, la morsa, el tigre, el oso panda y 

el oso polar.  

 

3.2 En el ovario de hurona se expresa el ARNm de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4, 

lo que sugiere la existencia de 4 proteínas en su ZP. 
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3.3 En el ovario de zorra se expresa el ARNm de ZP2, ZP3 y ZP4, 

mientras que ZP1 está pseudogenizado en esta especie, lo que sugiere la 

presencia de 3 proteínas en su ZP. 

 

3.4 La pseudogenización de ZP1 únicamente afecta a la familia Canidae 

de los carnívoros. 

 

 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. CONCLUSIONS 

 





CONCLUSIONS 

 

- 191 - 

 

1.  MARSUPIALS  

 

1.1 In Bennett’s wallaby ovaries the mRNA of ZP1, ZP2, ZP3-a, ZP3-b, 

ZP3-c and ZP4 is expressed, suggesting the presence of six proteins in its 

ZP.  

 

1.2 The in silico analysis made in Tammar wallaby and Tasmanian devil 

showed the presence of three copies of the ZP3 gene, whilst in grey short-

tailed opossum the presence of only two copies was evident due to a ZP3-a 

pseudogenization.   

 

1.3 The molecular analysis of ZP4 (exons 1 and 2) revealed that ZP4 is 

pseudogenizated in the South American order Didelphimorphia.  

 

1.4 ZP composition differs between Australasian and South American 

marsupials. ZP might be formed of four to six glycoproteins. In South 

American marsupials, specifically in the Didelphimorphia order, the ZP is 

probably formed of four proteins (ZP1, ZP2, ZP3-b and ZP3-c) being ZP3-a 

and ZP4 pseudogenes, whilst in Australasian marsupials the ZP is probably 

formed of six proteins (ZP1, ZP2, ZP3-a, ZP3-b, ZP3-c and ZP4). 

 

1.5 The phylogenetic analysis made for ZP4 in mammals indicates that 

the pseudogenization not only affects the Didelphimorphia order of 

marsupials but also two xenarthrans: the armadillo and the tree sloth. 

 

 

2.  RODENTS  

 

2.1 In the ovaries of three rodents from the Murinae subfamily 

(Mastomys coucha, Mus mattheyi and Mus pahari) the mRNA of ZP1, ZP2, 

ZP3 and ZP4 is expressed codifying for proteins, as confirmed by means of 

mass spectrometry.  
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2.2 The oocytes ZP of species of the Murinae subfamily could be formed of 

3 or 4 proteins. The pseudogenization of ZP4 happened around 5-7 Ma, but 

only affected the subgenus Mus.  

 

2.3 ZP digestion of mice with 4 glycoproteins is produced faster than ZP 

digestion of mice with 3 glycoproteins indicating that the presence of a 

fourth protein does not imply a thicker or compacter ZP at a molecular level. 

 

2.4 The in vitro fertilization analysis demonstrated that mice with three 

proteins in their ZP can fertilize mice with four proteins. This indicates that 

ZP4 is not involved in the species-specific binding of sperm.  

 

 

3.  CARNIVORES  

 

3.1 The in silico analysis conducted in different carnivores showed the 

presence of a ZP1 gene in panda, polar bear, tiger, walrus and Wedell seal. 

 

3.2 In ferret ovaries the mRNA of ZP1, ZP2, ZP3 and ZP4 is expressed 

suggesting the presence of four proteins in its ZP. 

 

3.3 In fox ovaries the mRNA of ZP2, ZP3 and ZP4 is expressed, whilst 

ZP1 is a pseudogene in this species, suggesting the presence of three 

proteins in its ZP. 

 

3.4 The ZP1 pseudogenization only affects the Canidae family of 

carnivores. 
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La zona pelúcida (ZP) es una matriz traslúcida, glicoproteica y  

acelular que rodea los ovocitos de los mamíferos. Otros vertebrados 

presentan una estructura similar que se conoce como envoltura vitelina en 

anfibios, corion en peces y envoltura perivitelina en aves (Wassarman, 1988; 

Tian et al., 1997; Hyllner et al., 2001; Sasanami et al., 2002; Monné y Jovine, 2011). Las 

funciones de la ZP están relacionadas con importantes eventos que implican 

la formación del ovocito, diferentes etapas durante la fecundación y 

desarrollo embrionario temprano. Así, interviene en la foliculogénesis, la 

organización y diferenciación de las células de la granulosa, el 

reconocimiento y unión del espermatozoide, la inducción de la reacción 

acrosómica (RA), el bloqueo de la polispermia y la protección del embrión 

preimplantado (Modlinski, 1970; Bleil y Wassarman, 1980; Florman y Storey, 1982; 

Berger et al., 1989; Liu et al., 1996; Rankin et al., 1996, 1999, 2001; Benoff, 1997; Fazeli et 

al., 1997; Kölle et al., 1998; Dean, 2004; Gupta et al., 2011, 2012; Tanihara et al., 2013).  

 

 Pese a que la ZP ha sido intensamente estudiada en las últimas 

décadas; ha sido recientemente cuando se ha profundizado en el estudio de 

la composición de la misma en las distintas especies, en la evolución de los 

genes de la familia ZP, así como en la función realizada por las distintas 

glicoproteínas; gracias, principalmente al desarrollo de animales 

modificados genéticamente.  

 

En la presente Tesis Doctoral ahondamos en la composición de la ZP 

en mamíferos placentarios (carnívoros y roedores) y en mamíferos 

metaterios (marsupiales), descubriendo que la composición de la misma en 

las diversas especies es más compleja de lo que en un principio se pensaba. 

También se estudia la evolución de los distintos genes descritos en esta 

Tesis Doctoral. Además, se analiza el comportamiento de la ZP de varias 

especies con diferente composición proteica mediante estudios funcionales 

como la fecundación in vitro y la digestión de la ZP mediante proteasas. 
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A continuación, se exponen brevemente los experimentos realizados y 

los resultados obtenidos diferenciando entre los marsupiales, los roedores y 

los carnívoros. 

 

 

1. MARSUPIALES 

 

Hasta ahora, en marsupiales se había creído que la ZP estaba formada 

por tres glicoproteínas: ZP2, ZP3 y ZP4 (McCartney and Mate, 1999; Selwood, 2000; 

Mate et al., 2003) ya que, únicamente en una especie; la zarigüeya australiana 

(Trichosurus vulpecula), los genes o proteínas habían sido caracterizados (Mate 

y McCartney, 1998; Voyle et al., 1999; McCartney y Mate, 1999; Haines et al., 1999; Mate et al., 

2003). 

 

No obstante, la reciente descripción de 4 glicoproteínas (ZP1, ZP2, ZP3, 

y ZP4) en la ZP de algunas especies de euterios y de la presencia de una 

duplicación del gen ZP3 en la zarigüeya de cola corta (Monodelphis domestica) 

(Meslin et al., 2012) nos ha hecho profundizar en la verdadera composición de la 

ZP de marsupiales. 

 

Para ello, hemos analizado la  composición de la ZP en marsupiales, 

mediante la realización de análisis in silico y análisis moleculares; 

diferenciando entre marsupiales australianos (Demonio de Tasmania, koala, 

wallaby de Bennett y wallaby de Tammar) y marsupiales sudamericanos 

(zarigüeya de cola corta y zarigüeya común). 

 

En esta Tesis Doctoral, mostramos evidencia de la presencia de 6 

transcritos en los ovarios del wallaby de Bennett: ZP1, ZP2, ZP3-a, ZP3-b, 

ZP3-c y ZP4. Por primera vez, la presencia del ARNm de ZP1 y de las tres 

copias de ZP3 ha sido demostrada en los ovarios de un marsupial. Además, 

nuestros análisis in silico indicarían la presencia de estos transcritos en 

otros dos marsupiales; el wallaby de Tammar y el demonio de Tasmania. En 
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la zarigüeya de cola corta (Monodelphis domestica), ZP1 estaría presente y 

habría dos copias de ZP3, puesto que ZP3-a es un pseudogén. Sin embargo, 

experimentos futuros son necesarios para clarificar si los 6 transcritos 

detectados en el ovario del wallaby de Bennett están presentes como 

proteínas funcionales en la ZP, para lo que sería necesario realizar un 

análisis proteómico.  

 

Por otro lado, hemos estudiado la evolución del gen ZP4 en diversos 

marsupiales australianos y sudamericanos; observando que, en algunas 

especies de marsupiales sudamericanos este gen no sería funcional. Aportamos 

evidencias de que la pseudogenización de ZP4 ha afectado al orden 

Didelphimorphia. Por lo que, este proceso se tuvo que producir tras la 

divergencia de los marsupiales australianos y sudamericanos hace 

aproximadamente 80 millones de años (Ma) y en el orden Didelphimorphia 

antes de la divergencia de las especies recientes, hace aproximadamente 40 Ma 

(Beck, 2008; Meredith et al., 2008; Mitchell et al., 2014). 

 

La pseudogenización del gen ZP4, hasta la fecha únicamente había 

sido descrita en el ratón  (Bleil y Wassarman, 1980; Boja et al., 2003; Lefièvre et al., 

2004; Evsikov et al., 2006; Goudet et al., 2008) y por primea vez se describe en 

marsupiales. Nosotros proponemos el uso del gen ZP4 como un marcador 

adicional para reconstruir la filogenia de los marsupiales en combinación 

con otros descritos anteriormente en la literatura. 

 

La identificación de proteínas de la ZP adicionales podría tener una 

implicación relevante en el desarrollo de vacunas anticonceptivas para el 

control de la población de algunas especies de marsupiales en países como, 

Australia y Nueva Zelanda, donde algunos marsupiales son considerados 

una peste  (Cowan and Tyndale-Biscoe, 1997; Mate et al., 2003; McCartney et al., 2007, 

Weihong, 2009). Previamente han sido testadas vacunas constituidas por 

proteínas nativas y recombinantes; pero, creemos que sería interesante el 

desarrollo de vacunas más completas empleando todas las proteínas, 
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incluyendo las descritas en este estudio; ya que podrían tener una mayor 

eficacia. De todos modos, son necesarios estudios adicionales que nos 

permitan conocer previamente la concentración relativa de dichas proteínas 

en la ZP; así como, las funciones desempeñadas por las mismas. 

 

 

2.  ROEDORES 

 

 Hasta hace 30 años, se había considerado que la ZP de mamíferos 

estaba formada por tres glicoproteínas (ZP1, ZP2 y ZP3), tomando como 

modelo al ratón de laboratorio, donde ZP4 es un pseudogén (Bleil y Wassarman, 

1980a; Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 2006; Goudet et al., 2008). Sin embargo, 

recientemente se han descrito cuatro proteínas (ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4) en los 

ovocitos de otros roedores, como la rata (Rattus norvegicus) (Hoodbhoy et al., 

2005) y el hámster (Mesocricetus auratus) (Izquierdo-Rico et al., 2009a; Jiménez-

Movilla et al., 2009). Además, en 2009 se demostró la presencia del gen ZP4 en 

algunas especies de roedores pertenecientes al género Mus (Izquierdo-Rico et 

al., 2009b). Nuestro objetivo era saber si este gen se expresa en el ovario como 

una proteína funcional. 

 

 Nuestros análisis moleculares realizados en tres especies de roedores 

pertenecientes al género Mus: Mus mattheyi y Mus pahari y al género 

Mastomys: Mastomys coucha, indicaban la presencia de 4 transcritos en los 

ovarios de estos roedores. Además, los análisis de espectrometría de masas; 

confirmaron la expresión de 4 proteínas; como previamente se ha descrito en 

la mujer, la rata, el hámster, la coneja y la gata (Lefièvre et al., 2004; Hoodbhoy et 

al., 2005; Izquierdo-Rico et al., 2009a; Stetson et al., 2012, 2013). 

 

Teniendo en cuenta que la rata (con 4 glicoproteínas en su ZP) y el 

ratón (con 3 glicoproteínas) pertenecen a la misma subfamilia de roedores 

(Murinae) el gen ZP4 se tuvo que perder tras su divergencia hace unos 12 

Ma (Jaeger et al., 1986; Jacobs et al., 1989, 1990; Goudet et al., 2008). Sin embargo, la 
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descripción de 4 proteínas en especies de ratones pertenecientes al género 

Mus, indica que este evento tuvo lugar más recientemente en la evolución de 

dicho género. Estudios previos indican que los 4 subgéneros del género Mus 

divergen hace 6-7 Ma (Lecompte et al., 2008, Pagès et al., 2012), y dentro del 

subgénero Mus la primera rama  se estima hace unos 5 Ma (Pagès et al., 2012), 

lo que indicaría que la pseudogenización de ZP4 tuvo lugar entre 7 y 5 Ma.  

  

Nuestros resultados, nos permiten proponer a estas especies, como 

modelos experimentales más apropiados para el estudio de la estructura y 

función de las proteínas de la ZP para especies con 4 glicoproteínas en su 

ZP, como por ejemplo, la mujer.  

 

 Sin embargo, sería necesario optimizar las técnicas de fecundación in 

vitro (FIV) en estas especies. Nuestros ensayos de FIV homóloga únicamente 

han resultado satisfactorios en el grupo control (Mus musculus) y la FIV 

heteróloga ha sido posible cuando los espermatozoides de Mus musculus 

fecundaban el ovocito de Mus pahari y Mus mattheyi; poniendo de 

manifiesto que, la estructura de una ZP formada por 4 glicoproteínas no es 

una barrera para los espermatozoides de una especie con una ZP formada 

por 3 glicoproteínas, al menos en condiciones de fecundación in vitro. 

 

 

3.  CARNÍVOROS 

 

 Estudios previos han documentado la pseudogenización del gen ZP1 

en la perra (Goudet et al., 2008). Este hallazgo hizo creer a algunos autores que 

ZP1 también podía estar pseudogenizada en otros carnívoros; como por 

ejemplo, la gata (Meslin et al., 2012). De hecho, hasta el año 2013, la presencia 

de la glicoproteína ZP1 nunca había sido demostrada en ningún carnívoro. 

Fue en este año, cuando se describe esta glicoproteína en el ovario y los 

ovocitos de gata tras realizar un análisis molecular y proteómico (Stetson et 

al., 2013).  
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 En este estudio hemos realizado distintos análisis in silico 

demostrando la presencia del gen ZP1 en diversos carnívoros; como la foca 

de Wedell, la morsa, el tigre, el oso panda y el oso polar. Además, los 

análisis moleculares realizados en la hurona, demuestran la presencia del 

ARNm de ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 en sus ovarios. 

 

Al igual que en marsupiales, la descripción de ZP1 en la hurona 

podría ser de utilidad a la hora de elaborar vacunas anticonceptivas para 

controlar las poblaciones de distintos mustélidos en países como Nueva 

Zelanda, donde la población de estos depredadores está descontrolada y 

afecta severamente a la población endémica de este país, con especial 

relevancia en las aves emblemáticas, como el kiwi (Apteryx sp.) y el kaka 

(Nestor meridionalis) (McLennan et al. 1996; Wilson et al. 1998; Jackson et al., 2007). 

 

El hallazgo de la presencia de ZP1 en varias especies de carnívoros 

como, la foca de Wedell, la morsa, el tigre, el oso panda y el oso polar 

(análisis in silico), sumado a la presencia del ARNm de ZP1 en el ovario de 

hurona; demuestra que ZP1 sería un gen funcional en la mayor parte de las 

familias de carnívoros. Por lo que, la pseudogenización del gen ZP1 descrita 

previamente en el perro, podría ser un evento aislado en la rama de los 

perros. Pero, ¿este suceso, está afectando otras ramas más cercanas al perro, 

como la rama de los zorros?. Teniendo en cuenta que los perros y los zorros 

proceden de un ancestro común datado hace 10 Ma (Wayne et al., 1997; Yang et 

al., 1999; Wienberg, 2004), pensamos que este evento podría haber afectado 

igualmente a los zorros. 

 

 Para estudiar este evento, nos propusimos amplificar el ADNc de las 

distintas ZPs de la zorra, amplificando completamente el marco abierto de 

lectura de ZP4 y parcialmente los de ZP2 y ZP3. Para saber si la 

pseudogenización del gen ZP1 afectaba a la zorra nos propusimos amplificar 

el exón 8 de la perra donde previamente se había descrito un codón de stop 
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(Goudet et al., 2008). Nuestros resultados indicaron que este codón de stop 

estaba conservado en ambas especies. 

  

Estos  resultados confirman que la pseudogenización de ZP1 afecta también 

a la rama de los zorros. Por lo que probablemente se produjo cuando la 

familia Canidae se separó del resto de carnívoros, hecho datado hace 

aproximadamente unos 60 Ma (Nyakatura et al., 2012). 
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The zona pellucida (ZP) is a translucent, glycoproteic and acellular 

matrix that surrounds mammalian oocytes. Other vertebrates have a 

similar structure, which is called the vitelline envelope in amphibians, 

chorion in fishes and the perivitelline envelope in birds (Wassarman, 1988; Tian 

et al., 1997; Hyllner et al., 2001; Sasanami et al., 2002; Monné and Jovine, 2011). The ZP 

functions are related with important events in oocyte formation and 

different steps during fertilization. For instance, it is involved in 

folliculogenesis, the organization and differentiation of granulosa cells, 

recognition and binding to spermatozoa, the induction of the acrosome 

reaction (AR), blocking polyspermy and the protection of the preimplantated 

embryo (Modlinski, 1970; Bleil and Wassarman, 1980; Florman and Storey, 1982; Berger 

et al., 1989; Liu et al., 1996; Rankin et al., 1996, 1999, 2001; Benoff, 1997; Fazeli et al., 

1997; Kölle et al., 1998; Dean, 2004; Gupta et al., 2011, 2012; Tanihara et al., 2013).  

 

Although the ZP has been well studied, it is only recently that its 

composition in different species and the evolution of the ZP gene family 

have been studied in depth. Furthermore, much has been learnt about the 

functions related with the different glycoproteins due to the availability of 

genetically modified animals. The present thesis looks in depth at the ZP 

composition in placental mammals (carnivores and rodents) and 

metatherian mammals (marsupials), finding that the ZP composition in the 

different species is more complex that was previously thought. The evolution 

of the different genes described in the thesis was studied and the ZP 

behavior in several species of different protein composition was analyzed by 

means of functional studies, such as in vitro fertilization (IVF) and ZP 

digestion with proteases. 

 

The different experiments carried out and the results distinguished 

among marsupials, rodents and carnivores. 
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1. MARSUPIALS 

 

 The ZP composition has been analyzed in different Australasian 

(Koala, Tasmanian devil, Bennett’s wallaby and Tammar wallaby) and 

South American marsupials (grey short-tailed opossum and common 

opossum), conducting in silico and molecular analysis. 

 

Until recently, it had been believed that the ZP of marsupials was 

formed of three glycoproteins (ZP2, ZP3 and ZP4) (McCartney and Mate, 1999; 

Selwood, 2000; Mate et al., 2003) and only in one species, the brushtail opossum 

(Trichosurus vulpecula), had three cDNAs encoding zona pellucida been 

cloned and sequenced: ZP2, ZP3 and ZP4 (Mate and McCartney, 1998; Voyle et al., 

1999; McCartney and Mate, 1999; Haines et al., 1999; Mate et al., 2003).  

 

Nevertheless, the recent description of four glycoproteins (ZP1, ZP2, 

ZP3 and ZP4) in the ZP of some eutherian species and the presence of a ZP3 

gene duplication in the grey short-tailed opossum (Monodelphis domestica) 

(Meslin et al., 2012) suggests the need for a fresh look at the ZP composition in 

marsupials. 

 

In this thesis, we provide evidence for the existence of six transcripts 

in Bennett’s wallaby ovaries: ZP1, ZP2, ZP3-a, ZP3-b, ZP3-c and ZP4.  This 

is the first time that the ZP1 mRNA and the three copies of ZP3 have been 

described in marsupial ovaries. Furthermore, our in silico analysis showed 

that in other marsupial species, such as Tammar wallaby and Tasmanian 

devil, these transcripts are also present. In grey short-tailed opossum, ZP1 

is present and there are two copies of ZP3; whilst the copy ZP3-a is a 

pseudogene. Future studies are needed to clarify wheter the 6 transcripts 

detected in Bennett’s wallaby ovaries are present as a functional protein, for 

which it would be necessary to carry out a proteomic analysis. 
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In addition, when we studied the ZP4 gene evolution in Australasian 

and South American marsupials, this gene was found to be non-functional 

in some species. We provide evidence that ZP4 pseudogenization affected at 

least the South American order Didelphimorphia.  This process occurred 

after the split between the South American and Australasian marsupials, 

approximately 80 million years ago (Ma) and in the Didelphimorphia order 

before the divergence of recent species, around 40 Ma (Beck, 2008; Meredith et 

al., 2008; Mitchell et al., 2014).  

 

Until now, ZP4 pseudogenization has only been described mouse (Bleil 

and Wassarman, 1980; Boja et al., 2003; Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 2006; Goudet et 

al., 2008) and this is the first time that it has been described in a marsupial. 

We propose the ZP4 gene for use as an additional marker to reconstruct 

marsupial phylogeny in combination with other markers previously 

described in the literature. 

 

The identification of additional ZP proteins could have implications 

for the development of contraceptive vaccines for use in the population 

control of some species, mainly in Australia and New Zealand, where some 

marsupials are considered a pest (Cowan and Tyndale-Biscoe, 1997; Mate et al., 

2003; McCartney et al., 2007, Weihong, 2009). While vaccines constituted by native 

and recombinant proteins have been tested before, we think that it would be 

interesting to test the new proteins described in this thesis, as they could 

have an improved immunogenic effect. However for this, the relative 

concentration of these proteins in the ovary and the functions related with 

them would need to be studied. 
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2.  RODENTS 

 

Until 30 years ago, the zona pellucida had been considered as being 

formed of three glycoproteins (ZP1, ZP2 and ZP3), because evidence was 

based on the laboratory mouse, which has three glycoproteins, ZP4 being a 

pseudogene (Bleil and Wassarman, 1980a; Lefièvre et al., 2004; Evsikov et al., 2006; 

Goudet et al., 2008). Nevertheless, four glycoproteins (ZP1, ZP2, ZP3 and ZP4) 

have recently been reported in the oocytes of other rodents such as rat 

(Rattus norvegicus) (Hoodbhoy et al., 2005) and hamster (Mesocricetus auratus) 

(Izquierdo-Rico et al., 2009a; Jiménez-Movilla et al., 2009). Moreover, in 2009 the 

presence of a ZP4 gene was reported in some species of the genus Mus 

(Izquierdo-Rico et al., 2009b). Our aim was to know if this gene was expressed in 

the ovary as a functional protein. 

 

The molecular analysis conducted in three species of rodent from the 

genus Mus (Mus mattheyi and Mus pahari) and the genus Mastomys 

(Mastomys coucha), showed the presence of four transcripts in the ovaries. 

Furthermore, peptides of the four mature proteins were detected by MS-MS 

analyses, confirming for the first time that the four distinct genes are 

effectively expressed, as already seen in the ZP of other species including 

human, rat, hamster, rabbit and cat using proteomics approaches (Lefièvre et 

al., 2004; Hoodbhoy et al., 2005; Izquierdo-Rico et al., 2009a; Stetson et al., 2012, 2013).  

 

Since rat (with four glycoproteins) and mouse (with three 

glycoproteins) belong to the same subfamily of rodents (the Murinae), seems 

that ZP4 was probably lost after their divergence around 12 Ma (Jaeger et al., 

1986; Jacobs et al., 1989, 1990; Goudet et al., 2008). However, the description of four 

glycoproteins in some species of mouse from the genus Mus indicates that 

this event took place more recently in the evolution of the genus. Previous 

studies have reported that the four subgenera of Mus diverged between 6-7 

Ma (Lecompte et al., 2008, Pagès et al., 2012). Within the subgenus Mus, the 
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earliest offshoot is estimated at around 5 Ma (Pagès et al., 2012), indicating 

that pseudogenization took place between 7 and 5 Ma. 

 

Our results, lead us to propose that these species could be used as an 

experimental model to study the structure and function of species with four 

glycoproteins in their ZP, such as human. 

 

Nevertheless, it would be necessary to optimize in vitro fertilization 

(IVF) techniques in these species, in order to study the function of this 

protein. Our IVF homologous experiments, were only satisfactory in the 

control group (Mus musculus) and the heterologous IVF has been possible 

when the spermatozoa from Mus musculus had to fertilize the oocytes from 

Mus pahari and Mus mattheyi; demonstrating that, a ZP formed of 4 

glycoproteins is not a barrier for the spermatozoa of species with a ZP 

formed of 3 glycoproteins, at least in in vitro conditions. 

 

 

3.  CARNIVORES  

 

Previous studies have reported a ZP1 pseudogenization in dog (Goudet 

et al., 2008), a finding that lead some authors to believe that ZP1 is a 

pseudogene in other carnivores such as cat (Meslin et al., 2012). In fact, the 

presence of ZP1 had never been reported in a carnivore until 2013, when 

this glycoprotein was described in the cat zona pellucida after a molecular 

and proteomic analysis (Stetson et al., 2013).  

 

In the present study, different in silico analyses demonstrate the 

presence of the ZP1 gene in several carnivores, like panda, polar bear, tiger, 

walrus and Wedell seal. Moreover, the molecular analysis conducted in the 

ferret showed the presence of ZP1, ZP2, ZP3 and ZP4 mRNA in its ovaries. 
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As in marsupials, the description of ZP1 in ferret could be important 

for developing contraceptive vaccines to control the population size. This 

could be relevant in countries like New Zealand, where the number of these 

predators is out of control, severely affecting the endemic population of the 

country, specially emblematic birds, such as the kiwi (Apteryx sp.) and the 

kaka (Nestor meridionalis) (McLennan et al. 1996; Wilson et al. 1998; Jackson et al., 

2007). 

 

Our finding about the presence of ZP1 in several species of 

carnivores, such as panda, polar bear, tiger, walrus and Wedell seal (in 

silico analysis), added to the presence of ZP1 mRNA in ferret ovaries, 

demonstrate that ZP1 is a functional gene in most of carnivorous families. 

Thus, ZP1 pseudogenization could be an isolated event affecting the dog 

branch, although how do we know whether or not other close branches to 

the dog, like foxes are not affected? Taking into account that dogs and foxes 

come from a common ancestor dated 10 Ma (Wayne et al., 1997; Yang et al., 1999; 

Wienberg, 2004), it would not be suspicious if the fox, too, might be affected in 

the same way. 

 

 To analyze this possibility, the cDNA of different ZPs was amplified 

from fox ovaries. The open reading frame of red fox ZP4 was completely 

amplified and a partial sequence of the open reading frames of ZP2 and ZP3 

was also obtained. To ascertain wheter ZP1 pseudogenization also affected 

the foxes, we amplified the exon 8 of the dog, as a stop codon has previously 

been described in it (Goudet et al., 2008). Our results indicated that this stop 

codon was conserved in both species. 

 

These results confirm that the ZP1 gene pseudogenization has also affected 

the fox branch. Thus, this event probably occurred when the Canidae family 

separated from the other carnivorous families, dated around 60 Ma 

(Nyakatura et al., 2012). 
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ADNc: ácido desoxirribonucleótido complementario 

ADNg: ADN genómico 

ARN: ácido ribonucleico 

BSA: albúmina sérica bovina 

CEC: contenido de la cola epididimaria 

CCO: complejo cúmulo-ovocito 

dNTPs: desoxinucleótidos trifosfato 

EDTA: ácido etildiaminotetraacético 

DTT: ditiotreitol 

FIV: fecundación in vitro 

GC: gránulos corticales 

VG: vesícula germinal 

hCG: gonadotropina coriónica humana 

HIS: hibridación in situ 

HTF: human tubal fluid  

HPLC: cromatografía líquida de alta resolución 

ICSI: inyección intracitoplasmática de espermatozoides 

kDa: kilodalton 

KO: knock out  

m/z: relación masa/carga 

MS: espectrometría de masas  

Ma: millones de años  

PB: tampón fosfato 

PBS: tampón fosfato salino  

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PMSG: gonadotropina sérica de yegua gestante 

RA: reacción acrosómica 

rpm: revoluciones por minuto  

RT-PCR: reacción en cadena de la polimerasa  a partir de ADNc 

RT-qPCR: PCR en tiempo real  

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico  

SDS: dodecilsulfato de sodio  

TAE: tris acetato EDTA 

TFA: ácido trifluoroacético 

Tm: temperatura de fusión o de melting 

UI: unidades internacionales  

ZP: zona pelúcida 
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ANEXO 1 

 

  
Medio M2  

 Cantidades en gramos  

 500 ml 250 ml Referencia 

Sigma 

Hepes 2.4845  1.4907  H4043 

Cloruro de calcio dihidratado (Cl2Ca·2H2O) 0.126  0.0756  C7902 

Cloruro de sodio (NaCl) 2.7665  1.6599  S5886 

Cloruro de potasio (KCl) 0.178  0.1068  P5405 

Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) 0.081  0.0486  P5655 

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4·7H2O) 0.1465  0.0879  M1880 

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0.1745 0.1047 S8875 

Piruvato sódico 0.018 0.0108 P2256 

Glucosa anhidra 0.5 0.3 G7021 

Lactato de sodio (60%) 1.885 ml 1.131 ml L7900 

Rojo fenol 0.005 0.003 P5530 

Penicilina G 0.0312 0.0186 P4687 

Estreptomicina 0.0250 0.0150 S9137 

Ajustar pH 7.3 con NaOH 1M y medir osmolaridad (250-255 mosmoles) 

BSA 4 2.4 A3311 
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ANEXO 2 

 

 
Medio HTF (Human tubal fluid) 

 Cantidades en gramos  

 500 ml 250 ml Referencia 

Sigma 

Cloruro de calcio dihidratado (Cl2Ca·2H2O) 0.15  0.075  C7902 

Cloruro de sodio (NaCl) 2.96875  1.48438  S9625 

Cloruro de potasio (KCl) 0.1748  0.0874  P5405 

Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) 0.0252   0.0126  P5655 

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4·7H2O) 0.0246   0.0123  M1880 

Lactato de sodio (60%) 1.71 ml 0.855 ml L7900 

Piruvato sódico 0.0182  0.0091  P2256 

Glucosa anhidra 0.25  0.125  G7021 

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 1.05   0.525  S5761 

Penicilina G 0.0375  0.018   P4687 

Estreptomicina 0.025   0.0125   S9137 

Rojo fenol 0.002  0.001  P5530 

BSA 2   1  A3311 
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