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DESCRIPCIÓN 
 
Marcador de células germinales que utiliza el gen Vasa de peces. 
 
La presente invención se refiere a una proteína Vasa de peces Perciformes tales como el atún, a un gen Vasa de 5 
peces Perciformes tales como el atún, a un método para detectar las células germinales de peces Perciformes tales 
como el atún utilizando dicha proteína Vasa o gen Vasa como diana, a un método para evaluar el crecimiento y/o la 
maduración de las células germinales de peces Perciformes donantes tales como el atún, que han sido 
trasplantadas en peces receptores de una especie diferente, utilizando el método de detección anteriormente 
indicado, y similares. 10 
 
Antecedentes de la técnica 
 
D1 (Xu et al., Dev. Dynam. 233:872-882, 2005) da a conocer la expresión diferencial de ARN y proteína Vasa 
durante la espermatogénesis y la oogénesis en la carpa gibel (Carassius auratus gibelio). Esta carpa es un 15 
vertebrado de reproducción bisexual y ginogenética. 
 
D2 (Kobayashi et al., Mech. Dev. 99:139-142, 2000) da a conocer la expresión diferencial de un gen homólogo de 
Vasa en las células germinales durante la oogénesis y la espermatogénesis en el pez teleósteo Oreochromis 
niloticus.  20 
 
D3 (Knaut et al., Current Biology 12:454-466, 2002) da a conocer una región evolutivamente conservada en la UTR 
3' de Vasa dirige la traducción del ARN a las células germinales en peces cebra. 
 
D4 (Cardinali et al., Biol. Reprod. 70:737-743, 2004) da a conocer la regulación hormonal de la expresión del ARN 25 
mensajero de tipo Vasa en el ovario del teleósteo marino Sparus aurata. 
 
D5 (número de acceso de base de datos DQ174775) da a conocer la secuencia codificante completa del ARNm de 
la proteína de tipo Vasa (vas) de Monopterus albus. 
 30 
Raz (Raz, Genome Biology 1(3), revisión 1017, 2000) expone la función y regulación de los genes de tipo Vasa en el 
desarrollo de las células germinales. 
 
El documento WO 02/029064 describe un método para establecer la expresión específica de células germinales de 
secuencias de ácidos nucleicos en vertebrados. 35 
 
Mediante análisis genético de Drosophila se ha puesto de manifiesto que los genes Oskar, Vasa, Tudor y Nanos 
presentan funciones esenciales en el mecanismo de determinación de las células germinales (por ejemplo Rongo C. 
et al., Development 121:2737-2746, 1995). La totalidad de estos genes se acumula en el gránulo polar durante la 
formación de los óvulos, y al presentar este blastómero un factor de determinación materna, se determina el destino 40 
de la célula germinal. Se considera que el gen Vasa codifica la ARN helicasa dependiente de ATP y que sus 
funciones se asocian a la regulación de la traducción del ARNm en una proteína (por ejemplo Liang L. et al., 
Development 120:1201-1211, 1994). Además, una estructura para su función enzimática se encuentra 
evolutivamente muy conservada. De esta manera, se han identificado genes homólogos de Vasa en muchas 
especies animales multicelulares, desde platelmintos (planarias) hasta seres humanos. 45 
 
Basándose en los resultados anteriormente indicados, como método para separar fácilmente las células que 
presentan potencial de diferenciación de los óvulos que utiliza, a modo de indicador, la expresión de un gen 
marcador, sin realizar complicadas operaciones tales como la recombinación homóloga, se ha informado de un 
método para obtener una célula germinal, que comprende recuperar unas células que presentan potencial de 50 
diferenciación de células germinales a partir de un mamífero no humano transgénico, en el que se ha introducido un 
vector de expresión recombinante de manera que se encuentre bajo el control de la secuencia promotora de un gen 
homólogo de Vasa derivado del mamífero, utilizando la expresión del gen marcador a modo de indicador (por 
ejemplo las solicitudes de patente japonesa abiertas al público nº 2006-333762 y nº 2003-235558). 
 55 
Por otra parte, las células germinales primordiales son células de origen para óvulos y espermatozoides, las cuales 
son modificadas para un individuo mediante procedimientos de maduración y fertilización. Se conoce un método 
para inducir la diferenciación de unas células germinales primordiales separadas, derivadas de peces, en una línea 
de células germinales, que comprende trasplantar las células germinales primordiales separadas, derivadas de 
peces, en el embrión temprano de un pez receptor de una especie diferente, y particularmente trasplantar las células 60 
germinales primordiales separadas en la cavidad peritoneal de un pez receptor de una especie diferente en un 
estadio temprano del desarrollo (por ejemplo las patentes japonesas abiertas al público nº 2006-333762 y nº 2003-
235558). 
 
En la actualidad, para el cultivo del atún se ha puesto en práctica principalmente un método en el que el pescador 65 
captura peces juveniles autóctonos (en general entre varias decenas y varios cientos por gramo) y se crían. En los 
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últimos años se han reducido las capturas de atún autóctono, por lo que se han limitado estrictamente las cuotas de 
captura de atunes maduros. Por lo tanto, no se garantiza un suministro estable de peces juveniles para el futuro 
mediante un método en el que se obtengan dichos peces juveniles de la naturaleza. Además, tal como en el caso 
del salmón y de Pagrus major, en el caso de que se estableciese una técnica de producción artificial en semilleros, 
se esperaría que pudiese llevarse a cabo la cría mediante alternancia de generaciones, seleccionando los peces 5 
progenitores que presentasen buenas características, y que los peces juveniles de calidad estable pudiesen 
suministrarse con una mejor eficiencia de cultivo. El mecanismo de maduración del atún todavía no ha sido 
clarificado suficientemente. Sin embargo, se considera que el atún alcanza la maduración inicial tras alcanzar su 
peso corporal varias decenas de kilogramos. Debido a que el tamaño corporal del atún es grande, a diferencia de 
otras especies de peces, se cría mediante producción en semillero mediante un método de recolección de huevos 10 
fertilizados depositados naturalmente por los peces parentales en un recinto o en una bahía cerrada utilizando una 
red finamente tejida. Debido a que Pagrus major y similares ovipositan en un tanque de agua, puede producirse 
fácilmente un dispositivo para recoger los huevos con una red mediante desbordamiento del agua marina de la 
superficie del tanque. Por el contrario, dicha operación realizada en mar abierto resulta dificultosa. 
 15 
En el caso de que se requiera el apareamiento de peces individuales específicos con fines de cría o similares, se 
lleva a cabo la recolección artificial de huevos mediante compresión del abdomen de los peces hembra, así como la 
recolección del esperma de la misma manera, y los huevos y espermatozoides seguidamente se someten a 
inseminación artificial. Sin embargo, en el caso de que los peces progenitores sean de gran tamaño, como el atún, 
este método no resulta sencillo. Además, en el campo industrial, para la finalidad de controlar el tiempo de 20 
transporte y el periodo de cultivo de los peces, resulta posible incrementar la rentabilidad modificando el tiempo 
durante el que se producen los peces juveniles. Por lo tanto, resulta necesario controlar la temperatura del agua y el 
fotoperiodo en un sitio en el que los peces progenitores se encuentren en un ambiente controlado, de manera que se 
modifique la estación, controlando de esta manera el momento en el que los peces progenitores ovipositan. Sin 
embargo, en el caso de que los peces progenitores sean de gran tamaño, como el atún, resultan necesarios 25 
inversiones de personal y costes enormes. 
 
La técnica de peces sustitutos es una técnica que permite que las especies de peces que resultan adecuadas para 
la producción de larvas produzcan los gametos de especies de peces que resultan inadecuadas para la producción 
de larvas o para depositar huevos y después someterlos a inseminación, de manera que  resulte posible la 30 
producción sencilla de larvas a bajo coste. Por ejemplo, en el caso de que la técnica de peces sustitutos descrita en 
la patente japonesa abierta al público nº 2003-235558 anteriormente indicada al atún, de manera que resulte posible 
utilizar especies de peces de pequeño tamaño como peces receptores para la maduración de células germinales 
derivadas de atunes, puede llevarse a cabo el cultivo, incluyendo la producción de larvas, en un tanque de agua de 
pequeño tamaño, y se espera que resulte en ahorros significativos de personal y costes. Durante el trasplante de las 35 
células germinales primordiales separadas, resulta necesario propagar las células germinales primordiales derivadas 
de los atunes que se han incorporado en las gónadas de un receptor, y detectar la proporción entre las células 
germinales derivadas del receptor y las células germinales derivadas del donante. Es un objetivo de la presente 
invención proporcionar un método para inducir la diferenciación de una célula germinal primordial en una línea 
celular germinal, comprendiendo el trasplante de una célula germinal primordial derivada de un pez Perciformes 40 
donante, tal como un atún, en el embrión temprano de un pez receptor de una especie diferente, en el que los óvulos 
y/o los espermatozoides derivados del pez donante se detectan específicamente, y dichos óvulos y/o 
espermatozoides derivados de dicho pez donante seguidamente se distinguen de las células germinales derivadas 
del pez receptor. 
 45 
Se ha conseguido producir una trucha arcoiris a partir de un salmón masu (Oncorhynchus masou) mediante el 
trasplante heteroplástico de células germinales en peces salmónidos. En este trasplante se utilizó una línea de 
peces modificada genéticamente en la que se habían visualizado las células germinales de una trucha arcoiris con 
una proteína fluorescente verde, y como resultado se pudo confirmar fácilmente el éxito o el fracaso del trasplante. 
Además, con el fin de aplicar dicho trasplante heteroplástico de células germinales a especies de peces nativas y en 50 
peligro o a especies de peces cultivadas, ya se ha desarrollado un método para confirmar el éxito o el fracaso del 
trasplante sin utilizar una línea de peces genéticamente modificada. Mediante este método, se ha conseguido 
detectar células germinales de trucha arcoiris de tipo salvaje supervivientes en la glándula genital de un huésped 
Salvelinus pulvius. El objetivo consiste en aplicar dicho método de trasplante heteroplástico de células germinales a 
otras especies de peces marinos. Sin embargo, para conseguir este objetivo, resulta esencial el desarrollo de un 55 
método para confirmar si las células germinales trasplantadas de un pez Perciformes donante, tal como un atún, han 
sido incorporadas en la glándula genital de un huésped y han sobrevivido en la misma. 
 
Con el fin de desarrollar dicho método, se ha seleccionado el gen Vasa de entre los genes Nanos, Deadend, Vasa y 
otros genes, que es conocido que se expresan específicamente en las células germinales primordiales. A 60 
continuación, se determinaron por primera vez las secuencias de nucleótidos de los genes Vasa de atún, verdel, 
caballa pintoja, bacoreta oriental y corvina. Además, se centró la atención en un gen Vasa del atún que se expresa 
específicamente en las células germinales primordiales y en el espermatogonio/oogonio del atún. Simultáneamente, 
con el fin de evitar la detección incorrecta del gen Vasa de la corvina, que presenta una homología muy alta con el 
gen Vasa del atún, se identificó una región característica del gen Vasa del atún, encontrando de esta manera que 65 
esta región puede utilizarse como marcador para la identificación de un espermatogonio/oogonio derivado de las 
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células germinales primordiales de un atún. Además, con el fin de analizar las células germinales del atún 
trasplantadas en la glándula genital de un huésped, resulta esencial establecer un método para distinguir un gen 
Vasa del atún de un gen Vasa del huésped y después detectar únicamente el gen del atún. Sin embargo, debido a 
que las secuencias de nucleótidos de los genes Vasa de las especies de peces presentan una homología 
extremadamente elevada entre sí, ha resultado difícil diseñar un juego de cebadores de PCR para detectar 5 
específicamente la expresión de un gen Vasa del atún. De esta manera, en el contexto de la presente solicitud se ha 
llevado a cabo una PCR anidada que permite realizar una amplificación altamente específica a partir de cantidades 
traza de ADN, de manera que han podido detectar específicamente un gen Vasa del atún. Además, se ha 
comparado la secuencia de un gen Vasa del atún con la secuencia de un gen Vasa de otros peces Perciformes, y 
como resultado, han identificado una secuencia de enzima de restricción que existe únicamente en el gen Vasa del 10 
atún. Mediante la combinación de dicha PCR anidada con un tratamiento con enzimas de restricción, se ha 
establecido un método para detectar más fiablemente un gen Vasa de atún, completando de esta manera la 
presente invención. 
 
Específicamente, la presente invención se refiere a:  15 
 

(1) una proteína que está constituida por la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 2 del listado de 
secuencias, y que se expresa específicamente en una célula germinal de atún, 

 
(2)  un ADN codificante de una proteína consistente de la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 2 del 20 

listado de secuencias y que se expresa específicamente en una célula germinal de atún, y 
 
(3)  un ADN que está constituido por la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 1 del listado de 

secuencias. 
 25 
Además, se describe: 
 

(4)  una proteína está constituida por la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10 
del listado de secuencias; una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que comprende una 
sustitución, deleción, inserción o adición de uno o varios aminoácidos con respecto a la secuencia de 30 
aminoácidos mostrada en SEC ID nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10 del listado de secuencias, y que se expresa 
específicamente en la célula germinal de peces Perciformes, o una proteína que consiste de una secuencia 
de aminoácidos que presenta una homología de por lo menos 85% o más respecto a la secuencia de 
aminoácidos mostrada en SEC ID nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10 del listado de secuencias y que se expresa 
específicamente en las células germinales de un pez perciforme, 35 

 
(5)  un ADN codificante de una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 4, 

nº 6, nº 8 ó nº 10 del listado de secuencias; una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que 
comprende una sustitución, deleción, inserción o deleción de uno o varios aminoácidos con respecto a la 
secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10 del listado de secuencias y que se 40 
expresa específicamente en las células germinales de un pez perciforme, o una proteína que consiste de una 
secuencia de aminoácidos que presenta una homología de por lo menos 85% o más respecto a la secuencia 
de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10 del listado de secuencias y que se expresa 
específicamente en las células germinales de un pez perciforme, y 

 45 
(6)  un ADN que está constituido por la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 3, nº 5, nº 7 ó nº 9 del 

listado de secuencias; un ADN, que se hibrida bajo condiciones restrictivas con un ADN consistente en una 
secuencia complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 3, nº 5, nº 7 ó nº 9 del 
listado de secuencias y que codifica una proteína específicamente expresada en las células germinales de un 
pez perciforme; un ADN que se hibrida bajo condiciones restrictivas con un ADN que consiste en una 50 
secuencia de nucleótidos que presenta una función como cebador o sonda producido a partir de una parte de 
la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 3, nº 5, nº 7 ó nº 9 del listado de secuencias y que 
codifica una proteína expresada específicamente en las células germinales de un pez perciforme; o un ADN 
que consiste de una secuencia de nucleótidos que comprende una sustitución, deleción, inserción o adición 
de uno o varios nucleótidos con respecto a la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 3, nº 5, nº 7 ó 55 
nº 9 del listado de secuencias y que codifica una proteína expresada específicamente en las células 
germinales de un pez perciforme. 

 
Además, la presente invención se refiere a: 
 60 

(7)  un vector recombinante que comprende el ADN según (2) o (3), 
 
(8)  un transformante transformado con el vector recombinante según (7), 
 
(9)  una proteína de fusión o un péptido de fusión, o sal del mismo, obtenido mediante la unión de la proteína 65 

según (1) a una proteína marcadora y/o un péptido de etiqueta, también se describe 
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(10) un anticuerpo contra la proteína según (1), o la proteína de fusión o péptido de fusión según (9), o sal del 

mismo; la invención se refiere además a: 
 
(11)  un juego de cebadores o una sonda para detectar la presencia de un ADN y/o ARNm codificante de la 5 

proteína según (1). 
 
Además, la presente invención se refiere a: 
 

(12)  un método para detectar una célula germinal primordial, un espermatogonio o un oogonio derivado de un 10 
pez Perciformes donante que ha sido trasplantado en un pez receptor de una especie diferente, 
comprendiendo el método la utilización del juego de cebadores o sonda según (11), 

 
(13) el método de detección según (12), que comprende: tratar un fragmento de ADN amplificado mediante PCR 

utilizando el juego de cebadores según (11) con por lo menos un enzima de restricción, y determinar si el 15 
fragmento de ADN amplificado se deriva o no del pez Perciformes donante, utilizando la longitud del 
fragmento de ADN digerido o no digerido a modo de indicador, 

 
(14)  el método de detección según (12) o (13), en el que el pez Perciformes donante es un atún, 
 20 
(15)  el método de detección según (14), en el que el juego de cebadores está diseñado para amplificar una 

región que comprende una secuencia de reconocimiento HpaI de enzima de restricción existente en un 
ADN codificante de la proteína según (1), y comprendiendo el método el tratamiento de un fragmento de 
ADN amplificado por PCR utilizando el juego de cebadores con HpaI, y determinar que el fragmento de 
ADN se deriva de ADN de atún rojo, tras su digestión, y 25 

 
(16)  el método de detección según (15), en el que la PCR es PCR anidada utilizando un primer juego de 

cebadores que consiste de las secuencias de nucleótidos mostradas en SEC ID nº 19 y nº 20 y un juego de 
cebadores anidados que consiste de las secuencias de nucleótidos mostradas en SEC ID nº 21 y nº 22. 

 30 
(17) Todavía adicionalmente, la presente invención se refiere a un método para detectar una célula germinal 

primordial, un espermatogonio o un oogonio derivado de un pez Perciformes donante, que ha sido 
trasplantado en un pez receptor de una especie diferente, comprendiendo el método la utilización del 
anticuerpo según (10), 

 35 
(18)  el método de detección según (17), en el que el pez Perciformes donante es un atún; también se describe: 
 
(19)  un método para evaluar el crecimiento y/o maduración de una célula germinal de atún derivada de un pez 

Perciformes donante trasplantado en un pez receptor de una especie diferente, que comprende el método 
de detección según cualquiera de entre (12) y (18),  y 40 

 
(20)  el método de evaluación según (19), en el que el pez Perciformes donante es un atún. 

 
Breve descripción de los dibujos 
 45 
[Fig. 1] 
 
La figura 1 es una vista que muestra los resultados obtenidos mediante tinción de los tejidos testiculares de un atún 
rojo mediante hibridación in situ utilizando una sonda de ARN específica del gen Vasa del atún rojo. 
 50 
[Fig. 2] 
 
La figura 2 es una vista que muestra los resultados obtenidos mediante tinción de los tejidos testiculares de un atún 
rojo y los de una corvina honnibe (Nibea mitsukurii) mediante hibridación in situ utilizando una sonda de ARN 
específica del gen Vasa de cada pez. 55 
 
[Fig. 3] 
 
La figura 3 es una vista que muestra sitios reconocidos por los cebadores de detección y enzima de restricción del 
ADNc de Vasa del atún rojo. 60 
 
[Fig. 4-1] 
 
La figura 4-1 es una vista que muestra los resultados obtenidos mediante PCR utilizando, como molde, una muestra 
obtenida mediante la adición de una cantidad diferente de un ADNc derivado del ovario del atún rojo a un ADNc 65 
derivado del ovario de una corvina honnibe (Nibea mitsukurii). 
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[Fig. 4-2] 
 
La figura 4-2 es una vista que muestra una secuencia del gen Vasa del atún rojo (179 pb) amplificado por PCR, 
cortado por HpaI en fragmentos de 146 pb y 33 pb. 5 
 
[Fig. 5] 
 
La figura 5 es una vista que muestra los resultados obtenidos mediante análisis de una muestra recogida de la 
glándula genital de una corvina honnibe (Nibea mitsukurii). 10 
 
[Fig. 6] 
 
La figura 6 es una vista que muestra una comparación entre una región del gen Vasa del atún rojo amplificada 
mediante la PCR anidada del Ejemplo 5, y las regiones del gen Vasa de una corvina honnibe (Nibea mitsukurii), una 15 
caballa y una bacoreta oriental (Euthynnus affinis), que son altamente homólogas de la región del gen Vasa del atún 
rojo. 
 
[Fig. 7] 
 20 
La figura 7 es una vista que muestra los resultados obtenidos mediante la realización de una PCR anidada 
utilizando, a modo de molde, una muestra derivada del ovario de una caballa y del ovario de una bacoreta oriental 
(Euthynnus affinis), seguido del tratamiento del producto de PCR con HpaI. 
 
Mejor modo de poner en práctica la invención 25 
 
La proteína de la presente invención no se encuentra particularmente limitada, con la condición de que que sea una 
proteína que consista en la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 2 del listado de secuencias (proteína 
Vasa del atún); una proteína que comprende una sustitución, deleción, inserción o adición de uno o varios 
aminoácidos con respecto a la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 2 y que se expresa 30 
específicamente en una célula germinal de atún; o una proteína que consiste en una secuencia de aminoácidos que 
presenta una homología de por lo menos 85% respecto a la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 2 del 
listado de secuencias y que se expresa específicamente en una célula germinal de atún. Además, el término "atún" 
se utiliza en la presente invención como nombre genérico para los peces clasificados como Perciformes, 
Scombroidei, Scombridae y Thunnus. Entre los ejemplos específicos de estos atunes se incluyen el atún rojo, el atún 35 
patudo, el atún del sur, el atún de aleta amarilla, el atún albacora, el atún de aleta azul del norte y el atún tongol. De 
entre ellos resulta preferente el atún de aleta azul. La expresión "proteína expresada específicamente en una célula 
germinal de atún" se utiliza en la presente invención para referirse a una proteína que se expresa únicamente en una 
célula germinal primordial, un espermatogonio y/o un oogonio, que sea una célula germinal del atún, y que no se 
expresa en una célula germinal primordial, un espermatogonio y/o un oogonio, que sea una célula germinal de 40 
especies de peces diferentes del atún. 
 
Además, la proteína de la presente invención no se encuentra particularmente limitada, con la condición de que sea 
una proteína consistente de la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 4 (proteína Vasa de verdel), SEC 
ID nº 6 (proteína Vasa de caballa pintoja), SEC ID nº 8 (proteína Vasa de bacoreta oriental (Euthynnus affinis)) o 45 
SEC ID nº 10 (proteína Vasa de corvina honnibe (Nibea mitsukurii)) del listado de secuencias; una proteína que 
consiste de una secuencia de aminoácidos que comprende una sustitución, deleción, inserción o adición de uno o 
varios aminoácidos a la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10, y que se expresa 
específicamente en las células germinales de un pez Perciformes; o una proteína que consiste de una secuencia de 
aminoácidos que presenta una homología de por lo menos 85% respecto a la secuencia de aminoácidos mostrada 50 
en SEC ID nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10 del listado de secuencias, y que se expresa específicamente en las células 
germinales de un pez Perciformes. En la presente memoria, Perciformes incluye Percoidei, Labroidei, Zoarcoidei, 
Notothenioidei, Trachinoidei, Blennoidei, Gobiesocoidei, Callionymoidei, Gobioidei, Acanthuridae, Scombroidei, 
Stromateoidei, Anabantoidei, Channoidei y similares. Además, el verdel y la caballa pintoja anteriormente indicados 
son peces pertenecientes a Perciformes, Scombroidei, Scombridae, Scomber. La bacoreta oriental anteriormente 55 
indicada es un nombre genérico para peces pertenecientes a Perciformes, Scombroidei, Scombridae, Euthynnus, e 
incluye la bacoreta oriental (nombre científico: Euthynnus affinis), la melva tazard o melva, el atún tongol, y similares. 
De esta manera, bacoreta oriental utilizado como nombre colectivo en la presnet ememoria se distingue de bacoreta 
oriental (Euthynnus affinis), que indica una especie de pez concreta, basándose en la presencia o ausnecia del 
nombre científico. La corvina honnibe anteriormente indicada es un nombre genérico para peces pertenecientes a 60 
Perciformes, Percoidei, Sciaenidae, Nibea, e incluye corvinas honnibe (nombre científico: Nibea mitsukurii), Nibea 
albiflora, nibea soldado, corvina del sur, Sphaeramia nematoptera, corvinas y similares. De esta manera, corvina 
honnibe utilizado como nombre colectivo en la presente memoria se distingue de corvina honnibe (Nibea mitsukurii) 
que indica una especie de pez concreta, basándose en la presencia o ausencia del nombre científico. Además, 
dichos atún, verdel, caballa pintoja y bacoreta oriental se clasifican todos en Scombroidei, en Perciformes, y de esta 65 
manera, todas estas especies de peces particularmente se utilizan preferentemente en el trasplante heteroplástico. 
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La expresión anteriormente proporcionada "una secuencia de aminoácido que comprende una sustitución, deleción, 
inserción o adición de uno o varios aminoácidos" se refiere a una secuencia de aminoácidos que comprende una 
sustitución, deleción, inserción o adición de un número cualquiera de, por ejemplo, 1 a 20, preferentemente 1 a 15, 
más preferentemente 1 a 10, y todavía más preferentemente 1 a 5 aminoácidos. Además, la anteriormente descrita 5 
"secuencia de aminoácidos que presenta una homología de por lo menos 85% respecto a la secuencia de 
aminoácidos mostrada en SEC ID nº 2, nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10" no se encuentra particularmente limitada, con la 
condición de que presente una homología de 85% o superior respecto a la secuencia de aminoácidos mostrada en 
SEC ID nº 2, nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10. De esta manera, dicha homología es, por ejemplo, de 85% o superior, 
preferentemente de 90% o superior, más preferentemente de 95% o superior, y de manera particularmente 10 
preferente, de 98% o superior. 
 
Un método para obtener o preparar la proteína de la presente invención no se encuentra particularmente limitado. 
Puede utilizarse cualquiera de entre una proteína derivada naturalmente aislada, una proteína sintetizada 
químicamente y una proteína recombinante producida mediante una técnica de recombinación genética. En el caso 15 
de obtener una proteína derivada naturalmente, la proteína de la presente invención puede obtenerse a partir de 
células que expresan dicha proteína mediante la combinación apropiada de métodos de aislamiento y purificación de 
proteínas. 
 
En el caso de la preparación de la proteína de la presente invención mediante síntesis química, se aplican métodos 20 
de síntesis química tales como el método del Fmoc (método del fluorenilmetiloxicarbonilo) o el método del tBoc 
(método del t-butiloxicarbonilo) para obtener la proteína de la presente invención. Además, la proteína de la presente 
invención también puede sintetizarse basándose en la información de secuencia de aminoácidos utilizando diversos 
tipos de sintetizadores de péptidos disponibles comercialmente. 
 25 
En el caso de la preparación de la proteína de la presente invención mediante una técnica de recombinación 
genética, se introduce un ADN codificante de la proteína en un sistema de expresión preferente, de manera que se 
prepara la proteína de la presente invención. Entre dichos métodos de preparación de proteínas, resulta preferente 
una técnica de recombinación genética que es capaz de preparar una gran cantidad de proteínas mediante 
operaciones comparativamente fáciles. 30 
 
En el caso de que la proteína de la presente invención se prepare mediante dicha técnica de recombinación 
genética, con el fin de recuperar y purificar la proteína a partir de un cultivo celular, se lleva a cabo la precipitación 
con sulfato amónico o etanol y la extracción con ácido, y después, se utilizan métodos conocidos, incluyendo la 
cromatografía de intercambio aniónico o catiónico, la cromatografía en fosfocelulosa, la cromatografía de interacción 35 
hidrofóbica, la cromatografía de afinidad, la cromatografía en hidroxiapatito y la cromatografía de lectina. 
Preferentemente se utiliza la cromatografía líquida de alto rendimiento. 
 
En particular, como columna utilizada en la cromatografía de afinidad, por ejemplo, se utiliza una columna a la que 
se permite la unión de un anticuerpo tal como un anticuerpo monoclonal contra la proteína de la presente invención, 40 
o en el caso de que se añada un péptido de etiqueta ordinario a la proteína anteriormente indicada de la presente 
invención, se utiliza una columna a la que se permite la unión de una sustancia con afinidad para el péptido de 
etiqueta, con el fin de obtener un producto purificado, tal como una proteína. Además, la proteína de la presente 
invención preparada mediante los métodos anteriormente indicados puede utilizarse en un método para detectar 
específicamente una célula germinal primordial, un espermatogonio y/o un oogonio derivado de Perciformes. 45 
 
Además, el experto en la materia podrá preparar u obtener apropiadamente una proteína que está constituida por 
una secuencia de aminoácidos que comprende una sustitución, deleción, inserción o adición de uno o varios 
aminoácidos de la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 2, nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10, o una proteína 
consistente de una secuencia de aminoácidos que presenta una homología de por lo menos 85% respecto a la 50 
secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 2, nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10 del listado de secuencias, basándose en 
la información sobre la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 1, nº 3, nº 5, nº 7 ó nº 9 del listado de 
secuencias, que se proporciona a título de ejemplo de una secuencia de nucleótidos codificante, respectivamente, 
de la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 2, nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10. Por ejemplo, mediante una 
reacción en cadena de la polimerasa (reacción de PCR) utilizando, como cebadores, oligonucleótidos sintetizados 55 
basándose en la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 1, nº 3, nº 5, nº 7 ó nº 9, o mediante hibridación 
utilizando, como sonda, un oligonucleótido sintetizado basándose en la misma secuencia de nucleótidos 
anteriormente indicada, se criban homólogos de ADN de una especie de atún diferente del atún de aleta azul, bajo 
condiciones apropiadas, con el fin de aislarlos. SE clona el ADN de longitud completa de dicho ADN homólogo, se 
incorpora en un vector de expresión, y después se permite que se expresa en un huésped adecuado, de manera 60 
que pueda producirse una proteína codificada por el ADN homólogo. 
 
Puede sintetizarse un oligonucleótido según un método ordinario, por ejemplo utilizando diversos sintetizadores de 
ADN comúnmente disponibles. Además, puede llevarse a cabo una reacción de PCR según un método ordinario 
utilizando el ciclador térmico Gene Amp PCR system 2400 fabricado por Applied Biosystems, y utilizar la ADN 65 
polimerasa Taq (fabricada por Takara Bio Inc.) o KOD-Plus- (fabricado por Toyobo Co., Ltd.). 
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Además, la proteína anteriormente indicada de la presente invención puede permitirse la unión de una proteína 
marcadora y/o un péptido de etiqueta para producir una proteína de fusión. El tipo de proteína marcadora no se 
encuentra particularmente limitado, con la condición de que sea una proteína marcadora convencionalmente 
conocida. Entre los ejemplos específicos de dicha proteína marcadora se incluyen luciferasa, fosfatasa alcalina, 5 
enzimas tales como la HRP, una región Fc de anticuerpo y sustancias fluorescentes tales como GFP, YFP, CFP, 
DsRed y acuorina. Entre los ejemplos específicos de dicho péptido de etiqueta se incluyen péptidos de etiqueta 
convencionalmente conocidos, incluyendo epítopos de etiqueta tales como HA, FLAG y Myc, etiquetas de afinidad 
tales como GST, proteínas de unión a maltosa, péptidos biotinilados y oligohistidina. Dicha proteína de fusión puede 
producirse mediante un método ordinario, y resulta útil para la purificación de la proteína de la presente invención 10 
utilizando la afinidad de Ni-NTA por una etiqueta de His, la detección de la proteína de la presente invención o la 
cuantificación de un anticuerpo contra la proteína de la presente invención, y también resulta útil como reactivo en 
estudios en el presente campo. 
 
A continuación, el ADN de la presente invención no se encuentra particularmente limitado, con la condición de que 15 
sea un ADN codificante de una proteína consistente de la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 2, un 
ADN codificante de una proteína que consiste de una secuencia de aminoácidos que comprende una sustitución, 
deleción, inserción o adición de uno o varios aminoácidos respecto a la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC 
ID nº 2 y que se expresa específicamente en una célula germinal de atún, un ADN codificante de una proteína que 
consiste de una secuencia de aminoácidos que presenta una homología de por lo menos 85% respecto a la 20 
secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 2 y que se expresa específicamente en una célula germinal de 
atún, un ADN consistente de la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 1 (un gen Vasa de atún de aleta 
azul), un ADN que se hibrida bajo condiciones restrictivas con un ADN consistente de una secuencia 
complementaria a la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 1 y que codifica una proteína expresada 
específicamente en una célula germinal de atún, un ADN que se hibrida bajo condiciones restrictivas con un ADN 25 
que consiste de una secuencia de nucleótidos que presenta una función como cebador o una sonda producida a 
partir de una parte de la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 1 del listado de secuencias y que codifica 
una proteína que se expresa específicamente en una célula germinal de atún, o un ADN que consiste de una 
secuencia de nucleótidos que comprende una sustitución, deleción, inserción o adición de uno o varios nucleótidos 
respecto a la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 1, y que codifica una proteína expresada 30 
específicamente en una célula germinal de atún. La expresión anteriormente proporcionada "una secuencia de 
nucleótidos que comprende una sustitución, deleción, inserción o adición de uno o varios nucleótidos" se refiere a 
una secuencia de nucleótidos que comprende una sustitución, deleción, inserción o adición de un número dado 
cualquiera de entre, por ejemplo, 1 y 20, preferentemente de entre 1 y 15, más preferentemente de entre 1 y 10, y 
todavía más preferentemente de entre 1 y 5 nucleótidos. 35 
 
Por lo tanto, el ADN de la presente invención codificante de una proteína que se expresa específicamente en una 
célula germinal de atún puede codificar una proteína que comprende una deleción, sustitución, inserción o adición 
de uno o varios aminoácidos en una o varias posiciones, a menos que altere la función de una proteína Vasa de 
atún. Dicho ADN codificante de una proteína que se expresa específicamente en una célula germinal de atún 40 
también puede obtenerse sometiendo uno o más nucleótidos en uno o más sitios específicos a una deleción, 
sustitución, inserción o adición de uno o más nucleótidos, de manera que se modifique la secuencia de nucleótidos, 
por ejemplo mediante mutagénesis sitio-dirigida. Además, el ADN modificado anteriormente indicado también puede 
obtenerse mediante mutagénesis convencionalmente conocida. Además, es generalmente conocido que las 
secuencias de aminoácidos de proteínas y las secuencias de nucleótidos codificantes de las mismas son 45 
ligeramente diferentes entre especies. De esta manera, resulta posible obtener un ADN codificante de una proteína 
que se expresa específicamente en células germinales del atún de aleta azul a partir de una especie de atún 
diferente del atún de aleta azul.  
 
Además, el ADN de la presente invención no se encuentra particularmente limitado, con la condición de que sea un 50 
ADN codificante de una proteína consiste de la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 
10, un ADN codificante de una proteína que consiste de una secuencia de aminoácidos que comprende una 
sustitución, deleción, inserción o adición de uno o varios aminoácidos con respecto a la secuencia de aminoácidos 
mostrada en SEC ID nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 10 y que se expresa específicamente en las células germinales de un pez 
Perciformes, un ADN codificante de una proteína que consiste de una secuencia de aminoácidos que presenta una 55 
homología de por lo menos 85% respecto a la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 4, nº 6, nº 8 ó nº 
10, y que se expresa específicamente en las células germinales de un pez Perciformes, un ADN consistente de la 
secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 3 (gen Vasa del verdel), nº 5 (gen Vasa de la caballa pintoja), nº 7 
(gen Vasa de bacoreta oriental (Euthynnus affinis)) o nº 9 (gen Vasa de corvina honnibe (Nibea mitsukurii), un ADN 
que se hibrida bajo condiciones restrictivas con un ADN consistente de una secuencia complementaria a la 60 
secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 3, nº 5, nº 7 ó nº 10 y que codifica una proteína que se expresa 
específicamente en las células germinales de un pez Perciformes, un ADN que se hibrida bajo condiciones 
restrictivas con un ADN que consiste de una secuencia de nucleótidos que presenta una función como cebador o 
sonda producido a partir de una parte de la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 3, nº 5, nº 7 ó nº 9 y 
que codifica una proteína que se expresa específicamente en las células germinales de un pez Perciformes, o un 65 
ADN que consiste de una secuencia de nucleótidos que comprende una sustitución, deleción, inserción o adición de 
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uno o varios aminoácidos con respecto a la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 3, nº 5, nº 7 ó nº 9 y 
que codifica una proteína que se expresa específicamente en las células germinales de un pez Perciformes. La 
expresión anteriormente indicada "secuencia de nucleótidos que comprende una sustitución, deleción, inserción o 
adición de uno o varios nucleótidos" se refiere a una secuencia de nucleótidos que comprende una sustitución, 
deleción, inserción o adición de un número cualquiera de entre, por ejemplo 1 y 20, preferentemente de entre 1 y 15, 5 
más preferentemente de entre 1 y 10, y todavía más preferentemente de entre 1 y 5 nucleótidos. 
 
El ADN de la presente invención codificante de una proteína que se expresa específicamente en las células 
germinales de un pez Perciformes puede codificar una proteína que comprende una deleción, sustitución, inserción 
o adición de uno o varios aminoácidos en una o varias posiciones, a menos que altere negativamente la función de 10 
una proteína Vasa. Dicho ADN codificante de una proteína que se expresa específicamente en las células 
germinales de un pez Perciformes también puede obtenerse sometiendo uno o más nucleótidos en uno o más sitios 
específicos a una deleción, sustitución, inserción o adición de uno o más nucleótidos, de manera que se modifica la 
secuencia de nucleótidos mediante, por ejemplo, mutagénesis sitio-dirigida. Además, el ADN modificado 
anteriormente indicado también puede obtenerse mediante mutagénesis convencionalmente conocida. 15 
 
Por ejemplo, tal como se ha indicado anteriormente, un ADN consistente de una secuencia de nucleótidos que 
comprende una sustitución, deleción, inserción o adición de uno o varios nucleótidos (ADN mutante) también puede 
producirse mediante cualesquiera métodos dados que sean conocidos por el experto en la materia, tales como la 
síntesis química, un método de ingeniería genética, o la mutagénesis. Específicamente, se introduce una mutación 20 
en un ADN que consiste de la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 1 mediante un método que permite 
que un agente que actúa como mutágeno entre en contacto y actúe sobre el ADN, un método de aplicación de rayos 
ultravioletas en el ADN, un método de ingeniería genética, o similares, obteniendo de esta manera un ADN mutante. 
La mutagénesis sitio-dirigida utilizada como método de ingeniería genética es un método útil capaz de introducir una 
mutación específica en un sitio específico, y dicho método se lleva a cabo según los métodos descritos en Molecular 25 
Cloning: A Laboratory Manual, 2a edición, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989; Current 
Protocols in Molecular Biology, suplemento 1-38, John Wiley & Sons (1987-1997), etc. Al permitir que dicho ADN 
mutante se exprese en un sistema de expresión adecuado, puede obtenerse una proteína que consiste de una 
secuencia de aminoácidos que comprende una sustitución, deleción, inserción o adición de uno o varios 
aminoácidos. 30 
 
La expresión anteriormente indicada "bajo condiciones restrictivas" se utiliza para referirse a condiciones bajo las 
que se forma un denominado híbrido específico y no se forma un híbrido no específico. Entre los ejemplos 
específicos de dichas condiciones restrictivas se incluyen: condiciones bajo las que partes de ADN con una 
homología de 50% o superior, y preferentemente de 70% o superior, se hibridan entre sí, y partes de ADN con una 35 
homología inferior de la indicada anteriormente no se hibridan entre sí; y condiciones de lavado en hibridación 
southern ordinaria bajo las que la hibridación se lleva a cabo a 65ºC en una concentración salina correspondiente a 
una solución 1xSSC (en la que la composición de una concentración de 1 vez de solución de SSC consiste de 
cloruro sódico 150 mM y citrato sódico 15 mM) y SDS al 0,1%, ó 0,1xSSC y 0,1 SDS. 
 40 
Además, la expresión anteriormente indicada "ADN que se hibrida bajo condiciones restrictivas" se utiliza para 
referirse a un ADN obtenido mediante la aplicación de un método de hibridación de colonias, un método de 
hibridación de placas, una hibridación en filtro southern, o similares, utilizando un ácido nucleico tal como ADN o 
ARN como sonda. Un ejemplo específico de dicho ADN es un ADN que puede identificarse llevando a cabo una 
hibridación a 65ºC en presencia de NaCl 0,7 a 1,0 M con un filtro sobre el que se ha inmovilizado un ADN o 45 
fragmento del mismo derivado de una colonia o placa, y después se ha lavado el filtro a 65ºC utilizando una solución 
aproximadamente 0,1 a 2 x SSC. 
 
La hibridación puede llevarse a cabo según el método descrito en Molecular Cloning, 2a edición. Un ejemplo de un 
ADN capaz de hibridarse con otro ADN bajo condiciones restrictivas es un ADN que presenta un determinado nivel 50 
de homología respecto a la secuencia de nucleótidos de un ADN utilizado como sonda. Un ejemplo preferente de 
dicho ADN es un ADN que presenta una homología de, por ejemplo, 60% o superior, preferentemente de 70% o 
superior, más preferentemente de 80% o superior, todavía más preferentemente de 90% o superior, de manera 
particularmente preferente de 95% o superior, y todavía más preferentemente de 98% o superior, respecto a otro 
ADN. 55 
 
Un método para obtener o reparar un ADN de la presente invención no se encuentra particularmente limitado. Se 
prepara una sonda o cebador apropiado basándose en la información de la secuencia de nucleótidos mostrada en 
SEC ID nº 1 o la información de la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 2 dada a conocer en la 
presente memoria. A continuación, utilizando dicha sonda o cebador, se criba una biblioteca de ADNc en la que se 60 
estima que existe el ADN, con el fin de aislar el ADN de interés. Alternativamente, dicho ADN también puede 
prepararse llevando a cabo síntesis química de acuerdo con un método ordinario. 
 
Por ejemplo, se prepara una biblioteca de ADNc a partir del atún de acuerdo con un método ordinario, y después se 
selecciona un clon deseado de dicha biblioteca utilizando una sonda apropiada específica para el ADN genético de 65 
la presente invención, con el fin de obtener el ADN genético de la presente invención. Además, la separación del 
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ARN total del atún, la separación y purificación de ARNm, la obtención del ADNc y la clonación del mismo, pueden 
llevarse a cabo de acuerdo con métodos ordinarios. Entre los ejemplos de un método de cribado del ADN genético 
de la presente invención a partir de una biblioteca de ADNc se incluyen métodos utilizados comúnmente por el 
experto en la materia, tales como el método descrito en Molecular Cloning, 2a edición. 
 5 
El vector recombinante de la presente invención no se encuentra particularmente limitado, con la condición de que 
comprenda el gen anteriormente indicado de la presente invención y sea capaz de expresar una proteína específica 
de las células germinales de un pez Perciformes. El vector recombinante de la presente invención puede construirse 
integrando apropiadamente el ADN de la presente invención en un vector de expresión utilizado para las células 
animales o un vector de expresión utilizado para microorganismos. A modo de dicho vector de expresión, resulta 10 
preferente un vector de expresión capaz de replicarse autónomamente en una célula huésped, o un vector de 
expresión capaz de incorporarse en el cromosoma de una célula huésped. Además, preferentemente puede 
utilizarse un vector de expresión que comprenda secuencias de control tales como un promotor, un intensificador y 
un terminador, en posiciones que permitan la expresión del ADN de la presente invención. Además, puede utilizarse 
el ADN de la presente invención producido mediante el método anteriormente indicado, para un método de 15 
detección específica de una célula germinal primordial, un espermatogonio y/o un oogonio derivado de Perciformes. 
 
Además, el vector recombinante de la presente invención también puede utilizarse para producir un transformante. 
Para la transformación, pueden aplicarse todos los métodos de transformación utilizados comúnmente. Por ejemplo, 
se empaqueta un vector en una partícula retrovírica o en una partícula de virus lambda y seguidamente se transfiere 20 
a una célula. De otra manera, mediante la aplicación de microinyección, electroporación, precipitación con fosfato de 
calcio o un método biolístico (por ejemplo el bombardeo con tungsteno) o permitiendo que entre en contacto un 
vector o constructo de ácido nucleico desnudo con una célula en una solución, puede introducirse dicho vector en 
una célula. Entre dichos métodos resulta particularmente preferente la introducción mediante microinyección. Dicha 
microinyección puede llevarse a cabo antes o después de la fertilización, o en el estadio de dos células, de cuatro 25 
células o de ocho células después de la división. Las células obtenidas se cultivan mediante un método ordinario, de 
manera que pueden crecer hasta formar un embrión, un alevín, un pez juvenil, un pez joven y un pez maduro, que 
presenta células germinales. 
 
Entre los ejemplos de un anticuerpo de la presente invención se incluyen un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo 30 
policlonal, un anticuerpo de cadena sencilla, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico y un anticuerpo 
bifuncional capaz de reconocer simultáneamente dos epítopos. Estos anticuerpos se producen mediante la 
administración de un fragmento que contiene la proteína de la presente invención o un epítopo, un análogo, o 
similares en animales (preferentemente animales aparte del ser humano) de acuerdo con protocolos utilizados 
comúnmente. Por ejemplo, con el fin de preparar un anticuerpo monoclonal, pueden utilizarse cualesquiera métodos 35 
dados, tales como un método de hibridoma (Nature 256:495-497, 1975), un método de trioma, un método de 
hibridoma de células B humanas (Immunology Today 4:72, 1983) el método del hibridoma del EBV (Monoclonal 
Antibodies and Cancer Therapy, páginas 77 a 96, Alan R. Liss, Inc., 1985), que generan anticuerpos producidos a 
partir de un producto de cultivo de una línea celular continua. Además, también puede utilizarse un fragmento Fab o 
un fragmento F(ab')2 de los anticuerpos anteriormente indicados y similares, de manera similar a los anticuerpos 40 
anteriormente indicados. Como antígeno puede sintetizarse y utilizarse un péptido consistente de 4 o más, 
preferentemente 6 o más, y más preferentemente 10 o más aminoácidos, codificados por el gen Vasa de la presente 
invención. Alternativamente puede utilizarse un producto obtenido de la expresión de una parte o de la totalidad del 
gen Vasa de la presente invención en la célula de un fago, en Escherichia coli, en Actinomycetes, en bacterias del 
ácido láctico, en levaduras, en una célula en cultivo o similar. 45 
 
De otra manera, la totalidad o una parte de un producto del gen Vasa puede purificarse a partir de un pez individual 
o células del mismo y utilizarse seguidamente. En la producción del antígeno anteriormente indicado, con el fin de 
producir un anticuerpo que reconoce específicamente el producto del gen Vasa de un pez Perciformes como diana, 
resulta preferente seleccionar una región génica codificante de una secuencia de aminoácidos específica de la 50 
especie de pez Perciformes como diana a partir de la secuencia de aminoácidos de una proteína Vasa. En la 
inmunización con el antígeno anteriormente indicado puede utilizarse el antígeno directamente. De otra manera, el 
antígeno puede mezclarse o unirse a un agente inmunopotenciador o adyuvante, tal como un hapteno, y utilizarse 
seguidamente. 
 55 
Los anticuerpos marcados producidos mediante marcaje de los anticuerpos anteriormente indicados, por ejemplo 
con sustancias fluorescentes tales como FITC (isocianato de fluoresceína) o isocianato de tetrametilrodamina, con 
isótopos radioactivos tales como 125I, 32P, 14C, 35S ó 3H, o con enzimas tales como fosfatasa alcalina, peroxidasa, β-
galactosidasa o ficoeritrina, o proteínas de fusión producidas mediante función de dichos anticuerpos con proteínas 
fluorescentes tales como la proteína fluorescente verde (GFP) pueden utilizarse para detectar y medir la proteína de 60 
la presente invención mediante un método inmunológico. Entre los ejemplos de dicho método inmunológico se 
incluyen un método RIA, un método ELISA, un método de anticuerpos fluorescentes, un método de placas, un 
método de puntos, un método de reacción de aglutinación de eritrocitos y el método de Ouchterlony. 
 
Además, la presente invención se refiere a un juego de cebadores para detectar la presencia de un ADN y/o ARNm 65 
codificante de la proteína Vasa de la presente invención que se expresa específicamente en una célula germinal. 
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Por ejemplo, con respecto a un juego de cebadores para detectar la presencia de un ADN o ARNm codificante de 
una proteína que se expresa específicamente en una célula germinal de atún, la longitud de la secuencia de 
cebador, el sitio de la secuencia de nucleótidos de un ácido nucleico con la que es complementaria el juego de 
cebadores, y similares, no se encuentran particularmente limitados, con la condición de que sea un juego de 
cebadores complementarios capaces de hibridarse con una parte de una secuencia cadena arriba o cadena abajo 5 
del ADN, ARNm o ADNc de la proteína. Por ejemplo, aunque dichos cebadores comprendan una secuencia en la 
que una parte no es complementaria a la secuencia de ADN, ARNm o ADNc del péptido anteriormente indicado en 
el extremo 5'-terminal ó 3'-terminal o en ambos extremos, en la medida en que puedan hibridarse con ella, pueden 
utilizarse como cebadores. Además, con el fin de evitar la amplificación no específica o para introducir un sitio de 
reconocimiento de enzima de restricción adecuado, resulta posible utilizar un cebador que presente una secuencia 10 
de apareamiento incorrecto que no sea complementaria a dicho ADN, ARNm o ADNc. 
 
Además, la presente invención se refiere a una sonda para detectar la presencia de un ADN y/o ARNm codificante 
de la proteína de la presente invención que se expresa específicamente en una célula germinal. Un ejemplo 
preferente de una sonda para detectar la presencia de un ADN o ARNm codificante de una proteína que se expresa 15 
específicamente en una célula germinal de atún es una sonda, que es la totalidad o una parte de cadena antisentido 
capaz de hibridarse con un ADN (ADNc) o ARN (ARNc) codificante de dicho péptido, y que presenta la longitud 
necesaria para ser una sonda (por lo menos 20 bases). Por ejemplo, aunque dicha sonda comprenda una secuencia 
en la que una parte no sea complementaria a la secuencia de ADN, ARNm o ADNc del péptido anteriormente 
indicado en el extremo 5'-terminal ó 3'-terminal o en ambos extremos, en la medida en que la sonda pueda 20 
hibridarse con ella, podrá utilizarse como sonda. Además, para una fácil detección, puede utilizarse una sonda a la 
que se haya añadido cualquier secuencia dada. Todavía adicionalmente, para una fácil detección, también puede 
utilizarse una sonda cuyo extremo 5'-terminal haya sido marcado. Entre los ejemplos de una sustancia marcadora 
utilizada en la presente memoria se incluyen la biotina, a fluorescencia y P32. 
 25 
El método de la presente invención para identificar una célula germinal primordial, un espermatogonio o un oogonio 
derivado de un pez donante no se encuentra particularmente limitado, con la condición de que sea un método por el 
que se detecte la presencia de un ADN y/o ARNm codificante de una proteína que se expresa específicamente en 
una célula germinal de atún en una muestra mediante un método de hibridación in situ o similar utilizando el juego 
de cebadores o sonda marcada de la presente invención anteriormente indicados, y en el caso de que la presencia 30 
de dicho ADN y/o ARNm se detecte en la muestra, se evalúa la presencia en la muestra de una célula germinal 
primordial, de un espermatogonio o de un oogonio derivado de un atún. A modo de método de identificación 
altamente exacto y particularmente sencillo puede existir un método para tratar un fragmento de ADN amplificado 
por PCR utilizando el juego de cebadores anteriormente indicado de la presente invención con por lo menos un 
enzima de restricción, utilizando seguidamente la longitud del fragmento de ADN tratado a modo de indicador. El 35 
enzima de restricción utilizado en el método anteriormente indicado no se encuentra particularmente limitado, con la 
condición de que se utilice para obtener fragmentos de ADN de diferentes longitudes de un ADN derivado de un pez 
donante y un ADN derivado de un pez receptor de una especie diferente, tal como un enzima de restricción cuya 
secuencia de reconocimiento existe en una región de gen Vasa de un pez donante que debe amplificarse pero que 
no existe en una región de gen Vasa de un pez receptor de una especie diferente, un enzima de restricción cuya 40 
secuencia de reconocimiento no existe en una región de gen Vasa de un pez donante que debe amplificarse pero 
que existe en una especie diferente de región de gen Vasa de pez receptor, y un enzima de restricción cuya 
secuencia de reconocimiento existe tanto en la región de gen Vasa de un pez donante que debe amplificarse como 
en una región de gen Vasa de un pez receptor de una especie diferente, pero cuyo número de dichas secuencias de 
reconocimiento es diferente. A título de ejemplo preferido, al seleccionar un atún como pez donante y seleccionar 45 
una corvina honnibe y una caballa o una bacoreta oriental como pez receptor de una especie diferente, puede 
utilizarse, por ejemplo, HapI. Un ejemplo de un método de identificación en el que se utiliza HapI, anteriormente 
indicado, es un método que comprende llevar a cabo una PCR anidada utilizando un primer juego de cebadores que 
consiste de las secuencias de nucleótidos mostradas en SEC ID nº 19 y nº 20, y un juego de cebadores anidados 
que consiste de las secuencias de nucleótidos mostradas en SEC ID nº 21 y nº 22, tratando a continuación el 50 
producto de la PCR anidada con el enzima de restricción HapI, y determinando a continuación que el producto de 
PCR anteriormente indicado es un gen Vasa de atún, al digerir el producto de PCR para formar fragmentos de ADN 
de 146 pb y 33 pb. 
 
El método de identificación de la presente invención resulta útil como método para evaluar el crecimiento y/o la 55 
maduración de una célula germinal derivada de un pez donante trasplantada en un pez receptor de una especie 
diferente. Por ejemplo, se trasplante una célula germinal primordial separada de un atún al embrión temprano de un 
pez receptor de una especie diferente, tal como una corvina, una caballa, una bacoreta oriental o un Pagrus major, 
llevando a cabo la producción de larvas de manera más simple y mayor eficiencia que con un atún, y 
preferentemente dicha célula germinal primordial se trasplanta en la cavidad abdominal de un pez receptor de una 60 
especie diferente en el estado temprano de desarrollo, de manera que puede inducirse la diferenciación de la célula 
germinal primordial para que se diferencie en una línea de células germinales. De esta manera, en un pez receptor 
de una especie diferente, se induce una célula germinal primordial derivada del atún para diferenciarse en un oocito 
o en un espermatogonio, y se induce adicionalmente para diferenciarse en un óvulo o un espermatozoide, 
permitiendo de esta manera el crecimiento y la cría del atún. 65 
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La presente invención se describe más específicamente en los ejemplos siguientes. Sin embargo, estos ejemplos no 
pretenden limitar el alcance técnico de la presente invención. 
 
Ejemplo 1 
 5 
(Extracción de ARN a partir de tejidos testiculares de atún de aleta azul y síntesis de ADNc) 
 
Se extirparon los testículos de cada uno de los cinco peces de atún de aleta azul macho en cultivo (3 años de edad, 
peso corporal: aproximadamente 50 kg), seguido de la rápida congelación sobre hielo seco. Se extrajo el ARN total 
de los tejidos testiculares obtenidos utilizando ISOGEN (fabricado por Nippon Gene Co., Ltd.). Con el fin de 10 
descomponer el ADN, se añadió una solución de Tris-HCl 40 mM (pH 7,8) que contenía 2,2 U/ml de ADNasa RQ1, 
sin ARNasa (fabricada por Promega), inhibidor de ARNasa (fabricado por Toyobo Co., Ltd.), NaCl 10 mM, MgCl2 6 
mM y ditiotreitol (DTT) 10 mM, y la mezcla obtenida seguidamente se incubó a 37ºC durante 60 minutos. A 
continuación, se llevó a cabo la extracción con fenol/cloroformo y la precipitación con etanol de la solución de 
reacción, de manera que se purificase el ARN total y después se midieron la concentración y la pureza de la misma. 15 
Mediante la utilización de 2 µg del ARN total extraído de esta manera como molde y utilizando un kit de síntesis de 
ADNc de cadena sencilla, perlas "Ready-To-Go You-Prime First-Strand" (fabricadas por GE Healthcare 
Biosciences), se sintetizó el ADNc. 
 
Ejemplo 2 20 
 
(Determinación de la secuencia del gen Vasa del atún de aleta azul) 
 
A continuación, se realizó una comparación entre las secuencias de aminoácidos de las proteínas Vasa de las 
especies de peces anteriormente indicadas (salmón arcoiris,  pez cebra, Oryzias latipes, dorada, pejerrey, Tilapia, 25 
carpa dorada y carpa). A partir de estas secuencias, se seleccionaron regiones que se esperaba que presentasen 
una homología elevada y que estuviesen conservadas en la proteína Vasa del atún de aleta azul, y seguidamente se 
produjeron los cebadores degenerados mostrados en SEC ID nº 11 y nº 12. Utilizando estos cebadores, se llevó a 
cabo una reacción de PCR utilizando el ADNc sintetizado en el Ejemplo 1 a modo de molde, para amplificar un 
fragmento de ADN que se estimó que derivaba del gen Vasa del atún de aleta azul. Se determinó la secuencia de 30 
nucleótidos del fragmento de ADN obtenido utilizando el analizador génico ABI Prism 3100-Avant (fabricado por 
Applied Biosystems). 
 
Basándose en la secuencia de nucleótidos determinada, se diseñó un cebador 5'-RACE tal como se muestra en 
SEC ID nº 13 y un cebador 3'-RACE tal como se muestra en SEC ID nº 14. Mediante la utilización de estos 35 
cebadores, se llevó a cabo una reacción de RACE-PCR utilizando el kit GeneRacerTM (Invitrogen), para amplificar la 
secuencia en el extremo 5'-terminal y la secuencia en el extremo 3'-terminal del gen Vasa del atún de aleta azul. Se 
determinaron las secuencias de nucleótidos de los extremos 5' y 3'-terminales y seguidamente se ligaron a la 
secuencia de nucleótidos anteriormente indicada, con el fin de obtener la secuencia de nucleótidos de un gen Vasa 
de longitud completa de atún de aleta azul. Con respecto al extremo 5'-terminal, el ADNc de Vasa del atún de aleta 40 
azul utilizado como molde presentaba una estructura de horquilla y de esta manera resultaba imposible amplificar la 
secuencia hasta su extremo 5'-terminal únicamente con un cebador A 5'-RACE. Por consiguiente, se diseñó 
nuevamente un cebador B 5'-RACE tal como se muestra en SEC ID nº 15 a partir de una secuencia de nucleótidos 
determinada mediante una reacción de RACE-PCR utilizando el cebador A 5'-RACE y se llevó a cabo nuevamente 
una reacción de RACE-PCR para amplificar un fragmento de ADN en el extremo 5'-terminal, de manera que se 45 
determinase una secuencia de nucleótidos de longitud completa de Vasa de atún de aleta azul tal como se muestra 
en SEC ID nº 1 y una secuencia de aminoácidos de Vasa de atún de aleta azul tal como se muestra en SEC ID nº 2. 
Mediante la aplicación del mismo método, se determinó el gen Vasa de cada uno del verde (SEC ID nº 3), el gen 
Vasa de la caballa pintoja (SEC ID nº 5), el gen Vasa de la bacoreta oriental (Euthynnus affinis) (SEC ID nº 7) y el 
gen Vasa de la corvina honnibe (Nibea mitsukurii) (SEC ID nº 9). A continuación, se determinaron las secuencias de 50 
aminoácidos (SEC ID nº 4, nº 6, nº 8 y nº 10) correspondientes a dichas secuencias génicas. 
 
Ejemplo 3 
 
(Producción de sonda de ARN) 55 
 
En primer lugar, utilizando el ADNc sintetizado en el Ejemplo 1 como molde, se llevó a cabo una PCR con el cebador 
mostrado en SEC ID nº 15 y el cebador mostrado en SEC ID nº 16, de manera que se amplificase un fragmento 
Vasa de atún de aleta azul de 1.090 pb tal como se muestra en SEC ID nº 17. El fragmento de ADN obtenido se 
insertó en un vector pGEM-T easy (fabricado por Promega) y seguidamente se subclonó. Con el vector producido a 60 
modo de molde, se llevó a cabo una reacción de transcripción in vitro utilizando uridina trifosfato marcado con 
digoxigenina (DIG) (DIG-11-UTP, fabricado por Roche) y ARN polimerasa (ARN polimerasa SP6 ó T7, fabricada por 
Promega), de manera que se sintetizasen sondas de ADN de cadena de sentido y de cadena antisentido. 
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Ejemplo 4 
 
(Hibridación in situ) 
 
Se preparó una sección de 5 µm a partir de tejidos testiculares de atún de aleta azul fijados con un líquido de Bouin, 5 
y seguidamente se revelaron sobre un portaobjetos de vidrio para producir una muestra de sección de tejido. Se 
aplicó sobre la sección una solución de reacción de hibridación (una solución 5 x SSC (pH 4,5) que contenía 50 
µg/ml de ARNt, formaldehído al 50%, 50 µg/ml de heparina y SDS al 1%) que contenía 1 µg/ml de la sonda de ARN 
producida en el Ejemplo 3, y seguidamente se hizo reaccionar a 65ºC durante 18 horas. A continuación, el producto 
de reacción se lavó con solución 1 x SSC que contenía formamida al 50% y después se sustituyó por una solución 1 10 
x TBST. Seguidamente, la solución de reacción se incubó con una solución de bloqueo para la hibridación (fabricada 
por Roche) durante 1 hora. 
 
A continuación, se llevó a cabo la amplificación de la señal utilizando un sistema TSATM PlusDNP AP (Perkin-Elmer 
Japan). Dicha amplificación de la señal comprende una etapa de incubación de la sección de muestra obtenida tras 15 
el bloqueo con fragmentos Fab anti-DIG marcados con peroxidasa de rábano picante (fragmentos Fab Anti-DIG-
POD, fabricados por Roche) durante 30 minutos, y la etapa de adición de tiramida marcada con dinitrofenilo (DNP) 
gota a gota al portaobjetos de vidrio. Seguidamente, lo resultante se incubó con un anticuerpo anti-DNP marcado 
con fosfatasa alcalina (FA) durante 30 minutos. Tras lavar la solución de anticuerpo, se llevó a cabo una reacción de 
revelado del color utilizando una solución de NBT/BCIP (solución de 4-nitroazul de tetrazolio/fosfato de 5-bromo-4-20 
cloro-3-indol, fabricada por Roche) que es un sustrato colorante de la FA. Finalmente, se llevó a cabo una 
contratinción utilizando rojo nuclear rápido (fabricado por Vector Laboratories), seguido del montaje con un agente 
de montaje: Entellan New (fabricado por Merck). 
 
Además, en el presente experimento, se produjo una sonda de ARN específicamente hibridante con el gen Vasa de 25 
corvina honnibe (Nibea mitsukurii) y una sección de tejido testicular de corvina honnibe (Nibea mitsukurii), y 
seguidamente se utilizaron a modo de controles negativos. Dicha sonda de ARN se produjo mediante inserción de la 
secuencia génica específica de corvina honnibe (Nibea mitsukurii) mostrada en SEC ID nº 18 en un vector pGEM-T 
easy (fabricado por Promega), llevando a cabo después una reacción de transcripción in vitro mediante el mismo 
método que en el Ejemplo 3, utilizando la secuencia génica como molde. Además, se produjo una sección de 30 
muestra de tejido testicular de corvina honnibe (Nibea mitsukurii) según el método del Ejemplo 4 y a continuación se 
llevó a cabo una hibridación in situ. 
 
Como resultado de la hibridación in situ, tal como se muestra en la figura 1, se detectó una señal específica del 
espermatogonio en el testículo de un atún de aleta azul de 2 años de edad. Además, tal como se muestra en la 35 
figura 2, no se observó señal significativa de la sonda de ARN de Vasa del atún de aleta azul en los tejidos 
testiculares de la corvina honnibe (Nibea mitsukurii), que se utilizó a modo de control negativo. De esta manera, se 
considera que la sonda de ARN producida en el experimento se hibrida específicamente con Vasa de atún de aleta 
azul. Además, como resultado del experimento en el que se utilizó una sonda de ARN de sonda de corvina honnibe 
(Nibea mitsukurii), se detectó una señal fuerte en los tejidos testiculares de corvina honnibe (Nibea mitsukurii), 40 
mientras que no se observó señal significativa en los testículos de atún de aleta azul (figura 2). Estos resultados 
sugieren fuertemente que una sonda de ARN diseñada basándose en la secuencia de Vasa de atún de aleta azula 
probablemente resultará útil para la detección específica de una célula germinal de atún de aleta azul. De manera 
similar, los resultados sugieren fuertemente que una sonda de ARN diseñada basándose en la secuencia de Vasa 
de la corvina honnibe (Nibea mitsukurii) es probable que resulte útil para la detección específica de una célula 45 
germinal de corvina honnibe (Nibea mitsukurii). 
 
Ejemplo 5 
 
(Establecimiento del método para detectar gen Vasa derivado de células germinales de atún de aleta azul) 50 
 
Con el fin de detectar la presencia de un célula germinal de atún de aleta azul trasplantada en la glándula genital de 
una corvina honnibe (Nibea mitsukurii), se estableció un método simple para detectar un gen Vasa de atún de aleta 
azul con una precisión elevada, en el que la PCR anidada que puede amplificar con elevada especificidad a partir de 
una cantidad de traza de ADN es combinada con un tratamiento con enzima de restricción. La figura 3 representa 55 
las regiones del gen Vasa de una  corvina honnibe (Nibea mitsukurii) que presenta una homología elevada con la 
secuencia del gen Vasa de atún de aleta azul, y las posiciones de los cebadores y los sitios de reconocimiento de la 
enzima de restricción HpaI, que se utilizaron en el experimento.  
 
(1)  Preparación de una muestra 60 
 
Se obtuvo una sección de ovario de 2 mm cuadrados del ovario inmaduro de un atún de aleta azul o de una corvina 
honnibe (Nibea mitsukurii) y la sección recogida seguidamente se cortó en fragmentos con tijeras de disección. A 
continuación, las células se dispersaron mediante tratamiento con tripsina. Con respecto a los dos tipos obtenidos de 
suspensiones celulares, se midió la densidad celular utilizando un hemocitómetro. A continuación, se ajustó cada 65 
suspensión para que presentase un número de células de interés y seguidamente se mezclaron las dos 
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suspensiones. Además, al preparar una mezcla en la que se habían mezclado 101 células de ovario de atún con 106 
células de ovario de corvina honnibe (Nibea mitsukurii), para recoger un número exacto de células de ovario de atún 
de aleta azul, las células se clasificaron bajo un microscopio estereoscópico, utilizando un microinyector dotado de 
un microcapilar de vidrio. 
 5 
(2) PCR anidada 
 
Se extrajo el ARNt de las células en la solución mezclada preparada utilizando el kit de extracción de ARN total 
Quickprep (fabricado por GE Healthcare) y seguidamente se sintetizó ADNc utilizando la transcriptasa inversa 
ARNasa SuperScriptIII (fabricada por Invitrogen). Se llevó a cabo una PCR anidada utilizando un primer juego de 10 
cebadores que consiste de la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 19 y nº 20 y un juego de cebadores 
anidados que consiste de las secuencias de nucleótidos mostradas en SEC ID nº 21 y nº 22. Se preparó una 
solución de reacción de PCR utilizando TakaraExtaq (fabricado por Takara) de acuerdo con los protocolos adjuntos 
con el reactivo. Las condiciones de reacción de PCR consistían en: desnaturalización con calor a 94ºC durante 2 
minutos, desnaturalización con calor a 94ºC durante 30 segundos, hibridación a 60ºC durante 30 segundos y 15 
reacción de alargamiento a 72ºC durante 30 segundos, y reacción de alargamiento a 72ºC durante 3 minutos. Tal 
como se muestra en la figura 4-1, como resultado de la PCR anidada, se detectó una señal fuerte en una muestra 
que contenía ADNc derivado de ovario de atún (103 a 106 células). En contraste, en el caso del ADNc derivado de 
únicamente de ovario de corvina honnibe (Nibea mitsukurii) o ADNc derivado de ovario de atún de aleta azul (102 
células), no se detectó señal significativa en la PCR anidada. Estos resultados sugieren fuertemente que el gen 20 
Vasa del atún de aleta azul resultó específicamente amplificado por la PCR anidada del presente ejemplo. 
 
(3) Tratamiento con enzima de restricción HpaI 
 
A continuación, con el fin de confirmar que el fragmento génico amplificado no se ha derivado de la corvina honnibe 25 
(Nibea mitsukurii) utilizada como huésped, sino que se había derivado del atún de aleta azul, el producto de PCR se 
digirió con enzima de restricción. Debido a que la secuencia del gen Vasa del atún de aleta azul presenta una 
homología extremadamente alta respecto a la de la corvina honnibe (Nibea mitsukurii), es altamente probable que 
los dos tipos de genes resulten amplificados ambos por la PCR anidada. Sin embargo, tal como se muestra en la 
figura 3, una secuencia de reconocimiento de HpaI existente en la secuencia del atún de aleta azul no se encuentra 30 
presente en la corvina honnibe (Nibea mitsukurii). De esta manera, mediante la detección de la digestión con el 
enzima de restricción HpaI, resulta posible determinar si el producto de PCR amplificado se ha derivado del atún de 
aleta azul o de la corvina honnibe (Nibea mitsukurii). De hecho se llevó a cabo un experimento y, como resultado, la 
secuencia del gen Vasa (179 pb) amplificada mediante PCR anidada se dividió en fragmentos de 146 pb y 33 pb 
mediante digestión con HpaI (figura 4-2). 35 
 
Ejemplo 6 
 
Se confirmó la secuencia del producto de PCR de la muestra digerida. Como resultado, se puso de manifiesto que 
esta secuencia correspondía a la secuencia del atún de aleta azul. Estos resultados demuestran que el método de 40 
detección en el que se combina la PCR anidada con el tratamiento con HpaI es un método excelente para detectar 
específicamente un gen Vasa del atún de aleta azul sin necesidad de análisis de la secuencia, y que una célula 
germinal de atún de aleta azul que se ha mezclado con una glándula genital de corvina honnibe (Nibea mitsukurii) 
puede detectarse simplemente mediante aplicación de dicho método de detección. 
 45 
Ejemplo 7 
 
Además, también se analizaron la caballa y la bacoreta oriental, los cuales podrían considerarse para su utilización 
como peces sustitutos del atún de aleta azul. Tal como se muestra en la figura 6, las secuencias del gen Vasa del 
atún de aleta azul, de la corvina honnibe (Nibea mitsukurii), de la caballa y de la bacoreta oriental (Euthynnus affinis) 50 
muestran una elevada homología entre ellas. Sin embargo, entre estas secuencias, únicamente se encuentra 
presente una secuencia de reconocimiento de HapI en el atún de aleta azul. Se llevó a cabo una PCR anidada de la 
misma manera que en el Ejemplo 5. Como resultado, se obtuvieron señales fuertes tanto de la caballa como de la 
bacoreta oriental (Euthynnus affinis). Los productos de PCR se trataron con HpaI. Como resultado, los fragmentos 
génicos de caballa y de bacoreta oriental no resultaron digeridos, y únicamente se digirió el fragmento génico del 55 
atún de aleta azul (figura 7). Estos resultados sugieren que el método de detección en el que se combina la PCR 
anidada con el tratamiento con HpaI puede aplicarse como método para detectar una célula germinal de atún de 
aleta azul en un caso en el que no sólo la corvina honnibe (Nibea mitsukurii), sino también la caballa o la corvina 
honnibe (Euthynnus affinis), se utilizan como peces sustitutos. 
 60 
Aplicabilidad industrial 
 
Con el fin de examinar si células germinales derivadas de un pez donante, las cuales han sido trasplantadas en un 
pez receptor de una especie diferente mediante una técnica de pez sustituto, crecen o maduran o no en la gónada 
del pez receptor, resulta necesario utilizar, a modo de indicador, una característica que se exprese específicamente 65 
en las células germinales y que pueda utilizarse para distinguir el pez receptor del pez donante. El gen Vasa, que es 
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un gen específico de las células germinales, es específico de las células germinales primordiales y de un 
espermatogonio/oogonio, y no se expresa en las células somáticas. En la presente invención, se determinaron las 
secuencias del gen Vasa del atún, de la caballa, de la caballa pintoja, de la bacoreta oriental y de la corvina honnibe 
y se utilizó la expresión de dicho gen como marcador de las células germinales. Además, según la presente 
invención resulta posible detectar específicamente de manera única un gen Vasa de atún en las secuencias de gen 5 
Vasa que se encuentran altamente conservadas en los peces, sin necesidad de secuenciación. De esta manera, 
puede identificarse una célula germinal derivada de atún de manera fiable y simple en la gónada del pez receptor. 
Como resultado, puede llevarse a cabo el cultivo o cría del atún muy eficientemente. Además, mediante la utilización 
de los resultados anteriormente indicados, incluso en el caso de que se utilice no sólo un atún sino también otros 
peces Perciformes como donantes, puede detectarse eficientemente una célula germinal derivada del pez donante 10 
en la gónada de un pez receptor de una especie diferente. 
 
Listado de secuencias 
 
<110> Tokyo university of Marine Science and Technology Nippon Suisan Kaisha, Ltd. Nagasaki Prefecture 15 
 
<120> Marcador molecular para células germinales utilizando genes Vasa 
 
<130> F2007-014 
 20 
<150> JP2007-080022 
<151> 2007-03-26 
 
<160> 22 
 25 
<170> Patente en versión 3.1 
 
<210> 1 
<211> 2394 
<212> ADN 30 
<213> Atún de aleta azul 
 
<400> 1  

 

 35 
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<210> 2 
<211> 644 5 
<212> PRT 
<213> Atún de aleta azul 
 
<400> 2  

 10 
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<210> 3 
<211> 2413 
<212> ADN 
<213> Scomber japonicus 5 
 
<400> 3  
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<210> 4 
<211> 643 5 
<212> PRT 
<213> Scomber japonicus 
 
<400> 4  

 10 
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<210> 5 
<211> 2435 
<212> ADN 5 
<213> Scomber australasicus 
 
<400> 5  

 

 10 
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<210> 6 5 
<211> 645 
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<212> PRT 
<213> Scomber australasicus 
 
<400> 6  

 5 
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<210> 7 
<211> 2361 
<212> ADN 5 
<213> Euthynnus affinis 
 
<400> 7  

 

 10 
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<210> 8 
<211> 644 5 
<212> PRT 
<213> Euthynnus affinis 
 
<400> 8  
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<210> 9 
<211> 2370 
<212> ADN 5 
<213> Nibea mitsukurii 
 
<400> 9  

 

 10 
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<210> 10 
<211> 640 5 
<212> PRT 
<213> Nibea mitsukurii 
 
<400> 10  

 10 
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<210> 11 
<211> 26 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(26) 
<223> n indica cualquiera 
 15 
<400> 11 
tayrwbaagc cbacncchgt ncagaa     26 
 
<210> 12 
<211> 26 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 25 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1)..(26) 
<223> n indica cualquiera 30 
 
<400> 12  
tchtcdgggw angtrgcrct gaacat     26 
 
<210> 13 35 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 40 
<223> cebador 
 
<400> 13  
tggcaaactt cctggcctcc aggta     25 
 45 
<210> 14 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 50 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 14 
tctaccaggg agctcatcaa ccaga     25 55 
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<210> 15 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 15 
tccaccatga tgtcatcata cttgtcaa     28 10 
 
<210> 16 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 16 20 
tgcaactcag gtcaatgctg tgtgg     25 
 
<210> 17 
<211> 1090 
<212> ADN 25 
<213> Atún de aleta azul 
 
<400> 17  

 

 30 
 

 
 
<210> 18 
<211> 1267 35 
<212> ADN 
<213> Nibea mitsukurii 
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<400> 18  
 

 
 
<210> 19 5 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> cebador 
 
<400> 19 
atggtgtttg tagagaccaa acga     24 
 15 
<210> 20 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 20 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 20 
ccttggacag gactgtgacc aag     23 25 
 
<210> 21 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 30 
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<220> 
<223> cebador 
 
<400> 21 
cggtctggat attccagatg taca     24 5 
 
<210> 22 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 22 15 
ttggacagga ctgtgaccaa ggag     24 
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REIVINDICACIONES 
 
1.  Proteína que está constituida por la secuencia de aminoácidos representada por la SEC ID nº 2 en el listado de 
secuencias, que se expresa específicamente en una célula germinal de atún de aleta azul. 
 5 
2. ADN codificante de una proteína que está constituida por la secuencia de aminoácidos representada por la SEC 
ID nº 2 en el listado de secuencias, que se expresa específicamente en una célula germinal de atún de aleta azul. 
 
3. ADN que está constituido por la secuencia de nucleótidos representada por la SEC ID nº 1 en el listado de 
secuencias. 10 
 
4. Vector recombinante que comprende el ADN según la reivindicación 2 o 3. 
 
5. Transformante no humano transformado con el vector recombinante según la reivindicación 4. 
 15 
6. Sonda para detectar la presencia de un ADN o ARNm codificante de la proteína según la reivindicación 1, 
constituida por los (a) o (b) siguientes: 
 

(a) un ADN que está constituido por la secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 17 o una secuencia 
complementaria de la misma, 20 

 
(b)  un ARN complementario al ADN de (a), anterior. 

 
7. Método para detectar una célula germinal primordial, un espermatogonio o un oogonio derivado del atún, que ha 
sido trasplantado en una corvina honnibe, comprendiendo dicho método la utilización de la sonda según la 25 
reivindicación 6. 
 
8. Método para detectar una célula germinal primordial, un espermatogonio o un oogonio derivado de atún de aleta 
azul, que ha sido trasplantado en una corvina honnibe, caballa o bacoreta oriental, comprendiendo dicho método las 
etapas (A) a (C) siguientes: 30 
 

(A) amplificar un fragmento de ADN mediante PCR anidada utilizando un primer juego de cebadores constituido 
por las secuencias de nucleótidos representadas por las SEC ID nº 19 y nº 20, y un juego de cebadores 
anidados constituido por las secuencias de nucleótidos representadas por las SEC ID nº 21 y nº 22, 

 35 
(B)  tratar el fragmento de ADN con un enzima de restricción HpaI; y 
 
(C) determinar que el fragmento de ADN digerido se deriva del atún de aleta azul, y que el fragmento de ADN 

no digerido se deriva de una corvina honnibe, caballa o bacoreta oriental. 
  40 
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