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RESUMEN

Q.C.B. Maria de Lourdes Garza Rodriguez
Titulo del Estudio: ESTUDIO MOLECULAR DE LA FAMILIA GH/PRL/SL
EN EL CATAN

Nimero de paginas: 70 Candidato al grado de Maestria en
Ciencias con especialidad en
Biologia Molecular e Ingenieria
Genética.

Objetivo y método de estudio. Las hormonas del crecimiento (GHs), las prolactinas (PRLs) v
las somatolactinas (SLs) constituyen una familia de hormonas polipeptidicas hipofisiarias, las
cuales pudieron haberse originado de un gen ancestral comn antes del surgimiento de los peces,
permaneciendo este precursor aun desconocido. Esta familia de hormonas representa uno de los
grupos mas diversos en tamaiio generado por duplicacion genica. Los estudios de estas
hormonas en mamiferos y peces han permitido realizar estudios de filogenia molecular y aclarar
eventos evolutivos. Sin embargo, la falta de datos en peces primitivos no permite precisar la
histona evolutiva de esta familia e infenir asi la secuencia del potencial gen ancestral. En este
estudio se trabajo con la especie Atractosteus spatula, el cual es un pez pancrénico localizado en
la vertiente del Golfo de México, mas especificamente en el estado de Tamaulipas. Una de sus
caracteristicas mas importantes es su crecimiento importante ya que los adultos pueden llegar a
medir hasta 3 metros de largo. En la actualidad se conoce muy poco acerca de la biologia de esta
especie, la cual se encuentra en peligro de extincion debido a la pérdida de su habitat natural y
de la pesca indiscriminada por el hombre, Este trabajo se enfocd en la identificacion de los genes
de GH y PRL en ¢l DNAg del catin y en el disefio de iniciadores de GH, PRL y SL para realizar
estudios de RT-PCR con RNA total de cabezas de larvas de catan.

Conclusiones y contribuciones, Se evidenciaron los genes de GH y PRL en el DNAg del catan
por medio de la técnica de Slot-Blot. Aunque los iniciadores disefiados para PRL y SL
permitieron obtener productos de RT-PCR, éstos no correspondieron a genes de la familia
GH/PRL/SL. El DNAc de GH de catan fue clonado y secuenciado, el analisis de la secuencia
revelo que la proteina madura de la GH se encuentra muy conservada entre los géneros
Atractosteus y Lepisosteus a pesar de que divergieron hace aproximadamente 180 millones de
anos. Finalments, se realizo la reconstruccién de un arbol filogenético que permitio analizar la
secuencia del catan y compararla con la de los peces ancestrales.

—

gnes Revol de Mendoza Dr. Hugo . Barrera Saldaiia
Director Co-Dnrector




Introduccién
Estudio Molecular de 1 Familia GH/PRL/SL ea ¢l Catén

CAPITULO1
Introduccion

La evolucién se consideré una nueva rama de la Ciencia en el siglo XTX, bajo el impulso de
Darwin, principalmente. Darwin propuso, en su teoria de la Seleccién Natural, que todos los
organismos vivientes se desarrollaron a partir de otros mis simples y que se establecié una
seleccion basada en la competencia por sobrevivir (Darwin, 1859). Fue Darwin uno de los
primeros en estudiar el origen de la vida y la evolucién de las especies. El basaba sus estudios
en la observacién de las caracteristicas fisicas de las especies, y asf fue como construyé el
primer &rbol evolutivo. Después, con la finalidad de aclarar y mejorar los datos evolutivos, se
afiadieron resultados provenientes de otras dreas de estudio como la Anatomia Comparada, la
Paleontologia, la Embriologia Comparada, la Inmunologfa y la Bioquimica, mismos que
permitieron afinar més los conocimientos sobre la evolucién de las especies. Actualmente, se
cuenta con una herramienta muy valiosa para el estudio de la evolucién: la Biologia
Molecular, [a cual permite obtener secuencias aminoacidicas y nucleotidicas de los genes y
hacer comparaciones a nivel del material genético de cada organismo; gracias a estos estudios
ha sido posible aclarar y corregir los datos de los cuales se disponia anteriormente y asf surgi6
una nueva rama de la ciencia: La Evolucién Molecular (Li y Graur, 1991).

El reto de la evolucién molecular es dentificar los eventos evolutivos, ordenarlos y descifrar
su significado. Los datos moleculares nos permiten reconstruir la cronologia de los cambios a

nivel del material genético e identificar fuerzas involucradas en el proceso evolutivo.
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La evolucion molecular abarca tres areas de estudio: la evolucion de las macromoléculas, la
filogenia molecular y la evolucién prebittica (Li y Graur, 1991). La Evolucion de las
Macromoléculas estudia los cambios ocurridos en el material genético y sus productos
durante el tiempo de evolucién y los posibles mecanismos responsables de estos cambios. La
Filogenia Molecular reconstruye la historia evolutiva de organismos y macromoléculas a
partir de datos moleculares, lo cual ha hecho que sea una de las ireas de la evolucién
molecular que ha generado mayor interés, principalmente porque el anélisis de un conjunto de
genes permite complementar y aclarar las relaciones filogenéticas en casos dificiles.
Finalmente, la Evolucidn Prebidtica o el origen de la vida estudia los posibles eventos y
mecanismos que pudieron originar la vida (Li y Graur, 1991),

El estudio de la filogenia molecular inicié a principios del siglo XX. Los primeros estudios
moleculares realizados en los aflos 60 s y 70 s utilizaban principalmente las secuencias de las
proteinas, pero la acumulacién de secuencias nucleotidicas no se realizd sino a finales de los
afios 70 s, teniendo un gran impacto en la filogenia molecular, lo que ha permitido en la
actualidad que las secuencias nucleotidicas constituyan el material basico de los estudios
filogenéticos. Mas sin embargo, los métodos tradicionales para el estudio de la evolucion tales
como la morfologia, la anatomia, la fisiologia y la paleontologia, siguen siendo herramientas

importantes para el estudio de la filogenia y complementan los estudios moleculares.

1.1 Las Familias Multigénicas
La duplicacién del DNA esta considerada como una fuerza mayor en la evolucion. Las
duplicaciones en fandem pueden surgir por errores en la replicacion o por recombinacion.

Cuando un gen completo esta involucrado en la duplicacion, se generan dos genes con
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actividades idénticas manteniendo ambos su funcién original, sin embargo, después ambos
genes divergen entre si acumulando mutaciones lo que origina que a la vez adquieran
diferentes funciones. Se considera que los genes que provienen de la duplicaciéon de un mismo
gen ancestral integran una familia multigénica (Singer y Berg, 1991). Las familias
multigénicas pueden estar formadas por tan solo dos genes o estar constituidas por cientos de
ellos. Cada familia multigénica es distintiva y frecuentemente sus caracteristicas varian de un
grupo de especies a otro, algunos ejemplos de familias multigénicas son: los genes de la
actina, los de la hormona del crecimiento y los de las globinas, entre otras (Ohta, 1991). Los
miembros de la familia pueden permanecer juntos o dispersarse a diferentes cromosomas. Por
lo general, los miembros de una familia de genes tienen funciones relacionadas o idénticas,
aunque se pueden expresar en diferentes tiempos y en diferentes tipos de células. La
organizacion del conjunto de genes en una familia es clave para dilucidar la serie de eventos
que la originaron, por lo que el estudio de las familias multigénicas es importante para inferir

sobre la historia de los genomas.

1.2 La familia GH/PRL/SL

Las hormonas del crecimiento (GHs), las prolactinas (PRLs) y las somatolactinas (SLs)
constituyen una familia de hormonas polipeptidicas hipofisiarias. Se cree que estas hormonas
pudieron haberse originado de un gen ancestral comin (ain desconocido), antes del
surgimiento de los peces (May D y cols., 1999). Y hasta el momento representan uno de los

grupos mas diversos generados por duplicacion génica.
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1.2.1 Expresion de los miembros de la familia GH/PRL/SL

Estas hormonas se expresan principalmente en la hipofisis, sin embargo, cada hormona se
expresa en diferentes tipos celulares. Asi, la GH se expresa especificamente en los
somatotrofos, una subclase de células acidofilicas que son las mé4s abundantes de la hipéfisis y
que se localizan en la pars distalis ventral de la glindula. La PRL es secretada por los
lactotrofos, que son células acidofilicas de la pars ditalis proximal, mientras que la SL se
produce en unas células que se encuentran en la pars infermedia de la hipofisis (Figura 1), las
cuales son positivas para la tincion de PAS en la mayoria de los peces, excepto en los
salmonidos (Kaneco y cols.,1996). A este respecto existen diversos trabajos realizados en
peces en los cuales se reporta la expresion de GH, PRL y SL en tejidos extrapituitarios; por
¢jemplo la GH se ha detectado en cerebro, corazén, branquias e higado, entre otros. Ademas,
estos estudios revelaron que las tres hormonas presentan expresion en larvas en la etapa de

organogenesis (Yang y cols.,1999).

PRL

GH  Pars distalis ventral
PRL Pars distalis proximal

GH

Figura-1.-Localizacién de las células productoras de GH, PRL y SL en la hipéfisis. La GH es
producida en la pars distalis, la PRL en la pars ditalis proximal y 1a SL en la pars intermedia de la

hipofisis de los peces.
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1.2.2 Estructura génica de las GHs, PRLs y SLs

Los genes de las hormonas que pertenecen a esta familia poseen una estructura que se ha
conservado a lo largo de la evolucién. Tienen como particularidad el estar formados por un
promotor que posee sitios de unién a Pit 1, el cual es un factor transcripcional especifico de
tejido (Ingraham y cols., 1998). Pit 1 es el responsable de la expresion de estos genes en la
hipofisis. La unidad transcripcional de los genes de GH, PRL y SL posee 5 exones y 4 intrones
(Figura 2), a excepcion de algunos peces como la tilapia y el salmon, en los que un quinto
intrén se introdujo en el exén 5 y dio lugar a la formacién de un sexto exon (Agellon y cols.,

1988, Takayama y cols., 1991, Swennen y cols., 1992).

Promotor Unidad transcripcional
Sitios de unién a Pit-1 1 n m v v Poli A
et e Y
s T ATG ¥
Caja TATA (-30 pb)

Figura 2.- Estructura de los genes de la familia GH/PRL/SL. Los genes que pertenecen a la familia
de las hormonas del crecimiento poseen una estructura muy conservada, cuyo promotor presenta sitios
de union a Pit-1 y una caja TATA a -30 pb del inicio de la transcripcion. La unidad transcripcional
esta formada por 5 excnes y 4 intrones, en el exon V se sefiala la insercion de un intron extra que
presentan algunos peces.

Las tres hormonas polipeptidicas han sido descritas en los peces, mientras que en los
mamiferos unicamente se han detectado la GH y la PRL, pero no se descarta la posibilidad de

que exista la SL.
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En la actualidad se han clonado los genes de esta familia en una gran cantidad de peces (Tabla
1), siendo los mas estudiados los de las GHs de aquellos peces que son de interés para la
acuacultura, ya que las GHs recombinantes han sido utilizadas con éxito en las granjas de
peces (Zhu y Sun, 2000, de la Fuente y cols.,1999, Jeh y cols., 1998). Es importante hacer
notar que la mayoria de los peces en los que se han estudiado estas hormonas, pertenecen a la
familia de los teledsteos (peces 6seos modemnos), contrastando con la mineria (7%), los cuales
pertenecen a familias como la de los Lepisosteidae, Amiiformes, Acipenseridae y
Torpedinoidei. Estas dltimas presentan un gran valor para estudios filogenéticos, ya que son
peces ancestrales. En la actualidad se cuenta tan solo con la identificacién de hormonas de esta
familia en tres peces pertenecientes a estas familias, los cuales son, el Acipenser
transmontanus (esturion), Amia calva y Lepisosteus osseus (pez gar). El conocer las
secuencias nucleotidicas de las hormonas de esta familia en peces es de gran interés, ya que
representa un instrumento invaluable para hacer comparaciones, analizar los cambios en el
material genético e inferir los posibles mecanismos de dichos cambios. Esto puede verse
reflejado en los estudios de estas hormonas en mamiferos y peces, lo cual ha permitido realizar
estudios de filogenia molecular y aclarar ciertos mecanismos evolutivos .(Bemardi y cols.,

1993; Argenton y cols., 1993; Wallis, 1996, 2000).
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Tabla 1.- Nimero de reportes de secuencias nucleotidicas de Ia familia GH/PRL/SL.

Hormona | Especies de peces en las que se han reportado secuencias nucleotidicas de
GHs, PRLs, y SLs.
Telebdsteos No teleosteos
GH 73 4
PRL 15 1
SL 13 2

En varias especies de peces se han encontrado dos genes que codifican para GHs y/o dos
genes que codifican para PRLs, En algunas especies estos genes son altamente similares en su
estructura y codifican para una misma proteina (Yasuda y cols., 1992), mientras que en otros
peces se generan dos proteinas que pudieran tener diferente funcién (Auperin y cols., 1994).

1.2.3 Evolucién de la familia

Estas proteinas por la semejanza que presentan en su secuencia y estructura, fueron agrupadas
en una misma familia. Se supone que los genes aparecieron por duplicacion de una secuencia
ancestral con mayor similitud a la prolactina (Niall, 1971) (Figura 3). Por otra parte,
Takayama y cols (1991) sugirieron que también participd un intercambio de exones
independientes y de una secuencia reguladora en la divergencia de los tres genes. Las
hormonas més estudiadas de esta familia desde el punto de vista evolutivo son las GHs y las
PRLs, en contraste las SLs ha sido poco estudiadas por ser las mas recientemente
caracterizadas y por que solo han sido encontradas en algunas especies de peces.

Se estima que la divergencia de la PRL y la GH del gen ancestral ocurrié hace mas de 400
millones de afios, lo que concuerda con la presencia tanto de PRLs como de GHs en los peces
primitivos (Niall y cols., 1971). La evolucion de las PRLs y de las GHs es muy semejante, con

una estructura fuertemente conservada y con periodos de cambios répidos que parecen
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asociarse mas a cambios sutiles que a cambios marcados en la funcién, ya que ésta quedo
globalmente conservada, sobre todo en ¢l caso de la GH.

Aunque la evolucion de estas dos hormonas es muy semejante, los estudios moleculares
indican que las PRLs presentan en promedio una velocidad de cambio més lenta que la de las
GHs (Wallis, 2000).

Los genes de las GHs parecen variar més en peces que en mamiferos (Trevifio, 1999),
incluyendo su estructura, ya que en la trucha, salmén y tilapia, estan formados por 6 exones y
4 intrones.

La familia se expandi6 nuevamente en los mamiferos y se originaron los lactogenos
placentanos. Los lactogenos placentarios (PLs) son hormonas que pertenecen también a esta
familia y son secretados preferencialmente en la placenta. La clonacion de diferentes genes de
PLs indica que en el orden de los primates surgieron a partir del gen de la GH, mientras que

los PLs de otros 6rdenes surgieron del gen de la PRL (Figura 3).
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Duplicacion hace > 400
millones de afios

Prevertebrados

Secuencia Ancestral

GH PRL SL

\4 \‘ ' Presencia de 2 GHs y/o :

INENY TWW R T

) peces (evento :

. esporadico de '

! duplicacién) E
|]:|_:|I| A AdAl Duplicacién en Mamiferos hace

Primates Roedores rumiantes ~ 75 millones de afios

l l

PLs PLs

Proteinas placentarias relacionadas a Prolactina

Figura 3.- Evolucién de la familia GH/PRL/SL. En el esquema se representan los eventos de
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1.2.4 GHs

Las hormonas del crecimiento son polipéptidos de cadena sencilla de aproximadamente 22
kDa. La hormona madura tipica consta de aproximadamente 190 aminoacidos.

Las GHs son esenciales para el crecimiento embrionario postnatal, asi como para el
metabolismo normal de carbohidratos, lipidos, nitrogeno y minerales de los vertebrados. Sus
efectos relacionados con el crecimiento, son mediados primariamente por la somatomedina,
llamada factor de crecimiento I semejante a la insulina (IGF-I) (Mullis y cols., 1991).

Se han realizado esfuerzos por entender la filogenia molecular de las GHs, enfocAndose mis a
la caracterizacion de éstas en mamiferos y teledsteos, ya sea por el analisis de la secuencia
primaria de aminoacidos o de nucledtidos (obtenidas gracias a la tecnologia del DNA
recombinante). Para identificar tendencias o cambios de la secuencia primaria de las GHs, es
indispensable obtener sus secuencias en un amplio nimero de especies. En la actualidad, a
pesar de haber sido clonadas las secuencias de genes de GHs en algunos peces, se carece de un
gen ancestral que permita servir como referencia para reconstruir las relaciones entre
mamiferos y telebsteos, de aqui que la reconstruccion de los arboles filogenéticos se haya
llevado a cabo de manera insatisfactoria.

La conservacion de la GH en peces del mismo orden varia de un 82 a un 100% de similitud,
mientras que entre érdenes varia de un 49 a un 68% y en peces y tetrapodos puede llegar a
variar de un 37 a un 58% (Chang y cols., 1992).

Estudios recientes enfocados en un fragmento del intron 4a de la GH indican que en los peces
mas ancestrales (Amia calfva, Lepisosteus osseus, Acipenser sp), este fragmento del intrén no
estq presente, a diferencia de los peces mas evolucionados, lo cual parece representar un

parteaguas en la evolucion de la GH en estos vertebrados (Venkatesh y cols, 1999).
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1.2.5 PRLs

Las Prolactinas constituyen el segundo miembro de la familia. Son hormonas proteinicas que
poseen una masa molecular de aproximadamente 23 kDa y una estructura muy semejante a la
de las GHs. Las PRLs se encuentran en todos los vertebrados, desde los peces mas primitivos
hasta los mamiferos mas evolucionados. Diferentes trabajos experimentales indican que las
PRLs son unas de las hormonas mas variables en su funcion, segin la especie de que se trate
(Namaware y cols., 1998, Kelly y cols., 1999), estan involucradas en fenomenos como la
lactacion, reproduccion, osmoregulaciéon e inmunomodulacién. En varias especies de
vertebrados las PRLs tienen accién sobre diferentes 6rganos blanco. Asi, por ejemplo en
hembras de mamiferos estimulan el crecimiento de las glandulas mamarias y la lactacion
(Sandrina y cols.,1999), igualmente, estimulan la produccion de progesterona; mientras que en
los peces pueden provocar un ligero cambio de color actuando sobre las células pigmentadas;
y dentro de sus principales funciones destaca la de osmorregulacién (Baccari y cols., 1996,
Kelly y cols., 1999).

Actualmente, las secuencias para las PRLs en diferentes especies de mamiferos han permitido
la formulacién de érboles filogenéticos mas confiables, lo cual no ocurre con los peces, para
los cuales ain son pocas las secuencias que se han reportado (Wallis., 2000). Por tal motivo, el
aumentar el nimero de secuencias para la PRL en peces contribuiria a aclarar la relacion que
tienen estas hormonas con las GHs y las SLs y permitiendo & su vez un acercamiento mas

estrecho a la secuencia ancestral.
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1.2.6 SLs

Las SLs son hormonas pituitarias recientemente caracterizadas que pertenecen a la familia de
la GH, el nombre de la Somatolactina proviene de la union de los nombres de somatostatina y
prolactina. Su DNAc fue reportado por primera vez en 1990 en una libreria de DNAc de
hipofisis del pez platija (Ono y cols., 1990). Por su similitud estructural con las GHs y las
PRLs, se le agrup6 dentro de esta familia de genes. El tamafio de esta hormona puede variar de
245 a 28 kDa. A diferencia de las GHs que se encuentran en forma no glicosilada, las SLs, al
igual que las PRLs, se pueden encontrar en forma glicosilada y no glicosilada, dependiendo de
la especie. Una particularidad de la mayoria de los teleosteos es que poseen SLs glicosiladas.
Las caracteristicas moleculares y bioquimicas de estas hormonas se han estado esclareciendo,
pero su funcion fisiologica aiin no es bien conocida. Se han sugerido diversas funciones
fisiolégicas para las SLs incluyendo su participacién en maduracion sexual, regulacion de
calcio, respuesta al estrés, regulacién acido-base, metabolismo de las grasas y adaptacion a los
cambios de salinidad (Kaneko T, 1996). Aunque se carece de evidencia directa de las
funciones de esta hormona, la regulacion 4cido-base parece ser la mas probable (Kaneko T,
1996). Estas evidencia ponen de manifiesto la necesidad de mas estudios para conocer las
funciones que estas hormonas desempefian, aunque lo mas probable es que se trate de
hormonas multifuncionales, las cuales estan involucradas en diferentes eventos biologicos
bajo condiciones fisiologicas diferentes.

Las SLs han sido reportadas en diferentes grupos de peces y en un anfibio, pero no en otra
clase de vertebrados (Kaneko y cols., 1996), aunque no se descarta la posibilidad de que esté
presente en otras especies.

Hasta 1999, esta hormona habia sido identificada solo en peces teledsteos y se postuld que las

12



Introduccién
Estudio Molecular de la Familia GH/PRL/SL en ¢l Catdn

SLs solo estaban presentes en este tipo de peces, pero su aislamiento en el esturién blanco y en
un pez pulmonado, demostré que las SLs se encuentran presentes en diferentes lineages de
vertebrados tales como los Actinopterigios y los Sarcopterigios. Algunos de los peces en los
que se han descrito las SLs son: el pez dorado (Astola y cols., 1996), anguila (May y cols.,
1997), trucha (Yang y cols.,1997), salmén (Rand-Weaver y cols., 1991), lenguado (Pendon y
cols., 1994), esturién (Amemya y cols., 1999) y en algunos peces pulmonados (May y cols,,
1999). De aqui se desprende que la SL se encuentra conservada desde los peces mas
ancestrales, como el esturion, hasta los mas evolucionados.

La conservacion de las SLs en las diferentes especies de peces va desde un 52 aun 91 % y si
se comparan las secuencias de las SLs de peces con la secuencia de SL del anfibio Bufo

marinus, la similitud varia del 41 al 63 %.

1.3 El Catin (Atractosteus spatula)

1.3.1 Caracteristicas fisicas

El catan (Atractosteus spatula) es uno de los peces mas distintivos de agua dulce, es el mas
grande de los peces lepisosteidos, pudiendo llegar a pesar hasta 136 Kg. Este pez presenta una
cabeza muy parecida a la de un cocodrilo, de donde deriva su nombre en inglés “Alligator
gar”, Se caracteriza por un crecimiento sumamente importante, lo que les permite alcanzar una
talla de 80 cmw/afio, y los adultos pueden llegar a medir hasta 3 metros de largo, aunque el
tamafio promedio de los adultos en condiciones de cautiverio es de alrededor de dos metros
(Figura 4). El cuerpo es largo, delgado, de color oliva o café verdoso (raramente negro) en la
parte superior, mientras que su abdomen es de color amarillo o blanco. Ocasionalmente, se

observan manchas con pigmento café en el pedunculo caudal y las aletas, particularmente en
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especimenes pequefios. Los huesos superiores del craneo tienen pequefios tubérculos redondos
cubiertos de esmalte. Posee aletas sin espinas, fosas nasales en la punta de la nariz que le
permite respirar aire atmosférico y dos hileras de dientes de cada lado. Ademas, los adultos
poseen colmillos dermopalatinos lo cual los dota de un equipo masticatorio ideal para una
alimentacion omnivora (http://www.fcn.state flus/gfc/fishing/Fishes/gar html). Esta especie se
alimenta mayormente de peces y cangrejos, pero algunas veces de pdjaros o incluso deshechos
que se encuentren en la superficie del agua. El cuerpo del catén estid completamente revestido
de escamas romboideas tnicas en la especie (Figura 5). Una de las caracteristicas importantes
en este pez es que posee una vejiga natatoria muy vascularizada que le permite respirar aire
atmosférico por medio de la faringe, pudiendo sobrevivir durante horas fuera del agua. El
catin puede diferenciarse el resto de las especies de lepisosteidos por sus dos filas de dientes

en la mandibula superior, su hocico corto y ancho y su gran tamafio

(http://www.arch.dcr.state.nc.us/subsist/zooarch.htm).
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Figura 4.- Tamaiio del Catén. En esta foto podemos observar el tamaiio tan importante que
alcanzan unos individuos. Este espécimen mide 3 metros de longitud.

Figura 5.- Caracteristicas del catdn. En esta imagen del catin se observan sus principales
caracteristicas fisicas, su cuerpo largo y delgado, su cabeza semejante a la de un cocodrilo y su
hocico ancho, entre otras.
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1.3.2 Distribucién

El catén es un pez que habita en rios de agua dulce o lagos, aunque se llega a encontrar en
aguas salobres, & incluso es capaz de sobrevivir largos periodos en agua marina; de hecho
existen reportes de acuarios en los que se menciona que algunos catanes que han sobrevivido
en estanques de agua salada por tiempo indefinido.

Generalmente vive en lugares de aguas abiertas y prefiere los habitats grandes con aguas
profundas y con frecuencia se le encuentra en la superficie del agua. La localizacion del catan
se restringe a la vertiente del Golfo de México y especificamente, en el estado de Tamaulipas,
aunque esporadicamente puede ser encontrado en algunos rios de Tabasco y San Luis Potosi
(Mendoza y cols, 1999). En México, se encuentra en el estado de Veracruz una especie
cercana al catan, el pegelagarto (Atracrosteus tropicus), el cual se distingue del catan por
poseer un hocico mas ancho con una sola hilera de dientes a cada lado, es mas pequefio en

tamaiio y cominmente tiene el dorso moteado (Mendoza y cols, 1999).

1.3.3 Filogenia

Es comun que a esta especie se le asigne el género Lepisosteus. No obstante, Skuttus en 1963
lo reconoci6 como un Atracfosteus, el cual actualmente es un subgénero de Lepisosteus. Por
otra parte, Wiley, basado en la presencia de un Lepisosteido, Atractosteus strausi, considerd
que la separacion de los dos géneros (Atractosteus y Lepisosteus) habia ocurrido en el inicio o
a mitad del Creticico, antes de la separacién del rompimiento del continente Pangea. Debido a
lo antiguo de la divergencia, é] concluy6 que Atractosteus deberia desaparecer de la sinonimia
de Lepisosteus, en la cual se le habia colocado originalmente. Se emitié la hipétesis de que

ambos géneros datan de hace 180 millones de afios (Wiley, op.cit).
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En la actualidad se reconocen siete especies de Lepisosteidos como los Gnicos representantes
vivientes de estos dos géneros, las cuales se encuentran restringidas a ciertas zonas del Norte
de México, Centro América y el Canbe.
Cuatro especies se encuentran en el género Lepisosteus:

L. osseus

L. platyrhinchus

L. platostomus

L. oculatus
Y tres en el género Atractosteus:

A. spatula

A. tropicus

A. tristoechus

Ambos géneros pertenecen a la familia Lepisosteidae.

1.3.4 El catén, una especie en peligro de extincién

El catan es muy apreciado por su camne y los estados de Nuevo Leon y Tamaulipas cuentan
con un comercio bien establecido, ademas el catin es considerado un trofeo de pesca debido a
su gran tamafio y a lo dificil que resulta ser su captura (Mendoza y cols, 1999).

En la actualidad no existen normas que regulen su captura, lo cual ha ocasionado una
disminucion alarmante en el nimero de ejemplares. En algunos rios de Estados Unidos este
pez ha desaparecido y en otros se le encuentra muy escasamente, esto parece deberse a la
canalizacién de grandes rios y la eliminacién de las aguas tranquilas preferidas por el catan.

Una de las ventajas que presenta el catan sobre otras especies es su capacidad de sobrevivir a
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cambios de salinidad, lo que le permite emigrar hacia otros lugares buscando aguas tranquilas.

Es importante sefialar la gran importancia de esta especie, debido a su valor faunistico, por ser
endémica, por encontrarse en peligro de extincion y principalmente por su valor cientifico, por
tratarse de organismos pancronicos, de aqui se deriva la importancia de buscar medidas

eficaces para su conservacion y aprovechamiento.

1.4 Justificacién del Trabajo

Hasta la fecha, las tres secuencias de las hormonas de la familia GH/PRL/SL no han sido
reportadas para una misma especie primitiva; ademas son escasos los conocimientos sobre los
mecanismos que se llevaron a cabo para formar la familia génica y sobre la supuesta secuencia
ancestral.

De esta manera, el estudio molecular de la familia GH/PRL/SL en una especie pancronica
como Afractosteus Spatula (catan) permitiria contribuir a aclarar las relaciones filogenéticas
entre estas proteinas, asi como inferir sobre los mecanismos moleculares que se llevaron a
cabo para formar esta familia de genes. Adicionalmente la obtencién de la secuencia de la
hormona del crecimiento en un pez ancestral, aportaria datos relevantes para realizar

comparaciones nucleotidicas y aproximarse mas al gen ancestral.

Finalmente, el reporte de las secuencias de hormonas que presentan un papel fisiologico clave
en una especie en peligro de extincion como el catan permitiria complementar los estudios
biologicos y fisiologicos que se han venido efectuando sobre este pez y contribuyendo al

rescate de la especie.
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CAPITULO II

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Estudiar los genes de la familia GH/PRL/SL en el catan.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1.- Investigar la presencia en ¢l genoma del catin de los genes de GH y PRL.

2.2.2.- Partiendo de las secuencias conocidas de los DNAcs de GH, PRL y SL en peces,
disefiar iniciadores consenso para el gen de la GH del catén.

2.2.3.- Obtener la secuencia del DNAc de la GH del catan.
2.2.3-1 Amplificar por RT-PCR el DNAc.
2.2.3-2 Clonar y secuenciar el producto amplificado.

2.2.4.- Analizar y comparar las secuencias obtenidas con [as presentes en el GenBank.
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CAPITULO 111

Estrategia General

La estrategia general comprendi6 las siguientes etapas:
1. ldentificacién de los genes de GH y PRL en el DNAg del catin.

DNAc de GH de tlacuache ——— Marcaje de las sondas «¢——— DNAc de PRL de gato

!

Hibridacion en “Slot-blot” contra el DNAg de catan

'

Deteccion de ambos genes

2. Obtencion de los DNAcs de Ia familia GH/PRL/SL del catén

RNAs de larvas de catin RNAs de cerebro de tilapia
(control para niciadores de PRL)

Diserio de miciadores consenso \ /

para GH, PRL y SL —» RT-PCR

'

Clonacion y/o secuenciacion de los PA

3. Anilisis de las secuencias y reconstruccion de los drboles filogenéticos.

Comparaciones de las secuencias nucleotidicas y formulacian de arboles filogenéticos a través
del programa Phylip
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CAPITULO IV
MATERIAL Y METODOS

4.1 Material

4.1 1 Origen de los reactivos

Los reactivos utilizados para realizar la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
fueron obtenidos de las siguientes casas comerciales: la enzima DNA polimerasa Taq y
el MgCl; de Promega Corporation (Madison, Wi, EUA) y los dNTPs de GIBCO-BRL
(Gaithersburg, MD, EUA,). Los reactivos para la RT-PCR vy las enzimas de restriccion y
de modificacién que se utilizaron fueron de GIBCO.BRL y de New England Biolabs
(Beverly, MA, EUA). Las enzimas RNAsa y Proteinasa K provinieron de SIGMA
(St.Louis, MO, EUA).

La extraccién de RNA total a partir de tejido se realizd con el estuche comercial “Totally
RNA Extraction Kit” de la compaiiia Ambion, Inc. (Austin,Tx, EUA). El RNAsin
(Inhibidor de la RNAsa) utilizado para la conservacion del RNA fue adquirido de la casa
comercial Promega.

Para la eliminacion del DNA contaminante de las muestras de RNA se utiliz6 el estuche
comercial de QIAGEN: RNA/DNA kit con las columnas QIAGEN-tip 20 (Valencia,
CA, EUA).

Par la realizacién de las hibridaciones se utilizaron membranas de nylon de Amersham
International (Buckinghamshire, UK). El marcaje de las sondas se realizo con el estuche

comercial “Rad labelling system™ de GIBCO-BRL.

21



Material y
Estudio Molecular de la Familia GH/PRL/SL en el Catian

La secuenciacion se llevo a cabo con el estuche comercial “Amplicycle Sequencing Kit”
de Perkin Elmer. Los nucleétidos radiactivos utilizados se obtuvieron de Amersham
International, mientras que los oligonucledtidos utilizados fueron sintetizados por la

compaiiia GIBCO-BRL.

4.1.2 Material Biologico

Para la realizacion de las clonaciones se utilizaron plasmidos pBlue-Script (pBS-SK+) y
las cepas de E. coli XL1-Blue y Top 10 de la colecciéon de plasmidos y cepas de la
ULIEG, respectivamente.

Las muestras de los diferentes tejidos de catin, pegelagarto, tilapia y tiburén, asi como
las larvas de catan fueron proporcionadas por el Grupo de Ecofisiologia de la Facultad
de Biologia de la UANL. Todas las muestras se almacenaron a —70°C o en nitrogeno

liquido.

4.2 Equipo

Para la realizacion de este trabajo se utiliz6 el siguiente equipo: un homo de microondas
LG modelo MS-70IC, microcentrifugas Eppendorf modelos 5402 y 5415, fuentes de
poder ISCO 494 ( ISCO, Nebraska, EUA), EC 600 ( E-C Aparatus Corporation, St.
Petersburg, Florida) y BRL 250 (Gibco-BRL), una centrifuga Beckman allegra™ 21R,
modelo 367570, un agitador de tubos Bamstead Termolyne modelo Maxi Mix
(Bubuque, IOWA, EUA), una placa agitadora con control de temperatura marca Corning
modelo PC320 (N.Y., EUA), un secuenciador automatico GX100 (Genomyx, California,

EUA), un secuenciador automatico dNA sequencer Long Reader 4200 (LI-COR,
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California, EUA), un congelador So-Low Enviromental (Cincinnati, Ohio, EUA), un
secador de geles (Labconco, Ca, EUA), un termomixer 5436 (Eppendorf), un bafio de
agua 188 (Precision, Chicago, EUA), una placa de agitacion modelo 3520, una
incubadora Shell Lab modelo 1525, un bafio de agua giratorio (New Brunswick
Scientific Co, inc. Edison, N.J. USA), una campana de luz ultravioleta modelo p-036-02
(CBS Scientific Co), una balanza analitica marca OHAUS modelo AP110S, una balanza
granataria OHAUS modelo TS4KD (Camibb, Géttingen, Alemania), un horno con vacio
(Precision Scientific Group, Chicago, EUA), una incubadora de hibridacién modelo 310
(Robbins Scientific Co. Sunnyvale, Ca, EUA).

El seguimiento del crecimiento bacteriano se realizé con un espectofotémetro de la
marca Beckman modelo DU-70 (Scientific Instruments Division Fullerton, CA, EUA).
Los reactivos se almacenaron en un congelador marca TorRey (Mty, Mex). Los
termocicladores utilizados fueron de los modelos de MJ Research PT 150 y PT100
(Watertown, Mass, EUA), el Perkin-Elmer 2400, Hybaid PCR Express y el RoboCycler
96 (Stratagene, La Jolla, Ca. EUA).

El procesamiento de los datos se realizo en computadoras IBM modelos G42.

Los procesadores de texto utilizados fueron: Microsoft Word Version 200(© 1983-1999
Microsoft Corparation), procesadores de graficos Microsoft Power Point Version 2000
(© 1983-1999 Microsoft Corparation), Adobe Photoshop Limited Edition 2.5.1 (© 1989-
1993 Adobe Systems Incorporated) y UMAX Scan (© 1990-1991 UMAX Scanner
Driver, Impact Research Inc).

Los programas de analisis en Biologia Molecular utilizados fueron: Amplify Version

1.2b ( Bill Engels © 1992 University of Wisconsin Genetics M. Madison, WI, EUA),
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DNA Strider TM 1.1 (© Ch. Merck and C.E. A 1989, Service de Biochimie-Département
de Biologie- Institut de Recherche Fondamentale-CEA-FRANCE), Clustal W Version
1.5 (Multiple Sequence Alignments) y Phylip (Phylogeny Inference Package, version
3.5¢, Department of Genetics, University of Washintong, Seattle, EUA).

Para la cuantificacion del DNA y la determinacién de los tamafios se utiliz6 el aparato

Gel Doc 1000 de Bio-Rad (Hercules, CA, EUA).

4.3 Métodos:

4.3.1 Obtencién y cuantificacion del DNA y el RNA

4.3.1.1 Extraccién y cuantificacion de DNAg de Tejido

Las muestras de musculo de catan, tiburon y pegelagarto y el de placenta humana se
procesaron utilizando la técnica descrita por Gross-Bellard y cols (Gross-Bellard y cols.,
1974). Los tejidos fueron macerados en un mortero en presencia de nitrégeno liquido, se
agregaron 1.2 ml de buffer frio (Tris-HCl a 10 mM y pH=8, NaCl a 100 mM, EDTA a
25 mM pH=8, SDS 0.5% y Proteinasa K a 0.1mg/ml) por cada 100 mg de tejido, se
transfirié todo en un tubo Falcon y se colocd en bafio de agua a 50°C durante 12 a 18
horas. Después de la incubacion, se procedio a realizar una extraccion con fenol Sevag
(*; volumen de fenol: % volimen de Sevag, €l cual consiste de cloroformo y alcohol
isoamilico 24:1), se agito vigorosamente en el vértex y se centrifugo a 17000g durante
10 min (9000 rpm durante 15 min). Si las fases no se separaban bien, se agregaba otro
volumen de buffer sin proteinasa K y se repetia la centnifugacion. Se recupero la fase
acuosa, el DNA se precipitd con % volumen de acetato de amonio 7.5M y 2 volimenes

de etanol al 100%, luego se centrifugé a 9000 rpm por 15 min y la pastilla se lavé con
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etanol al 70%. La pastilla se dejé secar al aire y se resuspendi6 en agua mili Q. El RNA
residual se eliminé agregando SDS a una concentracion final del 0.1% y 1pg/ml de
RNAsa, e incubando 1 hora a 37°C. Se realizd6 nuevamente una extraccion fenol:sevag
como la antes descrita, se precipité el DNA con % volumen de acetato de amonio 7.5 M
y 2 volimenes de etanol al 100% , se lavo la pastilla, se secé y se resupendi6 en agua
mili Q.

El DNAg obtenido se cuantificé por espectrofotometria, mezclandose de cada muestra
de DNA 1 pl con 999 pl de agua mili Q, se utilizé agua mili Q como blanco y se midio
la absorbancia a 260 nm. La formula que se utiliz6 para calcular la concentracion de los

DNAs fue la siguiente:
Concentracién de DNAg (ng/ul)= (factor de dilucion(50XDO 260am)

4.3.1.2 Extracciéon y cuantificacion de RNA total

Las extracciones de los RNAs de hipéfisis de pegelagarto y catan, de las cabezas de las
larvas de catin y de las cabezas de juveniles de tilapia se realizaron con el estuche
comercial de Ambion. En el caso de cabezas de tilapia, se trabajé con tejido fresco, a
diferencia de todos los demés tejidos que estuvieron conservados en nitrégeno liquido o
a —70°C antes de realizar la extraccion. El tejido se homogenizé en 10 volimenes de la
solucion de desnaturalizacion, se transfirid a un tubo nuevo y se midié el volumen inicial
(Vi), se adicion6 1/10 del Vi de la solucién de acetato de sodio 3M y se mezcl6é por
inversion. Enseguida se agregé un Vi de fenol/CHCl; (Solucion 1), se agitd

vigorosamente durante 1 min en el vortex, se almacené en hielo durante 5 min y se
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centrifugd 5 min a 12000 rpm. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo, se agregod
un Vi de fenol/CHCI; (Solucién 2), se agitd vigorosamente por 1 min en el vortex y se
coloco en hielo durante 5 min. Después de una centrifugacion de 5 min a 12000 rpm, se
transfiri6 la fase acuosa a un tubo libre de RNAsa, se agreg6 un volumen de isopropanol,
mezclando bien. Se dejé precipitando a —70°C durante 30 min y se centrifugd por 15
min a 12000 rpm. Una vez eliminado el sobrenadante, la pastilla se lavé con etanol al
70%, se repitio la ultima centrifugacion y la pastilla se dej6 secar al aire libre durante
aproximadamente 10 min, antes de resuspenderse en agua libre de RNAsa.

El DNA contaminante se elimind por medio de columnas del estuche comercial de
QIAGEN RNA/DNA, siguiendo el protocolo del proveedor.

Los RNAs se conservaron en agua con DEPC estéril, RNAsin (1U/ul) y DTT (SmM)
a-70°C.

Mediante el programa computacional Molecular Analyst del Gel Doc se pudo cuantificar
el RNA por la intensidad de fluorescencia de las bandas tefidas con bromuro de etidio.
Este compuesto se intercala entre las bases del RNA y emite una fluorescencia al ser
excitado por la luz ultravioleta. La fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de
bromuro de etidio que se intercala, dependiendo asi de la cantidad de RNA. Se realizd
una curva de calibracién de diferentes concentraciones de RNA y de esta manera se

determino la concentracién del RNA de larvas de catan y de tilapia.
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4.3.1.3 Anilisis electroforético del DNA y RNA

Las muestras de DNA se corrieron en un gel de agarosa al 0.8%. La electroforesis se
realizo a 100 V y las bandas se visualizaron tifiendo el gel en una solucién de bromuro
de etidio a 2 pg/ml. El gel se colocod en el Gel Doc para ser analizado y observar la
calidad del DNA.

Para observar la calidad del RNA extraido, las muestras se corrieron en un gel
desnaturalizante preparado con 50 ml de agarosa al 1%, 250 ul de Isotiocianato de

guanidina 1 M y 5 ul de Bromuro de etidio 100x.

4.3.2 Identificacién de los genes de GH y PRL en el catiin,

Para la identificacion de los genes de la GH y de PRL en catén, tibur6n y pegelagarto, se
realizaron hibridaciones del DNAg con sondas disponibles en el laboratorio. Para el gen
de la GH se utilizé6 una clona del DNAc de la GH del tlacuache que incluye los exones
IV y V (Sifuentes Rincén, 2000), mientras que para la identificacion de la PRL se utilizo
una clona con el DNAc de la PRL del gato que incluye los exones IT al V (Sifuentes

Rincon, 2000).

4.3.2.1 Preparacion de la membrana.

Se utilizaron membranas de Nylon Hybond-NX de la Compafiia Amersham, las cuales
se remojaron durante 1 hora en solucién SSC 20X (NaCl 7.6 M, C¢HsNa;0; 0.3 M, PH
=7.0). Se colocd sobre 5 papeles humedecidos con SSC 20X, se mont6 en el aparato de
vacio y cada pozo se lavd 3 veces con SSC 10X. Se desnaturalizaron alicuotas de 10y 1

pug de cada DNAg de interés (catin, pegelagarto y tiburdn) a 95°C durante 5 min,
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ademés de los testigos positivos (PRL de gato y GH de DNAg de humano) y del control
negativo (pBS-SK). Se depositaron las muestras y se fijaron al vacio a 80°C durante 2

horas.

4.3.2.2 Marcaje de las sondas

Las sondas fueron marcadas con el estuche comercial RadPrime Labeling System de

GIBCO-BRL de la siguiente manera:
Se disolvieron 25 ng de DNA en 10 pl de H;O miliQ, se desnaturalizaron a 95°C

durante 5 min, se colocaron en hielo inmediatamente y se agregaron los siguientes

reactivos:

dCTP (500 uM) 1l
dGTP (500uM) 1l
dTTP (500 pM) 1l

Soluciéon de Random Primers (3 pg/ul) 20 ul
[a-**P]dATP, a 3000 Ci/mmol 5ul

Agua destilada 11 ul

Los reactivos se mezclaron y se agregd lul del fragmento Klenow de la DNA
polimerasa de Escherichia coli (40U/l), el volumen final fue de SO pul. La reaccién
desarroll6 durante 2 horas a 37°C y la se detuvo con 5 pl de solucién Stop. Una vez

marcada la sonda, se purifico por filtracién sobre una columna de Sephadex GSO

(Sambrook y cols, 1989).
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4.3.2.3 Hibridacién

La prehibridacion se realizé utilizando un volumen de 1ml de solucion de hibridacion
(SSC 6X, reactivo de Denhardt 5X y SDS 0.5%) por cm® de membrana de nylon
utilizada, la membrana y la soluciéon se colocaron en un frasco de hibridacién y se
dejaron agitando a 50°C durante 4 horas, al finalizar se removid la solucién y se agregé
la solucién de hibridacion junto con la sonda marcada (GH de tlacuache o PRL de gato).
La hibridacién se realiz6 con 0.5 ml de solucién de hibridacién por cm® de membrana y
se dejo agitando toda la noche a 50°C (18 h). Al dia siguiente se removid la solucién de
hibridacion y se realizaron los lavados de la membrana; 2 lavados de 15 min con una
solucion SSC 2X, SDS 0.1% a temperatura ambiente, otros 2 lavados con SSC 1X, SDS
0.1% a temperatura ambiente y por ultimo se realizo un lavado de 15 min a 50°C con
SSC 0.1X, SDS 0.1%. Una vez terminados los lavados, la membrana se sacd del frasco
de hibridacion, se envolvié en papel Saran Wrap, se coloco en un chasis y se expuso a

una pelicula ultrasensible durante 5 dias.

4.3.3 Amplificacion de las secuencias de GH, PRL y SL

4.3.3.1 Diseiio de los iniciadores.

Los iniciadores se disefiaron a partir de secuencias reportadas de los DNAc de las tres
hormonas. Las secuencias se obtuvieron del GenBank via Internet
(http://www2 ncbi.nlm.nih gov/) y fueron alineadas utilizando el programa CLUSTAL
W para evidenciar las zonas mas conservadas. Para facilitar el disefio de los imciadores
se eligieron las especies de peces que se relacionaran més a los peces primitivos para

alinear las secuencias correspondientes. Los iniciadores se disefiaron sobre las regiones

29


http://www2

Material y Métodos
Estudio Molecular de la Familia GH/PRL/SL en el Catin

conservadas, y dando preferencia a las secuencias de peces considerados ancestrales.
Para el disefio de los iniciadores se utilizaron los programas Oligo 4.0 y Amplify 5.1.
Estos programas permitieron controlar los factores como: las temperaturas de
alineamiento (Tm), los malos apareamientos, los dimeros entre los pares de iniciadores,
entre otros factores. Adicionalmente, la especificidad de los iniciadores se probo con el

programa Blast.

4.3.3.2 Reaccion de RT.

Los iniciadores disefiados se utilizaron para tratar de amplificar los DNAcs
correspondientes a la familia GH, PRL y SL a partir de RNA de cabezas de larvas de
catan y de RNA de cabezas de juveniles de tilapia. Este ultimo se utilizd como control
positivo para los iniciadores de PRL.

Los DNAGcs se sintetizaron a partir de RNA total (RNAt) utilizando hexameros al hazar.

Se utilizaron reactivos de GIBCO-BRL para preparar la reaccion mostrada en la Tabla 2.
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Tabla 2.- Condiciones para la RT

Concentracion final

RNA de larvas de catan  50ng/pl

(200ng/pl)
Hexameros al azar 2.5
Agua miliQ cbpl2pl

La reaccion se incub6é 10 min a 70°C, el tubo se centrifugd 3 segundos y se agregaron
los siguientes reactivos:

Concentracion final

Buffer 5X de primera cadena 1X

DTT 0.1IM 0.01IM

DNTP’s 10 mM 0.5Mm

La reaccion se incubd 2 min a 42°C, se agregd 1pl de la enzima SuperScript I
(200U/ul), quedando el volumen final de 20 pl y se realizd el siguiente programa:
10 min a 25°C, 50 min a 42°C y 15 min a 70°C.
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4.3.3.3 PCR.
Una vez sintetizados los DNAs, las PCRs se realizaron utilizando los oligonucledtidos

disefiados, bajo las condiciones descritas en la Tabla 3.

Tabla 3 .- Condiciones estandar para la PCR.

Componentes Concentracion final
Amortiguador de la reaccion 1X

MgCl,, (25mM) 2mM

DNTPs 0.2 mM

Iniciador 5° 0.15uM

Iniciador 3° 0.15uM

DNA polimerasa Taq 0.05U/ul

Agua miliQ estéril cbp s50ul

(Volumen final de la reaccion = 50 pl)

Después de un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C por 5 min, las amplificaciones se
llevaron a cabo durante 40 ciclos. Aunque se utiliz6 el mismo programa para todas las
amplificaciones, la temperatura de alineamiento (Tm) fue especifica para cada juego de
iniciadores; las temperaturas utilizadas para GH de catan fueron de 55°C para CN1 y
CN2 y 52°C parz CTS y CT3; en el caso de PRL la Tm fue de 56°C para PRL1 y PRL2 y
para SL se utiliz6 una Tm de 57°C para SL1 y SL2. Los ciclos consistieron en un primer
paso de desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, un segundo paso de apareamiento a la
Tm de cada juego de iniciadores durante 1 min y un tercer paso de extension a 72°C
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durante 1 min. Al finalizar los 40 ciclos, se llevé a cabo un paso de extensiéon a 72°C

durante 5 min,

4.3.3.4 Anilisis electroforético.

Una vez obtenidos los PA, éstos se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al
2%. Los geles prepararon con TBE 0.5X (Tris-borato 0.089 M. acido bérico 0.089M). El
gel solidificado se colocé en una camara de electroforesis, la cual contenia el mismo
buffer. Las muestras se mezclaron con jugo azul 6X (azul de bromofenol al 0.25 %,
xilencianol al 0.25 % y glicerol al 30%) y fueron depositadas en el gel. La electroforesis
se corrié a 95 V y una vez terminada, el gel se tifié con bromuro de etidio durante 5 a 10
min, se lavo con agua y se procedié a observarlo en el Gel Doc.

El tamafio de los PA se determiné con el programa Molecular Analyst del Gel Doc,

utilizando un marcador de tamafio adecuado.

4.3.3.5 Caracterizacion de los productos de PCR.

Los PA fueron caracterizados por digestion enzimética. Para los de PRL y SL se
tomaron en cuenta las enzimas que tuvieran cortes en zonas conservadas del DNAc de
diferentes especies de peces, mientras que en el caso de la GH de catin se tom6 como
referencia el DNAc del pez Lepisosteus osseus, el cual se eligi6 por pertenecer a la
misma familia del catan. Se realizaron cortes con las enzimas Pst 1 y Bgl 11, siguiendo

las instrucciones de la casa comercial (NEB).
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4.3.4 Clonacién y andlisis de los PA

4.3.4.1 Preparacién del vector T

La técnica utilizada para la clonacion de los PA fue la del vector T (Marchuk y cols,
1990), la cual esti basada en la actividad de transferasa terminal independiente del
templado de la enzima Taq DNA polimerasa, que permite la adicion de un
deoxiadenosina monofosfato (A) en los extremos 3° de los productos de PCR. Al vector
de clonacion se le agregaron residuos de timina en los extremos 3° complementarios a
los de adenina de los productos amplificados.

Las clonaciones se realizaron utilizando el vector de clonacion pBS-SK de la compaiiia
Stratagene. Par la preparacion del vector T se utilizaron 2.5 pg de DNA plasmidico
previamente linearizado con la enzima Eco RV, que fueron incubados con 1.25 U/pg de
la enzima DNA polimerasa Taq, 2 mM de dTTP y 2mM de MgCh en un volumen final
de 20ul. La reaccién se realiz6 durante 3 horas a 72°C. Una vez preparado, el vector T

se almacen6 a —20°C hasta su utilizacion.

4.3.4.2 Ligacion y transformaciéon

Los productos de PCR y el vector T se sometieron a ligacion en un volumen final de 25
ul con una relacion inserto:vector de 1:3. La reaccion se incubé durante toda la noche a
16°C y los 25 ul se utilizaron para transformar 100l de células Top 10 Ca™
competentes.

Para preparar las células competentes se utilizb una modificacién del método de Inoue
(Inoue y cols, 1990) que se describe a continuacién. Se inocularon 4 ml de medio LB

(bactotriptona 1%, extracto de levaduras 0.5%°, NaCl al 1% y tetraciclina 5 pg/ml), con
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100 pl de bacterias de E. coli Top 10 y se dejaron crecer toda la noche. Al dia siguiente,
se inoculé 1 ml del medio LB en 50 ml de medio SOB (bactotriptona 2%, extracto de
levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl, 10 mM, Mg SO4 10 mM, pH 6.7-7.0)
y se dej6 crecer a 37°C hasta alcanzar una DOgsxo de 0.4, después se colocd en hiclo
durante 10 min, el medio se centrifugd a 2500g (5000 rpm) durante 10 minutos a 4°C y
las células se resuspendieron gentilmente en 20 ml de CaCl; 0.1 M frio. Se colocaron en
hielo durante 20 min, después de una centrifugacion a 2500 g (5000 rpm) por 10 min &
4°C, se removi6 el CaCl, y las células se resuspendieron gentilmente en 2 ml de CaCly.

Para transformar se incubaron 100 pl de bacterias con los 25 pl de la reaccion de
ligacion a 4°C por 30 min, se realizd un choque térmico a 42°C por 90 s, se agregaron
900 pl de medio LB a las células y se incubaron (en agitacion) a 37°C por 1 h. Las
bacterias que recibieron el inserto se seleccionaron por su fenotipo AMP®, B-gal, siendo

las colonias blancas posibles portadoras de los insertos.

4.3.4.3 Extraccion del DNA plasmidico

Para seleccionar las clonas portadoras de los insertos se extrajo el DNA plasmidico por
el método de lisis alcalina (Sambrook y cols, 1989). Se crecié una colonia de bacterias
en 3 ml de medio LB + antibiético (tetraciclina 10 pg/ml) y se mantuvo con agitacion
vigorosa de 250 rpm durante la noche. Al dia siguiente se centrifugaron 1.5 ml del
medio de cultivo durante 30 seg a méxima velocidad (14 000 rpm) y se removié el
medio del tubo manteniéndolo en hielo. La pastilla resultante se resuspendié en 100 pl
de solucion I (glucosa 50mM, Tris-Cl 25 mM, pH 8, EDTA 10 mM, pH 8) utilizando el
vortex. Se agregaron 200 pl de solucién II (0.2 ml de NaOH 10 N, 1.0 ml de SDS 10% y
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8.8 ml de agua) recién preparada (8.8 ml de agua + 0.2 ml de NaOH 10 N + 1 ml de SDS
10%), la solucioén se mezcl6 rapidamente por inversion (5 veces), y se incubé 5 min en
hielo.

Se agregaron también rdpidamentel150pl de solucion IIT fria, el tubo tapado invertido se
agito al vortex o con la mano rapidamente y se incubo en hielo 5 min. Se centrifugd 5
min a 4 °C y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo. El DNA plasmidico se
extrajo con un volumen de fenol.cloroformo (1:1), aproximadamente 190 pl de cada
uno, mezclando al vortex 1 min. Después de centrifugar 2 min a 4°C, el sobrenadante se
transfirié a un tubo nuevo. Se precipité el DNA plasmidico con 2 volimenes de etanol
(95-100%) a temperatura ambiente, mezclando al vértex y dejando reposar 2 min. Se
centrifugo a 12,000 g por 5 min a 4°C. Se removié completamente el sobrenadante por
aspiracion y se dejo el tubo invertido sobre una toalla de papel. Se lavé la pastilla con 1
ml de etanol al 70% frio y se centrifugé medio minuto. Se removib el etanol y se dejé

secar la pastilla al aire por 10 min. Por ultimo el DNA plasmidico se disolvié en 50 ul de

TE con RNAsa pancreética (20 pg/ml).

4.3.4.4 Andlisis de las clonas recombinantes

Los DNAs se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 %. Las clonas que
tuvieron menos desplazamiento que el pBS-SK se cortaron con las enzimas Sac 1 y Kpn
I, para liberar los fragmentos clonados. Los productos de la digestion se corrieron en un
gel de agarosa al 1%. Una vez identificados los fragmento por el peso molecular, las
clonas se caracterizaron con las enzimas seleccionadas, los fragmentos se observaron en

un gel de agarosa al 2%.
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4.3.4.5 Determinacién de las secuencias nucleotidicas

La secuencia de las clonas resultantes se determind por secuenciacion ciclica con una
adaptacion de terminacion en cadena (Sanger y Nicklen,, 1977). Los iniciadores que se
utilizaron fueron los primers universales (M13 forward y reverso) que se aparean en el
plasmido pBS-SK. La secuenciacién enzimatica se realizé con el Kit de LiCor. Los
fragmentos sintetizados se marcaron al 'incorporar el anélogo marcado con un
cromogeno IR y se resolvieron en un gel de acrilamida al 6%- urea 50%, utilizando el

secuenciador LiCor DNA 2000.

4.3.4.6 Andlisis de las secuencias nucleotidicas

Una vez obtenidas, las secuencias s¢ compararon en Internet mediante el programa
BLAST con las secuencia reportadas en el GenBank. Se realizaron también
alineamientos utilizando el programa Clustal W. En el caso del catan se construyé un
arbol filogenético con la secuencia de la clona de GH comparandola con las secuencias
de peces ancestrales utilizando el método de la Méxima Parsimonia, en el programa

DNApars (del paquete Phylip).
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CAPITULO V

RESULTADOS
5.1.- Extraccion de DNAg
Los DNAg se extrajeron de tejido muscular de los diferentes peces y de placenta
humana a partir de muestras conservadas a en nitrégeno liquido o a —70°C. Como se
puede apreciar en la Figura 6, los DNAg de tiburén y catan presentaron degradacion
parcial, mientras que los de placenta humana y pegelagarto fueron de buena calidad.
Ademas, en cada preparacion se cuantificé el DNA por espectrofotometria. Del tejido de
placenta humana se lograron obtener 0.328 mg, de pegelagarto 0.18 mg, del tejido de

catan 0.231 mg y de tibur6n 0.331 mg.

Figura 6.- DNAg de las diferentes especies de peces. Se deposito 1 pl de cada muestra de
DNAg en un gel de agarosa al 0.8%. Los carriles 1, 2 y 3 corresponden al DNAg extraido de
placenta, los carriles 4 y 5 al DNAg de pegelagarto, los carriles 6 y 7 al DNAg de catédn y los
carriles 8 y 9 corresponden al DNAg de tiburdn.
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5.2 Extraccién del RNA total a partir de cabezas de larvas de catin y de juveniles
de tilapia.

Los RNA totales (RNAt) fueron extraidos de tejidos frescos, de cada muestra se
realizaron dos extracciones y los RNAt obtenidos se observaron en geles
desnaturalizantes de agarosa. Una vez que se observo la calidad de los RNAs obtenidos,
éstos fueron cuantificados por espectrofotometria. De las larvas de catin de 3 dias se
obtuvieron en promedio 0.1 mg, de las larvas de 7 dias 0.15 mg y de las muestras de

tilapia 0.11 mg de RNA total. (Figura 7).

12 3 4 56 7 8
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Figura 7.- RNA total de cabezas de larvas de catdn y juveniles de tilapia. Se deposito 1 pl de
cada muestra de RNAt en un gel desnaturalizante al 1% de agarosa. En los carriles 1 y 2 se
depositaron 200 y 500 ng de RNAt de placenta humana, los carriles 3 y 4 corresponden a los
RNAs de larvas de catan de 3 dias, los carriles 5 y 6 a larvas de catan de 7 dias, y los carriles 7y
8 a RNAs de juveniles de tilapia.
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5.3 Identificacioén de los genes de GH y PRL en el catdn

Mediante la técnica de hibridacién de Slot-Blot se evidenciaron los genes de GH y PRL
en el DNAg del catén, pegelagarto y tiburén. En un primer paso se realizo la hibridaciéon
con la sonda de GH (DNAc de tlacuache). Una vez obtenida la autorradiografia (Figura
8A), la membrana fue lavada con SDS hirviendo al 1%, se dejo enfriar y se reutilizd
para la hibridaciéon con la sonda de PRL (ex6n III-V del gato)Figura 8B). En la
membrana se lograron observar, con la sonda de GH, manchas radiactivas para los
DNAg de catan, pegelagarto y tiburén, asi como en el control positivo. Después de la
hibridacién con la sonda de PRL de gato se obtuvo sefial para los DNAg de catan,
pegelagarto, humano y tiburén. En este tltimo las bandas se observaron muy
débilmente.

Los controles negativos no presentaron seiial en ambos ensayos. Los PA de PRL dieron

positivo con la sonda de PRL y se observa una sefial muy débil con la sonda de GH.
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Figura 8.- Hibridaciones en Slot-Blot de los genes de GH y PRL. En la figura A se observan
sefiales de radiactividad con la sonda de GH para los DNAg de catan (Bl y B2), de pegelagarto
(B3 y B4) y débilmente para el del tiburdn (C4 y C5). En la figura B se muestra el ensayo con la
sonda de PRL, se observan sefiales en catan (B1 y B2), pegelagarto (B3 y B4) y humano (A4).
Los carriles C1, C2 y C3 corresponden a 4, 2,y 1 ng de PA de PRL de gato. Como testigos
positivo y negativo se utilizaron el DNAg humano (A4) y el plasmido pBS-SK (BS),
respectivamente.

5.4 Diseiio de los iniciadores

5.4.1 Iniciadores de PRL.

Se realiz6 la busqueda de secuencias de PRL en peces y se obtuvieron solamente 13
secuencias reportadas a la fecha. Todas las secuencias pertenecen a los peces Oseos
evolucionados. Por lo tanto, para el disefio de los iniciadores de PRL se utilizaron
secuencias de peces teledsteos (Salmo salar, Anguilla anguilla, Tilapia nilotica y
Cyprinus carpio), ya que no se han reportado secuencias nucleotidicas para peces que

pertenzcan a la familia del catdan. Los iniciadores fueron disefiados sobre zonas
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conservadas de los DNAc en los exones I y V (Figura 9) y fueron los siguientes:

5" GTC AAA CTT CAC TCT CTC AGC 3’ PRL1

5" TGT CAA TTT TGT GGG AGT C 3' PRL2

Estos primers amplifican, teéricamente, un fragmento de 480pb en peces teledsteos.

PRL1

R
PRL2
‘_

PA de pb 480pb

Figura 9.-, Iniciadores de PRL- En la figura se esquematiza la estructura del DNAc de la PRL.
Los sitios en los que se aparean los imiciadores se muestran con flechas y el producto
amplificado esperado con una linea.

5.4.2 Iniciadores de SL.

En la busqueda de secuencias de la SL en el GenBank se encontraron 15 secuencias de
SL en peces;, 14 de ellas pertenecen a peces 6seos evolucionados y una a un pez 6seo no
teleosteo (Acipenser transmontanus). Para disefiar los iniciadores de SL en peces, se
alinearon las secuencias de algunos peces teledsteos (Carassius auratus, Anguilla
anguilla, Solea seleganensis) y la de un pez no teledsteo ancestral (Acipenser
transmontanus). Los iniciadores se disefiaron en zonas conservadas del DNAc de SL en

los exones I y V (Figura 10) y fueron los siguientes:

5' GCT CCC TGG AGA AGC TCC TGG 3' SL1

5' TGG GCG TCT TTC CTG AAG CAG 3' SL2
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SL1
SL2
‘_.

PA de pb 507pb

Figura 10.- Iniciadores de SL. En la figura se esquematiza la estructura del DNAc de la SL, los
sitios en los que se aparean los iniciadores se indican con flechas y el producto amplificado
esperado con una linea.

5.4.3 Iniciadores de GH.

Para realizar el analisis de las secuencias de GHs en peces se realiz6 la bisqueda en el
GenBank y se encontraron 88 secuencias de GHs de peces reportadas a la fecha, de las
cuales 84 comrespondian a peces Oseos evolucionados (telesteos), una a peces
cartilaginosos y 3 a peces 0seos no teleosteos (Amia calva, Acipenser transmontanus y
Lepisosteus osseus). Al alinear todas las secuencias mediante el programa Clustal W, las
regiones conservadas fueron escasas; por lo tanto para el disefio de los iniciadores GH
de catan se tomaron en cuenta los peces mas cercanos a este pez (Amia calva, Anguilla
anguilla y Lepisosteus osseus), dando preferencia a la secuencia del pez Lepisoteus
osseus que pertenece a la misma familia del catin. Se disefiaron dos juegos de
oligonucledtidos (Figura 11). El primero (CN1 y CN2) amplifica toda la secuencia
codificante, desde el codon de inicio (CN1), hasta el de terminacion (CN2) y el segundo
(CT5 y CT3) se alinea en zonas mis conservadas, del exon II (CTS5) y del exén V (CT3)

(Figura 9).
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Las secuencias de los oligonucledtidos que se disefiaron para amplificar el DNAc de la

GH de catan fueron las siguientes:

5' CGA GGA TCC ATT TAA GGC AAACATGG3' CNI

5' TGG TCT TAT CTA GAG AGT GCAGTT GC 3' CN2

5' CAC CAA TGC ACT GAT AAG AGC 3' CT5
5' AAG TCT CCA CTT TGA GCATGT C 3' CT3
CN1

-
CTS
e

PA de 669 pb

PA de 493 pb

Figura 11.- Iniciadores diseiiados para GH en catén. En la figura se esquematiza el DNAc de
la GH del catan, se mndican con flechas los sitios en los que se aparean los iniciadores y los PA
esperados.

5.5 Ensayos de RT-PCR con los iniciadores de SL y PRL

5.5.1 SL

5.5.1.1 Ensayos de RT-PCR

Una vez sintetizados los DNAcs, se optimizd la reaccién de PCR realizando titulaciones
de MgCl; En el caso del catin, se obtuvieron PA del tamaiio esperado (Figura 12),

mientras que para la tilapia no se logr6 obtener ningiin PA.
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4——— PAde520pb

Figura 12.- RT-PCR con los iniciadores de SL. Los PA obtenidos con el juego de iniciadores
de SL a partir de RNA de catén se corrieron en un gel de agarosa al 2% con el marcador de PM
A + Pst 1 (Carrill). Se realiz6 una titulacion de MgCl, variando las concentraciones de | mM
(Carril 2), 1.5 mM (Carril 3) y 2 mM (Carril 4). Se incluy6 también un control negativo (Carril
3).

5.5.1.2 Clonacién y secuenciacién del PA.

Una vez obtenidos los PA de SL, se procedié a su clonacién y secuenciacién. De las
cinco clonas levantadas, cuatro de ellas tuvieron un desplazamiento menor que el pBS-
SK. Al cortarlas con las enzimas Eco Rl y Hind III, tres clonas liberaron un fragmento
del tamafio esperado (520 pb) (Figura 13), la Gltima presenté un sitio interno para una de
las enzimas y liber6 dos fragmentos de menor tamafio. Se secuencid un ejemplar de cada

tipo de clona.

45



Resultados
Estudio Molecular de la Familia GH/PRL/SL en el Catan

Fragmento de ~520 pb

Figura 13.- Clonas candidatas para SL de catin. Las clonas obtenidas a partir de los PA
obtenidos con los iniciadores de SL se caracterizaron con las enzimas Eco Rl y Hind I1I. Los
productos de la digestion se analizaron en un gel de agarosa al 0.8%. Tres de las clonas liberaron
un fragmento del tamafio esperado (carriles 2, 4, 5 y 6), la clona 2 (carril 3) liberé dos
fragmentos. El marcador de PM es A + Pst I (carril 1).

Las secuencias obtenidas se compararon mediante el BLAST con las secuencias
reportadas en el GenBank. Ninguna de las dos secuencias correspondi6é a SL o alguna
hormona relacionada con la familia GH/PRL/SL, no se pudieron tampoco relacionar con

otra secuencia ya reportada.

5.5.2 PRL

5.5.2.1 Ensayos de RT-PCR con los iniciadores de PRL en Catén
Los iniciadores fueron probados con los DNAcs de larvas de catdn, utilizando una
temperatura de alineamiento de 50°C. Se amplificaron dos bandas, una de ellas que

correspondia al tamafio esperado (480 pb) y otra banda més pequefia que se amplificd
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débilmente. Los PA del tamafio esperado fueron clonados y secuenciados para verificar

que correspondian a PRL (Figura 14).

€———— PA de 480pb

Figura 14.- Productos de amplificacién obtenidos por RT-PCR con los primers de PRL
(PRL1 y PRL2) en catén. Los PA se obtuvieron utilizando concentraciones de 2 mM de MgCl,
(carril 2), se corrieron en un gel de agrosa al 2%. Se incluyeron en la electroforesis un control
negativo de la reaccién (carril 3) y el marcador de PM A + Pst | (carril 1).

5.5.2.2 Clonacién y secuenciacién del PA

Una vez obtenidos los PA en catén, se procedié a clonarlos por medio de la técnica de
vector T en el pldsmido pBS-SK. Se levantaron 11 colonias y cuatro de ellas liberaron
un inserto con las enzimas Eco Rl y Hind III.

Las cuatro clonas presentaron un inserto del mismo tamafio (593 pb), que era el esperado
(Figura 15). Se secuencié la clona 11 (Figura 16A) y la secuencia se mand6 comparar
mediante el BLAST en el GenBank, los resultados indicaron que la clona no
correspondia a PRL, ya que no tenfa semejanza con las secuencias de PRLs de otros
peces ya reportadas. Como en el caso de la SL, el PA no se pudo relacionar a otra

secuencia reportada, como lo indica el reporte del BLAST (Figura 16B).
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Figura 15.- Clonas candidatas para PRL de catén. En el gel se muestran las clonas 5, 7,9 y
11 sin digerir (carriles 2, 4, 6 y 8 respectivamente) y digeridas (carriles 3, 5, 7 y 9
respectivamente), se incluyeron también los marcadores de PM A + Pst I (Carril 1) y pUC + Hae
I (carril 10).

(A)
Secuencia de la Clona 11

gggagacaggatggacggtgtigatanacggcigaatgtgeggtggatigtegatiticgtiatangagtagtaccagt
geagttagtgticcagictatctigtgetgactgtegetttgetgatgcigtgeagtigigetgtacaaggtttatgggtete
aggatgagtccagggcecatgaagaaacagtcetgatagtgtcaggaaagatagegeattgacacaticttcgeaggac
agctttggaggtaaacgeigigeagtgttiticaagtacagtgacctgeteaccgtaagactgtgtigigatgetagicac
caatccatctgaaggattatactca

(B)

BLAST

Secuencias que producen alineamientos significativos  (bits) Valor
gblAC005237.2]AC005237 Homo sapiens BAC clone RP11-556H17 f...
gblAC009405.3]AC009405 Homo sapiens BAC clone RP11-175M21 £...
2blAC006161.2|]AC006161 Arabidopsis thaliana chromosome II s...
gblAF067132.1{HSPPPR3 Homo sapiens protein phosphatase-1 re...
gb|AF033856.1|AF033856 Agrobacterium tumefaciens glycogen o...
emb|AL445208.11]ALA445208 Human DNA sequence from clone RP11...
emb|AL133305.2|CNS01DUO Human chromosome 14 DNA sequence **
emb|A1.022158.1|HS326113Homo sapiens DNA sequence fromPAC

RIS IR R R R IR [&
Ao NN
[ I R~ - = =~ i = i~

Figura 16.- Secuencia de la Clona 11 y resultados del BLAST. Se muestra la
secuencia de la clona 11 para PRL de catdn (A), la secuencia se mand6 comparar
mediante el BLAST y los resultados indicaron que no est4 relacionada a PRL (B).
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5.5.2.3 RT-PCR con los iniciadores de PRL en tilapia.

La Tilapia nilotica es una especie que pertenece a los peces 6seos modernos y se
encuentra ficilmente en la regién. La reaccién de RT se realizd a partir de RNA de
cabezas de juveniles. Una vez realizada la estandarizacion de la PCR, se amplificaron
dos bandas de tamafio muy semejante (Figura 17). Las mejores condiciones de
amplificacion fueron a 56°C, con 1 ul de DNAc de la RT y 2 mM de MgCl,. Las bandas
se resolvieron en un gel de agarosa al 2 % y la banda superior (458 pb) fue purificada
con el estuche de Quiaex II (Figura 18). Una vez purificada, la banda superior se
secuencid.

DNAc 1l 2ul 3ul

MgCl; (mM)

587 pb
458

B _—

298 pb
267 pb

Figura 17.-Estandarizacién de la PCR para PRL en Tilapia nilotica. Para la obtencién de la
secuencia de PRL de tilapia se realizo la estandarizacién de la PCR con titulaciones de DNAc (1,
2y3 ul)yde MgCh (1, 1.5 y 2 mM), asi como variando la temperatura de alineamiento. Se
muestra el resultado de las amplificaciones a 56°C con las titulaciones correspondientes, el
marcador de PM fue pUC + Hae Il (M) y se incluyd en el gel el control negativo de la reaccion
de PCR (Carril 11). El asterisco muestra la reaccion de PCR que dio los mejores resultados y de
la cual se purificaron las bandas para la secuenciacién.
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587 pb
s
298

367 0o
174 pb

Figura 18.- Purificacién de los PA. Las 2 bandas obtenidas de la amplificacion con los
iniciadores para PRL en Tilapia fueron purificadas. En el gel A, se muestran el marcador de peso
molecular (M) y las 2 bandas obtenidas durante la PCR (Carril 3) y en el gel B se muestran el
marcador de peso molecular y las bandas superior e inferior purificadas con el estuche
comercial Quiaex II. Ambos geles fueron de agarosa al 2% y en los 2 se utilizo el marcador de
peso molecular pUC + Hae II1.

La secuencia se mand6 comparar con el BLAST en el GenBank y comparte alta
similitud con la secuencia de PRL de tilapia reportada previamente (nimero de acceso
gb[M27010.1), asi como a menor grado con otras secuencias de PRL de peces tales
como el salmoén, la trucha, el pez dorado, la carpa, entre otros (Figura 19). Este resultado

permitié corroborar la eficacia de los iniciadores.
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(A)

PA de 458 pb
aggtgagnntagggctectengtitanagngaagngatgycccccgaggtgaacccatcttactagatagtacatec
aggcatccttgagacttitggagtactgetgeatcicctggatctigtigaatatagtgctitgtgetgggtgaggeagggt
actagcggaggaggacaggactacgagagggictgaccaggcitggaggagggagegagecagggacatcaaatc
tgactcigacactigaagtgetiggecctigicaatgggegtcigiagagaggaggtgtggcacatigcaggecgegge
atgatcaccctgectataggagpgaagegagagcicagetectggg

(B) Alineamiento

>gb|M27010.1 | TILPROLACA Tilapia nilotica prolactin mRNA, complete cds,
clone ptiPRL-I

Query: 48 aggtgaacccatcttactagatagtacatccaggc-atccttgagacttttggagtactg
FCECTEERrErerr e e et ernrnee et peereenererrrenrreenrind
Sbjct: 497 aggtgaacccatcttactagatagtacatccaggccatccttgagacttttggagtactg

Query: 107 ctgcatctcctggatcttgttgaatatagtgetttgtgectgggtgaggcagggtactage

FECELRNRT Rt e et et e et von b e e et b e e e eyl
Sbjct: 437 ctgcatctcctggatcttgttgaatatggtgctttgtgctgggtgaggcagggtactage

Query: 167 ggaggaggacaggactacgagagggtctgaccaggettggaggagggagcgagccaggga
POLREERREET R e e v bt e b e e e e e e b ey b sl
Sbjct: 377 ggaggaggacaggactacgagagggtctgaccaggcttggaggagggagcgagecaggga

Query: 227 catcaaatctgactctgacacttgaagtgcttggeccttgtcaatgggegtetgtagaga

B R NN R R R R R N R RN RE AR R RN RERRRR R Y
Sbjct: 317 catcaaatctgactctgacacttgaagtgcttggtccttgtcaatgggcgtectgtagaga

Query: 287 ggaggtgtggcacattgcaggccgcggcatgatcaccctgectataggagggaagegaga
FEECCRT Rt e e e e e e e et et e et et ee e e e e re e et
Sbjct: 257 ggaggtgtggcacattgcaggccgcggcatgatcacectgectataggagggaagtgaga

Query: 347 gctcagctcctggg 360
[ 1Treerrrnttl
Sbjct: 197 gtccagctcctggg 184

Figura 19. Secuencia de PRL de Tilapia nilotica. (A) Se muestra la secuencia de 459 pb
obtenida de la banda supenor correspondiendo a la amplificacion del DNAc de PRL con los
iniciadores consenso disefiado. (B) La secuencia obtenida se alined con la secuencia previamente
reportada para la PRL de tilapia en el GenBank. Las diferencias se resaltan en rojo (B). La
secuencia encontrada tiene una semejanza del 98 % con la reportada por Rentier-Delrue y cols
en 1989.
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5.6. Obtencién de la GH de catén

5.6.1 Ensayos de RT-PCR

Con el primer juego de iniciadores que abarcaban toda la secuencia codificante de la GH
(CN1 y CN2), no se logré obtener bandas de amplificacién. Aun probando diferentes
temperaturas de alineamiento, cantidades de DNAc y de MgCI2, las amplificaciones
resultaron inespecificas y las caracterizaciones de los PA no correspondian al patrén
esperado. En un siguiente paso se probé el segundo juego de iniciadores disefiados sobre
regiones conservadas de los exones I1 y V del gen de la GH. Con éstos se amplific6é una
banda del tamafio esperado (493 pb). El PA se caracteriz6 con las enzimas Pst 1y Bgl II,

que fueron seleccionadas a partir de la secuencia del DNAc de la GH del pez

Lepisosteus osseus (Figura 20).
pb

<4— 636
PA de <4— 521

493pb
1: 251
226
<+ 118

Figura 20.- Caracterizacién del PA de GH de catin. El PA obtenido con los iniciadores de
GH (carril 1) se caracteriz6 con las enzimas Pst I (carril 2) y Bgl 11 (carril 3) y los productos de
las digestiones se corrieron en un gel de agarosa al 2%. En el carril 4 se observa el marcador de
PM pUC + 4lu 1.
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Figara 22.- Caracterizacién de las clonas con la enzima Pst I. Las clonas obtenidas se
digirieron con la enzima Pst 1. Las clonas 1, 3 y 4 (carriles 3, S y 6) presentaron un inserto
invertido en comparacién con la clona 2 (carril 4). En el gel también se muestran pBS-SK sin
digerir (carril 1), una clona sin digerir (carril 2) y el marcador de PM, pUC + Hae llI (Carril 7).

5.6.3. Determinacién y analisis de la secuencia

Una vez seleccionadas las clonas candidatas, se procedié a la secuenciacién de dos de
ellas. Se eligieron las clonas 1 y 2 para obtener la secuencia del fragmento en sentido
recto (Clona 2) e invertido (Clona 1). Se obtuvieron 2 secuencias de cada clona, ya que
se secuenciaron cada una con 2 iniciadores del pldsmido pBS-SK, permitiendo la
secuenciaciéon de ambas cadenas. Las cuatro secuencias se compararon entre si y
resultaron idénticas. Esto permitié establecer la secuencia completa del PA (493 pb). La
secuencia determinada se mandé comparar con el BLAST en el GenBank. encontrando
una similitud con la GH de Lepisosteus osseus (Figura 23A). El alineamiento de las

secuencias de GH de catén y de L. osseus muestra sélo 7 cambios nucleotidicos que se
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traducen en un solo cambio aminoacidico de una Valina por una Alanina (Figura 23B).

La secuencia de 1a GH del catan se alinea ademis con GHs de diferentes especies de

peces, como la Anguila, y Amia.

(A)

Resultado del BLAST para GH de Catan

Secuencias que producen alineamientos significativos (bits) Valor
gb|S582528.11882528 growth hormone [Lepisosteus osseus=long-... 902 0.0
gb|AF134596.1|AF134596 Lepisosteus osseus growth hormone (G... 264 4e-68
gb|573969.1|573969 growth hormone [Amia calva=bowfin, mRNA ... 131 4e-28
gb|AF052192.1|AF052192 Trichosurus vulpecula growth hormone... _74 7e-11
gb|AF312023.1|AF312023 Monodelphis domestica somatotropin p... _66 2e-08
gblAF134597.1|AF134597 Amia calva growth hormone (GH) gene,... _56 2e-05
gb|M24066.1 | ANGGROHOR Anguilla japonica growth hormone mRNA... _54 7e-05
gb|AF193797.1|AF193797 Xenopus laevis growth hormone A mRNA... _50 0.001
emb |AJ297562.1 |NPY297562 Nycticebus pygmaeus gene for growt... _50 0.001
gb|AF231941.2|AF231941 Pseudosciaena crocea growth hormone ... _48 0.004
gb|AF065165.1|AF065165 Sciaenops ocellatus growth hormone p... _48 0.004
gb[AF193798.1|AF193798 Xenopus laevis growth hormcne B mRNA... _48 0.004
gb|AF063834.1|AF0639834 Sciaenops ocellata growth hormone pr... _48 0.004
gb|U89917.1155U89917 Sebastes schlegeli growth hormone (KrG... _48 0.004
emb |X14602.1{XLGHB Xenopus laevis mRNA for growth hormone B _48 0.004
gb|AF062746.1|AF062746 Bufo marinus growth hormone precurso... _46 0.016
gblU02929.1|ECU02929 Equus caballus growth hormone (ecGH) m... _46 0.016
gb|U92533.1|CFU92533 Canis familiaris growth hormone (GH) g... _44 0.065
gb|AF069071.1|AF0639071 Canis familiaris growth hormone (GH)... _44 0.065
gb|S78184.1|578184 growth hormone [beagle dogs, mammary tis... _44 0.065
emb|X53325.1)SSPGH S.scrofa growth hormone mRNA _44 0.065
gblU19788.1{SSU19788 Sus scrofa growth hormone mRNA, comple... _44 0.065
gblU19787.115SU19787 Sus scrofa growth hormone mRNA, comple... _44 0.065
dby |AB031298.1[AB031298 Siganus guttatus mRNA for growth ho... _44 0.065
gb|M22761.1| PIGGHMA Pig growth hormone mRNA _44 0.065
gb{M27326.1|PIGGHC Pig growth hormone mRNA, 3' end _44 0.065
emb|Z23067.1|CFGROHOR C.familiaris mRNA for growth hormone _44 0.065
gblAY007303.11 Perca flavescens growth hormone (GH) WRNA, C... _42 0.26
gb|AF086217.1 |HUMZC65D06 Homo sapiens full length insert cD... 42 0.26
gb|AF034386.1|AF034386 Bos indicus growth hormone mRNA, com... _42 0.26
emb |AL353713.7|AL353713 Human DNA sequence from clone RP5-1... _42 0.26
emb|X14601.1[XLGHA Xenopus laevis mRNA for growth hormone A _42 0.26
gb|1L27835,1]1PGSGHA Pangasianodon gigas growth hormone (GH) ... _42 0.26
gbIM63713.1|PNAGH Pangasius pangasius growth hormone mRNA, ... _42 0.26
gb|AC007749.31AC007749 Homo sapiens BAC clone RP11-574016 f... _40 1.0
gblAC007767.3|F5D14 Sequence of BAC FSD14 from Arabidopsis ... _40 1.0
gb|AC004669.2|AC004669 Arabidopsis thaliana chramosome II s... _40 1.0
gblL43628.1|SEQGHR Seriola dumerili growth hormone (GH) mRN... _40 1.0
gbIM35627.1|SEQPGH S.gquingueradiata growth hormone (GH) mRN... _40 1.0
dbj |AB001865.1|AB001865 Coregonus lavaretus DNA for growth ... _40 1.0
gb{AC006026.2|AC006026 Homo sapiens BAC clone GS1-96J14 fro... _38 4.0
gblAC012085.4|AC012085 Homo sapiens 12 BAC RP11-887P2 (Rosw... _38 4.0
gb|AC009517.5|AC009517 Human Chromosome 7 clone RP11-181K7,... 38 4.0
gb|AF238493.11AF238493 Cavia porcellus growth hormone mRNA, ... _38 4.0
gb|{AC024873.1]AC024873 Caenorhabditis elegans cione Y77El11A... _38 4.0
gb}AF233853.1|AF233853 Cavia porcellus growth hormone precu... _38 4.0
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Alineamiento de GH de Catan con GH de Lepisosteus osseus

GH_de_cata CACCAATGCACTGATAAGAGCACAGCAC
GH_de_L.os GAAGTGGGAGCATTTCCACTGTACAGCCTCTTCACCAATGCAGTGATAAGAGCACAGCAC
Rk hkXRRREE FRENAFTARTI PSR Rb AT
N 0 H
Gl-‘[_de_catt CTCCACCAGCTTGCGGCTGATATTTACAAAGATTTTGAGCGCACCTATGTGCCAGARGAG
GH_de_L.os CTCCACCAGCTTGCGGCTGATATTTACAAAGATTTTGAGCGCACCTACGTGCCAGAAGAG
kkdkhkd kbbb tbbkbddht bbb bbb ANl bk ko k kb kd
L HQLAADTTYN KDTFETZERTTYVGPESTES
GH_de_cat4 CAGAGACAGTCAAGCAARAGTTCTCCATCTGCCATATGCTATTCTGAGTCCATTCCTGCA
GH_de_L.os CAGAGACAGTCAAGCAARAGTTCTCCATCCGCCATATGCTATTETGAGTCCATTCCTGCA
L A R R a2 e R 2 A2 X2 22 a2 R 21 2 B IR i i 2R R AR X2 XS X222 22
Q RQS S KSSPSATICTYS SES STIT?A
GH_de_caté CCCACTGGCARAGAT GAAGCTCAGCAGAGATCTGATGTGGAGCTGCTGAGATTCTCCCTG
GH_de_L.os CCCACTGGCAMAGACGAAGCTCAGCAGAGATCTGATGTGGAGCTGCTGAGATTCTCCCTC
hkkhdbhkhhhhdbk Shbkdbhbbdddth bbb bbb bbb bbbk kbbb hhkwrdedh
PTGXDEBEAQOQRSDVELTLRTESSL
GH_de_cat4 GCTCTCATCCAGTCCTGGATCAGCCCTCTGCAGACTCTGAGCCCGGTGTTCTCCAACAGE
GH_de L.os GCTCTCATCCAGTCCTGGATCAGCCCTCTGCAGACTCTGAGCCGGGTGTTCTCCAACAGC
RERER A TR IR RN R TS r e R R R bbb IR T AR R TR R AR IR e d R
A LI QS UWTISPLQTLSRVTESHNS
GH_de_cat4 CTAGTCTTCGGCACTTCCGACAGGATCTTTGAGAAGCTGCAGGACCTTGAGCGGGGGATC
GH_de_L.os CTAGTCTTTGGCACTTCCGACAGGATCTTTGAGAAGCTGCAGGACCTTGAGCGAGEGATC
L2222 2 A R £ 2 2 12 e 2 e X2 2222 a2 22 X2 22222222 e a2 2T AR 22222
LVPFGTSDRITYEZKLGO QDTLTET RSEG!]II
GH_de_caté GTGACCCTCACAAGGGAAATTGATGAGGGARAGCCCCAGART TGCAGCCTTCCTGACTCTC
GH de L.os GTGACCCTCACARGGGAAATTGATGAGGGARGCCCCAGAATTGCAGCCTTCCTGACTCTC
KA AR A AT AR kAR AR AT kSRR AR R R AN AR R ARkt R Ak
VTLTRETIDEGST PRTIAAPFPTLTHL
GH_de_cata ACGTATGAGAAGTTTGACACCAACCTGAGAMATGACGACGTTCTGATGAAGARCTACGGG
GH_de_L.os ACGTATGAGAAGTTTGACACCAACCTGAGARACGACGACGCTCTGATGAAGAACTACGGG
Ak khkd bkt bbb dk bk ke TR dhdirde Rhkkbdbhddwdkdbkbhbdrd
T YET XPDTNTLRNODODV-AL M X N ¥ G
GH_de _caté CTTTTAGCTTGTTTCAAGAAAGACATGCTCARAGTCGAGACTT
GH de L.os CTTTTAGCTTGTTTCAAGARAGACATGCACAAAGTGGAGACTT

khbh kAR h bbb khk bk AR bk dbhdt AAdAS A bt bbb dd

L L A CPF KK

Figura 23.- Anilisis de la secuencia de GH de catén. (A) El reporte obtenido con el BLAST
indica que la secuencia comesponde a GH, ya que es muy similar a diferentes GHs de otras
especies. (B) La secuencia se alined con la GH de Lepisosteus osseus utilizando el programa
Clustal W y muestra una similitud del 98.5 %, en azul se muestran los primers y en rojo los
cambios nuclectidicos, también se sefiala, en verde, el cambio nucleotidico que da origen al
cambio aminoacidico en la protema. La traduccion en aminoacidos de la secuencia obtenida se
incluye en color morado.
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Una vez analizada la secuencia se procedié a la reconstruccion de arboles filogenéticos
utilizando el programa Philip y basindose en el método de la méxima parsimonia. La
secuencia aminoacidica se alined primero en el programa Clustal W con las secuencias
de GHs reportadas a la fecha peces considerados ancestrales (Acipenser
transmontaus, Amia calva, Lepisosteus osseus y Anguilla anguilla), de los cuales solo la
anguila pertenece a los peces 6seos modemos (Teledsteos). Una vez alineadas las
secuencias, se reconstruyé el arbol en donde se observa que la GH del catan estd muy
relacionada a la GH del L. osseus, lo cual se esperaba, ya que ambos peces pertenecen a
la familia de los Lepisoteidos. El esturién fue tomado como grupo fuera, ya que dentro
de los peces con GHs reportadas a la fecha, es considerado el mas ancestral (350
millones de afios). Amia calva pertenece al orden de los Amiiformes y estd relacionada
con la GH de los peces del orden de los Semionotiformes (catén y L. osseus). Ambos
ordenes de peces pertenecen al superorden de Neopteigios. La GH de la anguila presenta
mayor mimero de cambios aminoacidicos, lo cual era de esperar, ya que este pez
pertenece a la familia de los teledsteos o peces dseos modernos, que son considerados

los mas evolucionados (Figura 24).
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26 Esturién
Acipenser irensmontans

Peces (cledsteos

14

12

+1 Catén
Atractosticns spatula

Figura 24.- Arbol filogenético de GH en peces ancestrales. En la figura se muestran los
resultados del programa Philip con el cual se compararon las GHs reportadas a la fecha de peces
ancestrales y la GH del catin. Los numeros indican los cambios aminoacidicos que han ocurrido
en las diferentes GHs a lo largo de la evolucidn.
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CAPITULO VI

DISCUSION

El estudio comparativo de las secuencias nucleotidicas est4 permitiendo aclarar los
mecanismos de evolucion del genoma, constituyendo asi una herramienta importante
para precisar los datos evolutivos. La familia de la hormona del crecimiento, prolactina y
somatolactina representa un excelente modelo, ofreciendo 1a ventaja de analizar un gen o
una familia multigénica en diferentes especies e inferir también sobre la filogenia de un
grupo en particular, por ejemplo, los peces (Bernardi y cols., 1993, Wallis, 1996 y
2000). Sin embargo, existe cierta heterogeneidad entre el mimero de secuencias
reportadas para los diferentes grupos. Dentro de los peces mas estudiados a la fecha se
encuentran aquellos de interés en acuacultura, la mayoria de los cuales son teleosteos. Al
conirario, en grupos como los peces cartilaginosos, 6seos ancestrales y pulmonados, las
secuencias reportadas de la familia GH/PRL/SL son ain escasas, por lo cual es
importante la aportaciéon de mas datos que permitan esclarecer las relaciones
filogenéticas de este grupo de vertebrados, asi como complementar el estudio evolutivo
de esta familia génica.

Se eligi6 el catan como modelo de estudio por su interés evolutivo y por el interés
biologico que presenta, ya que es un una especie nativa de la region Noreste del pais que

en la actualidad se encuentra en peligro de extincion (Mendoza y cols., 1999).
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Al realizar la busqueda de las hormonas de la familia GH/PRL/SL, se encontré que la
GH ha sido la més estudiada en los peces ancestrales; ain asi, son solamente tres los
reportes existentes, habiéndose reportado sélo una secuencia de SL y ninguna de PRL en
este tipo de peces. Por lo tanto, los iniciadores se disefiaron utilizando las secuencias
disponibles reportadas para el gen de interés. En el caso de la SL y de la PRL, el escaso
niimero de reportes para los peces ancestrales solo permitié disefiar los iniciadores sobre
regiones conservadas del gen para los peces teledsteos. En el caso de la PRL, estos
iniciadores permitieron amplificar por RT-PCR el DNAc de la tilapia, utilizado como
control positivo.

Aunque se evidenci6 la presencia del gen de PRL en el DNAg del catan, no se logré
obtener una amplificacion especifica en los ensayos de RT-PCR. La similitud entre las
secuencias de PRL de peces teledsteos y no teledsteos es baja (entre un 30 y 57%),
indicando que la secuencia ha variado mucho a lo largo de la evolucion. No obstante es
muy probable que los iniciadores disefiados s6lo funcionen en peces teledsteos, como lo
demuestra la amplificacion del DNAc de PRL de tilapia, y no en peces ancestrales. Sin
embargo, al obtener la secuencia de PRL en tilapia, se aporta una nueva sonda para la

identificacién de PRL, herramienta mas apropiada para trabajar con la PRL en peces.

La SL ha sido el miembro de la familia menos estudiado hasta la fecha y solo se ha
reportado un total de 14 secuencias para esta hormona. La similitud entre las secuencias
de SL de peces teledsteos y del Gnico pez ancestral para el que se ha reportado esta
hormona (esturién), varia de un 56 a un 71%. Por lo tanto, la SL aparenta ser mas

conservada que la PRL, pero se requieren de mas datos para aclarar esta relacion. Los
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iniciadores disefiados no permitieron amplificar el DNAc de 1a SL del catén. Un control
positivo adecuado para comprobar su eficacia, hubiera sido esturion, ya que es el inico
pez no teledsteo en el que se ha descrito esta hormona, pero por carecer de material
biolégico no fue posible realizar esta prueba. Estos iniciadores fueron probados en
tilapia, sin éxito, lo que probablemente se debe a que los iniciadores se disefiaron dando

preferencia al esturion.

La GH ha sido el miembro de la familia mas estudiado, ain asi, la mayoria de las
secuencias reportadas pertenecen a especies de los peces llamados peces 6seos modernos
o teléosteos. Para peces no teledsteos estan reportadas a la fecha las secuencias de Amia
calva, Lepisosteus. osseus y Acipenser transmontanus. En peces teleosteos, las GHs
presentan una similitud que va desde un 100 a un 33%, lo que indica que las secuencias
han sufrido varios cambios a lo largo de la evolucion en estos peces. Sin embargo, entre
las tres secuencias de GH de peces no teledsteos la similitud aumenta entre 76 y 82%,
por lo cual la conservacién parece ser mayor, pero el hecho de que sean solo tres
secuencias limita el analisis. Se disefiaron dos juegos de iniciadores en base a las mismas
secuencias. El juego disefiado sobre el ATG y el codon de terminacién no permitié
amplificar la secuencia de GH, el anélisis posterior de las secuencias indicd que la
region del péptido sefial es muy variable en peces y pudiera ser la causa de que los
primeros iniciadores no funcionaran, Unicamente ¢l segundo juego mas interno,
disefiado sobre zonas conservadas, permiti6 obtener un amplicon de GH. La secuencia
encontrada para la GH de catin es muy similar a la reportada para Lepisosteus osseus.

Aunque ambos peces pertenecen a8 la misma familia (Lepisoteidae), estos géneros se
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separaron hace aproximadamente 180 millones de afios (Wiley, op.cit). Sin embargo, el
DNACc de la proteina madura que se clon6 se encuentra muy conservado. Esto indica que
a pesar del tiempo transcurrido desde la divergencia de los dos géneros, la velocidad de
cambios ha sido muy baja: de 3.7 X 10! substituciones de aa/sitio/afio, y ain a nivel
nucleotidico es de 7.9 X 107" substituciones /sitio/afto. Este resultado apoya la alta
conservacion de la secuencia de la proteina madura observada entre los peces
ancestrales. La GH del catin presenta un total de 33 cambios aminoacidicos con la
secuencia ancestral inferida por el programa Philip, mientras que la secuencia de la
anguila presenta 66 cambios, a pesar de considerarse un pez ancestral dentro de los
tele6steos. Al comparar la secuencia obtenida se observé la conservacion de los
nucleétidos a nivel de las uniones entre los exones. Por lo cual se puede inferir que el
DNACc consta de 5 exones y que el gen del catin presenta la estructura “clasica” de la
GH con 5 exones y 4 intrones. Esta organizacion génica se ha conservado a lo largo de
la evolucién, con la excepcion de algunos peces (salmoénidos).

La longitud de la secuencia reportada abarca aproximadamente el 74% de la totalidad de
la proteina madura. Es probable que el cambio aminoacidico que se encontr en la
proteina madura (Valina — Alanina) no afecte la interaccién con el receptor, ya que
ambos aminoécidos pertenecen al grupo de los aminoécidos no polares. Cabe mencionar
que los iniciadores fueron disefiados sobre secuencias conservadas de los exones Il y V
que resultan generalmente més conservados (Trevifio, 1999) por estar involucrados en la
unién con el receptor.

Al divergir los teledsteos ocurrié una aceleracion en los cambios que sufiié la GH, tanto

a nivel de los exones, como de los intrones (Wallis y cols., 1996, Venkatesh y cols.,
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1999). Se cree que estos cambios fueron adaptativos, pero no existe evidencia de que

estos cambios afecten directamente la funcién de la hormona (Wallis y cols., 1996).

En este trabajo, se obtuvo el DNAc de la GH de catan por RT-PCR a partir del RNA
total de cabezas de larvas. En los articulos reportados a la fecha, las GHs de peces
habian sido clonadas a partir de hipofisis, siendo éste, el primer trabajo en donde se
clona una GH de pez a partir de cabezas de larvas. Ademés se demostré que en larvas de
7 dias hay una expresion detectable por PCR del transcrito de la hormona. El
complementar este trabajo con el analisis por RT-PCR de la expresion de la GH en las
diferentes etapas larvarias, permitiria completar el perfil de expresion de esta hormona y
contribuir al conocimiento de Ia fisiologia de este pez.

Ademas la obtencién de las secuencias de SL y PRL en esta misma especie primitiva

permitiria esclarecer los mecanismos que dieron lugar a esta familia génica.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

En este trabajo se lleg6 a las siguientes conclusiones:

Se evidenciaron los genes de GH y PRL en el DNAg del catan por medio de la
técnica de Slot-blot.

El disefio de iniciadores consenso sobre la secuencia codificante que corresponde
a la proteina madura, permiti6 obtener por RT-PCR el DNAc de GH de catan.

La secuencia de la proteina madura de la GH de catan se encuentra muy
conservada entre los género Atractosteus y Lepisosteus, a pesar de haber
divergido hace aproximadamente 180 millones de afios.

La reconstruccion de un arbol filogenético entre las GHs de diferentes especies,
indicd claramente que la secuencia de la hormona se ha mantenido muy
conservada entre los peces ancestrales, mientras que sufrié una evolucion rapida
en los teledsteos.

Se encontrd una expresion detectable de 1a GH en larvas de catin de 10 dias.
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CAPITULO vIII

PERSPECTIVAS

La obtencién de la secuencia codificante de la GH de catan es un primer paso en el
mejor conocimiento de la fisiologia y del genoma de esta especie. Este pez es una
especie en peligro de extincibn que es uno de los sobrevivientes de la Pangea.
Desafortunadamente, aiin se conoce muy poco de esta especie que constituye un eslabon
muy importante en la evolucion. Esta especie también es fuente de ingresos para
pescadores, que en la actualidad cuentan con un comercio bien establecido de carne de
catén, aunque las poblaciones han disminuido mucho.

El tener el DNAc de la GH de catan, permitird producir la hormona recombinante o
construir un vector de expresion para tratar los catanes (o especies cercanas) acelerando

su crecimiento, favoreciendo asi su mas rapida reproduccion y sobrevivencia.
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