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RESUMEN

Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de Nuevo Leén

L. Q. Ariana Gricel Teissier Garcia

Candidato al grado de Maestria en Ciencias con especialidad en Biologia Molecular e
Ingenieria Genética.

Titulo de la tesis: ESTUDIO DE LAS REGIONES INTERGENICAS DEL LOCUS
GH-PL DEL CHIMPANCE (Pan troglodytes).
Numero de paginas: 77

Objetivos: El locus GH-PL es una regién muy dindmica del genoma que nos permite hacer
estudios sobre su evolucién, especialmente en el caso de los primates. En el locus humano
existen cinco genes y cuatro regiones intergénicas ampliamente descritas. Para el
chimpancé, en cambio, se han descrito seis genes, y éstos se han comparado con los de la
especie humana. Hasta ahora no existen modelos que expliquen ¢émo ocurrié la evolucién
del locus GH-PL del chimpancé (Pan troglodytes), puesto que faltan elementos para trazar
dichos eventos con precision.

En este trabajo, se propuso como objetivo el describir las regiones intergénicas del locus
GH-PL del chimpancé, para asi tener informacién que nos permitiera hacer una descripcién
mas completa sobre la evolucion de este locus.

Resultados y conclusiones: Durante el estudio se amplificaron las cinco regiones
intergénicas del locus GH-PL del chimpancé por PCR larga. Se observé que existen dos
regiones cortas (aprox. 6000p) y tres regiones largas (més de 8000pb). Las dos regiones
cortas se clonaron por medio de un vector comercial y ademas se desarrollé un vector para
realizar la clonacion por recombinacion homdéloga del resto de las regiones intergénicas.
Sobre las regiones obtenidas del chimpancé, se identificaron elementos inhibidores y
potenciadores de la transcripcién, asi como elementos repetitivos Alu, presentes y
distribuidos de la misma manera que en nuestra especie. Se detecté la presencia del
elemento Kpn en la regién intergénica corta nimero dos y el elemento fue secuenciado.

Por todos los hallazgos logrados con este trabajo, se ha deducido que la evolucion del locus
GH-PL entre ¢l chimpancé y el hombre sucedié de manera independiente, puesto que se
encontraron regiones muy conservadas entre los dos loci y otras regiones mas variables,
cuya evolucién fue diferente en cada especie.

P l/&é,ﬁ[

Dra-Agnés Revol de Mendoza Dr. Higo XI erto Barrera Saldaiia
Asesor o-asesor

Xiti
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CAPITULO PRIMERO

INTRODUCCION

La evolucién biologica se refiere a los cambios o modificaciones que las especies han
sufrido a lo largo del tiempo. A través de la simple observacién, se pueden apreciar
diferencias entre las distintas especies que habitan el planeta y también recomocer

variabilidad dentro de una misma especie.

Existen numerosas herramientas que proporcionan evidencia para entender como es que
han evolucionando los organismos biologicos (Villee, 1996). Algunas de éstas son la
paleontologfa, la taxonomia, la embriologia, la biogeografia, la morfologfa, la inmunologia,
la bioquimica comparada y, mds recientemente, la genética, la biologia molecular y la

gendmica comparativa.

Con el surgimiento del Proyecto Genoma Humano y la publicacién de nuevas secuencias
genémicas de diversas especies, s¢ pueden hacer estudios comparativos entre genomas para
hacer el ntento de entender cual es la informacién bioldgica clave que nos distingue como
seres humanos y nos diferencia de ofras personas (Griffiths y cols., 2000).

1.1 Origen y evolucion de nuestra especie.

Existe un interés particular hacia el estudio del origen del Homo sapiens como especie.
Para tratar de conocer como surgi6 la especie humana y los cambios que ésta ha sufrido a
través de las épocas, resulta de gran utilidad saber coémo han evolucionado los primates,
orden de mamiferos al cual pertenecemos y con el cual compartimos muchas semejanzas.
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Los estudios paleontolégicos y morfoldgicos de los primates realizados hasta la fecha han
dibujado un panorama acerca de ¢émo han evolucionado estos organismos y cémo se fue
modelando la especie humana. Sin embargo, alin en nuestros dias, faltan por realizarse mis
estudios bioquimicos, genéticos y de otro tipo para aumentar y hacer mas certeras las

evidencias acerca del desarrollo de este orden de mamiferos (Villee, 1996).

Todo indica que los primates proceden de un tipo de musarafia arbbrea, organismo

intermedio entre los insectivoros y los primates modernos (ver figura 1).

3 f

Hominidae: Hombre (f; o

f X5
Pongidae: Monos Antropomorfos — 1
Cercopithecidac: Monos del VicioMundo 5~

* 5%
Callitrichidae: Tities §

Cebidae: Monos del Nuevo Mundo
Tarsiidae: Magos

Prosimios Q}
e

Primates

“\- Lemuridae: Lemures
y Indriidae: Indri
Mamiferos e ANTs
Placentarios Daubentoniidae: Aye-aye ‘&
% Loridae: Loris y gilagos 53 -\
= ) % .
Tupaiidae: Musarafia ) g

Figura 1, Clasificacién geuneral de los primates. Se muestra como se clasifican los primates segin su
evolucién a partir de un ancestro comun. (Museo Smithsoniano de Historia Natural.)

Posteriormente, en el paleoceno (hace unos 65 millones de afios), surgié el grupo de los
prosimios y comenzd a distribuirse en Norteamérica y Europa (ain unidas). Algunos

descendientes de estos primates primitivos existen ain en la actualidad, como los lemures,
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magos y galagos. En el oligoceno, hace unos 38 millones de afios, se separaron dos grupos
principales de primates: los cébidos o monos del Nuevo Mundo y los cercopitecos o monos
del Viejo Mundo. Mas recientemente, hace unos 23 millones de afios, como se observa en

la figura 1, surgieron los hominidos.

Los monos del nuevo mundo se encuentran distribuidos en América Central y Sudamérica.
Algunos ejemplos de estos monos son el titi, el mono capuchino y el mono arafia. Los
monos del viejo mundo comprenden un grupo mas amplio, entre los cuales se encuentran
los macacos, mandriles, babuinos, langures y otros. Por tltimo, los hominidos incluyen al
hombre y a los miembros de la familia Pongidae: gibon, orangutan, gorila y chimpancé.

El chimpancé (Pan troglodytes) es la especie mas cercana al ser humano: sus secuencias
génicas son idénticas entre un 98 y un 99%. En estudios recientes (Wildman y cols., 2003)
al comparar sitios funcionalmente importantes (no smnonimos), se ha encontrado una
similitud de hasta un 99.4%, lo que inclusive ha llevado a proponer el incluir al chimpancé
dentro del género Homo. De aqui la importancia de una comparacién més profunda entre
estas dos especies para saber cual es la informacién genética que nos define biolégicamente

como humanos (Fujiyama y cols., 2002).

1.2 Variacién y evolucién en los genomas.

La informacién que se requiere para comstruir y hacer funcionar a un organismo se
encuentra en €l ADN. Esta informacién se va transfiriendo a la descendencia pero no de
una forma invariable. La mayor parte de dicha informacién genética se hereda de manera
intacta, pero existen ocasiones en que puede sufrir cambios. Estos cambios, dependiendo de
algunas variables, como las condiciones ambientales, a veces dan ventajas a los individuos,
y al irse acumulando, son capaces hasta de crear una nueva especie. Pero si son adversos,
pueden causar la extincién de la misma. Finalmente, estos cambios en el contenido de los
genomas a través del tiempo son responsables de la variacion genética y han dado pie a la

diversidad biolégica en nuestro planeta (Alberts, 1998).
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La primera fuente de variacidén genética, la mas simple, es la introduccién de mutaciones.
Existen diversas clases de mutaciones: las mutaciones puntuales, en las que una sola base

nucleotidica cambia; y también las inserciones y/o deleciones de varios pares de base que
modifican al ADN (Griffiths y cols., 2000).

Estas mutaciones pueden tener varios efectos, segin donde estén ocurriendo. Hay
mutaciones silenciosas, llamadas asi ya que ocurren fuera de los genes o producen un
mismo aminoécido a la hora de ser traducidas. Otras son las sustituciones sindénimas, que
cambian un aminoacido por otro similar y que por eso, no generan cambios realmente
importantes en la proteina. Pero también existen mutaciones que pueden afectar la funcion
de las proteinas, o que simplemente producen proteinas no funcionales. Algunas de ¢stas
son las mutaciones de cambio de fase, las mutaciones sm sentido o las mutaciones
generadas por sustituciones no sinénimas (en que un aminoécido es sustituido por otro muy

distinto quimicamente).

Las mutaciones se generan de varias formas. Pueden originarse por la presencia de
mutdgenos que actian sobre ¢l ADN, como la luz ultravioleta. También se dan de manera
espontanea aunque esporddica, cuando hay errores en la replicacién del ADN. Y por
{itimo, pueden surgir de dafios sobre la estructura quimica del ADN, como los procesos de

oxidacion y desaminacion.

El ADN también puede sufrir rearreglos de sus secuencias mucho mis extensos que una o
pocas bases. Estos rearreglos pueden ser causados por mecanismos como la recombinacién
homéloga, en la que secuencias de ADN de doble cadena muy similares entre si, se

entrecruzan (ver figura 2) y generan nuevas secuencias, sobre todo cuando hay un

entrecruzamiento desigual.
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Secuencia A Secuencia A recombinante
Recombinacion — =
Secuencia B Secuencia B recombinante
Secuencias Homélogas

Figura 2. Recombinacion homéloga . Mecanismo de recombinacién entre secuencias de ADN semejantes.

Los elementos transponibles o transposones, son secuencias de ADN que pueden escindirse
de éste por si mismos, y luego se insertan en otro fugar del genoma. Estos elementos
también pueden generar variacion en las secuencias génicas de los organismos, y lo hacen a
través de intermediarios de ADN o de ARN, como en el caso de los retrotransposones. Por
Giltimo, una fuente importante de variacién genética es la reproduccion sexual, en la que se

hereda a la descendencia una combinacién de los genomas de ambos progenitores.

1.3 Familias multigénicas: modelo de estudio de la evolucion de los genomas.

Existen algunos genes con secuencias muy similares que se encuentran repetidos en varias
ocasiones en el genoma. Estas copias de secuencias semejantes constituyen las familias
génicas (Alberts y cols., 1998). Se cree que estas familias se generan a partir de una copia
ancestral, la cual se duplicé en una primera etapa por recombinacion entre dos cromosomas
homélogos en un genoma diploide, o por otro mecanismo. El resto de las copias se genera a
través de posteriores duplicaciones o recombinaciones homélogas. Una de las copias de
estas familias multigénicas usualmente conserva intacta su secuencia, y por consecuencia,
su funcién. Pero el resto de las copias puede sufrir mas frecuentemente mutaciones. Estas
mutaciones pueden inactivar a las copias, o darles nuevas funciones a los genes y asi una

ventaja evolutiva a los organismos.

Asi, el estudio de las familias multigénicas permite profundizar acerca de la evolucion de
los genomas y en consecuencia, conocer mas acerca de la evolucion de las especies que han

poblado o que viven en nuestro planeta.
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1.4 La familia multigénica GH-PL en los primates.

Un ejemplo de familia multigénica lo constituye la familia GH-PL. Entre sus miembros se
encuentran genes altamente relacionados, como las hormonas del crecimiento (GHs), los
lactégenos placentarios (PLs), la prolactina (PRL) y otros (Walker y cols., 1991).

Se cree que la familia GH-PL inicié su formacién hace unos 450 millones de afios, al surgir
los primeros vertebrados (Barsh y cols., 1983), con la duplicacién de un gen ancestral. Este
gen dio origen a dos precursores, uno tipo hormona de] crecimiento (GH) y otro tipo

prolactina (PRL), como se observa en la figura 3.

Gen ancestral H—I-I—l Hace 450 MA
/ \

Figura 3. Formacion de los genes ancestrales tipo GH y PRL. Se plantea la formacién inicial de dos tipos
de genes en la familia GH-PRL.

Estos dos genes predecesores evolucionaron de manera independiente durante el desarrollo
temprano de los vertebrados (Wallis, 1981). En el caso del ser humano, por ejemplo, se
segregaron hacia dos cromosomas distintos: al 6, el gen de la PRL y al 17, el de l]a GH. En
otros vertebrados, incluyendo a algunos peces, estos genes también se encuentran por
separado.

El gen tipo GH se conservo sin grandes cambios hasta surgir los mamiferos, incluyendo a
los prosimios, codificando para la GH de los primates primitivos. Esta hormona es mas
semejante a la hormona de la mayoria de los mamiferos, que a la de otros primates mas
evolucionados (Adkins y cols., 2001; Wallis y cols., 2001).
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Sin embargo, en el linaje de los primates, se ha sugerido que tras divergir estos dos genes
tipo GH y tipo PRL, hubo una expansion del locus GH por duplicaciones sucesivas (ver
figura 4). Estos eventos de duplicacién se propiciaron por la presencia de secuencias
repetitivas tipo Alu que se encuentran en una alta densidad en el locus humano (Chen y
cols., 1988).

Gen ancestral tipo GH j=jj§jj=ff]  Prosimios

Aceleracidn, duplicacién, 35 millones de afios |
Monos del nueve mundo,

Genes tipo G HiHHFI—HHHHE oo o
posteriores duplicaciones

Divergencia de PL, 23 millones de afios l s s
Monos del viejo mundo,

. e
Genes tipo GHy PL l'HH_'l'HH posteriores duplicaciones

Duplicacion inicial

Segunda duplicacién

Locus humano GH-PL

hGH-N hPL-~1 hPL-2 hGH-V hPL-3

Figura 4. Evolucién de los loci GH-PL. Hipdtesis acerca de la formacion de los loci GH-PL en los primates
y el ser humano.

Los elementos Alu surgieron hace unos 31 millones de afios, 20 millones de afios después
de que los prosimios se separaran del resto de las ramas de los primates (Adkins y cols.,
2001). Debido a la presencia de clementos transponibles como Alu en los loci GH de los
primates mas evolucionados, se cree que éstos han creado un ambiente que propicia eventos
de recombinacién entre estas secuencias. Se piensa que éstos fueron los responsables de la

duplicacién generadora del locus de dos genes y de las posteriores duplicaciones.
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Al parecer, tras ocurrir la primera duplicacién del gen ancestral tipo GH y formarse un
locus de dos genes, se dio la divergencia entre la rama de los monos del nuevo mundo y la
rama de los monos del viejo mundo/hominidos. Este locus sufrié una evolucién
independiente en estos dos grupos. En los monos del nuevo mundo, posteriores
duplicaciones originaron loci con mayor mimero de genes. Se han reportado loci de ocho
genes tipo GH (de los cuales 5 son pseudogenes) para el titi comtn (Callitrix jaccus)
(Wallis y cols., 2002) y de cinco regiones intergénicas (6 genes) tipo GH para el mono
arafia (Ateles geoffroyi), (Esquivel-Escobedo, 1999).

Por otra parte, en la rama de los monos del viejo mundo/hominidos una aceleracion en la
evolucion de uno de los dos genes del locus, generé un locus con un precursor tipo GH por
un lado y un antecesor tipo PL por otro, hace unos 23 millones de afios (Revol y cols.,
2001).

Tras la formacién de este locus con un antecesor GH y otro PL, se dio la divergencia entre
los monos del viejo mundo y los hominidos, y hubo una evolucién independiente del locus
para cada rama. Para los monos del vigjo mundo se han reportado, en ¢l caso del macaco
(Macaca mulata) cinco secuencias de ADNc, de las cuales dos son tipo GH y tres tipo PL
(Golos y cols., 1993). Mientras que en el caso del mono verde (Cercopithecus aethiopis) la
descripcién del locus revela cinco regiones intergénicas (Corrales-Félix. 2000) y seis genes
(Lopez-Rodriguez, 2002). Aun asi, todavia no se ha descrito por completo un modelo que

explique los eventos de duplicacién que dieron origen a estos loci.

En los hominidos, se tiene la evidencia de seis genes en el locus del chimpancé (Pan
troglodytes), dos tipo GH y cuatro tipo PL, aunque tampoco se ha reportado un modelo que
explique la formacidn del mismo (Revol y cols., 2004).

El locus humano GH-PL es ¢l mas ampliamente estudiado. Consta de cinco genes: dos tipo
GH y tres tipo PL. Se ha sugerido (otra vez siguiendo duplicaciones y/o recombinaciones

flanqueadas por elementos Alu) que este locus surgié, como ya se ha explicado, por una

8
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primera duplicacién sobre el ancestro tipo GH, seguida de una aceleracién que produjo dos
clases de genes: GH y PL. Una segunda duplicacién gener6 un locus preliminar de cuatro
genes: el gen hGH-N, hPL/hPL;, hGH-V y hPL;. Por tltimo, hace unos 5§ millones de
afios, una duplicacién sobre hPL;/hPL, produjo el locus que se conoce hoy en dia: hGH-
N, hPL;, bPL,, hGH-V y hPL; (Chen y cols., 1988).

Autn asi, hay datos que no corroboran esta teoria: los genes hPL, y hPL, son menos
parecidos entre si que hPL, y hPL;. Ademés, el gen hPL; posee una regién codificante
muy similar a la de hPL,, por lo que se ha sugerido que tras ocurrir la dltima duplicacién,

hubo una recombinacion entre estos dos genes.

1.5 El locus GH-PL humano.

El locus GH-PL humano se encuentra en el cromosoma 17, en la region q24.2, y se
extiende a lo largo de 50kpb. Contiene cinco genes que se encuentran en la misma
orientacion, a saber: 5°- hGH-N (normal), hPL,, hPL;, hGH-V (vanante) y hPL; -3” (Chen
y cols., 1988).

Los cinco genes del locus presentan la misma estructura de cinco exones y cuatro intrones,
y estan separados por cuatro regiones intergénicas, la primera de 6, la segunda y tercera de
13, y la cuarta de 6.5kpb respectivamente, tal y como se observa en la figura 5. Las

secuencias nucleotidicas de los cinco genes son similares entre un 91 y un 99%.

hGH hPL1 hPL2 hGH-V hPL3
[ [1 | ] i
6kpb 13kpb 13kpb 6.5kpb
| | | | | |
0 10 20 30 40 50kpb

Figura 5. El locus GH-PL humano. Se muestran los genes que conforman el locus, su tamafio y el tamafio
de las regiones que los separan.
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El gen hGH-N produce la hormona del crecimiento humana (HGH), que se expresa
principalmente en las células somatotréficas y lactosomatotréficas de la hipdfisis anterior.
Esta hormona es responsable del crecimiento somético y ademis tiene propiedades
lactogénicas. También puede actuar sobre el metabolismo de los carbohidratos y lipidos, e
interviene en la sintesis d¢ ADN y ARN (Walker y cols., 1991, Su y cols., 2000). Un
procesamiento alterno del transcrito primario del gen hGH-N gencra dos ARNm, que
codifican, el mas abundante (90%) una isoforma de 22kDa y el otro una de 20kDa, las
cuales presentan propiedades fisiologicas ligeramente distintas (De Noto y cols., 1981;
Cooke y cols., 1988).

Los otros genes del locus GH-PL se expresan primordialmente en la capa de
sincitiotrofoblastos de la placenta (Walker y cols.,1991). El gen hPL, ha sido considerado
como un pseudogen por contener una mutacién que evita un procesamiento semejante al de
los transcritos del resto de los genes del locus y por tanto no se expresa, 0 su expresion es
apenas detectable (Chen y cols., 1988, Walker y cols., 1991).

El gen hGH-V produce una HGH variante (HGH-V) también con varias isoformas, donde
las principales son las de 22 y 26kDa. La produccion de HGH-V aumenta a la par del
desarrollo placentario, y la hormona reemplaza a la HGH-N en la regulacion del
metabolismo materno para la 2* mitad del embarazo (Frankenne y cols., 1988).

Los genes hPL; y hPL; codifican para la misma proteina madura (PL). El lactégeno
placentario se produce durante el embarazo. Al parecer tiene efecto sobre el crecimiento
fetal, como consecuencia de la regulacién del metabolismo materno (Forsyth, 1994).
También estimula la proliferacién celular en las glindulas mamarias € incrementa la

Lip6lisis en ¢l tejido adiposo.

El locus contiene ademas de estos genes, distintas secuencias reguladoras y de otro tipo
localizadas en las regiones intergénicas. Por ejemplo, contiene 48 secuencias repetitivas de
la familia Alu, en ambas orientaciones (figura 6). Estas han servido para trazar la historia
evolutiva del locus, tratando de entender los patrones que presentan los distintos tipos de

10
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secuencias Alu que se diseminan a lo largo del locus, y que pudieron expandirse al llevarse

a cabo distintos eventos de recombinacién dentro de la misma regién.

También existe un elemento repetitivo Kpn, que se encuentra precediendo al gen hPLs. Se
piensa que este elemento puede participar en la regulacién de la transcripcién de este gen
de alguna manera (Chen, 1988, ver figura 6).

hGH-N  hPL1 hPL2 hGH-V  hPL3

xE R *tl ® ® %X D R A% RER * RE l ® RRH ARE K =% . KA K& ’ R AR KXRRE * BB

) Elemento Kpn
"™  Elementos Alu
B Genes

Figura 6. Elementos repetitivos en el locus GH-PL humane. Se muestra 1a distribucién de los distinios
clementos Alu y del elemento Kpn.

1.6 Regulacion de la expresion del locus humano GH-PL.

Dada la alta similitud entre los genes del locus, debe existir un mecanismo de regulacion

muy preciso para controlar la expresién de los mismos.

Existe una regién promotora proximal que contiene algunos elementos de regulacién, y que
se localiza en los 300pb que preceden al inicio de cada gen. Esta es responsable en gran
parte de la expresion basal de los genes de este locus. En esta regidn se encuentra la caja
TATA a —30 pb de este sitio de inicio de la transcripcién. Ademas, a ella se unen varios
factores de transcripciéon que regulan la expresion de los genes, como Pit-1 (GHF-1), que
tiene dos sitios de unién: entre las posiciones —55 y —90pb, el mas préximo, y entre —106 y
~131pb, el mas distal (Walker y cols., 1991).

Otros sitios de union para factores transcripcionales en este promotor proximal son; para
Sp1 (de —131 a —140pb), para USF/MLTF (-237 a —267pb) y por tltimo, y compitiendo por
el sitio entre si estan los sitios para el factor AP-2 y para NF-1/CTF (ver la figura 7).

11
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La regién promotora distal se extiende de -2000 a -500pb frente a cada gen de este locus y
participa también en la regulacién de su transcripcién. A esta region, se unen elementos
inhibidores que evitan la unién de Pit-1 sobre los promotores de los genes de expresién
placentaria (hGH-V y hPLs). Ya que Pit-1 es un factor que se presenta s6lo en el tejido
hipofisiario, estos elementos evitan que estos genes placentarios se activen en la pituitaria.

hGH-N hPL1 hPL2 hGH-V  hPL3
Potenciador ==  Regién promotora distal
Region promotora proximal ‘ Inhibidor hipofisiario

Figura 7. Elementos reguladores de la expresién en el locus GH-PL. Se muestra la localizacién de
elementos potenciadores e inhibidores, asf como de los promotores en el locus.

Aunado a esto, existe un elemento potenciador, 2kpb rio abajo de los tres genes hPLs. Estos
elementos tienen una longitud de 1000pb y son los responsables de la expresion especifica
en el tejido placentario. Las secuencias potenciadoras que se han encontrado rio abajo de
los genes hPL; y hPL, poseen una similitud del 95% con la correspondiente al gen hPL; y
responden también a proteinas placentarias, sin embargo su actividad es mucho menor a la
de hPL; (Walker y cols., 1991),

No se ha detectado potenciador que corresponda al gen hGH-V, por lo que se puede asi
explicar su baja expresion en la placenta, comparada con las de los genes hPL; y hPL;.

Por ultimo, se ha descrito la existencia de una regién de control de locus (LCR), que se
encuentra de —32kpb a —14.5kpb con respecto al promotor de hGH-N. Se cree que este
LCR tiene relacién con la activacién y la expresion de los genes del locus, pues en ratones
transgénicos que contenian el LCR y la mayor parte del locus GH-PL humanos, los genes

se expresaron de manera apropiada, en el tejido correspondiente (Su y cols., 2000).

12
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1.7 Los genes del locus GH-PL en ¢l chimpancé.

Como se menciond, en el laboratorio de Bioclogia Molecular del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina, UANL, se tiene evidencia de la existencia de seis
genes en el locus GH-PL del chimpancé. Estos seis genes han sido aislados, clonados y
secuenciados, y sus secuencias se han comparado con los genes de otras especies de
primates, y en especial con los genes propios del humano (ver figura 8), que es la especie
més cercana evolutivamente hablando. Algunos de estos genes del locus del chimpancé,
como lo son cGHN, cGHV y cPLB, tienen un gen ort6logo en el locus humano (hGHN,
hGHV y hPL1, respectivamente). Pero existen tres genes tipo placentario mas, el cPLA,

cPLD y ¢PLC, que no tienen su gen ortélogo en el bumano.

Por lo tanto, el andlisis comparativo de las secuencias en los genes de los loci GH-PL del
humano y chimpancé, no permite por si mismo trazar la evolucién de esta regién del
genoma entre las dos especies.

¢PLC
¢PLD
hPL3

hPL2

— _C hPL1

c¢PLB

—— c¢PLA
hGHV

c¢GBV

hGHN

c¢GHN

Figura 8. Anilisis filogenético de los loci GH-PL en el chimpancé y el hombre. Se observan tres pares de
genes ortologos entre loci: hGHN-cGHN, hGHV-cGHV, hPL1-cPLB y otros genes que no estin relacionados
directamente entre si: hPL2 y hPL3 en el humano, y cPLA, cPLC y ¢PLD en el chimpancé.
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1.8 Justificacion.

El locus GH-PL presenta una organizacién diferente entre las especies de primates, por lo
cual su evolucién es de particular interés en este orden de mamiferos. Los modelos que se
han propuesto hasta ahora para explicar la evolucién del locus GH-PL en el ser humano, no
sustentan algunas de las observaciones que se han hecho sobre los genes del locus, ni la
informacién parcial que se posee en el caso del chimpancé. Por ende, es importante y
necesario aportar nuevos elementos que lleven a dilucidar el origen y la evolucién del locus
GH-PL en el caso de los primates superiores, especificamente en el caso del chimpancé y el
hombre. Para ello, en el presente trabajo se abordé el estudio comparativo de las regiones
intergénicas del locus GH-PL del chimpancé.

14
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo general.

Describir las regiones intergénicas del locus GH-PL en el chimpancé (Pan troglodytes).

2,2 Objetivos especificos.

o Amplificar por PCR- larga las regiones intergénicas del locus GH-PL del
chimpancé, a partir de ADN genémico.

e Desarrollar un vector que facilite la clonacién de dichas regiones intergénicas,

basdndose en la técnica de recombinacién homéloga.

e Obtener las secuencias parciales de las regiones intergénicas clonadas y deducir su

posicion en el locus GH-PL del chimpancé.

o Detectar la presencia de secuencias potenciadoras e inhibidoras, asi como de

secuencias repetitivas Alu y Kpn en las regiones intergénicas.

e Comparar ¢l locus del chimpancé y su organizacion con su contraparte humana, ¢

inferir acerca de la evolucion del mismo.

15
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CAPITULO TERCERO

ESTRATEGIA GENERAL

Para lograr los objetivos anteriormente planteados, se disefié la estrategia general que se

muestra a continuacion (ver figura 9).

Obtener por PCR larga las
regiones intergénicas
H P o— :: 7 >

Extraer ADN genémico
de chimpancé

Clonar las regiones
intergénicas cortas por:

! e 1 (11 - vector comercial
[dentificar secuencias inhibidoras, - recdBuacidh

potenciadoras, Alu'y Kpn 7N

/\ /\ l £\ ‘\sj

Secuenciar parcialmente las
regiones intergénicas clonadas

Comparar su organizacion con

la del locus humano Deducir el orden del locus
GH-PL del chimpancé

hGH-N hPL1 hPL2 hGH-V hPL3

7kb — 6kb 13kb 13kb !.5kb 13.8kb

] | | | !
I I 1

0 10 20 30 40 50 60kb

Figura 9. Estrategia General. Se muestran los pasos de la estrategia seguida en el desarrollo de este
proyecto: extraccion de ADN, obtencién de regiones intergénicas por PCR larga, clonacién mediante un kit
comercial y por recombinacién, secuenciacion, traslape, identificacion de secuencias de interés y comparacién
general vs. el locus humano.
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CAPITULO CUARTO

MATERIAL Y METODOS

4.1 Material
4.1.1 Origen de los reactivos.

La enzima Tag ADN Polimerasa, la T4 ADN ligasa, cinasa, ANTPs, MgCl, y el buffer para
PCR 10X provinieron de Promega Corporation (Madison, WI, EUA). El estuche para
realizar la PCR-larga se obtuvo de Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA) y el kit de
clonacion XL TOPO fue de Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA).

Las enzimas de restriccion que se usaron en este proyecto pertenecen a las casas
comerciales New England Biolabs Inc. (Beverly, MA, EUA), Invitrogen y Promega.

El kit para construir sondas para hibridacién utilizado fue el RadPrime DNA Labeling
System de Invitrogen y los nucledtidos radiactivos ([o~-_P]dATP) utilizados para marcar
las sondas provinieron de Amersham Biosciences (Buckinghamshire, Reino Unido).

El buffer y la enzima Thermo Sequenase utilizados en la secuenciacién, provenian de la
casa comercial USB Corporation (Cleveland, OH, EUA), los terminadores IRDye800, asi
como la solucién STOP IR2 de LI-COR Biosciences (Lincoln, NE, EUA) y el Vivid Violet
de CHIMERx (Milwaukee, WI, EUA).

Los reactivos menos especializados, usados para preparar geles, amortiguadores, soluciones
diversas y medios de cultivo, provenian de las compafiias Merck (Whitehouse Station, NJ,
EUA), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) y Productos Quimicos Monterrey (Monterrey,
N.L. México).
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Los diversos iniciadores utilizados para las reacciones de PCR provinieron de la oligoteca

del Departamento de Bioquimica en algunos casos y en otros fueron disefiados

especificamente para este proyecto. Las secuencias de estos oligonucledtidos, asi como sus
nombres se sefialan en la tabla 1.

Tabla 1. Iniciadores para PCR utilizados en el proyecto.

Iniciador Secuencia Orientacion Alinea en
Prim gactagttcggpoagttogooccttgggat Antisentido | Promotor de los genes del locus
ITG10 catggtcgacggcagcetgtgasticta Sentido Fin de los genes del locus
88ExIV ctgetgeteatccagteatgg Sentido Exén IV de los genes del locus
430 gggatetcgagpactggetate Sentido Inicio de los genes del locus
403 cogaattccaggagaggceactggeea Antisentido Fin de los genes del locus
D10 gaagcaggagagcagcecgtagtt Antisentido Ex6n V de los genes del locus
SEd2 ctgaggtagetcatgeaatcagtctctctga Sentido Promotor intermedio
SEd2r ctgattgcatgagctacctcagee Antisentido Promotor intermedio
SEdl aacagaaagtggagaggtgagageagacact Sentido Promotor distal
3Alu cgtgttgggatiacaggegtgag Antisentido Hacia fuera de elementos Alu
5Alu catgccactgecctccage Sentido Hacia fuera de elementos Alu
111 gatcteatctttgeggtacctaaca Antisentido Potenciador
114 getgstetcgagatataactgaactge Sentido Potenciador
IGP IV aacgtagacccgeaccgeatcteectge Sentido Ex6n IV de los genes del locus
1GCV caccgetegecctgttccaggagetagg Antisentido Exon 11 de los genes del locus
MI13Fwd gtaaaacgacggccagtg Antisentido Plasmido pCR-XL-TOPO
MI13Rev ggaaacagctatgaccatg Sentido Plasmido pCR-XL-TOPO
Pex 1 cactatcgactacgegatca Sentido Plasmido pBR 322
B3 14 caactccgecgggtect Antisentido Plasmido pBR 322

18
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4.1.2 Material biologico.

Las muestras de sangre de chimpancé (macho y hembra) fueron donadas por el parque
zoologico Africam Safari localizado en Valsequillo, Puebla, México, y a partir de éstas se
extrajo el ADN genomico.

Los plasmidos utilizados en la clonacién fueron el plasmido pCR-XL-TOPO (Kan')
comercial de Invitrogen y el plasmido pBR 322 (Amp’, Tef), que pertenecia a la
plasmidoteca del departamento de Bioquimica.

La bacteria utilizada para la recombinacién homéloga fue Escherichia coli, cepa BI5183-
AD-1 (recBC, St) y la cepa que se usd para clonacion y propagacion fue la XL1-Blue
(recAl, Tef), ambas de Stratagene (La Jolla, CA, EUA).

Ademaés se utilizaron los vectores pBShPL3-Nhel-Clal y pBShPL3 enh, desarrollados en ¢l
departamento de Bioquimica y resguardados en su plasmidoteca.

4.2 Equipo.

A continuacion se enlista €] equipo que se utilizé durante la realizacién de este proyecto:

a. Termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems)

b. Termociclador Hybaid PCR Express (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA,
EUA)

¢. Termociclador Robocycler 96 (Stratagene)

d. Camaras de electroforesis diversos modelos, Fotodyne (Fotodyne, Inc., Hartland,
WI, EUA)

¢. Documentador de geles Gel Doc 1000 de Biorad (BIO-RAD, Hercules, CA, EUA)

f. Fuentes de poder ISCO 494 (ISCO, Lincoln, NE, EUA), E-C 600 (E-C Apparatus
Co., New Haven, CT, EUA), y BRL250 (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA)
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Material y meiodos
Parrilla con agitacién Corning modelo 320 (Corning Inc. Life Sciences, Acton, MA,
EUA)
Congeladores —70°C So-Low, modelo vertical y horizontal (So-Low Environmental
Equipment, Cincinnati, OH, EUA)
Congelador —20°C Tor-rey modelo CV14 (TOR-REY, San Nicolas de los Garza,
N.L., México)
Refrigerador 4°C GE Excell (General Electric Company, Louisville, KY, USA)
Horno de microondas LG modelo MS-701C (LG Electronics, San Jose, CA, EUA)
Secuenciador automatico INA Sequencer Long Reader 4200 (LI-COR Biosciences)
Agitador de tubos Barnstead Thermolyne modelo MaxiMix (Barnstead
International, Dubuque, 1A, EUA)
Bafio de agua giratorio NBSC (New Brunswick Scientific Co., Edison, NJ, EUA)
Bafio de agua Precision 188 (Precision, Winchester, VA, EUA)
Placa agitadora Midwest modelo 3520 (Midwest Scientific, St. Louis, MO, EUA)
Potenciémetro Beckman modelo 320 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA)
Centrifugas Eppendorf modelo 5402 y 5415 (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania)
Centrifuga con refrigeracién Allegra 21R (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA)
Balanza analitica Ohaus modelo AP110S (OHAUS, Pine Brook, NJ, EUA)
Balanza granataria Ohaus modelo TS4KD (OHAUS, Pine Brook, NJ, EUA)
Secador de geles Labconco (LL.abconco, Co., Kansas City, M1, EUA)
Evaporador con vacio y centrifuga Labconco (Labconco, Co., Kansas City, MI,
EUA)
Electroporador de micropulso Biorad (BIO-RAD)
Espectrofotémetro UV Beckman DU70 (Beckman Coulter)

z. Incubadora rotatoria Robbins para hibridacién modelo 310 (Robbins Scientific,

Sunnyvale, CA, EUA)

aa. Termoagitador Eppendorf modelo 5436
bb. Campana con luz UV CBS modelo P-036-02 (CBS Scientific Co., Del Mar, CA,

EUA)
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El procesamiento de los datos se realizd en equipo de cémputo con plataforma PC,
utilizando distintos programas: Microsoft Word, Power Point y Excel en sus versiones 2000
y millenium (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA), Adobe Acrobat Reader
version 5.1 (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, EUA), Corel Photo Paint version 8, (Corel
Corporation, Ottawa, ON, Canada), también se utilizé el esciner HP scanjet 7450c y su
paquete de aplicacién (Hewlett-Packard Company, Palo Alio, CA, EUA).

También se utilizaron los navegadores Internet Explorer version 5.5 y el MSN Explorer
version 6.0 (ambos de Microsoft Corporation).

Para el anilisis se utilizaron los siguientes programas para Biologia Molecular: Amplify
version 1.2b (Univ. de Winsconsin, Madison, WI, EUA), ClustalW v.1.8 (EMBL,
Heidelberg, Alemania), DNA Strider v. 1.1, (Institut de Recherche Fondamentale-CEA-
France), BLAST (NCBI, NLM, National Institutes of Heaith, Bethesda, MD, EUA),
RestrictionMapper v.2, BCM Search Launcher (Baylor College of Medicine, Houston, TX,
EUA).

4.3 Métodos.

4.3.1 Obtencion y cuantificacién del ADN.

4.3.1.1 Extraccion de ADN genémice.

Se extrajo ADN genémico a partir de codgulo sanguineo de muestras de sangre periférica
de chimpancé. Esta extraccién se hizo por dos técnicas: una técnica para extraccion de
ADN de tejido (Gross-Bellard, y cols., 1973) y otra para extraccién a partir de coagulo
utilizada en quimica forense (Sambrook, y cols., 1990).

La primera técnica se hizo de la siguiente manera. Se pesd el codgulo y se molié en un

mortero frio y estéril (conservado a —70°C hasta su uso). Posteriormente se adicion6 1.2 ml
de buffer de lisis (NaCl 0.1M, Tris-HCI pH 8 0.01M, EDTA pH 8 0.025M, SDS 0.5%, y
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Proteinasa K 0.lmg/ml) por cada 100mg de tejido. Una vez mezclados, se incubaron a
50°C por toda la noche, con agitacién lenta. Al término de la incubacién, se hizo una
extraccién afiadiendo medio volumen de fenol y medio volumen de SEVAG (cloroformo-
alcohol isoamilico, 24:1), se centrifugé a 5000 rpm por 15 min. Una vez hecho esto, se
extrajo una vez mas s6lo con medio volumen de SEVAG y se volvié a centrifugar por 15
min a 5000 rpm. Se recuperé la fase acuosa en un tubo nueve y se precipité con dos
volimenes de etanol al 100% conservado a —20°C hasta su uso y 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3M. Se mezclé e incubd a —20°C por una hora y se centrifugé por 15 min a
14000 rpm. Tras bacer esto, se descart el sobrenadante y se afiadié etanol al 70% para
quitar el exceso de sales, después se centrifugd una vez mas, a 14000 rpm por 15 min. Se
descart6 el sobrenadante y se dej6 secar la pastilla al aire y a temperatura ambiente. La
pastilla se resuspendi6 en agua mQ.

La extraccion de ADN a partir de coagulo con la técnica forense se realizd como sigue. Se
cortd el coagulo (de aproximadamente 100pl) en pequeiios pedazos en una caja Petri y se
resuspendi6 en 500pl de DLB (buffer de lisis desnaturalizante: Tris-HCI pH 7.4 0.01M,
NaCl 0.01M, EDTA pH 8 0.01M). Se afiadieron entonces 50ul de SDS al 10% y Spl de
proteinasa K 20 mg/ml. Una vez mezclados, se incubaron a 56°C toda la moche con
agitacion suave. Tras concluir la incubacion, se hizo una extraccion afiadiendo 20ul de
NaCl 5M y 575ul de fenol-SEVAG (1:1), mezclando por inversion tras la adicién de cada
reactivo. Una vez afiadidos estos reactivos, se centrifugd a 14000rpm por 15 min. Se pasé
la fase acuosa a un tubo nuevo, se afiadié 1 ml de etanol al 96% y se guard6é a —20°C por
dos horas. Se centrifugd nuevamente por 15min a 14000 rpm. Se decant6 el etanol, se lavé
con etanol al 70% y se secé la pastilla a temperatura ambiente. Por ultimo se resuspendié la
pastilla en agua mQ y se guardé a —20°C hasta su utilizacién.

4.3.1.2 Extraccion de ADN plasmidico.

Se levanté una colonia de las bacterias que contenian el plasmido y se cultivé por toda la
noche en tubos con 4 ml de medio LB estéril (10g bactotriptona, 10g NaCl y 5g de extracto
de levadura en un litro de agua destilada). De éstos, se tomaron 1.5 ml y se colocaron en un
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tubo Eppendorf de 2 ml, y se centrifugaron por 2 min a 14000 rpm. Posteriormente, se
descart6 el sobrenadante por aspiracién. Se le afiadieron a la pastilla 100 pl de la solucién I
(glucosa 50mM, EDTA 10mM, Tris-HCI pH 8 25mM), se agit6 el tubo hasta resuspender
la pastilla y se incubé por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron al
tubo 200 pl de la solucién II (SDS 1% y NaOH 0.2N), se mezcl6 por inversion y se incubd
en hielo por 5 min. Una vez concluido el tiempo, se afiadieron 150 pl de la solucién III
(acetato de amonio 7.5M), se agit6 por inversidn y se incub6 en hielo por 10 min. Tras este
tiempo se centrifugé el tubo a 14000 rpm por 10 min. Se transfirié el sobrenadante a un
tubo Eppendorf nuevo de 1.5 ml y se deseché la pastilla. Se hizo una extraccién con medio
volumen de fenol y medio volumen de SEVAG. Se invirtié varias veces y posteriormente
se centrifugd a 14000 rpm por 15 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo de 1.5
ml y se afiadi6 medio volumen de SEVAG, se centrifugé una vez mas, por 15 min a 14000
rpm. Una vez hecho esto, se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5 ml y se
afiadieron dos volimenes de etanol frio al 100% (conservado a —20°C) y 1/10 de volumen
de acetato de sodio 3M. Se dej6 precipitar el ADN a —20°C por una hora y terminado este
tiempo se centrifugd el tubo a 14000 rpm por 15 min. Se elimin6 el sobrenadante y se
afiadieron 100 pl de etanol al 70% para lavar bien la pastilla. Se centrifugd una vez mas por
15 min a 14000 rpm, se elimind el sobrenadante, se dejé secar la pastilla y se afiadieron de
20 a 50 pl de agua mQ, segin el tamafio de la pastilla.

4.3.1.3 Electroforesis y cuantificacién del ADN.

El ADN (genémico, plasmidico y obtenido por PCR) se analiz6 por medio de la técnica de
electroforesis en gel, utilizando geles de agarosa de concentracién variable, dependiendo
del tamafio del fragmento, yendo desde 0.7-0.8% para plismidos, ADN gendmico y
fragmentos mayores a 3000pb, entre 1.0 y 1.5% para fragmentos entre 3000 y 500pb y
hasta 2-2.5% para ADN de tamafio menor a 800pb.

Los geles se prepararon pesando la cantidad necesaria de agarosa (en gramos) y
disolviéndola con el volumen necesaria de TBE 1X (0.09M Tris, 0.09M écido bérico,
EDTA 0.002M, ajustado a pH 8.3) para alcanzar el porcentaje segin la resolucién

23



Il sCHPL nd hmponc ptror Bies
Vaterna vmelc dos

requerida. Tras disolver la agarosa, las soluciones se calentaron en el horno de microondas

de uno a dos min y se colocaron en los moldes correspondientes hasta solidificar.

Una vez listos los geles, se colocaron en cémaras de electroforesis y se cubrieron por
completo con buffer TBE 1X. Las muestras de ADN se mezclaron con jugo azul 6X (azul
de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25% y glicerol 30%) y se depositaron en el gel, junto
con algin marcador de peso molecular o ADN de referencia, segiin el tamafio de ADN a
analizar. Se inici6 la electroforesis aplicando un voltaje inicial de 60-70V hasta que las
muestras entraron por completo al gel, y posteriormente aplicando un voltaje mayor (no
més de 120V, segiin la camara) hasta obtener la migracién deseada para el analisis.

Tras correr el ADN en el gel, este tltimo se depositd en una solucién de bromuro de etidio
(2pg/ml) por 10 min, se lav$ para eliminar el exceso de bromuro, se observé y analizé bajo
luz UV y la imagen se registré con el programa Molecular Analyst del Gel Doc.

La cuantificacién de ADN se hizo por medio de espectrofotometria UV. Se utilizd la
lampara de luz UV a longitudes de onda de 260 y 280 nm y celdas de cuarzo para depositar
las muestras. Las muestras se diluyeron 1000 o 500 veces, para hacer méis precisas las
lecturas, y también se hicieron lecturas a tres diluciones distintas.

Se hizo el célculo de la concentracién del ADN con la siguiente férmula:

[ADNJng/ul = Ao * 50 * F.d ADN

Donde [ADN]ng/ul es la concentracién de ADN en nanogramos por microlitro, Aaep €s la
lectura de absorbancia a 260nm y F.d. es el factor de dilucién de la muestra.

Por otro lado la razén de Azgg /Azgo es el indice de pureza de la muestra, siendo la 6ptima

mayor a 1.75, por lo que se trataron de utilizar muestras con esta purcza en la mayorfa de

los casos.
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4.3.2 Amplificacién por PCR larga de las regiones intergénicas del locus GH-PL del

chimpancé.

A partir de ADN genémico de chimpancé se amplificaron las regiones intergénicas del
locus GH-PL del chimpancé. La amplificacién se realiz6 por medio del kit TOPO®
comercial para PCR larga. Se utilizaron los iniciadores 88ExIV, ITG10 y Prim que ya
existian en la oligoteca del departamento de Bioquimica y se disefiaron dos iniciadores
nuevos: IGC-V e IGP 1V para amplificar estas regiones. En la figura 10 se muestran las

regiones en las que se alinean los iniciadores antes descritos.

GEN A GEN B
Prom1 Il MHiv V Prom!l Il MIV V
=a =) == & =D ==
Pri-m 88 ExIV 11G10 P;i: ITG10
mgie>S =)
IGCV gV . IGCV " 1eRIv
: PCR larga
\ 4
Regiones
intergénicas

Figura 10. Regiones de alineamiento para los iniciadores usades en PCR larga. Se muestran las regiones
en las que se alinean los iniciadores utilizados para la PCR larga: los iniciadores 88ExIV e IGPIV alinean
sobre el exén IV de los genes del locus y el ITG10 se alinea al final del exén V. El iniciador Prim se alinea
sobre el promotor y el IGC-V sobre el intrén 1 de los genes del locus.

4.3.2.1 Condiciones éptimas de amplificacién para la PCR-larga.

Se estandariz6 la reaccién de PCR larga en el termociclador GeneAmp PCR System 2400
con los distintos juegos de iniciadores que se mencionaron, para amplificar asi las regiones
intergénicas del locus GH-PL del chimpancé. A continuacién se presenta el programa
utilizado (ver tabla 2), asi como la composicion final de la reaccion de PCR larga con la
que se obtuvieron las regiones intergénicas (ver tabla 3).
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Tabla 2. Programa de PCR larga utilizado para la obtencién de las regiones intergénicas.

Paso Temperatura  Tiempo
Desnaturalizacion previa (capa inferior) 80°C 5 min
Desnaturalizacién inicial 94°C 30s
16 ciclos 94°C 30s
64°C 10 min
12 ciclos 94°C 30s
64°C 10 min, incrementando 15s/ciclo
Extension final 1220 15 min

Tabla 3. Condiciones fptimas para la reaccién de PCR larga.

Reactivo Concentracion final
Capa Inferior

Buffer 3.33X 1X

Iniciador 3°, SpM 0.4uM

Iniciador 5°, SuM 0.4uM

Mg(OAc),;, 25mM 1.ImM

dNTPs, 10mM 200uM

Agua mQ estéril cbp 10 pl

Se afiadié una perla de cera a estos reactivos y se realizé la desnaturalizacion previa
Capa Superior

Buffer 3.33X 1X

RTth/Vent ADN Polimerasa, 2U/ul 0.128U

ADN gendmico, 250ng/ul 10 ng/ul

Agua mQ) estéril cbp 15 ul

Se colocé sobre la perla tras desnaturalizacion previa y se corrié el resto del programa. El
volumen final fue de 25 pl.
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Los productos obtenidos de la PCR-larga se analizaron por medio de electroforesis en geles
de agarosa al 0.7-0.8%, tefiidos posteriormente con bromuro de etidio. Por medio de un

marcador de peso molecular se estim6 el tamafio de los productos que se amplificaron.

4.3.3 Clonacién de las regiones intergénicas.

4.3.3.1 Clonacién por medio de un kit TOPO® para productos de PCR larga.

Las regiones intergénicas obtenidas fueron clonadas por medio del kit de clonacién de
PCR-larga TOPO®, de la manera que a continuacion se describe. Los productos
amplificados fueron precipitados directamente afiadiendo dos volumenes de etanol abscluto
frio, 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M y 1 ul de Vivid Violet y se colocaron a =20°C
por una hora. Posteriormente el tubo se centrifugé por 15 min a 14000 rpm, se lavé la
pastilla con etanol al 70% y se volvié a centrifugar por 15 min a 14000 rpm. Tras este
tiempo, se dejé secar la pastilla y se resuspendi6 en 5 pl de agua mQ.

Una vez purificados los productos amplificados, se procedi a afiadir adenilatos (A) a sus
extremos para hacerlos complementarios a los timidilatos de los extremos del vector
TOPO®. Esto se hizo colocando en un tubo de PCR los reactivos enlistados en la tabla 4,

para tener un volumen final de 50 pl, y posteriormente se incubé a 72°C por dos horas.

Tabla 4. Preparacidn del inserto A.

Reactivo Volumen
ADN purificado 5ul
Taq ADN polimerasa, SU/pl 1.25ul
MgCl,, 25mM 3ul
dATP, 10mM 1ul
Buffer 10X Sul
Agua mQ cbp 50ul
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Una vez afiadidas las A, el ADN se volvié a precipitar de la forma antes mencionada, para
purificarlo. El inserto A se conservé a —20°C hasta su uso.

Para clonar los productos amplificados, se siguié ¢l siguiente protocolo. Se colocaronde 3 a
4 ul de inserto (producto amplificado + A) a temperatura ambiente y se le adicion6 1 pl de
vector TOPO®, mezclando bien. La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente por 5
min y posteriormente se le afiadié 1 ul de solucién STOP del kit. 5 ul de reaccién sirvieron
para transformar 100 pl de bacterias electrocompetentes (conservadas en hielo durante el
proceso) incluidas en el kit. La electroporacién se llevé a cabo con un pulso de corriente
(200/500 €, 25 uF, 2.5 V) ¢ inmediatamente se afiadieron a la celda 0.45 ml de medio SOC
(para un litro: 20g triptona, 5g extracto de levadura, 0.5g NaCl, se esteriliza en antoclave y
antes de usar se afiaden 10 ml de MgCly 1M, 10 ml de MgSO4 IM y 1 ml de glucosa ZM
esterilizada por filtracién). El medio y las bacterias se transfirieron a un tubo Eppendorf

nuevo y se incubaron por una hora a 37°C con agitacion.

Concluido este tiempo, S0-100ul de las bacterias se plaquearon en cajas Petri con medio
LB-agar estéril (10g NaCl, 10g bactotriptona, 5g extracto de levadura, 15g bactoagar, para
un litro) y kanamicina 50ug/ml. Las placas se incubaron a 37°C por toda Ja noche.

A la par de esta clonacién, las secuencias reportadas para las dos regiones intergénicas
cortas del locus humano se analizaron para encontrar algunas enzimas de restriccién que
pudieran diferenciar entre ambas, y por homologia diferenciar las dos regiones intergénicas
cortas en el chimpancé, que eran las mayoritarias en la amplificacién. Se encontré que la
enzima Cla 1 en el caso del ser humano, presenta un sitio de corte en una de las regiones
intergénicas cortas y en la otra no se encuentra. Las regiones intergénicas mayoritarias (2
cortas) del chimpancé se digirieron con la enzima Clg I. Tras la digestion se hizo una
purificacién, adicion de A, otra purificaciéon mas y finalmente se cloné con el vector

TOPO®, de la misma manera en que se describié anteriormente.
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4.3.3.1.1 Seleccion de las clonas recombinantes.

Las colonias seleccionadas en ambas clonaciones se crecieron en tubos conteniendo 4 ml de
medio LB estéril con kanamicina 50pug/ml a 37°C con agitacién por 16h. Se hizo a estos
cultivos extraccion de ADN plasmidico y posteriormente los plasmidos se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 0.7-0.8%, comparandose con un plasmido TOPO® sin
inserto (3.5kpb). Solamente aquellos pldsmidos que presentaban un tamafio mayor al
original (retraso en la migracién con respecto a TOPO®) fueron considerados para una
caracterizacién mas profunda.

4.3.3.2 Desarrollo de un vector para clonacién por recombinacién homéloga.

La clonacién por recombinacion ha estado tomando auge en los tltimos afios, ya que
permite introducir grandes fragmentos de manera especifica (Castro y Villarreal, 2000). Se
desarrolld un vector que facilitara la clonacion por recombinacién homéloga introduciendo

regiones homologas a los extremos de las regiones intergénicas (Figura 11).

gy
Region
~ intergénica

\!‘l. -
LN ‘9 .

Clonacion por

% Secuencias ’
homélogas recombinacion - P
Vector

Figura 11. Clonacién por recombinacién. El vector debe contener secuencias homdlogas a los extremos de
las regiones intergénicas, para hacer factible la clonacién por recombinacién homéloga, ademds de un(os)
sitio(s) unico(s) de restriccion, que permita(n) linearizarlo.

4.3.3.2.1 Obtencion del vector en TOPO®,

Para obtener el vector que s6lo contuviera regiones homoélogas a los extremos de las
regiones intergénicas, era necesario eliminar gran parte de la regién intergénica y conservar

sOlo sus extremos. Al no conocer la secuencia completa de la region intergénica y por tanto,
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no poder utilizar enzimas de restriccibn para esta subclonacidn, se analizaron los

iniciadores que pudieran amplificar la region que necesitdbamos conservar en estas clonas.

Los iniciadores D10 y 430 (ver figura 12) se alinean en los extremos de la regién
intergénica y amplifican un producto que contiene el esqueleto del vector topo flanqueado

por los extremos de las regiones intergénicas.

Clona de la Regi6n Vector para

Intergénica recombinar
(vectrecTOPO-D10430)

DI 430 430 D10
10 o & Xy, 1
dx o —> —> g1
T in' TOPO® BstETl

Prim % AGPIV Cinasa Print:i ; U
%I 4 Amplificacion Ligacion IGPIV

et D10-430 (4430pb) Transformacion J

Figura 12. Obtenci6n del vector para recombinacién. Se amplificd la clona con la regién intergénica por
medio de los iniciadores D10-430, Posteriormente el producto se ligé para obtener el nuevo vector para
recombinacion.

La mezcla de reaccion para la amplificacion con los iniciadores D10-430 se hizo como se
indica en la tabla 5, y el programa para el termociclador Robocycler esta en la tabla 6.

Tabla 5. Condiciones de amplificacién.

Reactivo Conc. final

Producto amplificado, 50ng/ul 2ng/ul
Taq ADN Polimerasa, SU/ul 0.10/ul
MgCl, 25mM 2mM
DNTPs, 10mM 0.3mM

Buffer 10X 1X

Iniciador 5°, SpM 0.5pM
Iniciador 3°, SpM 0.5pM

Agua mQ estéril cbp 25ul
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Tabla 6. Programa de PCR para la amplificacién,

Paso Temperatura Duracién
Desnaturalizacién inicial 94°C 5 min
30 ciclos

Desnaturalizacién 94°C 30s
Alineamiento 58°C 30s
Extension 72°C 4 min
Extensi6n final #2°C 5 min

Una vez obtenido el producto amplificado de 4430 pb que contenia el vector TOPO® en su
interior y las regiones homdlogas a los extremos de las intergénicas en los extremos, se
procedié a circularizar este producto (ver figura 12). Primero se hizo un cdctel con la T4
polinucledtido cinasa para afiadir fosfatos a los extremos del producto amplificado: 5ul de
producto D10-430, 1pl de cinasa, 1ul de buffer 10X que contenia ATP y agua miliQ para
completar 10pl. Se incub6 a 37°C por una hora. Posteriormente se afiadieron 2ul de T4
ligasa que es compatible con el buffer de la cinasa y se incubd a 16°C por toda la noche.
Una vez ligado el vector, éste se utilizd para transformar bacterias calcio-competentes (ver

seccion 4.3.3.2.3) y asi poder propagarlo.

El vector resultante, vectrecTOPO-D10430, tiene dos sitios Gnicos de corte (Bs¢EIl y Stul)
que pueden ser utilizados para su posterior livearizacion (ver figura 12), antes de la

transformacion.

4.3.3.2.2 Subclonacién en vector pBR.

En reportes que s¢ han hecho acerca de la clonacion por recombinacion (Castro-Peralta y
Villarreal, 2000), se menciona que los vectores de bajo nfimero de copias son ma4s
eficientes en este tipo de sistemas. Por lo tanto, decidimos subclonar los fragmentos
homdlogos que ya tenfamos en un vector TOPO® (de alto nimero de copias) en un vector
de bajo mimero de copias. Se selecciond para este fin el pBR 322 que se encontraba

disponible en el laboratorio.
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La subclonacién se realizé entre los sitios EcoRV y HindIIl que son Gnicos para ambos
vectores: TOPO y pBR 322. El sitio EcoRV es romo y el sitio HindIII cohesivo, por tanto,

al cortar con ambas enzimas ningun vector se podria religar consigo mismo (Figura 13).

430 D10 430 D10
(::b EcoRV Hindlll cjh
IGPIV Prim t
Primi] g 1i] + 1]
, — P IGPIV
EcoRV Hindlil Pex | 314 Pex}
B3 14

vectrecTOPO-D10430  pBR digerido (4205pb, Amp")

digerido, (990pb) Bajo # de copias, eficiente vectrecpBR-D10430

(5195pb Amp')

Figura 13. Subclonacién de vector vectrecTOPO-DI0430 a vectrecpBR-D10430. Se digirieron
vecrecTOPO-D10430 y pBR322 con EcoRV y Hindlll, y se ligaron, esperando obtener el veectrecpBR-
D10430 de 5195pb, con el gen de resistencia hacia ampicilina y las secuencias homélogas de interés.

Las digestiones se hicieron por separado, colocando Syl del vector (pBR322 6
vectrecTOPO-D10430), 1pl de HindIll, 1ul de EcoRV, 1ul de Buffer 2 de NEB, 0.1ul de
BSA y agua para completar 20ul. Se incubaron a 37°C por toda la noche, se verificd que se
hubieran linearizado ambos vectores, y posteriormente se purificaron y ligaron. La purifica-
¢idn se hizo co-precipitando los vectores (mismo procedimiento que en la seccion 4.3.3.1) y
tras resuspender la pastilla, se afiadio ligasa (1ul) y su buffer, hasta tener un volumen final
de 10ul, se incubé a 16°C toda la noche y posteriormente se introdujo la ligacién en
bacterias calcio-compentes (Ver 4.3.3.2.3). De las colonias seleccionadas se extrajo el ADN
plasmidico, para determinar por migracién, cortes enzimiticos (HindIll y EcoRV) y PCR,
cudles eran las colonias positivas para la subclonacion.

Para verificar, no s6lo por tamafio, el éxito de la subclonacién, se hicieron varias
amplificaciones tanto en el vector original como en las clonas candidatas. Se hicieron las

mezclas de reaccién para 4 juegos de iniciadores (figura 13): Prim-IGPIV, Prim-430, D10-
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IGPIV y PcxI-B314 segiin el procedimiento y el programa de la seccién 4.3.3.2.1, pero el
tiempo de extension fue de 1.5min y la temperatura de alineamiento de 56°C.

4.3.3.2.3 Preparacién de células BJ5183 calcio-competentes.

Antes de realizar la transformacién con la cepa BJ5183, primero se establecid la curva de
crecimiento de la cepa para determinar cudl rango de densidad dptica correspondia a la fase
exponencial. Se hizo esto, a partir de tubos conservados a -70°C que contenian estas
bacterias, se tomaron colonias y se inocularon tubos con medio LB estéril y estreptomicina
(50pg/ml). Estos tubos se incubaron con agitacién a 37°C por toda la noche. Con 500ul de
estos tubos, se inocularon matraces conteniendo 50 ml de LB y estreptomicina (50pg/ml) y
se incubaron a 37°C con agitacion., Se leyd la densidad Optica del cultivo en el
espectrofotometro a 600nm cada media hora, hasta que ésta permanecié constante. Una vez
que se obtuvieron los valores, se trazd una curva y se determiné Ia densidad 6ptica ptima

para la transformacion.

El procedimiento utilizado para preparar las bacterias calcio-competentes en las cepas
recombinante (BJ5183) y no recombinante (XL1-blue) se describe a continuacion. Se
tomaron colonias de la cepa en cuestion, conservadas a —20°C ¢ -70°C y se mocularon
tubos conteniendo medio LB (XL1-blue) o LB mas estreptomicina (BJ5183). Estos tubos se
incubaron a 37°C por toda la noche con agitacion. Una vez terminade este tiempo, se
tomaron 0.5 ml del tubo para inocular un matraz con 50 ml de LB(XL1-blue) o LB mas
estreptomicina  (BJ5183). Se sigui6 el crecimiento del cultivo a 600nm en el
espectrofotémetro hasta lograr la densidad 6ptica adecuada para cada cepa.

Una vez alcanzada la densidad Optica adecuada, el matraz conteniendo el cultivo se coloco
en hielo por 10 min y una vez cencluido el tiempo, el cultivo se pasé a un tubo Falcon de
50 ml, frio y estéril. Se centrifugé a 5000 rpm por Smin, se decant6 el sobrenadante y se
resuspendi6 la pastilla suavemente en 20 ml de CaCl, 0.1M frio. Esto se incubé en hielo
por 20 min y luego se centrifugé a 5000 rpm por Smin. Por ultimo se resuspendié la pastilla
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en 1 ml de CaCl, 0.1M frio y se conservaron las células en hielo hasta su transformacién
(maximo unos 3 § 4 dias).

Para la transformacién de las células competentes (de ambas cepas), se utilizd el mismo
procedimiento, con algunas variantes que se describen a continuacion. Se tomaron 100ul de
las células calcio-competentes y se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml frio y estéril.
Todo el manejo se hizo con puntillas frias, conservadas a —20°C. Posteriormente se
adicionaron de 1 a 5 pl del vector (XL1-blue) o de los fragmentos (en el caso de las células
recombinantes BJ5183) que se iban a introducir a las células. Se cerraron los tubos y se
conservaron en hielo por 30 min (XL1-blue) o 45 min (BJ5183). Posteriormente se realizd
un choque térmico, se colocaron los tubos a 42°C exactamente por 90 s y se volvieron a
colocar en hielo por 2 min. Concluido este tiempo a los tubos se les adicioné 0.8 ml de
medio LB (en el caso de XL.1-blue) o medio SOC (BJ5183). Se incubaron con agitacion a
37°C por 1 h (XL1-blue) o por 30 min (BJ5183).

Los tubos se centrifugaron por 2 min a 14000 rpm. Se quité casi todo €l sobrenadante y se
resuspendieron las células en unos 200 pl del medio. Se eolocaron unos 150 pl de estas
células en placas Petri que contenian LB-agar estéril y distintos antibi6ticos, segiin el vector
que se estaba transformando. Se distribuyeron las células en toda la superficie con un asa
bacteriologica estéril, se taparon las cajas, se esperé 5 min y posteriormente se invirtieron
las cajas, e incubaron a 37°C por toda la noche.

4.3.3.2.4 Ensayos de transformacion de las células BJ5183 calcio-competentes.

Con las células BJ5183 competentes y el vector para recombinar pBRrec, se hicieron varios
ensayos para probar el funcionamiento del vector. Estos ensayos se hicieron con la regién
intergénica corta tipo I reamplificada a partir de las clonas antes mencionadas, como se
indica en la seccion 4.3.2.1 y por otro lado con el vector linearizado (obtenido al amplificar
vectrecpBR-D10430 con D10 y 430) segin lo indicado en la seccion 4.3.3.2.1.
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En un primer ensayo se mantuvo constante la relacion molar entre el vector y la regidn
intergénica, que fue de 1:2, y vari6 la cantidad de ADN total, yendo desde los 3.5ng hasta
los 350ng totales. Con estas condiciones se transformaron las células BJ5183 competentes.

En un segundo ensayo, variando la relacién molar vector: regidn intergénica, desde 1:1
hasta 1:5, y manteniendo una base constante de 100ng de ADN del vector linearizado,
también se transformaron células BJ5183. Se incluyeron ademds dos controles: el vector
linearizado sélo, para calcular el “ruido” que pudiera hacer una recombinacién sobre si

mismo, y otro que lnicamente contenia la regién intergénica.

4.3.3.2.5 Seleccién de las clonas recombinantes.

Después de transformar las células Bj5183 competentes, las colonias resultantes fueron
examinadas por medio de PCR. A las colonias candidatas se les hizo un “estudio rapido”.
Primero cada una de las colonias se disolvié en 10ul de agua miliQ, de éstos 5ul se
conservaron a 4°C para poderlos sembrar en medio LB posteriormente y Su! se sometieron
a un tratamiento para lisar las bacterias. Este tratamiento consistié en poner dentro de un
tubo de PCR los 5ul de bacterias con una gota de aceite mineral, y someter los tubos al
programa siguiente: Smin a 94°C, 1.5min a 50°C, 1.5min a 94°C, 1.5min a 45°C, Imin a
94°C y lmin a 40°C en el Robocycler. Una vez lisadas las bacterias, a los fubos de PCR se
les adicionaron los reactivos suficientes (como se indica en el apartado 4.3.3.2.1) para hacer
una amplificacion con los iniciadores SEd2-Prim. La reaccion se llevo a cabo a 58°C y con

un tiempo de extensién de 1.5min.

Se afiadieron dos controles positivos, la clona que contenia una regién intergénica del
chimpancé, que generaria una banda de 1100pb y una clona humana (pBShPL3-enh), que
generaria una banda de 1300pb, y ademas un control negativo, el vectrecpBR-D10430 que
no deberia generar bandas. Los productos de amplificacion fueron examinados por

electroforesis en gel de agarosa.
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4.3.4 Caracterizacién enzimatica de las regiones intergénicas clonadas.

Las clonas que contenian un inserto fueron reamplificadas con los iniciadores que las
generaron: IGPIV-Prim e IGPIV-88ExlV, y los productos obtenidos fueron caracterizados
por medio de digestiones con enzimas de restriccién. En la tabla 7 se muestran las distintas

condiciones de reaccidn para las enzimas Pstl, EcoRV, Xbal y Smal.

Tabla 7. Condiciones de digestién enzimatica de los insertos clonados.

Temperatura 37°C L7 i 3TC 25°C
Enzima NEB Pst], 1yl EcoRV, 1yl Xbal, 1pl Smal, 1pl
Buffer NEB #3, 1u #3, 1l #2, 1ul #4, 1w
Prod. Amplificado 4, 4pl 4pl 4ul
Agua mQ 3.9ul 3.9u 3.9ul 4l
BSA 0.1u 0.1l 0.1pl -
Vol. Final 10pi 10u1 10ul 10u1

4.3.5 Obtencién y caracterizacién de la regién promotora y la regién final del gen.

Los insertos clonados se caracterizaron también por medio de PCR. Se amplificaron la
secuencia 5’ correspondiente a la parte final del gen, con los iniciadores IGPIV-403, y la
secuencia 3’ que corresponde a la regién promotora del siguiente gen, con los iniciadores
430-Prim. Ambas amplificaciones se¢ Ilevaron a cabo en el termociclador Robocycler, con
una temperatura de alineamiento de 58°C, utilizando un tiempo de extensién de 1 minuto,

segun las condiciones y el programa descritos en la seccién 4.3.3.2.1.

Una vez obtenidas la regién promotora y la region final del gen de las regiones intergénicas
clonadas, se procedié a caracterizar cada una con diferentes enzimas de restriccion. Lo
anterior con el fin de diferenciarlas entre si por una parte y ademas para relacionarlas con
los patrones de corte ya identificados para cada uno de los genes clonados y secuenciados

que ya existian en el laboratorio.
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La parte del promotor se caracterizé con las enzimas Banl, Bgll, BstNI y Mnll y la parte
final del gen con Bglll, Rsal, Mspl y Avall, En todos los casos se prepar6 un céctel con 4 pl
del producto amplificado, 1 pl de enzima, 1 pl de buffer 10X correspondiente, 0.1 pl de
BSA para las enzimas Mnll y BstNI, y agua miliQ hasta completar 10ul.

Las digestiones se Ilevaron a cabo a la temperatura 6ptima sefialada para cada enzima de
restriccion. Una vez concluido el tiempo de digestion (12-16h) se analizaron los fragmentos
por medio de electroforesis en gel de agarosa.

4.3.6 Identificacién de secuencias potenciadoras, inhibidoras, Alu y Kpn en el locus

GH-PL del chimpancé.

Las secuencias potenciadoras, inhibidoras y Alu se detectaron por medio de hibridacién, y

la secuencia Kpn se detecté con PCR y secuenciacion, como se describe a continuacion.

4.3.6.1 Obtencion de sondas.

Se obtuvieron las sondas para el potenciador, inhibidor y la secuencia repetitiva Alu a partir
de clonas con ADN de origen humano que pertenecian al departamento de Bioquimica.

4.3.6.1.1 Sonda del inhibidor.

La sonda para el inhibidor s¢ obtuvo a partir de la clona pBShPL3-Nhel-Clal, amplificando
con los miciadores SEd1-3Alu (segin la reaccion y el programa descritos en 4.3.3.2.1). La
temperatura de alineamiento fue de 56°C y el tiempo de extensién de Imin. Se obtuvo un
fragmento de 1075pb. Este fragmento se digiri6 con la enzima Banl, y los productos de
digestion se separaron por medio de un gel de agarosa al 2.5%. Se tifi6 el gel con bromuro
de etidio y de todas Jas bandas se seleccioné la de 578pb que contenia el inhibidor.

Esta banda se purificé cortdndola con un bisturi estéril, y posteriormente purificando el
ADN por medio de fibra de vidrio. El proceso fue el siguiente: una vez seccionada la
banda, ésta se corté en pequefios pedazos y se colocé en un tubo Eppendorf estéril

37



byes I Plene h pnc Pant [ tes

\late 1 v 5 o8
perforado que contenia fibra de vidrio siliconizada. La agarosa conteniendo ADN se
centrifugd a 14000 rpm por 15min, posteriormente se le hicieron dos lavados con agua
miliQ estéril seguidos cada uno de una centrifugaciéon de 14000 rpm por 10 min. Se
recuper6 todo el buffer y el agua que contenfan el ADN, se corrié en un gel para comprobar
su purificacién y se conservd a —20°C hasta su utilizacién.

4.3.6.1.2 Sonda de] potenciador.

La sonda del potenciador se obtuvo directamente de la amplificacion del vector
pBShPL3-enh, con los iniciadores 111-114, (segln la reacciéon y el programa descritos en
4.3.3.2.1). La temperatura de alineamiento fue de 58°C y el tiempo de extensién de 1min.
El tamafio de banda esperada era de 424pb y ésta solamente se purificé por precipitacion

(descrita en la seccion 4.3.3.1).
4.3.6.1.3 Sonda del elemento Alu.

La sonda del elemento repetitivo Alu también se obtuvo del vector pBShPL3-Nhel-Clal. Se
amplificd una regién de 752pb con los iniciadores SAlu-SEd2r (segin la reaccién y
programa en 4.3.3.2.1). El tiempo de extensién fue de 1 min y la temperatura de
alineaminento de 58°C. El fragmento se digirio con las enzimas Banl y Ncil, y de las
bandas resultantes se seleccioné y purificd, como se hizo con el inhibidor, la de 252 pb.

4.3.6.2 Marcaje de las sondas.

Para marcar radiactivamente las sondas se utiliz6 el kit RadPrime DNA Labeling System y
dATP radioactivo. Se desnaturalizaron 25ng de la sonda correspondiente por 5 min a 94°C,
se pasé mmediatamente a hielo y luego se le aiiadié lo siguiente: dCTP, dTTP y dGTP,
500pM, 1 pl de cada uno; random primers, 2.5X, 20pul; [a-32P]dATP, 3000 Ci/nmol, de 1 a
4 pl y agua miliQ para completar 49 ul. Se mezclé bien lo anterior y se afiadié 1 p! del
fragmento Klenow, para tener un volumen final de reaccién de 50ul
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Una vez que se¢ mezclaron los reactivos, se incubd a 37°C por dos horas y al término se
adicionaron 5ul de solucion STOP. Se hizo posteriormente una precipitacién afiadiendo Spl
de acetato de sodio 3M, 1pl de Vivid Violet y 100ul de etanol absoluto frio. Se conservo
30min a temperatura ambiente y luego se centrifugd a 14000 rpm por 30min. Una vez
precipitada la sonda se procedid a hacer la hibridacién.

4.3.6.3 Condiciones de hibridacidn.

Las regiones intergénicas separadas por electroforesis en un gel de agarosa al 0.7% se
hibridaron con cada sonda purificada. Cada gel contenia, ademds de las regiones
intergénicas amplificadas, la regién intergénica corta tipo I ya clonada, ademas de un
control positivo, que era el vector linearizado del cual procedia la sonda en cuestién y por
ultimo, un marcador de peso molecular.

Cada gel se tifid con bromuro de etidio, se registr6 en el documentador, y se coloco en el
secador de vacio por 30min a temperatura ambiente y luego por otros 30min a 60°C
(Lueders-Fewell, 1994). Posteriormente el gel seco se incubd con agitacion lenta y durante
30 min con las tres soluciones siguientes: solucién de depurinacién (HCI 0.1N), solucién de
desnaturalizacién (NaCl 1.5M, NaOH 0.5M) y solucién de neutralizacion (NaCl 1.5M y
Tris-HC1 0.5M, pH 7.5).

Una vez concluido este tiempo, cada gel se colocd en 7.5 ml de la solucion de pre-
hibridacién por 1h a 58°C. Esta solucién contenia 6X de SSC (Solucion 20X: 87.65g NaCl,
44.1g de citrato de sodio aforados a 500 ml, pH 7), 5X de reactivo de Denhardt’s (Solucién
100X: 2g Ficoll 2g BSA, 2g Polivinilpirrolidina, aforados a 100 ml, esterilizada por
filtracién y conservada a-20°C) y 0.5% de SDS.

Tras esta hora, se eliminé la solucién y se afiadieron otros 7.5 ml de la misma solucién de
pre-hibridacién que esta vez contenian la sonda marcada. La sonda habia sido resuspendida
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en Sul de agua miliQ y desnaturalizada por 5min a 94°C, se conservé en hielo hasta su
adici6n a la solucion de hibridacion. La hibridacion se llevé a cabo toda la noche a 58°C.

Al dia siguiente se elimind la solucién de hibridacién y se hicieron dos lavados de 25 ml
cada uno con una solucién 2X SSC, 0.1% SDS, por 5min cada uno. Otros dos lavados de
25 ml cada uno con la solucién 1X SSC, 0.1% SDS a 58°C por 10 min cada uno y uno o
dos lavados, seglin se necesitd, con 25 ml de la solucién 0.1XSSC, 0.1% SDS, a 65°C.

Tras los lavados, el gel se colocd sobre papel filtro y se expuso a pelicula ultrasensible a
—70°C, por tiempo variable, segiin la intensidad del marcaje. La pelicula se revelo y se

identificaron los distintos elementos regulatorios y/o repetitivos.

4.3.6.4 Estudio de la distribucién de elementos Alu en las clonas del chimpancé.

La distribucién de las secuencias repetitivas Alu en las regiones intergénicas del locus GH-
PL del chimpancé clonadas se determiné por PCR, comparando el patrén obtenido con el
esperado en el caso del locus humano reportado en el GenBank.

En el departamento de Bioquimica se tienen los iniciadores SAlu y 3Alu que se alinean en
los extremos de los elementos Alu y amplifican las secuencias presentes entre los
elementos repetitivos Alu o “secuencias Inter.-Alu”. Distintas reacciones de PCR se
realizaron con las clonas obtenidas utilizando Ios juegos de iniciadores: 88-5Alu, 88-3Alu,
3Alu-5Alu, 3Alu-Prim, SAlu-Prim, para comparar las bandas obtenidas con la PCR virtual.
Las reacciones se hicieron segiin se indica en 4.3.3.2.1, la temperatura de alineamiento fue
de 58°C y el tiempo de extension de 3min. Los productos se analizaron en geles de agarosa
para determinar su tamafio.

4.3.7 Analisis de Ia region promotora distal de las regiones intergénicas clonadas.

Las regiones promotoras del locus GH-PL se pueden analizar por PCR mediante diferentes
juegos de iniciadores: SEdl-Prim, SEd2-Prim y 430-Prim. Estos tres pares de
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oligonucleétidos amplifican respectivamente el promotor distal, medio y proximal

presentes en las regiones intergénicas.

Se realizaron, por tanto, reacciones de PCR con las clonas que contenian las regiones
intergénicas del chimpancé. Las reacciones se realizaron segun se indica en 4.3.3.2.1, la
temperatura de alineamiento fue de 56°C y el tiempo de extensién de 3min para el
promotor distal (SEd1-Prim}), 58°C y 1.5min para el promotor medio (SEd2-Prim) y 58°C y
45s para el promotor proximal (430-Prim). Las bandas obtenidas se analizaron en geles de
agarosa al 1% y 2%.

4.3.8 Secuenciacion nucleotidica de los extremos de las regiones intergénicas clonadas.

Para hacer la secuenciacion de las clonas se realizd una extraccion de ADN plasmidico de
buena calidad, el cual se purificd hasta obtener una concentracién de aproximadamente
2ng/pl y una pureza aj espectrofotémetro de 1.7-1.8 (Azso/A280).

Una vez obtenido el ADN, se realizd la reaccién de secuenciacién en un termociclador
Hybaid PCR Express, utilizando el método de Sanger, y los terminadores de LI-COR, asi
como la sequenasa y buffer de USB. La reaccion se llevé a cabo con el iniciador SEd2, a
56°C, con 30 ciclos y un tiempo de extension de 45s y también a 58°C, con los iniciadores
M13Fwd y M13Rev, propios del vector TOPO® y los iniciadores Prim, IGPIV y 88-ExIV,
que generaron las clonas. Tras realizarse la reaccién, se precipité con Vivid Violet el
producto amplificado y éste se corrié en un gel de poliacrilamida en un secuenciador LI-
COR.

Una vez que se obtuvieron las secuencias de un extremo y otro, se introdujeron al programa
BLAST para conocer a cuales secuencias reportadas correspondian. Ademds se compararon
directamente con las secuencias del promotor y la parte final reportadas para los 6 genes
del locus GH-PL del chimpancé por medio del programa ClustalW, para conocer con
precision cudles genes flanqueaban las regiones intergénicas clonadas.
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CAPITULO QUINTO

RESULTADOS

5.1 Obtencién de las regiones intergénicas del locus GH-PL del chimpancé.

Se amplificaron 5 regiones intergénicas por medio de la PCR-larga con los iniciadores
IGPIV-Prim; cuatro de ellas se pueden observar en el gel de la figura 14. La quinta regién
se detecté por medio de las hibridaciones del elemento Alu y el potenciador (ver secciones
5.7 y 5.8). Con los iniciadores 88-Prim, ITG10-Prim e ITG10-IGC V también se obtuvieron
algunas de estas regiones, pero sélo con el juego de iniciadores IGPIV-Prim se pudieron

amplificar todas las regiones intergénicas del locus.

Estas regiones miden aproximadamente 6kb, 6.5kb, 8kb, 10kb y 12kb. Los tamafios se
determinaron, en el caso de las regiones cortas, por cortes enzimaticos y en el caso de las

regiones largas, por su comparacién con el marcador de peso molecular A + Pstl.

pb
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2. Intergénicas chimpancé
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2800 L ' intergénicas
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Figura 14. Regiones intergénicas del chimpancé. Se muestran las regiones intergénicas del chimpancé
amplificadas por PCR-larga con los iniciadores IGPIV-Prim, resueltas en un gel de agarosa al 0.7%.
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5.2 Clonacién de las regiones intergénicas en vector comercial.

Una vez obtenidas las regiones intergénicas, éstas se clonaron con el kit comercial de
clonacién TOPO®. De las colonias que crecieron, se extrajo el ADN plasmidico para
analizarlo. En la figura 15 se muestra un gel que contiene varios vectores candidatos (con
retraso en la migracion respecto al TOPO® original, 3.5kb) que pudieron haber recibido

como inserto alguna de las regiones intergénicas.

1-2. Clonas candidatas

3. Clona sin retraso

4-7. Clonas candidatas

8. Vector TOPO® (3.5kb)

\

/3

{ b

&1 E
Figura 15. Clonas obtenidas 2 partir de las regiones intergénicas. Los pldsmidos de las clonas candidatas
obtenidas con el kit de clonacién TOPO® se analizaron en un gel de agarosa al 0.8%. Los que pudieran
contener alguna de las regiones intergénicas amplificadas presentan una migracién retrasada en comparacién
con la del vector sin inserto.

La caracterizacion enzimatica (ver mas adelante) de estos pliasmidos recombinantes,
permitié determinar que el tamaifio del inserto era aproximadamente de 6-7kb, es decir,
correspondian a las regiones intergénicas cortas. Solamente las regiones intergénicas cortas,
que son el producto amplificado mayoritario, como se ve en la figura 15, fueron clonadas
en esta ocasion. A éstas clonas se les hicieron caracterizaciones posteriores para determinar

su tamafio de manera mas precisa y verificar si todas ellas correspondian al mismo inserto.

5.2.1. Caracterizacién de Ia region intergénica corta tipo L

El inserto de las clonas candidatas fue amplificado con IGPIV-Prim. Se obtuvieron
productos amplificados de un tamafio semejante en todos los casos. Estos productos fueron
caracterizados con las enzimas Pstl, EcoRV, Xbal y Smal (figura 16). La caracterizacién
arrojé el mismo resultado para todas las clonas, por lo tanto un solo inserto se habia
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clonado. Este inserto se denomind regién intergénica corta tipo I y su vector

correspondiente, IntClch.

El producto amplificado con IGPIV-Prim, que ademas de la region intergénica incluye unos
900pb de los genes flanqueantes, mide unos 6900pb, a juzgar por los fragmentos que
arrojaron las distintas digestiones con las enzimas de restriccién: Psd ( 2800, 2800, 800pb),
EcoRV (6400, 500pb), Xbal (2500, 2100, 1500, 800) y Smal (3900, 3000pb), (figura 16).

1700

1100

800

Figura 16. Caracterizacién de la regifn intergénica corta L. Se muestra el producto amplificado IGPIV-
Prim de las clonas tipo I, de unos 6900pb (carril 2) y las digestiones de éste con las enzimas Pstl (carril 3),
EcoRV (carril 4), Xbal (carril 5) y Smal (carril 6). Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 0.8%. El
marcador de peso molecular fue A + Pstl (carril 1).

5.2.2 Caracterizacion y clonacién de la region intergénica corta tipo IL

Como ya se menciond, entre las regiones intergénicas amplificadas, las dos mds cortas se
encontraban en mayor proporcion. Se encontré que la enzima Clal cortaba la regién
intergénica de las clonas tipo I (figura 17). Por tanto, se sometieron a digestion las regiones
amplificadas a partir d¢ ADN genémico (se distinguen las dos principales) y se observé que

una de ellas no cortaba con esta enzima.
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Figura 17. Caracterizacién de la intergénica corta tipo IL Las regiones intergénicas amplificadas con
IGPIV-Prim se analizaron en un gel de agarosa al 0.8% antes (carril 2) y después (carril 3) de ser digeridas
con la enzima C/al (carril 3). El mismo producto amplificado correspondiente a la clona IntClch se utilizd
como control antes (carril 4) y después de su digestién con Clal (carril 5).

Los productos amplificados, digeridos con Clal, se clonaron en TOPO®, y se seleccionaron
nuevamente las clonas candidatas (figura 18). Aunque esta clonacién no fue tan eficiente,
se obtuvieron plidsmidos que presentaron un fuerte retraso en su migraciéon. Las clonas

candidatas, cuyo inserto no fue cortado por Clal, se denominaron IntC2ch.

-.M +«— TOPO®
‘-' sin inserto

Figura 18. Intergénica tipo II clonada en TOPO®. La selecciéon de las clonas se hizo mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de sus plasmidos. En la figura se sefialan la clona candidata de la
region intergénica tipo Il y el vector TOPO® original (3.5kb).

5.3 Clonacién por recombinacién homéloga en TOPO®.

Al observar que por medio del vector comercial s6lo se habian clonado las regiones
intergénicas cortas, se construyé un vector que permitiera clonar las regiones restantes por

medio de recombinacién homéloga.
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5.3.1 Obtenci6n del vector para recombinacién homéloga (TOPO®).

Se amplificé con los iniciadores D10 y 430 uno de los vectores obtenidos con la clonacién
de las regiones intergénicas, obteniéndose un producto de 4430pb, conteniendo al vector
TOPO en el centro y las regiones para recombinar (promotor y parte final del gen) en los
extremos (ver figura 19). Este producto se ligd para obtener el plismido vectrecTOPO-
D10430, que se utilizaria para clonar por recombinacién a las regiones intergénicas.

pb :
Figura 19. Amplificacién y ligacién 11000 ww B ! . 1. Marcador A + Pstl
para obtener el vector para
recombinacién. La figura muestra la 2. Ligacién de carril 3

amplificacion de una clona v
conteniendo una regién intergénica 4800 w
con D10-430 y la posterior ligacién (4430pb)a partir de una
del producto amplificado, para formar 2800 clona de la region intergé-
el plasmido vectrecTOPO-D10430, : nica corta

resuelto en un gel de agarosa al 0.8%.

ll 3. P. Amplificado D10-430

1700 ***

5.3.2 Subclonacién en vector pBR.

El vectrecTOPO-D10430 original poseia 4330pb (figura 13) y al ser digerido con Hindlll y
EcoRY, los fragmentos resultantes tendrian 3440 y 990pb (este 1ltimo contiene las regiones
homélogas de interés). Por su parte el pBR original, de 4361pb, tras la misma digestion,
genera fragmentos de 156 y 4205pb (este titimo contiene los genes de bajo mimero de
copias y de resistencia a ampicilina, y es el de interés). Al ligar los fragmentos el vector
esperado (vecrecpBR-D10430) tendria 5195pb, en vez de 4361pb del pBR original. En la
fig. 20 se muestran clonas candidatas comparadas con un vector pBR original.

Figura 20. Subclonacién del vector para la recombinacién en un vector pBR. La figura muestra un
pldsmido pBR 322 (4361pb) y algunas de las clonas candidatas, cuyo tamafio esperado es de 5195pb. Las
bandas se resolvieron en un gel de agarosa al 0.8%.
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Los vectores de las clonas candidatas fueron amplificados por PCR para verificar el éxito

de la subclonacién. Se utilizaron cuatro juegos de iniciadores, esperando obtener,
respectivamente sus productos amplificados: para Prim-IGPIV un producto de 900pb, para
Prim-430, uno de 375pb, para D10-IGPIV, uno de 550pb, y para PcxI-B314, un producto
de 1160pb.

El juego de iniciadores PcxI-B314 s6lo se alinea sobre el vector pBR, por tanto, este
producto no se deberia obtener en el caso de vectrecTOPO-D10430 original, pero si en
vectrecpBR-D10430, y los otros tres productos se deberian obtener en ambos casos. Asi

podriamos asegurar, la obtencién por medio de PCR del vectrecpBR-D10430 subclonado
de la manera correcta.

En la figura 21 se puede observar el resultado de estas cuatro amplificaciones para el vector
en TOPO y el subclonado en pBR. Se obtuvieron bandas para todos los productos en el
caso del vecrecpBR-D10430, y para el vecrecTOPO-D10430 original se observa que no se
obtuvo la banda de 1160pb (B314-PcxI) propia del vector pBR, como se esperaba,
comprobando la correcta subclonacion del vecrecpBR-D10430.

pb
AAB AN BV A B A B V11000
B3 14-Pexl ) )
(1160pb) e Prm-430 IGPIV-D10 '
: IGPIV © (350pb)  (ssoph) g4 2400

A. vecrecpBR-D10430 (900pb) “
sest 1700
B. vecrecTOPO-D10430 1o
Selei B x 800
et 500

Figura 21. Andlisis por PCR del vecrecpBR-D10430. El vector derivado de pBR se analizé por PCR
comparando los resultados con los del vector original vecrecTOPO-D10430. La figura muestra los productos
amplificados con Prim-IGPIV (totalidad del inserto), Prim-430 (promotor) y D10-IGPIV (parte final del gen)
y B314-Pcxl (especifico para pBR). Las bandas se separaron en un gel de agarosa al 1.2%.
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5.3.3 Condiciones de Ia transformacién de bacterias BJ5183 calcio-competentes.

Resultados

Se determiné que la densidad 6ptica para la transformacién de las bacterias BJ5183 es
Gptima en el rango de 0.3-0.4. En el caso de bacterias XL1-blue, esta densidad ya habia
sido previamente determinada entre 0.4 y 0.5.

Tras comprobar la correcta construcciéon del plasmido vectrecpBR-D10430, se hicieron

algunos ensayos para llevar a cabo la recombinacién de este vector con las regiones

intergénicas. Los ensayos de transformacion con diferentes cantidades de ADN (relacion

molar vector: inserto constante) y con una misma cantidad de vector (variando la cantidad

de inserto) arrojaron los datos que se observan en las tablas 8 y 9.

Tabla 8. Transformacion de bacterias recombinantes variando la cantidad de ADN,

ADN Total | Vector | Reg. Intergénica | Colonias
350ng | 100ng 250ng 31
35ng 10ng 25ng 8
3.5ng Ing 2.5ng 0

Tabla 9. Transformacién de bacterias BJ5183 variando Ia relacién molar inserto:vector.

Relacion Molar V:1 | Vector | Reg. Intergénica | Colonias
1:0 100ng Ong 7
1:1 100ng 125ng 29
1:2 100ng 250ng 14
1:5 100ng 625ng 41
0:1 Ong 100ng 0

Por los ensayos, se puede observar que hay recombinacién del vector sobre si mismo (7

colonias en el caso de 100ng de vector solo) y que la regién intergénica no puede formar

colonias, como era de esperarse.
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Sin embargo, observamos que el segundo ensayo no dio resultados consistentes, el nimero
de colonias no fue proporcional a la relacién vector: inserto. En el caso del primer ensayo
en el que conservamos la relacién molar vector: inserto constante, el mimero de colonias
obtenidas si fue proporcional a la cantidad de ADN. Se apalizaron las colonias
transformadas a partir de 350ng de ADN, con 1 mol de vector por 2 moles de regidén

intergénica para evaluar la recombinacién.
5.3.4 Verificacién de }a recombinacién por medio del vector desarrollado.

Para verificar la recombinacion, se amplificaron los plismidos de estas clonas con SEd2-
Prim, que amplifica el promotor de 1100pb. EI resultado de estas amplificaciones se
muestra en la figura 22. Los controles positivos generaron bandas de 1100pb (clona de
region intergénica) y de 1300pb (pBShPL3-enh), se sabia que ambas clonas contienen este
promotor. El vector para recombinar original no amplificé (control negativo), pues no
contiene al promotor de 1100pb completo. En el caso de las clonas candidatas, un 75% de
las mismas amplificaron la banda esperada de 1100pb, es decir se generé el promotor
completo por recombinacién entre el vector (Prim) y Ia regién intergénica (5Ed2), lo que

n0s indica que hubo una buena eficiencia en la recombinacién homéloga.

pb
123,456 78 91011121314 151617 1819 20 L0 PH
11000 5
2. (+) IntClch
5000 3. (-) vectrecpBR-D10430
2400 5 4. (+) pBShPL3-enh

i 5-12. Clonas positivas

1100 u ﬁd“u.. W , 13-16. Clonas negativas
800

o 04 w 17-20. Clonas positivas
500

Figura 22. Verificacién de la recombinacién por medio de PCR. Se muestra la amplificacién con SEd2-
Prim, de las clonas (5-20) obtenidas por recombinacién. También se muestran el control negativo y los
controles positivos usados en el experimento. El producto amplificado de 1100pb se obtiene tnicamente
cuando se genera el promotor completo por recombinacién.
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5.4 Caracterizacién de la regién promotora y la regién final del gen en las clonas.

Una vez obtenidos los des tipos de clonas que contienen las regiones intergénicas cortas
tipo 1 y II, se amplificaron y caracterizaron tanto la regién final de los genes que anteceden,
como log promotores proximales de los genes que siguen a estas dos regiones, para
comprobar que se tenian dos tipos de clonas y ademds para conocer la identidad de estos

dos genes.

En la tabla 10 se enlistan los fragmentos esperados (pb), para la digestiébn del promotor,
segiin la secuencia reportada de los genes del chimpancé, de acuerdo a la enzima utilizada.

Tabla 10. Digestién virtual del promotor proximal de Jos genes del chimpancé.

Gen Banl Bgll BsiNI Mnll
cGHN | 302/72 | 325/49 | 181/125/68 | 165/69/45/26
cGHV | 299/75 | 322/51 | 184/72/54/34 | 72/54/44/37/26
cPLC 300/75 375 182/125/68 | 165/114/77/26
cPLD 375 375 181/126/68 | 166/114/61/26
cPLB 302/72 | 325/49 | 181/125/34 |132/69/45/33/21
cPLA 303/75 | 326/42 241/68/60 166/88/69/45

Los fragmentos esperados para el caso de la parte final del gen, segin el tipo de enzima de
restriccién y de acuerdo a las secuencias reportadas se enlistan en la tabla 11.

Tabla 11. Digestién virtual de la parte final de los genes del chimpancé.

Gen Bglll Rsal Mspl Avall
cPLD 650 364/282 414/232 107/539
cPLA 650 364/282 | 414/183/50 107/532
cPLB 650 364/282 4141232 107/51/488
cPLC 650 650 414/7* 107/542
cGHV | 425/225 650 414/182/50 107/542

c¢GHN | 425/225 650 414/182/50 107/51/492

* La secuencia reportada para el gen cPLC no esti completa, y no se sabe si hay un sitio de restriccién Mspl o
dos (414/232 6 414/182/50).
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Tras amplificar el promotor (aprox. 375pb) de las clonas IntClch (tipo I), los productos

amplificados se caracterizaron con las enzimas Banl, Bgll, BsiNI y Mnll (figura 23). Las
caracterizaciones hechas a estas clonas sélo mostraron un tnico patrén de corte para las
siguientes enzimas: Banl: 300,75pb; Bgll: 325,50pb; BstNI: 180,125, 65pb y Mnll: 165pb y
otras. Con estos datos sélo se pudo determinar que el gen que seguia a la intergénica corta |
y al cual correspondian estos patrones de corte en el promotor, es cPLB.

7';'3 - Banl Bgll BsiNI Mnll i

ﬁ e o - .

328 .-

242
190
157

Gel de Agarosa 2%

Figura 23. Caracterizacién del promotor (430-Prim) de las clonas tipo L. Se presentan los patrones de
corte para el promotor de 375pb con las enzimas Banl, Bgll, BstN1 y Mnil para cuatro clonas tipo L

Una vez amplificada la parte correspondiente al final del gen (650pb) en las clonas tipo I,
ésta se caracterizd con tres enzimas, dando los siguientes patrones de corte: Bglll:
425,225pb; Mspl: 414,182, 50pb y Avall: 492,107,51pb (figura 24). Segiin estos tamafios,
el gen que precede a la regién intergénica cortal es ¢GHN.

987910 11 12131415 16 1718 19 pb
| » T 4 < Clonastipol+Hgl

| 6. Prod. Amplificado, 650pb
T‘uiu}j e e :ﬁg 7-11. Clonas tipo I + Msp |

= H
328 12. Prod. Ampliﬁmdo, 650'pb
242 13-17. Clonas tipO] +Avall
- ‘ i 190 18. Prod. Amplificado, 650pb
g 157 19-pBS+ Mspl
Gel de Agarosa 2%

Figura 24. Caracterizacibn de la parte final del gen (IGPIV-403) de las clonas tipo L Se presentan los
patrones de corte para esta regién de 650pb con las enzimas Bgl 11, Msp 1 y Ava 1l para cinco clonas tipo L

Para las clonas tipo II también fueron amplificadas tanto la region final del gen que
antecede, como la del promotor del gen. El promotor amplificado (375pb) se caracterizd
con las enzimas Banl, Bgll y BstNI (figura 25). Las caracterizaciones se hicieron
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comparativamente a clonas tipo I y II, y se encontraron diferencias en los cortes de la
enzima Bgl/l. Las clonas tipo II sélo mostraron un tnico patrén de corte para las tres
enzimas: Banl: 300,75pb; Bg/l: 375pb (no corté) y BstNI: 180,125, 65pb. Segin los
tamafios de estas bandas, el gen que seguia a la intergénica corta II y al cual correspondian

estos patrones de corte en el promotor, es cPLD.

1. Promotor sin cortar (375pb)
2. Promotor clona tipo II + Banl
3. Promotor clona tipo I + Banl
4. Promotor clona tipo II + Bgll
5. Promotor clona tipo I + Bgll
- 6. Promotor clona tipo Il + BsfNI
7. Promotor clona tipo I + BsfNI

Figura 25. Caracterizacién del promotor (430-Prim) de las clonas tipo 1 y II. La regién promotora de las
clonas se amplificé con 430-Prim y el producto amplificado se caracterizé con diferentes enzimas en un gel
de agarosa al 2%..

Tras amplificar la parte correspondiente al final del gen (650pb), esta region se caracterizd
también para la clona tipo II, verificindose un patrén distinto para la enzima Avall (figura
26). Los patrones de corte para la clona tipo II fueron: Bg/II: 425,225pb; Rsal: 650pb (no
cortd), Mspl: 414,182, S0pb y Avall: 542,107pb. Segtin estos tamafios, el gen que precede a
la regién intergénica corta tipo II es el cGHV.

1. Final del gen clona tipo I + Bgll
2. Final del gen clona tipo [ + Bg/l
3. Final del gen clona tipo II + Rsal
4. Final del gen clona tipol +Rsal |
5. Final del gen clona tipo 1 + Mspl |
6. Final del gen clona tipo I + Mspl

7. Final del gen clona tipo II + Avall
8. Final del gen clona tipo I + Avall
9. Final del gen sin cortar (650pb)

Figura 26. Caracterizacién de la parte final del gen (IGPIV-403) de las clonas tipo I y II. Se comparan
las digestiones de la regién amplificada con IGPIV-403 (650pb) para los dos tipos de clonas (I y II) con las
enzimas Bglll, Rsal, Mspl y Avall en un gel de agarosa al 2%..
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En ambos tipos de clonas (I y II) los extremos de las regiones intergénicas se secuenciaron,

para comprobar la identidad de los dos genes que las flanquean.

5.5 Obtencién de sondas Alu, del potenciador e inhibidor, para Ia hibridacién.

Para la hibridacién se generaron tres sondas por PCR como se describié en Material y
Meétodos. Una vez purificadas, éstas se corrieron en un gel de agarosa (figura 27). La sonda
para el inhibidor, tiene un tamaiio de 578pb. La sonda del elemento potenciador es de
424pb y el elemento repetitivo Alu tiene 252 pb.

Figura 27. Sondas purificadas del
potenciador, inhibidor y elemento Aln
En un gel de agarosa al 2.5% se
analizaron las sondas del potenciador
(424pb), del inhibidor (578pb) y del
elemento repetitivo Alu (252pb).

5.6 Identificacion de secuencias inhibidoras en el locus GH-PL del chimpancé.

En un gel de agarosa al 0.8% (figura 28A) se colocaron un marcador de peso molecular, las
regiones intergénicas amplificadas y el producto amplificado de la clona IntClch. También
en el gel se colocd la clona pBShPL3-Nhel-Clal linearizada, un control positivo del cual se
obtuvo la sonda del inhibidor. Este gel se puso a hibridar junto con la sonda del inhibidor

(figura 28B).

Se encontrd el inhibidor en las cinco regiones intergénicas, y también el positivo dio sefial
para esta sonda. Todas las regiones intergénicas (incluyendo la regién intergénica corta
clonada) dieron sefial para el inhibidor. El marcador de peso molecular (que se utilizo
como contro] negativo) no dio sefial, lo que indicd que la hibridacién fue especifica.
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Autorradiografia

1. Marcador P.M., pb

2. Reg. Intergénicas, obtenidas con Prim-ITG10
3. Clona IntCIch, amplificada con Prim-ITG10
4. Reg. Intergénicas, obtenidas con IGCV-ITG10
5. Clona IntClch amplificada con IGCV-ITG10
6. (+) Clona pBShPL3-Nhel-Clal humano

Figura 28. Identificacién del elemento inhibidor por hibridacién. A. Los productos amplificados de las
regiones intergénicas del locus GH-PL, asi como el producto amplificado de la clona IntClch se resolvieron
en un gel de agarosa al 0.8%. B. Se muestra la autorradiografia del gel hibridado con la sonda del inhibidor.

5.7 Identificacién de secuencias potenciadoras en el locus GH-PL del chimpancé.

Por otro lado, en un gel de agarosa al 0.8% se colocaron las regiones intergénicas
amplificadas y el producto amplificado de la clona IntCIch (ver figura 29A). En este gel se
colocd también, linearizada, la clona pBShPL3-enh, control positivo a partir del cual se

obtuvo la sonda del potenciador.

Este gel se puso a hibridar junto con la sonda del potenciador (figura 29B). Se encontr6 el
potenciador sélo en las tres regiones intergénicas largas, y el positivo dio seifial para esta
sonda. Las regiones intergénicas cortas (incluyendo la regién intergénica corta tipo I,
clonada) no dieron sefial para el potenciador.
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1. Reg. Intergénicas, obtenidas con Prim-1TG10
2. Clona IntC1ch, amplificada con Prim-ITG10
3. Reg. Intergénicas, obtenidas con IGC V-ITG10
4. Clona IntClch amplificada con IGCV-ITG10
5. (+) Clona pBShPL3-enh humano

Figara 29, Identificacién del elemento potenciador por hibridacién. A. Los productos amplificados de las
regiones intergénicas del locus GH-PL, asi como el producto amplificado de la clona IntClch se resolvieron
en un gel de agarosa al 0.8%. B. Se muestra la autorradiografia del gel hibridado con la sonda del potenciador.

5.8 Identificacién de secuencias Alu en el locus GH-PL del chimpancé.

La identificacién del elemento Alu se realizd también por hibridacién (figura 30). Se
encontrd el elemento repetitivo Alu en todas las regiones intergénicas, el control positivo
dio sefial para esta sonda. Las cinco regiones intergénicas (incluyendo la region intergénica
corta clonada) dieron seiial para este elemento.
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1. Marcador P.M., pb

2. Reg. Intergénicas, obtenidas con Prim-ITG10
3. Clona IntClch, amplificada con Prim-ITG10
4. Reg. Intergénicas, obtenidas con IGC V-ITG10
5. Clona IntClch amplificada con IGCV-ITG10
6. (+) Clona pBShPL3-Nhe J-Cla I humano

Figura 30. Identificacién del elemento repetitivo Alu por hibridacién. A. Los productos amplificados de
las regiones intergénicas del locus GH-PL, asi como el producto amplificado de la clona IntClch se
resolvieron en un gel de agarosa al 0.8%. B. Se muestra 1a autorradiografia del gel hibridado con 1a sonda del

elemento repetitivo Alu.

5.9 Distribucién de elementos Alu en las clonas tipo Iy IT .

Como se indico en Material y Métodos, se hizo una amplificacion virtual con el programa
Amplify utilizando combinaciones de los iniciadores SAlu y 3Alu y ademas los iniciadores
88ExIV y Prim, sobre las regiones intergénicas cortas del locus humano reportadas en el
GenBank. A estas regiones intergénicas se les denominé 1 y 2, segin su orden en el locus
de5’a3,

En las figuras 31 y 32 se muestran los sitios de alineamiento de los iniciadores asi como las

amplificaciones efectuadas sobre las regiones intergénicas cortas 1 y 2 del humano, con los
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4 iniciadores antes mencionados. Estas amplificaciones se realizaron también sobre las
clonas tipo I y II. En estas figuras (31 y 32) se muestran los geles que contienen los
resultados de dichas amplificaciones, para ambas clonas.

« &

7r 8 Or
5Alu 3Alu :: ‘ -
Al 5 -AISuAlu JAlu Prim
" 1. 88ExIV-5Alu

E 3 _ 2.Marcador PM, pUC + Msp ], pb
| 3.Marcador PM, A + Psil, pb
' ' 4.3Alu-5Alu

Figura 31. Andlisis de la distribucién de los elementos Alu en Ia clona tipo 1. Se muestra la localizacién
de los elementos Alu (6r, 7r, 8 y 9r) y los sitios de alineamineto de los iniciadores 88, SAlu, 3Alu, y Prim,
sobre la intergénica corta humana No. 1. También se analizaron en un gel de agarosa al 2% (A) y en otro al
0.8% (B) los productos amplificados a partir de la clona IntCchl, utilizando los juegos de iniciadores
88ExIV-5Alu (carril 1), 3Alu-5Alu (carril 4), 3Alu-Prim (carril 5) y 5Alu-Prim (carril 6), para conocer la
distribucién de elementos Alu en la intergénica corta tipo I del chimpancé.
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1. Marcador PM, A + Psil, pb
2. 5Alu-Prim

24002 3. 3Alu-Prim

4. 88ExIV-5Alu

b 5. 88-ExIV-3Alu

SULU

Figura 32. Anilisis de la distribucién de los elementos Alu en la clona tipo Il. Se muestra dénde estin
localizados los elementos Alu (30r, 31, 32r, 33, 34r) y los sitios de alineamineto de los iniciadores 88, 5Alu,
3Alu, y Prim sobre la intergénica corta humana No. 2. Los productos amplificados a partir de la clona IntCch2
utilizando los iniciadores 5Alu-Prim (carril 2), 3Alu-Prim (carril 3), 88ExIV-5Alu (carril 4) y 88ExIV-3Alu
(carril 5) se analizaron en un gel de agarosa al 1.2%.

También en la tabla 12 se hace un resumen de los tamafios de las bandas obtenidas para
cada juego de iniciadores en ambas clonas: tipo I y II.
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Tabla 12. Comparacién de los productos obtenidos con las clonas tipo 1 y IL

Bandas obtenidas con la Bandas obtenidas con la
Iniciadores " ;
clona tipo I clona tipo II
88ExIV-5Alu 800pb 5000, 3000, 800pb
(5Alu-5Alu) 1500pb
(No se hizo la
88ExIV-3Alu L 1600pb
amplificacion)
(3Alu-3Alu) 1500pb
(No se hizo la
3Alu-5Alu 2000pb L
amplificacién)
(3Alu-3Alu) 1600pb
3Alu-Prim 3600, 1200pb 3700, 1500pb
(3Alu-3Alu) 1600pb 3700, 1500pb
5Alu-Prim 1770pb 2000pb
(5Alu-5Aln) 1500pb

Al hacer las amplificaciones sobre la clona tipo I se obtuvieron todas las bandas que dio
como resultado la PCR virtual con la intergénica humana corta nimero 1. Esto indicé que
la intergénica corta tipo I en el chimpancé al parecer posee 4 elementos Alu homoélogos a
los 4 elementos presentes en la regién intergénica corta humana no. 1 (6r, 7r, 8 y 9r). Por
otro lado, y como se observa, para la clona tipo II se obtuvieron los productos que se
esperaban segiin Ja PCR virtual de la regién intergénica humana nimero 2. Segin parece, la
regidn intergénica corta tipo II del chimpance tiene 5 elementos Alu que corresponden a los

elementos 30r, 31, 32r, 33 y 34r de la region intergénica corta numero 2 del humano.

5.10 Identificacién de la secuencia Kpn en el locus GH-PL del chimpancé.

El elemento repetitivo Kpn es una secuencia que se encuentra en la regién intergénica corta

2 en el locus GH-PL humano. Esta insercion de 200pb se puede evidenciar en el ser
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humano por medio de PCR, al amplificar los promotores distales y medio de los genes
hPL3 y hPL1.

Al realizar la PCR sobre las clonas tipo I y II con los iniciadores SEd1-Prim, SEd2-Prim y
430-Prim, que amplifican respectivamente el promotor distal, medio y proximal, se observé
una insercién que pudiera corresponder al elemento Kpn en las amplificaciones para los
promotores distal y medio de la clona tipo II (figura 33). También se observd que los
promotores proximales de ambas clonas (430-Prim) no mostraban diferencias de tamafio

(figura 33).
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3. Amplificacién SEd1-Prim Clona Tipo Il 3. Amplificacién SEd2-Prim Clona Tipo I
4. Amplificacién SEd2-Prim Clona Tipo I 4. Amplificacién 403-Prim Clona Tipo I

5. Amplificacién 403-Prim Clona Tipo II

Figura 33. Amplificaciones de los promotores distal, medio y proximal. En la figura se muestran las
bandas resultantes de la amplificacién del promotor distal (SEd1-Prim), medio (SEd2-Prim) y proximal (403~
Prim). Se puede observar una insercién de unos 200pb en el promotor distal y medio de la clona tipo II, con
respecto a la clona tipo 1. Las bandas se resolvieron en geles de agarosa al 1y 1.8%, respectivamente.

Una vez que se detecté la presencia de una insercién en la clona tipo II, cuyo tamafio
aproximado era de 200pb, se procedi6 a secuenciar el promotor medio de esta clona para
comprobar si la insercién correspondia al elemento Kpn que se encuentra en el caso del

locus humano.
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Las secuencias obtenidas se compararon entre si, y con las secuencias reportadas para el
locus humano, mediante los programas BLAST y ClustalW. Este anlisis corroboré que Ja
clona tipo II contiene una insercion de aproximadamente 200pb (ver Anexo 1),
correspondiente al elemento Kpn. Esta secuencia Kpn del chimpancé tiene un 96-97% de
similitud con el elemento repetitivo Kpn que se encuentra en el locus GH-PL humano,

segtin los datos arrojados por los programas antes mencionados.
5.11 Orden de las regiones intergénicas tipo I y I en el locus GH-PL del chimpancé.

Se realiz6 también la secuenciacién de los extremos de las regiones intergénicas presentes
en las clonas IntClch e IntC2ch, por medio de los iniciadores M13Fwd y M13Reyv, propios
del vector TOPO® y Prim e IGPIV (tipo I) o Prim y 88ExIV (tipo 1), que generaron las

regiones intergénicas.

La comparacién de las secuencias obtenidas para Ja clona IntClch se muestra en la tabla 13.
El extremo 5° de la regién intergénica, es decir el gen que la precede, tenia la mayor
similitud con el gen cGHN y el extremo 3’ representaba al promotor del gen cPLB.

Tabla 13. Comparacién de las secuencias obtenidas para la clona I vs. las reportadas.

Gen Final del gen  Promotor
| CoGHN 98% 95% ]
‘ ¢cGHV 93% 93%
| ePLC 91% 93%
| cPLB 92% 97% \
‘ ¢PLA 91% 90% |
c¢PLD 92% 93% |

En resumen, la region intergénica corta tipo I del chimpancé estd precedida por el gen
¢GHN y es seguida por el gen cPLB.
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Asi mismo, la comparacién de las secuencias obtenidas para la clona IntC2ch se muestran
en la tabla 14. El extremo 5 de la region intergénica, correspondia al gen cGHV y el
extremo 3, representaba al promotor del gen cPLD.

Tabla 14. Comparacién de las secuencias obtenidas con la clona 1l vs. las reportadas.

Gen Final del gen Promotor

cGHV mﬂ 91%
cGHN 9% 88%
cPLC 89% 94%
cPLB 90%
cPLD 89%
cPLA 89%

Por tanto, la regién intergénica corta tipo II del chimpancé esta precedida por el gen cGHV
y es seguida por el gen cPLD.
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CAPITULO SEXTO

DISCUSION

El estudio de los genomas de diferentes especies y su comparacion, da informacidén acerca
de la historia evolutiva de los seres vivos. Al analizar ciertas regiones génicas de otras
especies y compararlas con regiones del genoma humano, que es el mis ampliamente
estudiado, se pueden hacer modelos que permitan explicar como han cambiado durante la

evolucion, los distintos genomas de las especies que conocemos hoy en dia.

El hombre pertenece al orden de los primates y en este grupo se encuentran los organismos
cuyos genomas son, evolutivamente hablando, los mas cercanos o parecidos al humano. Por
ejemplo, hay estudios que han registrado hasta un 99.4% de semejanza en ciertos sitios de

los genomas del humano y del chimpancé.

Una de las formas en que se han estudiado los genomas es a través de las familias
multigénicas, las cuales est4n constituidas por grupos de genes que comparten un ancestro
comun y que se distribuyen a lo largo de los genomas. Los distintos genes de estas familias
pueden estar distribuidos en sitios tan lejanos que se presentan hasta en cromosomas
distintos. En otros casos, los genes pertenecientes a estas familias se encuentran en sitios

muy cercanos, formando grupos o locus, lo que indicaria que su evolucién es mas reciente.

La familia multigénica GH-PRL incluye varios miembros, como el gen de la GH y el de la
PRL, que se encuentran en los genomas de vertebrados tan distintos al ser humano como
los peces. El locus GH-PL forma también parte de esta familia multigénica. Esta region
presenta en los primates un gran dinamismo, y permite hacer estudios evolutivos muy
interesantes, que llevardn a una mejor comprension de los fendmenos que dieron origen al

genoma humano.
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Las secuencias génicas de los seis miembros del locus GH-PL del chimpancé han sido
reportadas y se han comparado con las de los cinco genes que forman el locus humano
(Revol y col., 2004). Aunque el locus humano ha sido ampliamente estudiado, las teorias

que han surgido en cuanto a su formacién no son todavia definitivas.

Este trabajo se realizé con el objeto de tener mayor informacién acerca del locus en el
chimpancé (Pan troglodytes), que permitiera explicar de una manera mas precisa y
completa los sucesos evolutivos que llevaron a la evolucion del locus GH entre los grandes

monos y el ser humano.

6.1 Las regiones intergénicas del locus GH-PL del chimpancé

Se obtuvieron cinco regiones intergénicas para el locus del chimpancé, dos cortas (de
aprox. 6000pb) y tres largas (de unos 8, 10 y entre 12 y 13kb, respectivamente). En
comparacion, el locus humano presenta también dos regiones intergénicas cortas de tamafio
similar, pero en el caso de las regiones largas el genoma humano posee sélo dos regiones
intergénicas largas de aproximadamente 13kb cada una.

La amplificacién de las regiones intergénicas no ocurrié con igual eficiencia para todas las
regiones: cuando se evidencié la obtencion de estas regiones por medio de geles de agarosa,
s¢ pudieron observar bandas muy intensas para las dos regiones cortas; mientras que las
regiones largas se amplificaron pobremente. De hecho, sdlo las de 8 y 10kb se pudieron
observar en los geles de agarosa y la regiéon de 12kb s6lo se pudo evidenciar durante los
ensayos de hibridacion posteriores, Estas diferencias en la amplificacién de las regiones
intergénicas se pudieran explicar por: 1) el uso de iniciadores consenso que no se alinean de

manera igual con las secuencias y 2) la diferencia de tamafio de los productos.

Una vez que se obtuvieron las regiones intergénicas, se realizo su clonacién por medio de
un vector comercial. Sélo tuvimos éxito con las regiones intergénicas cortas, y en particular

con la que fue el producto mayoritario en la amplificacion. Por lo tanto el resultado de la
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clonacion reflejo: 1) el tamafio de las regiones (las secuencias largas, arriba de 8kb quizd

sobrepasaron la capacidad de] vector) y 2) la eficiencia de la amplificacion.

Para clonar la otra region corta se tuvo que hacer un cambio en la estrategia, seleccionando
una enzima de restriccion (Cla 1), que diferenciaba las dos secuencias intergénicas
amplificadas del chimpancé (cortando la que ya estaba clonada). Los dos tipos de clonas

fueron caracterizados con mds detalle posteriormente.

Al observar que la clonaciéon por medio de vector comercial de las regiones intergénicas
largas no se pudo lograr, se decidi6 intentar la clonacién por medio de la recombinacién
homologa. Esta técnica requeria de un vector con regiones homélogas a los extremos de las
regiones intergénicas, el cual se deriv de las clonas que contenian a una de las regiones

Intergénicas cortas.

Una vez producido el vector, mediante ensayos de clonacién de un producto amplificado
derivado de las regiones intergénicas cortas, se comprobé su efectividad y funcionalidad.
Este vector podra utilizarse para clonar las regiones intergénicas largas, que no se pudieron
clonar por medio del vector comercial, también se podran hacer estudios a partir de mezclas
de productos amplificados para observar el funcionamiento diferencial del vector con cada

uno de ellos.

Otra de las posibles aplicaciones de este vector es que tedricamente podria facilitar la

clonacién de regiones intergénicas de los loci GH-PL de cualquier especie de primates.

6.2 Anilisis detallado de las regiones intergénicas del chimpancé

La caracterizacion de las regiones intergénicas cortas del locus GH del chimpiancé dio
indicios de cudles genes la flanquean. Estos resultados se confirmaron mediante
secuenciacion parcial de los extremos de las clonas. La regién intergénica corta I estd
precedida por el gen cGHN y en el otro extremo esta flanqueada por el gen cPLB, mientras

que Ia II se encuentra entre los genes cGHV y cPLD. Por lo tanto, los genes que flanquean
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a ambas regiones cortas son ortélogos a los que flanquean a su vez las regiones cortas del
locus humano. En efecto, los genes cGHV y hGHV, ¢cGHN y hGHN, ¢PLB y hPL1 y por
ultimo, ¢PLD y hPL3 son los genes més cercanos entre si al hacer las comparaciones
filogenéticas entre los genes del humano y el chimpancé, (ver figura 8), y ademais se

encuentran flanqueando las regiones cortas de la misma forma en ambos loci.

Aparte de la organizacién del locus GH del chimpancé, en este trabajo se traté de indagar
un poco mas sobre su funcionalidad. El locus humano tiene la particularidad de estar
integrado por genes que se expresan en tejidos diferentes, principalmente en la pituitaria y
la placenta, ademas de incluir un gran nimero de secuencias repetitivas del tipo Alu que
han sido involucradas en la formacién de esta region (Chen y cols., 1989; Revol y cols.,
2004). Por lo tanto, se hizo el andlisis de la distrtbucién de los elementos reguladores y
repetitivos a lo largo del locus del chimpancé para compararla con la del locus humano y
asi hacer inferencias sobre la conservacién de los mecanismos de regulacién génica en estas

dos especies.

La hibridacién fue la técnica que se escogié para este primer analisis, ademds permitié
evidenciar la amplificacion de tres regiones intergénicas largas. Todas las regiones
intergénicas del chimpancé, tanto las dos regiones cortas como las tres largas, dieron sefial
para ¢l inhibidor. De la misma manera, en el ser humano este elemento se presenta en todas
las regiones intergénicas (Walker y cols., 1991). A diferencia de esto, s¢ encontrd el
potenciador sélo en las tres regiones mtergénicas largas, y no en las cortas. Por lo tanto,
ambos elementos reguladores presentan la misma distribucidn que en el locus humano
(Chen y col., 1988). Sin embargo, cabe remarcar que los experimentos de hibridacién no
permiten concluir sobre la funcionalidad de estas secuencias. De hecho en el humano los
tres potenciadores no presentan la misma actividad: mientras que el potenciador en la
region 3’ de hPL3 es totalmente funcional, los dos otros (atras de hPL1 y hPL2) tienen poca
actividad (Walker y cols., 1991). La secuenciacién de estos elementos y experimentos de
funcionalidad permitirin completar este estudio. Sin embargo, la conservacion de la
distribucion de estos elementos sugiere que los mecanismos de regulacién de la expresién

de los genes se conservaron entre los grandes monos y el humano. Probablemente, se inhibe
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la transcripcibn en el tejido pituitario de los genes distintos a los GH-N, mientras que los
factores transcripcionales presentes en el tejido placentario, por el contrario, podrian activar
estos genes como ocurre en la especie humana, pero con la diferencia de que todos los
genes en el caso del chimpancé parecen ser funcionales y podrian presentar transcritos y
productos proteicos. En cambio, el ser humano presenta un “pseudogen”: el hPL-1. (Walker
y cols., 1991).

Por otra parte, los elementos repetitivos Alu estdn distribuidos a lo largo del locus GH del
chimpancé. Las cinco regiones infergénicas de este locus dieron sefial para este elemento,
de la misma manera que se observa en nuestra especie. Los elementos repetitivos se
encuentran ampliamente distribuidos en los genomas de los primates y se esperaba
encontrar una presencia fuerte de los mismos en el locus GH-PL del chimpancé, como

también la tienen en el locus humano.

La distribucion de los elementos Alu en las regiones intergénicas cortas del locus GH del
chimpancé, fue estudiada mas detalladamente mediante PCR. Se compararon los resultados
de las amplificaciones virtuales sobre esta region del genoma humano, con los obtenidos al
hacer las amplificaciones sobre las regiones intergénicas clonadas del chimpancé. En Ia
comparacién se pudo observar que los productos de ambas amplificaciones (utilizando los
mismos juegos de iniciadores) son muy parecidos, por lo que podemos asumir que los
elementos Alu presentan una distribucion muy semejante en las regiones intergénicas cortas

de los loci humano y del chimpancé.

El elemento Kpn presente en la region intergénica corta dos del locus humano, también se
encontrd en la respectiva regién intergénica corta del chimpancé. Ademas, se obtuvo la
secuencia del elemento para el chimpancé, se comparé con el elemento humano y ambos

resultaron sumamente parecidos.
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6.3 Evolucion del locus GH-PL entre el chimpancé y el humano

Resumiendo, 1a comparacion general de los loci GH-PL del chimpancé y el humano nos
indica que existen 6 y 5 genes para cada locus, respectivamente, asi como 5 y 4 regiones
intergénicas en cada uno. Estas regiones intergénicas se presentan en distintos tamafios: las
regiones cortas son muy semejantes en su tamafio en ambas especies (unos 6kb), pero las
tres largas del locus GH del chimpancé, ademas de diferir de las humanas en nimero (el
locus humano s6lo presenta dos regiones largas) presentan tamaiios distintos, pues segun la
hibridacién, las regiones largas del chimpancé miden unos 8, 10 y 12kb y las regiones
largas del humano miden cerca de 13kb (ambas).

La distribucion de las secuencias Alu en las regiones cortas del locus del chimpancé y
también la presencia de una secuencia Kpn en la misma posicion que en el locus humano,
refuerzan la idea de que las regiones intergénicas cortas en ambos loci tienen una estructura

interna muy parecida.

Por lo tanio, las regiones intergénicas cortas en ambos loci GH estan muy conservadas:
presentan similar estructura y estan flanqueadas por genes que son claramente ortélogos

entre si.

Sin embargo, las regiones intergénicas largas del locus del chimpancé presentan
caracteristicas mas variables. Su nimero y tamafio son distintos, y los genes tipo PL
restantes del locus no presentan una contraparte directa con los genes PL del locus
humano, Por lo tanto, esta region interna del locus GH-PL del chimpancé tuvo una

evolucion distinta a la del locus humano.
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CONCLUSIONES

Cinco regiones intergénicas integran el locus GH-PL del chimpancé: 2 cortas y 3
largas, las cuales se amplificaron por PCR- larga. En este estudio se realizo la
clonacién y la descripcién de las dos regiones cortas.

Se implemento la técnica de clonacién por recombinacién homologa para obtener

clonas de las regiones intergénicas del locus GH-PL.

En el locus GH-PL del chimpancé, las dos regiones intergénicas cortas separan a los
genes cGHN / cPLB y cGHV/cPLD, como se presentan sus contrapartes en el locus

humano.

Se detecté la presencia de secuencias potenciadoras, inhibidoras y Alu a lo largo del
locus, distribuidas como en el locus humano y se evidencio la secuencia repetitiva

Kpn en la segunda region intergénica corta.

Con los hallazgos anteriores se puede asumir que la evolucién del locus GH-PL
entre el chimpancé y el humano ocurrié de manera independiente, ya que en esta
regién del genoma se encontraron regiones muy conservadas y otras muy dindmicas

y variables.
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ANEXOS

Anexo 1.
Secuencia del elemento Kpn de la clona tipo I (IntC2ch) del chimpancé.

TCTTTTTTTAATTATTATTATTATTTITACTTTAAGTTTTAGGGTACATGTGCACA
ATGTGCAGGTTAGTTACATGTGTATaCCTGTGCCATGCTGGTGTGCTGCACCCAT
TAACTTGTCATTTAGCATTAGGTATATCTCCTAAAGCTaTCCCTCCCCCCTCCCC
CAACCCCACAACAGTCCCCAGAETGTGATGTTCCCCTGAGACTCAA
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