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5.5 Identificacion de genes relacionados a PLs y/o PRPs en el gato.

5.5.1 Disefio de los iniciadores.

Se disefid un juego de iniciadores consenso para PCR largo sobre las regiones
mas conservadas de los exones Il y IV de los DNAcs de PRL, PL y PRP de
bovino, ademas de la PRL hipofisiaria de gato. En la figura 17 se representa la

estructura de los DNAcs mencionados junto con los sitios de unién de los

iniciadores.

5ConsPrl

4—
3 ConsPrl

Figura 17. Iniciadores consenso. Se esquematizan los sitios de unién de los iniciadores
consenso sobre los DNAcs de la familia de la PRL.

La secuencia de los iniciadores en sentido 5’ a 3’ es la siguiente:
TGC TGT CAGACCTGC TCYTGT G Sconspr

TGC TTG AAT CCC TGC GTA GGC 3conspr

5.5.2 Amplificacién de los genes por PCR largo.

La amplificacion de los diferentes genes de proteinas relacionadas a prolactina
se efectud a partir de DNA genémico de gato, vaca y borrego con iniciadores
consenso. Una vez estandarizada la reaccién, los productos amplificados se
resolvieron por electroforesis (Figura 18). Se obtuvieron en cada carril varias

bandas de intensidad y tamafio variable que va desde los 7000 pb hasta los

1000 pb.
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A+Pstl Gato Vaca Borrego

2561 pb

2133 ph

Figura 18. Amplificacién de secuencias relacionadas a PRL utilizando los iniciadores
consenso. A partir de DNA genémico de gato, vaca y borrego se amplificaron secuencias
relacionadas a PRL. Los PA se resolvieron en un gel de agarosa al 0.8 %.

En el gato se observan multiples bandas, algunas similares en tamaiio e
intensidad a las observadas en los productos amplificados de vaca y borrego.

Por lo que se procedié a hibridar con sondas para verificar la identidad de estas

bandas.

5.5.3 Hibridacién de los productos amplificados con la sonda de PRL
hipofisiaria de gato.

5.5.3.1 Marcaje de la sonda.

Los genes que presentan similitud con la PRL se identificaron por hibridacion
utilizando como sonda el DNAc de la PRL hipofisiaria de gato, obtenida por RT-
PCR con los iniciadores especificos de PCR largo. En la figura 19 se observa el

PA del DNAc de la PRL.
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pUC+Hae lll PA de PRL

Figura 19. Preparacién de la sonda de PRL. Se obtuvo un PA de 713 pb comrespondiente al
DNAc de la PRL hipofisiaria de gato. El PA se corrié en un gel de agarosa al 2 % junto con pUC
+ Hae Il como marcador de peso molecular.

5.5.3.2 Hibridacién.

En la figura 20, se observa una sefial muy fuerte con una de las bandas de alto
peso molecular en el carril de los PA de gato y otra, mas debil, de tamafio
similar en el camil del borrego. En el caso del gato, se habia previamente
identificado la banda 7 kpb como derivada de la amplificaciéon del gen de la PRL
con los iniciadores consenso. Las bandas de alrededor de 2500 pb e inferiores
que se observan muy intensas en el gel para los PA de gato y vaca no dieron

sefial con esta sonda.
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A+Pstl Gato Vaca Borrego A+Pst | Gato Vaca Borrego

PRL PRL £

2561 pb

2133 pb

Gel Autorradiografia

Figura 20. Identificaciéon de los genes de PRL por hibridacién. Los productos amplificados
con los iniciadores consenso a partir de DNA genémico de gato, vaca y borrego fueron
separados en un gel de agarosa al 0.8 % (izquierda). El gel se puso a hibridar con una sonda
carrespondiente al DNAc de la PRL de gato, marcada con radiactividad. El resultado se observa
en la autorradiografia (derecha).

5.5.4 Hibridacién de los productos amplificados con sonda de Lactégeno
Placentario Bovino Il (bPLII).

5.5.4.1 Marcaje de la sonda.

Los genes relacionados al Lactogeno Placentario se evidenciaron por
hibridacién utilizando el bPLIl como sonda. Este se amplifico por RT-PCR a
partir de RNA de placenta bovina y se verificé su identidad mediante digestion

con las enzimas Ava Il y Fok |. En la figura 21 se observan las digestiones

realizadas.
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bPLIl + bPLN +
pUC+Hae Il bPLII Avall Fokl

504 pbh

Figura 21. Obtencién y caracterizacién de la sonda del bPLIl. A partir de RNA total de
placenta bovina, se amplific6 por RT-PCR el bPLII utilizando los iniciadores consenso. El
producto amplificado se digirid con enzimas de restriccion, con el fin de caracterizarlo. Tanto el
PA como los productos de la digestion del bPLII se resolvieron en un gel de agarosa al 2 %. EL
tamario del PA como los de las digestiones correspondieron a los esperados.

5.5.4.2 Hibridacién.

Al hibridar los PA con la sonda del bPLII, se observaron al menos 5 bandas
para los PA de gato, donde la de mayor peso molecular corresponde a la
previamente identificada con la sonda de PRL (Figura 22). La diferencia de
sefial observada indicé que la reaccién cruzada entre PL y PRL en las
condiciones usadas fue muy baja. En el carril correspondiente a los PA de vaca
se observd una mancha muy intensa de aproximadamente 5000 pb, misma que
en el gel no se alcanza a distinguir. Esta podria corresponder al propio gen del
bPLIl. Cabe remarcar que existen bandas que se observan muy intensas en el
gel, pero que no presentan hibridacion; por lo cual, se puede concluir que la
sefial observada no se debe a la secuencia de los iniciadores. En el caso del

borrego se observan en el gel varias bandas intensas de entre 5000 y 2500 pb,
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mismas que presentaron sefial en la autorradiografia, aunque el grueso de la

mancha hace dificil relacionar las bandas con exactitud.

A+Pst| Gato Vaca Borrego A+Pst| Gato Vaca Borrego

Gel Autorradiografia

Figura 22. Identificacién de los genes relacionados a PL por hibridacién. Los genes
relacionados a PL se amplificaron por PCR con los iniciadores consenso, a partir de DNA
genémico de gato, vaca y borrego. Los PA se resolvieron por electroforesis en un gel de
agarosa al 0.8 % (izquierda) y se sometieron a hibridacién utilizando como sonda el DNAc del
bPLII marcado con radiactividad. El resultado se muestra en la autorradiografia (derecha).
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CAPITULO VI

DISCUSION

El estudio comparativo de las secuencias nucleotidicas esta permitiendo aclarar
los mecanismos de evolucién de los genomas y precisar los mecanismos que
se llevaron a cabo durante la divergencia de las especies. La familia de la
hormona del crecimiento, prolactina y lactégeno placentario constituye un buen
modelo molecular para estudiar la evolucion de una familia de genes dentro de
los mamiferos. La familia se expandié notablemente en algunos 6rdenes de
mamiferos por duplicacién del gen de la GH, en el caso especifico de los
primates y por duplicacion del gen de la PRL en los casos de roedores y
rumiantes. De estas duplicaciones del gen de la PRL surgieron los PLs y
proteinas relacionadas a PRL, que presentan una expresién especifica en la
placenta, aunque sus funciones quedan todavia poco elucidadas. En otros
6rdenes muy cercanos a los rumiantes no se ha reportado hasta la fecha la

existencia de genes relacionados a PRL.

6.1 Obtencion del gen de la PRL.
Para obtener el gen de la PRL de gato se siguieron dos estrategias a la par. La

subclonacién de una clona fagica y amplificacién por PCR largo. La primera de

ellas consisti6 en subclonar una clona fagica denominada A PRP-1, cuyo
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tamaiio de inserto es de aproximadamente 17000 pb. Al ser digerida con las
enzimas de restriccion Bam Hl y Eco R, esta clona genera 6 fragmentos de
diferentes tamaiios, de los cuales uno de 4.5 kpb y otro de 2.9 kpb hibridan con
una sonda de PRL hipofisiaria de gato. El fragmento de 2.9 kpb fue previamente
subclonado por Pérez Rodriguez (66) e incluye el exén IV y parte de los
intfrones flanqueantes. Al subclonar el inserto en los sitios Eco Rl y Bam HI, se
lograron obtener clonas con insertos de 2.9 kpb (previamente reportada), 3.2
kpb y 0.9 kpb. Sin embargo el fragmento de 4.5 kpb ain no se ha logrado
obtener. En este trabajo se logré introducir el fragmento de 3.2 kpb en el vector
pBS-SK+, el cual se caracterizd y se determind su secuencia completa. Este
incluye el promotor proximal, a partir del sitio Bam Hl situado 506 pb rio arriba
del sitio de inicio de la transcripcion, hasta el sitio Eco Rl ubicado a 435 pb en el
intrén 2. Este fragmento no presentaba hibridacion con la sonda de PRL dado
que la sonda utilizada Gnicamente contenia la secuencia codificante del exén Il

al V.

La segunda estrategia consistid6 en la amplificacién del gen mediante PCR
largo, para lo cual se disefiaron dos juegos de iniciadores especificos tomando
como DNA blanco la secuencia del DNAc de la PRL previamente reportada en
el GenBank (nimero de acceso U25974). Ademas de ser especificos estos
iniciadores se disefiaron de entre 28 y 29 bases y con una Tm proxima a los 72
® C, que son las caracteristicas principales para los iniciadores de PCR largo.

El primer juego de iniciadores se une sobre el ATG (sentido) y antes de la sefial

de poliadenilacién (antisentido), esto con la finalidad de amplificar en un solo
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ensayo la fotalidad del gen. Como al inicio de trabajo no se sabia si la
amplificacion era factible, se disefié un segundo juego de iniciadores sobre el
exon IV. Dado que las Tm de los cuatro iniciadores .eran compatibles entre s,
se podian combinar y asi amplificar el gen en dos partes. Sin embargo, esta
opciéon no se utilizé, ya que con el primer juego de iniciadores fue posible
amplificar de un solo paso todo el gen. El segundo juego de iniciadores se uso
posteriormente para la secuenciacion del gen, junto con otros tres iniciadores

que se disefiaron sobre cada exon.

Una vez estandarizado el PCR largo, se pudo amplificar el gen en un solo
ensayo y se procedibé a caracterizarlo. El primer indicio que permitié6 suponer
que este PA era el gen de la PRL fue el tamaiio de entre 9 Kpb y 10 Kpb. Junto
con el PA correspondiente al gen de PRL se observd una segunda banda de
aproximadamente 2.5 Kpb (Figura 8), lo cual, en un principio se supuso que se
trataba de otro gen relacionado con la familia GH/PRL/PL. Ensayos posteriores
evidenciaron que este PA de mayor tamario, era producido inicamente por el
iniciador sentido y que nada tenia que ver con los miembros de esta familia. La
digestion enzimatica del PA con Bam HI liberé los dos fragmentos esperados
(Figura 9). Finalmente la identidad del PA se confirmé nuevamente, al lograr
reamplificar el producto de 9 — 10 kpb con los iniciadores consenso que se
aparean mas al interior del gen, obteniendo asi una banda de aproximadamente
7 Kpb.

Para facilitar la clonacién del PA, se eligid clonarlo en dos fragmentos en el

vector pBS-SK+, aprovechando el sitio de restriccion Bam HI anico. Debido a
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que la rTth polimerasa empleada en el PCR largo deja los PA con extremos
romos, los sitios elegidos fueron Bam Hl y Eco RV para el vector.

Esta estrategia permiti6 obtener los 2 tipos de clonas esperados (Figura 10),
con lo cual se obtuvo la totalidad del gen. La clonacion del PA facilitdé su analisis

y la determinacion de su secuencia.

6.2 Analisis del gen.

Durante el analisis de la secuencia del gen se logrd evidenciar que la
organizacion génica consta de 5 exones de tamadio similar a los del humano,
separados por 4 intrones de longitud entre 2.1 kpb y 2.6 kpb. El tamafio de los
intrones se determind por PCR utilizando los iniciadores de secuenciaciéon y
especificos, los cuales, se unen en los exones flanqueantes. Estos intrones son
mas cortos que los del humano, y su tamafio mas homogéneo. El tener intrones
mas cortos en el gato, respecto al humano se deba tal vez a la presencia en
estos intrones de secuencias repetitivas Alu que son propias de los primates. A
la fecha, no existen mas reportes de genes completos de PRL en mamiferos,
por lo que no se tiene otro marco de referencia que no sea el humano.

Para completar la secuencia del gen fue necesario subclonar los intrones 1y 2,
ya que por su tamafio no era posible secuenciarlos en un solo ensayo. Antes de
proceder con la subclonacién, se realiz6 una PCR con los iniciadores de
secuenciacion para amplificar dichos intrones. Los PA fueron caracterizados
con diferentes enzimas de restriccibn a fin de elegir aquellas que se

encontraran presentes en el intrén y en el sitio de policlonacion del pBS-SK+.
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Finalmente se tiene clonado el promotor proximal a partir de la subclona fagica
y la unidad transcripcional del gen de PRL a partir del PA. De las 3.2 kpb de la
subclona fagica se tienen secuenciadas 2856 pb, repartidas en 506 pb del
promotor, 71 pb del exén |, 1662 pb del intrén 1, 182 pb del ex6n Il y 435 pb del
intrén 2, faltando la parte media del intrén 1. En la clona proveniente del PA el
extremo §' del gen de PRL, ademas de las secuencias que comparten con la
subclona fagica, se tienen adicionalmente 768 pb mas del intr6n 2, 108 pb del
exén 3 y 753 del intrdn 3. Finalmente la clona con el extremo 3' del gen de PRL
se tiene secuenciada en su totalidad. En la figura 23, se esquematizan, el
promotor y la unidad trascripcional del gen de la PRL de gato, indicando los pb

que se tienen secuenciados.

506 msso _ sum 435 _7_68m 753 2188
n 182 108 179 135

Figura 23. Avance de la secuenciacién del gen. Esquema en el que se juntan los resultados
de la secuenciacién de las tres clonas del gen de PRL (subclona fagica y las dos del PA). En
barras negras se representan las pb secuenciadas, mientras que en linea punteada se
esquematizan las regiones que faltan por secuenciar.

6.2.1 Analisis del promotor.
En humano y rata, el gen de la PRL contiene dos promotores. Uno distal situado
aproximadamente 5 kpb ri6 arriba del sitio de inicio de la transcripcién, el cual

dirige la expresion del gen en la placenta. El segundo promotor, llamado
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proximal, situado inmediatamente anterior del sitio de inicio de la transcripcién y
encargado de la expresidn del gen en la hipéfisis (36).

En este trabajo se logré subclonar a partir de la clona fagica y secuenciar el
promotor proximal del gen de PRL del gato. Al hacer los alineamientos con los
promotores de humano y bovino se observé que las 240 pb cercanas al sitio de
inicio de la transcripcion se encuentran bien conservadas entre las 3 especies,
mientras que la alta semejanza se pierde en las partes mas distales por
inserciones, deleciones y substituciones. Los sitios de unidn a factores
transcripcionales se encuentran bien conservados en las tres especies, tanto en
secuencia como ubicacion. Lo que sugiere que en el gato los mecanismos de
regulacién de la transcripcion del gen de la PRL en hipdfisis son similares a los
reportados para humano y rata, debido a que el promotor proximal por si solo
es suficiente para permitir la expresion especifica de tejido (35). Este promotor
es el blanco de diversas sefiales extracelulares, como glucocorticoides y
hormonas tiroideas, mientras que el promotor distal responde a sefiales
enviadas por los estrégenos (73). Dentro de los sitios de union a factores
transcripcionales encontrados en el promotor del gato destacan, la caja TATA
ubicada a - 30 pb y los sitios de unién a Pit-1 que es el factor transcripcional
especifico de tejido responsable de la expresién del gen en la hipéfisis (35). El
promotor presenta varios sitios de union a Pit, sin embargo se ha demostrado
en otras especies que el sitio de unibn a Pit adyacente a la caja TATA es el
responsable de la expresion del gen (35). Adicionalmente se encontraron siete
sitios mas de union a factores transcripcionales, la mayoria de ellos,

responsables de respuesta a hormonas como la insulina, factores de
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crecimiento y AMP, (35). Al construir el arbol filogenético con la secuencia del
promotor, se observé que el promotor de gato y el bovino estan mas
relacionados entre si y mas cercanos al ancestro comun, lo que sugiere que en
estas especies los mecanismos de regulacion de la transcripcion, al menos en

la hip&fisis, son similares y parecidos a los de la secuencia ancestral.

6.2.2 Analisis del DNACc.

El analisis del DNAc del gen de PRL de gato revelé que este gen estd mas
relacionado con el del humano, siendo ambas secuencias mas cercanas al
ancestro comun, mientras que en rumianies y roedores se observd una
evolucidn rapida. Este andlisis corrobora los resultados reportados por Wallis
(37). La evolucion mas rapida de la PRL podria ser la consecuencia de una
especializacion de la proteina o bien a cambios adaptativos, dado que las
substituciones no afectan los aminoacidos responsables de la union al receptor
(37). Los cambios observados en rumiantes caen en secuencias que
contribuyen a la proteina madura, esto puede constatarse en la figura 15, donde
el analisis del extremo 5 no traducible indica que en esta regién no hubo

cambios drasticos.

6.2.3 Analisis de los intrones.
El anélisis de |la evolucidn de los intrones con las secuencias disponibles de los
intrones se calculd la distancia entre el humano y el gato mediante el método de

Kimura. Del iniron 3 se analizaron 1446 pb correspondientes al extremo 3’ de
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ambos genes. La distancia calculada por el programa Phylip fue de 0.5466,
compartiendo ambas secuencias una similitud de aproximadamente un 55 %.

El analisis del intron 4 se hizo con [a totalidad de la secuencia de éste (2188
pb). La distancia calculada por el programa Phylip fue de 0.9150, el doble de la
presentada para el intrén 3. Este resultado no es congruente con el hecho de
que los intrones presentan una evolucion “neutra” 4 libre, es decir, que no esta
influenciada por las fuerzas de la seleccién natural. Sin embargo, este aumento
de los cambios en el intron 4, puede reflejar recombinaciones que ocurrieron en
esta region. De hecho, el tamafio del cuarto intrén humano (2581 pb), es mayor
que el del gato (2188) y el analisis de la secuencia revel6 la presencia de una
secuencia repetitiva Alu. Estos elementos repetitivos son especificos de los
primates y por lo tanto no se encuentran en las secuencias de especies de no

primates.

6.3 Genes relacionados a PRL en camnivoros.

Mientras que en rumiantes y roedores existen familias de genes relacionados a
PRL que se expresan principalmente en la placenta. No existe evidencia de la
duplicacién del gen de la PRL en carnivoros. Esta claramente demostrado que
en ambos grupos esta familia génica proviene de la duplicacion del gen de la
PRL (37). Sin embargo, en rumiantes, la familia de genes relacionados a PRL
aparentemente se origind durante el curso evolutivo del orden Artiodactyla y los
cambios nucleotidicos vinieron después de la divergencia de este orden. En
roedores, no esta claramente demostrado si la familia de genes relacionados a

PRL se origin6 antes o después de la divergencia de los roedores de los deméas
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grupos de mamiferos. En ambos grupos, los genes relacionados a PRL han
presentado cambios muy rapidos y varias duplicaciones (37).

Dado que los camivoros se encuentran filogenéticamente cerca de los
rumiantes, seria probable que en el gato (representante de los camivoros),
también haya habido duplicacién del gen de la PRL. Es por esto que nos dimos
a la tarea de evidenciar o descartar este acontecimiento.

La identificacién de genes relacionados a PLs y/o PRL se realiz6 mediante PCR
largo utilizando iniciadores consenso disefiados a partir de la secuencia de PRL
y PL bovino (siendo éstos mas cercanos a los carnivoros, que los roedores).
Antes de estandarizar el PCR largo, se comprobd la funcionalidad de los
iniciadores consenso mediante una reaccion de RT-PCR usando RNA total de
placenta bovina. Para verificar la identidad del DNAc amplificado, se realiz6 una
caracterizacion enzimatica. El patrbn de cortes reveld que bajo estas
condiciones se favorecia la amplificacién del bPL |l, mismo que se uso como
sonda en los ensayos subsecuentes. Una vez estandarizado el PCR largo con
estos iniciadores, se procedié a amplificar dichos genes a partir de DNA
gendmico de gato, vaca y borrego, obteniendo en cada caso diferente patrén de
bandas. Cabe mencionar que se obtuvieron bandas muy intensas en el caso del
borrego (Figura 18).

Para determinar la identidad de los PA, éstos se hibridaron con las sondas de
PRL de gato y bPLII.

El PA de mayor tamaiio (7000 pb) en el gato correspondié al gen de la PRL,

como lo confirmé la hibridacidn con la sonda de PRL. Con este antecedente se
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pudo precisar que en el caso del borrego, la banda de aproximadamente 7000
pb correspondia también al gen de la PRL,

La hibridacién con el bPLII permitié evidenciar genes relacionados a PRL 6 a
PL. Como se esperaba, se observaron sefiales de hibridacion muy fuertes en
los carriles al bovino y borrego. De esta manera se confirmé la amplificacién de
al menos el gen del bPLII a partir de DNA genémico de bovino. La presencia de
varias bandas en el caso del borrego, sugiere que para esta especie, los
iniciadores consenso permitieron amplificar varios genes relacionados a PL y/o
PRL. Cabe mencionar que para esta especie se ha reportado hasta la fecha
solo un PL (57).

En el caso del gato, se observaron también bandas que hibridan con la sonda
del bPLIl. La ausencia de sefial para las bandas mas intensas (Figura 22),
permite descartar que la hibridacién se deba a los iniciadores.

Una banda de alrededor de 3000 pb, dio una buena sefial y otras mas grandes
presentaron una seiial mas débil. La diferencia de intensidad observada entre
los carriles de rumiantes y el gato, se puede atribuir al hecho de que la sonda
es derivada del bovino.

Este resultado demuestra que en el gato existen genes relacionados a los PLs,
los cuales, en este trabajo se denominaron “PLs like”. Este trabajo es el primero
que demuestra que en camivoros también existen genes relacionados a PL y
por lo tanto que en este orden, hubo también duplicacién del gen de la PRL.
Aunque los PLs bovinos y de roedores provienen de la duplicacién del gen de la
PRL, estos genes son mas divergentes que los otros genes relacionados a

PRL. Esto sugiere que pudieron haber divergido temprano durante la evolucion.
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La demostracion que existen genes relacionados a PL en el gato (representante
de los camivoros), apoya esta hipétesis, por lo tanto, los resultados indicarian
que el gen de la PRL se duplicé una primera vez generando el gen ancestral del
PL, en un ancestro comun de los rumiantes y camivoros. El gen se duplicé
nuevamente en rumiantes, generando asi a los diferentes PLs descritos en
bovinos, mientras que el gen del la PRL seguia sufriendo eventos de
duplicacion.

El obtener la(s) secuencia(s) de los genes del gato relacionados al PL, permitira
precisar la evolucién de los genes de PRL y PL en los 6rdenes Artiodactila y
Camivora, ademas su comparacién con las secuencias de PL relacionadas
para los roedores permitira confirmar o descartar si estos gene son ortélogos,
aclarando asi un paradigma de la evolucion de los genes de esta familia en
mamiferos “; Son independientes los eventos de duplicacion del gen de la PRL
en roedores y rumiantes?”.

En este trabajo se evidenciaron genes relacionados a PL, sin embargo, no se
sabe a la fecha si estos genes son funcionales y que dirige la expresion de
proteinas placentarias. Forsyth, mediante RIA no logr6 detectar actividad
lactogénica en plasma de gato (74), lo que indicaria que estos genes son
pseudogenes. Sin embargo, como se menciond, la expresion de las proteinas
de la familia de la PRL tienen un patron espacio-temporal muy especifico. El
analisis de la expresion de estos genes en placenta de gato a lo largo de la
gestacion permitira ver si estos genes se expresan, o si se trata de
pseudogenes, en qué periodo de la gestacidn se expresan y si realmente tienen

actividad lactogénica para poder llamaros PLs.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

En este trabajo se llegd a las siguientes conclusiones:

1.- La estrategia de PCR largo pemmitid amplificar la totalidad de la unidad
transcripcional del gen de la PRL de gato.

2.- Se logro clonar y secuenciar el gen completo de la PRL de gato, incluyendo
la regidén proximal del promotor.

3.- El gen de la PRL de gato consiste de 5 exones separados por 4 intrones
cuyo tamafio varia entre 2.1 y 2.6 Kpb.

4.- E| analisis comparativo de las secuencias nucleotidicas permitié confirmar
que el gen de la PRL presenté una evolucién lenta en esta especie.

5.- La regidén promotora proximal presenta una alta similitud con las reportadas
para los genes de PRL de humano y bovino, por lo cual se pudo inferir que la
regulacion del gen en la hipdfisis es similar entre estas especies.

6.- Por primera vez se evidenciaron genes relacionados a PLs en el orden
carnivora. Este resultado demuestra que la duplicacién del gen de la PRL

ocurrié también en este orden.
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