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comercial utilizado) y desnaturalizada a 95 °C por 5 min. Finalmente, se dejaron
hibridando los productos por espacio de 18 ha 55 °C.

Terminado el tiempo de hibridacién, fue desechada la solucion de hibridacion y se lavé el
gel de la siguiente forma: se dejo enfriar el gel a TA tras lo cual se agregaron 50 ml de
solucidn de lavado I, agitando el tubo de manera continua durante 20 min y desechando
la solucién al término, este paso se repitié una vez mas; luego se agregd la misma
cantidad de solucién de lavado II, agitando el tubo continuamente durante 20 min para
luego desechar la solucidn, este paso se repitié una vez mas; el mismo procedimiento se
siguid con la solucion de lavado III pero este paso se llevo a cabo a 55 °C. Al finalizar los
lavados, el gel fue envuelto en plastico Saran Wrap y expuesto con pelicula ultrasensible
y pantalla amplificadora de sefial durante 7 dias a -70 °C. Pasado este tiempo, la pelicula

fue revelada con una maquina reveladora automatica.

5.2.5 Analisis de las relaciones filogenéticas de los productos obtenidos.

Las secuencias de todas las clonas obtenidas fueron comparadas de tres diferentes
maneras: se realizo el alineamiento nucleotidico de las mismas incluyendo todo el
fragmento que pudo ser secuenciado a partir del extremo 3’; también otro alineamiento
nucleotidico pero \inicamente incluyendo la porcion del exdn disponible; y finalmente, un

alineamiento aminoacidico con el marco de lectura correspondiente para cada clona.

5.2.5.1 Alineamiento nucleotidico de los extremos 3’,

Se realizd secuenciacion de las clonas en ambos extremos del inserto mediante
iniciadores M13 sentido y antisentido y utilizando el estuche comercial de LiCor. La
comparacion de las secuencias se realizé utilizando los programas computacionales
Clustal W, Clustal X y GeneDoc. Las secuencias obtenidas se cortaron de tal manera que
correspondieran en el mismo numero de bases nucleotidicas, pero respetando zonas de
insercion y delecion dentro de las mismas. Una vez alineadas, se realizé la reconstruccion
del arbol filogenético incluyendo los genes de la familia (de rumiantes y carnivoros)
disponibles en el GenBank que reportaran las zonas de secuenciacion correspondientes a
las clonas. En el arbol se incluyeron los valores de bootstrap de las ramas y la secuencia

de PRL de pollo como grupo externo.
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5.2.5.2 Alineamiento nucleotidico del fragmento exénico.

Se siguid un procedimiento similar al anterior, pero también fueron incluidos los exones

correspondientes a los genes de la familia en roedores.

5.2.5.3 Alineamiento aminoacidico.

Tomando como base el alineamiento nucleotidico del fragmento exdnico, las secuencias
fueron traducidas a secuencias aminoacidicas en los tres diferentes marcos de lectura
posibles. Cada uno fue comparado con la base de datos del GenBank y aquellos que
presentaron correspondencia con las proteinas de la familia fueron los seleccionados. Las
secuencias aminoacidicas fueron alineadas con los programas computacionales ya

descritos y se evidenciaron las zonas de cambios y las regiones conservadas.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

6.1 Obtencion de los DNAg

Los DNAg de gato y de vaca se extrajeron a partir de tejido placentario mientras que los
DNAg de cabra y oveja se obtuvieron a partir de muestras de sangre. Las tres extracciones
realizadas permitieron obtener DNAg de buena calidad (figura 11), aun cuando la
extraccion de tejido placentario tuvo un rendimiento ligeramente menor. Para el gato se

obtuvieron 20 mg/g, en la cabra 30 mg/g y en la oveja 32 mg/g.

Figura 11: Extraccién de los DNAg. Gel de agarosa al 0.8 % donde se evidencia la calidad
de los DNAg obtenidos. Se deposité 1 ul de cada muestra. Carriles: 1, gato; 2, cabra; 3, oveja.

6.2 Obtencion de la clona de PL ovino.

6.2.1 Diseiio de iniciador especifico para PL de rumiantes.

Se disefié un iniciador 5° (RumPLex4) especifico para PL de rumiantes mediante el
alineamiento y comparacién (con el programa GeneDoc) de las secuencias de los cDNAs
de PLs disponibles en ¢l GenBank pertenecientes a rumiantes; también se incluyeron los
cDNAs de PRPs y PRLs disponibles con la finalidad de elegir zonas altamente conservadas
pero presentes unicamente en los PL y no en otros miembros de la familia (tabla 8). La

zona idénea para tal fin estaba situada sobre la mitad del exén 4 (figura 12).



Capitulo VI: Resultados 41

Tabla 8: Nimeros de acceso (GenBank) de las
secuencias comparadas en este trabajo.

SECUENCIA N DE ACCESO
mviPRL X59785
fcaPRL 125974
amePRL AYI61285
ecaPRL AY373339
ss¢PRL X14068
btaPL-I AHO01142
btaPL-II AB098992
btaPRC-] AHO01153
btaPRC-II M27239
btaPRC-III M27240
btaPRL AF426315
oarPRL M27057
oarPL AH006346
chiPRL X76049
chiPL Sakal y cals, 1998.

A RumPLex4 3consPrl

==l e

B

cPL14
oPL
bPL-I
bPL-II
bPRC-III
bPRC-IT
bPRC-I
cPRL
OoPRL
bPRL
fcaPRL
mviPRL

Figura 12: Disefio del iniciador RumPLex4. [A]: El esquema sefiala los lugares de apareamiento de los
iniciadores para la amplificacion de los PLs de rumiantes, ubicados hacia la zona central de los exones 4
(RumPLex4) y 5 (3consPrl). [B]: Alineamiento de secuencias codificantes para genes de la familia PRL/PL
de rumiantes y camivoros. La flecha indica la zona sobre la cual se disefié el iniciador RumPLex4; notese los
dos 1ltimos nucleétidos del extremo 3’ (CC), presentes itnicamente en la secuencia de los PLs.
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El iniciador 3’ (3consPrl) utilizado fue uno ya disponible en la oligoteca de la ULIEG,
construido con base en las zonas mas conservadas del exon 5 de los genes de la familia. La

secuencia nucleotidica de los iniciadores fue la siguiente:

5'-CTG GCA ACC TTG AAW GGA ACCTCA CC-3" RumPLex4
5’-TGC TTG AAT CCC TGC GTA GGC -3’ 3consPir

De esta manera, se pudo amplificar un fragmento del gen que comprendia la mitad del exén
4, todo el intrén 4 y la mitad del exén 5. Con base en la secuencia casi completa reportada

para el gen de PL ovino, el tamafio esperado para tal fragmento era de 859 pb, incluyendo

los iniciadores.

6.2.2 Amplificacién y caracterizacién de los fragmentos de PL ovino y caprine.
A partir del DNAg de oveja y cabra y con los iniciadores mencionados anteriormente, se

amplificé un fragmento correspondiente al tamafio esperado (figura 13).

859 pb

Figura 13: Amplificacién de los PLs ovino y caprino. Gel de agarosa al 1 % donde se ilustra
la amplificacion del fragmento de PL ovino y caprino con los iniciadores especificos. Se observa
una banda tnica al nivel esperado. Carriles: 1, marcador (A + Pst I); 2, oveja; 3, cabra.
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Con base en la secuencia del gen de PL ovino reportada en el GenBank, se eligié la enzima
de restriccion Eco R1 para la caracterizacion enzimatica de los PA. Al ser digeridos los PA,

se obtuvieron los fragmentos esperados de 566 pb y 293 pb (figura 14).

566 pb

293 pb

Figura 14: Caracterizacion enzim4tica de los PL ovino y caprino. Gel de agarosa al
2.5 % que ilustra la digestion de los PA de oveja y cabra cortados con Eco RI. Carriles: 1,
oveja; 2, marcador (pUC + Msp I); 3, cabra.

6.2.3 Clonacién del PL ovino.

Una vez caracterizado el PA correspondiente al PL ovino, se realizé una purificacion del
mismo y se cloné en el vector pCR-TOPO-XL, ¢l cual posee una enzima topoisomerasa en
cada uno de sus extremos para unir los productos amplificados que posean una adenina
terminal. Se siguieron las instrucciones del estuche comercial y posteriormente se
realizaron la transformacion y los cultivos bacterianos correspondientes.

Las clonas que presentaron retraso electroforético con relacion al plasmido control sin
inserto, fueron seleccionadas y digeridas con las enzimas Mlu I y Not 1, cuyos sitios de
restriccion en el plasmido flanquean la regién de insercion del producto. De esta manera, el
inserto liberado correspondi6 al tamafio del PA clonado mas algunas bases pertenecientes a
la regién de policlonacién del plismido (figura 15). Dos de las clonas que mostraron este
patrén electroforético fueron secuenciadas. La comparacién de las secuencias obtenidas con

la base de datos del GenBank arroj6 una identidad del 100 % con el PL ovino.
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Figura 15: Clonas del PL ovino. Gel de agarosa al 1 % que ilustra la digestién de
algunas clonas de PL ovino con Mlu [ y Not 1. Se libera un inserto con el tamafio
esperado. Carriles: 1, clona oarPL8; 2, clona oarPL2; 3, marcador (A + Pst I).

6.2.4 Analisis del inserto de PL ovino.
La determinacion de la secuencia confimé que el inserto abarca desde la mitad del exon 4

hasta la mitad del exon 5 (figura 16). Ademas, se pudo corroborar la existencia de dos sitios

de restriccion para las enzimas Eco Rl y Xba I.

EcoRl Xbal
Voo
859 pb

Figura 16: Analisis del inserto de PL ovino, Esquema representativo del inserto de la
clona oarPL8, que corresponde al PL ovino, abarcando desde el exén IV hasta el exén
V del gen. Se sefialan los sitios de restriccion analizados y extensién del inserto.

6.3 Obtencion de las clonas relacionadas a PRL de gato.
6.3.1 Diseiio de los iniciadores consenso PRL/PRP/PL
Se disefiaron tres iniciadores consenso (uno 5’ y dos 3°) mediante el alincamiento y
comparacion de las secuencias de los cDNAs de PRLs, PRPs y PLs disponibles en el
GenBank pertenecientes a rumiantes y carnivoros, eligiendo zonas altamente conservadas
en todos los miembros de la familia analizados (figura 17). Las zonas elegidas para tal fin

fueron las siguientes:
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» 5ConsPrl (iniciador 5°): disefiado en otro trabajo, se aparea sobre el segundo exén
de los cDNA para PRL, PL y PRPs de vaca, oveja, cabra y gato.

» ConsPL2 (iniciador 5°): fue disefiado sobre el segundo exén de los cDNA para
PRL, PRPs y PLs de vaca, oveja, cabra, vison y gato.

» ConsPL3 (iniciador 3°): fue disefiado sobre el tercer exén de los cDNA para PRL,
PRPs y PLs de vaca, oveja, cabra, vison y gato.

» ConsPL5 (iniciador 3°): fue disefiado sobre el quinto exén de los cDNA para PRL,
PRPs y PLs de vaca, oveja, cabra, visén y gato.

A

consPL2 consPL3 consPL5
— — -

B

CPL :
O0PL :
bPL-TI
bPL-ITI -
bPRC-III :
bERC-TT.
bPRC-I ;
cPRL

0 PRL
bPRL
fcaPRL
mviPRL

Figura 17: Disefio de los iniciadores consenso. |A]: Esquema que seilala las zonas de apareamiento de
los iniciadores consenso disefiados para la amplificacién de los PRPs de gato y de rumiantes. [B]:
Alineamiento de secuencias codificantes para genes de la familia PRL/PL de rumiantes y carnivoros_. En
este ejemplo, se indica la zona sobre la cual se disefid el iniciador QonsPL2; nétese que los Gltimos
nucle6tidos del exiremo 3’ estdn presentes en la mayoria de las secuencias.
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La secuencia de los iniciadores quedé como sigue:

5’- TGC TGT CAG ACC TGC TCY TGT G -3’ SconsPrl
5°- GTC CTG GGA AAT GTT CAA TGA GTT TG -3’ ConsPL2
5’- AGG CGT GGG CAT ACCGTT YATC -3’ ConsPL3
5’- ATA CTT GCG TAG GCA GTG GAG CAG -3’ ConsPL5

6.3.2 Amplificacién de las secuencias relacionadas a PRL de gato.

A partir de DNAg de gato y con las condiciones de amplificacién ya sefialadas, se
realizaron reacciones de PCR para la amplificacion de los PRPs de gato. Se incluyeron
como testigos positivos los DNAg de oveja, cabra y vaca (figura 18). Las combinaciones de
iniciadores para las cuales se observé amplificacion fueron: ConsPL2 - 3consPrl, ConsPL2
- ConsPLS y ConsPL2 - ConsPL3.

En el gato y utilizando las combinaciones de iniciadores ConsPL2 - 3consPrl y ConsPL2 -
ConsPLS se obtuvieron PA de tamafios muy similares: una banda de aproximadamente
7500 pb y otra menor de aproximadamente 2400 pb. Mientras que con la combinacion
ConsPL2 - ConsPL3, se obtuvo una banda de aproximadamente 2500 pb, similar a la
encontrada a partir del DNAg de rumiantes (figura 18-C).

~2.8

~1.7

~ L1

C

Figura 18: Amplificacién de los PRPs con los iniciadores consenso. Geles de agarosa donde se
ilustra la amplificacién realizada con los iniciadores consenso a partir de DNAg de gato oveja y
cabra. [A]: ConsPL2 - 3consPrl; carriles: 1, marcador (A + Pst I); 2, gato; 3, oveja; 4, vaca. [B]:
ConsPL2 - ConsPLS5; carriles: 1, oveja; 2, gato; 3, vaca; 4, marcador (A + Pst I). [C]: ConsPL2 -
ConsPL3; carriles: 1, gato; 2, oveja; 3, cabra; 4, marcador {A + Pst [). Los PA de gato estan
sefialados con flechas; estos productos fueron purificados y clonados.
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6.3.3 Clonacién directa de los PA relacionados a PRL del gato.

Los PA obtenidos fueron purificados y clonados segiin el protocolo ya descrito. Las clonas
obtenidas fueron digeridas con la enzima de restricciéon Eco RI para determinar el tamafio
del inserto (figura 19). Aquellas clonas cuyo inserto correspondia al esperado (segun la
banda purificada) fueron caracterizadas y secuenciadas para determinar su relacién con la
familia multigénica.

Las clonas fueron analizadas mediante cortes con enzimas de restriccidn, tomando como
patron positivo de PRL la reamplificacion del gen de PRL (obtenido en un primer paso con
iniciadores especificos). De esta manera se pudo evidenciar que los patrones de las clonas

correspondian al obtenido para la PRL de gato.

Figura 19: Clonas de PRL de gato. Geles de agarosa donde se ilustran las digestiones con Eco
RI de las clonas obtenidas a partir de los PA con los iniciadores consenso en el gato. [A]: clonas
con insertos generados con ConsPL2 — 3consPrl; carriles: 1, marcador (A + Pst I); 2-5 clonas
fcaPRL-A. [B]: clonas con insertos generados con ConsPL2 — ConsPL5; carriles: 1-4, clonas
fcaPRL-B; 5, marcador (A + Pst ). [C): clonas con insertos generados con ConsPL2 — ConsPL3;
carriles: 1-7, clonas fcaPRL-C; 8, marcador (A + Pst I).

Por otro lado, al comparar las secuencias obtenidas de las clonas analizadas con la base de
datos del GenBank, los resultados mostraron una similitud elevada (>85 %) con la PRL de
visén, para la cual se tiene reportada gran parte de las secuencias intrénicas que flanquean
los exones. Asi, los tres tipos de clonas obtenidas contenian un inserto correspondiente a

PRL de gato (figura 20).
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En ese momento, se determind que las condiciones de PCR sefialadas en la metodologia
para la obtencion de PA relacionados a PRL, unicamente favorecian la amplificacion de
secuencias del gen de PRL y no de PRPs. Por tal motivo, se redujo la astringencia de la
PCR aumentando el tiempo de alineamiento y la concentracién de los iniciadores, y
disminuyendo la temperatura de alineamiento; las concentraciones finales del resto de los

reactivos se mantuvieron sin cambios.

~ 2500 pb

Figura 20: Anilisis de los insertos de las clonas fcaPRL, Esquema representativo del inserto
de las clonas de gato obtenidas con los iniciadores consenso. |A]: fcaPRL-A; iniciadores
ConsPL2 - 3consPrl. [B]: fcaPRL-B; iniciadores ConsPLZ - ConsPL3. [C): fcaPRL-C;
iniciadores ConsPL2 - ConsPL3. Los tres grupos corresponden a fragmentos del gen de PRL. Se
sefialan los sitios de restriccion analizados y la extension aproximada del inserto.

6.3.4 Hibridacién inversa de los PA obtenidos en condiciones relajadas.

Debido a la alta inespecificidad que se presentd por el relajamiento de las condiciones de
PCR mencionadas anteriormente (figura 21), se realizé una hibridacién inversa de estos PA
inespecificos contra una sonda de PL ovino fijada en una membrana de nylon. La finalidad
de este procedimiento fue colectar aquellos productos que presentaran hibridacién con la

sonda y eliminar aquellos debidos a la inespecificidad de la reaccion. A la par, esta técnica
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permitid eliminar los PA del gen de PRL que hubieran sido amplificados. Las
combinaciones de iniciadores que fueron ensayadas fueron: ConsPL2 - 3consPrl y
ConsPL2 - ConsPLS5. Paralelamente, se amplificaron DNAg de gato y DNAg de leén como

patrén de comparacion.

Figura 21: Amplificacién de PRPs en condiciones relajadas. Gel de agarosa de los PA obtenidos
en condiciones relajadas de amplificacién con los iniciadores consenso. Puede observarse la
presencia de multiples bandas. Carriles: 1, DNAg de gato ConsPL2 - 3consPrl; 2, DNAg leén
ConsPL2 - 3consPrl; 3, DNAg de gato ConsPL2 - ConsPL5; 4, DNAg de le6n ConsPL2 - ConsPL35;

5, marcador (A + Pst I).

6.3.5 Reamplificacién de los PA eluidos de la hibridacién inversa.

Los productos obtenidos en el apartado anterior fueron hibridados contra una sonda de PL
ovino fijada en una membrana de nylon, segin se detalla en la metodologia. Una vez
terminada la hibridacién, los productos del eluido final fueron reamplificados con los
mismos iniciadores consenso utilizados para la generacion del PA inicial respectivo. No
obstante, la PCR se llevod a cabo en condiciones de alta astringencia con la finalidad de
eliminar la reamplificacion de productos inespecificos. Se incluyeron también, testigos de

la reaccién que inclujan dnicamente uno de los iniciadores (figura 22).
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Figura 22: Reamplificacién de los PA post-hibridacién. Gel de agarosa de los PA obtenidos de
la reamplificacién con alta astringencia de los productos del eluido post-hibridacion inversa. La
reamplificacién se realizé con los PA obtenidos a partir de los iniciadores ConsPL2 - 3consPrl.
Carriles: 1, ConsPL2 - 3consPrl; 2, ConsPL2; 3, 3consPrl; 4, ConsPL2 - ConsPL5; 3, ConsPLS;
6, marcador (A + Pst I).

6.3.6 Identificacién del producto reamplificado relacionado a PRL.

Debido a que resulté imposible evitar la generacién de productos inespecificos en la PCR
aun en condiciones de alta astringencia, se realiz6 una hibridacién radiactiva del gel con los
productos reamplificados, utilizando como sonda el PL de ovino marcado. De esta manera,
se pudo evidenciar la banda de hibridacién que correspondia a la secuencia relacionada a
PRL y también calcular el tamafio aproximado de la misma (figura 23). Conociendo estos

datos, se procedié a purificar y clonar la banda de interés.
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B

Figura 23: Hibridacién de los productos reamplificados. Gel y autorradiografia que evidencian la
banda de hibridacion correspondiente al producto reamplificado relacionado a PRL. Se utiliz6 PL ovino
como senda marcada. [A]: (ver figura 21). |[B]: Autorradiografia del gel A en la cual puede apreciarse
una banda con sefial fuerte de aproximadamente 700-800 pb presente en el carril 4.

6.3.7 Clenacién del producto reamplificado relacionado a PRL.
El producto reamplificado que mostr6 sefial en la autorradiografia fue purificado a partir
del gel v clonado en el vector pCR-TOPO. El inserto fue generado con los iniciadores
ConsPL2 - ConsPL5 y el tamafio esperado para el mismo fue de aproximadamente 700 pb
(figura 24). 1 2 3 4 5
TS kb
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Figura 24: Clonas de PRP de gato. Gel de agarosa donde se ilustra las digestiones con Eco Rl de las
clonas obtenidas a partir del producto reamplificado que mostré sefial de hibridacién con la sonda de PL
ovino marcada. SefRalados con flecha los insertos con el tamafio esperado (~700 pb). Carriles: 1-4,
clonas fcaPRP; 5, marcador (A + Pst I).
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Una vez obtenida la clona con el inserto de interés, se procedi6 a la secuenciacion de la

misma para corroborar su identidad (figura 25).

I 712 pb

Figura 25: Anilisis del inserto de la clona fcaPRP. Esquema representativo del inserto de
las clonas fcaPRP de gato obtenido con los imiciadores ConsPL2 - ConsPL5, mediante
hibridacién inversa (estrategia modificada). La secuenciacién permitié identificarlo como
relacionado a PRL. Comprende la mayor parte del intrén 4 y la mitad del ex6n 5. Se indica con
nimero la longitud exacta incluyendo los iniciadores.

6.4 Hibridacion tipo Southern.

6.4.1 Obtencion de la sonda de PRP de gato.

Se realiz6 PCR de la clona fcaPRP para obtener un PA que sirvié como sonda durante la
hibridacion tipo Southern. Utilizando las condiciones sefialadas en la metodologia, se
obtuvo un PA tunico con el tamafio esperado de 712 pb (figura 26), el cual fue

reamplificado, purificado y marcado con radiactividad.

~1.7

~1.1

~0.8

Figura 26: Amplificacién de Ia sonda de PRP de gato. Gel de agarosa al 1 % que 1lustra la
banda tnica de amplificacién (flecha) obtenida a partir de la clona fcaPRP y los iniciadores
ConsPL2 - ConsPL5, la cual fue utilizada como sonda para la hibridacién tipo Southern del

DNAg de gato. Carriles: 1, marcador (A + Ps¢ I); 2, PA PRP de gato.



