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6.4.2 Hibridacion del gel tipo Southern.

Una vez realizada la hibridacién, se midié con el coniador Geiger la radiactividad residual
del gel para determinar el tiempo de exposicién de la pelicula. Debido a que la sefial del
testigo positivo de hibridacién (PA de PRP de gato) era excesivamente fuerte, se decidié
realizar un corte a nivel de esta banda con la finalidad de evitar la interferencia con la sefial
de las bandas en el carril del DNAg. El PA testigo de PRL de gato mostré una sefial
relativamente baja por lo que se expuso a la par con el DNAg. La pelicula fue expuesta con
el gel durante 30 dias, al témmino de los cuales fue revelada y fotodocumentada. Se
observaron dos bandas relativamente cercanas entre si, cuya longitud aproximada se
encontraba entre las 400-500 pb. La banda més pequefia presentaba una sefial mas fuerte
(méas o menos el doble) que la banda superior (figura 27).

1 2

Figura 27: Hibridacién tipo Southern. Autorradiografia del gel de hibridacién tipo Southern
realizada con DNAg de gato digerido con Bam HI ¢ hibridado con s_mnda marcada de PRP de
gato. Se observa la presencia de dos zonas de hibridacién, la més baja muestra claramente una
sefial mas fuete que la superior (flechas). Carriles: 1, DNAg de gato; 2, clona fcaPRL-B sin
digerir (testigo de PRL).
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6.5 Clonacion de los PA de la familia PRL/PL de rumiantes.

Los PA obtenidos partir de DNAg de oveja y cabra (ref. seccion 6.3.2) fueron clonados
mediante los procedimientos ya descritos. La clonacién se realizé directamente a partir de
los productos de PCR obtenidos (ref. figura 18). Las clonas obtenidas fueron digeridas con
diversas combinaciones de enzimas de restriccion con la finalidad de liberar el inserto y
determinar el tamario aproximado de los mismos (figura 28).

Las clonas que presentaban un tamafio de inserto correspondiente al paquete de bandas
observadas a nivel de aproximadamente 4500-5000 pb, fueron seleccionadas y
caracterizadas mediante secuenciacion. De las clonas secuenciadas, tres de ellas (dos de
cabra y una de oveja) pertenecieron a secuencias relacionadas a la familia PRL/PL. Los
insertos abarcaban desde el inicio del intrén 2 hasta el exén 5 (figura 29). La comparacion
con el banco de datos del GenBank, mostré alta similitud de las secuencias de cabra con el
PRP bovino y de la secuencias de oveja con la PRL bovina. La tabla 9 resume el namero e

identidad de todas las clonas obtenidas durante la realizacion de este trabajo.

Figura 28: Clonas de PRPs de oveja y cabra. Geles de agarosa de las clonas de P}{Ps ob.ten{das a
patir de DNAg de oveja y cabra y los iniciadores consenso. [A]: Clonas de oveja. Camles 1-2,
oarPRL5 (digerida con Eco RUAcc 1y Bam H/Not 1, respect1vamen‘te);.3-4, oarPRL.22 (digerida con
Eco Rl/dcc 1y Bam HU/Not I, respectivamente); 5-6, qarPRL36 (dlgenda con Eco Rlidce I.y Bam
HLU/Not |, respectivamente). |Bj: Clonas de cabra. Carriles: 1 y 5, cl'nPBP'I; 2y 6, chiPRP66; 3 y 7,
chiPRP106; 4 y 8, chiPRP120. 14, digeridas con Eco RI; 5-8, digeridas con Bam HLXba 1. M,

marcador (A + Pst1).
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Figura 29: Anélisis de los insertos de las clonas de oveja y cabra. Esquema representativo del inserto
de las clonas de rumiantes obtenidos con los iniciadores consenso. |A]: oarPRLS; iniciadores ConsPL.2
- ConsPLS. [B]: chiPRP66; iniciadores ConsPL2 - 3consPrl. [C]: chiPRP106; iniciadores ConsPL2 -
3ConsPrl. [D]: chiPRP120; iniciadores ConsPL2 - 3consPrl. Se sefiala la extensién aproximada del
inserto.

Tabla 9: Clonas de genes relacionados a la familia PRL/PL obtenidas.

CLONA PRIMERS EXTENSION* GENOMA
fcaPRP1 consPL2 — Gato
3consPri ot B0 B v B g
fcaPRL-A7 consPL2 L Gato
3consPrl i * B - BN o - v o
fcaPRL-BS8 consPL2 — Gato
consPL5 TETTOTOUm
fcaPRL-C4 consPL2 —» Gato
consPL3 g | S S B v R v o
hIPRPEE | o ey | — T | <"
3consPri B
chiPRP106 consPL2 = Cabra
3consPrl HSHETE oo
chiPRP120 consPL2 - Cabra
3consPrl m
CarPRLS | consPL? | - | ©V°
consPL5 =
oarPL8 RumPLex4 — Oveja
3consPrl =4 O O o o

* Las flechas indican la zona de apareamiento de los iniciadores dentro de la estructura del gen
hipotético ancestral.
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6.6 Anadlisis filogenético de los productos obtenidos.

6.6.1 Alineamiento nucleotidico de los extremos 3°.

Todas las clonas obtenidas fueron secuenciadas, obteniéndose para algunas de ellas la
secuencia total del inserto. Se eligi6 el extremo 3’ como zona de comparacién debido a que
la clona obtenida de PRP de gato solamente comprendia una parte de intrén 4 y la parte
inicial del exén 5. El alineamiento de las secuencias evidenci6é diversas zonas consenso
dentro del ex6n, mientras que en el intrén, las zonas consenso fueron mas esporadicas.
Pudieron observarse también cambios nucleotidicos importantes en el exon de la secuencia

del PRP de gato, que no fueron observados en las demas secuencias (figura 30).

6.6.2 Reconstruccion de los drboles filogenéticos de las secuencias nucleotidicas.

Se realizd la reconstrucciéon de un arbol filogenético con respecto a las secuencias
nucleotidicas de los genes analizados. Fue posible observar el agrupamiento de las PRLs y
de los PRPs por separado, asi como la inclusién del PRP de gato junto con las PRP de
rumiantes y no con las PRL de camivoros, lo que indica claramente que se trata de una
secuencia diferente a la PRL de gato. Fue incluida la secuencia de PRL de pollo como
grupo externo. Como se indica en la figura 31-A, los valores de bootstrap altos no permiten
suponer ambigiiedades en la topologia del drbol.

Con la finalidad de tener un panorama mas amplio de las relaciones filogenéticas con otros
drdenes de mamiferos, se realizé la reconstruccion de un arbol que incluyé unicamente los
fragmentos del exén 5 correspondientes a los genes de la familia PRL/PL/PLF disponibles
en el GenBank para rumiantes, roedores, perisodactilos y carnivoros. Una vez mas,
utilizando la PRL de pollo como grupo fuera, se observé que las PRLs de carnivoros y
perisodéctilos quedaron muy asociados a la secuencia ancestral, mientras que las PRPs de
rumiantes y roedores tuvieron una evolucion mas rapida (Wallis y Wallis, 2002). Para
ambos ordenes, tanto los PLs como las PRPs derivan de sus respectivos genes de PRLs. En
¢l caso de los rumiantes la mayoria de los PLs se agruparon en una ramificacion mientras
que las PRPs en otra. Claramente pudo observarse la inclusion del PRP de gato en el mismo
grupo que los PRPs de rumiantes. Cabe sefialar el agrupamiento de los PLs de rumiantes
con las PRLs y no con los PRPs del mismo orden, con la unica excepcion del PL-II bovino,

el cual se agrupa con las PRPs (figura 31-B).
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Figura 30: Alineamiento nucleot

idico de las secuencias obtenidas. Alineamiento de los extremos 3
(intrén 4 - ex6n 5) de las secuencias relacionadas a PRL obtenidas a partir de gato, cabra y oveja. La flecha
indica el inicio del ex6n 5. Se utilizé el programa GeneDoc.
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Figura 31: Arboles filogenéticos de las secuencias nucleotidicas. Reconstruccién de los drboles
filogenéticos a partir de las secuencias nucleotidicas de los extremos 3’ de los genes obtenidos. [A]:
Arbol generado a partir de las secuencias del extremo 3’ (intr6n 4 - exén 5); se incluyen los valores de
bootstrap en cada rama correspondiente. [B]: Arbol generado a partir de las secuencias de la mitad
inicial del exdn 5 de cada uno de los genes. Se incluyeron mas érdenes de comparacién. Se muestra en

letra gris las clonas obtenidas en este trabajo, subrayada la clona de PRP de gato. Fue utilizado el
programa de méaxima parsimonia del paquete PHYLIP.
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6.6.3 Alineamiento aminoacidico de los exones .

Una vez hallado el marco de lectura correcto para las secuencias del fragmento del exén 5
de cada una de las clonas obtenidas, se realizd el alineamiento aminoacidico de las mismas,
incluyendo solamente las secuencias de los genes de la familia para rumiantes y carnivoros.
Se pudieron comparar alrededor de 40 aminoacidos para cada gen, observandose zonas
muy conservadas en todas las secuencias y otras especificas para PRLs y para PRPs.
También se evidenciaron cambios aminoacidicos especificos para el PRP de gato, aun

dentro de zonas consenso en los demas genes, tales como Asn9, Tyrl9, Val20 y Leu32
(figura 32).

chiPL

= 37
oarPL = 27
btaPL-I Pl 38
btaPL-II P 39
btaPRC-I F 39
btaPRC-II ~ 32
btaPRC-III 39
fcaPRP1 39
chiPRP66 39
chiPRP106 39
chiPRP120 39
btaPRL 38
chiPRL 38
oarPRL 38
carPRL5 38
fcaPRL 38
mviPRL 38
ame PRL s
ecaPRL 38
sscPRL 38

Figura 32: Alineamiento aminoacidico de las secuencias obtenidas. Ilustracion del alineamiento de
las secuencias aminoacidicas correspondientes a los fragmentos del ex6n 5 de las clonas de gato, cabra y
oveja. Se observan zonas muy conservadas en todas las secuencias asi como cambios especificos del
PRP de gato respecto a zonas consenso en los demés genes. Se muestran sombreadas las clonas
obtenidas en este trabajo. Se utilizé el programa de alineamiento GeneDoc.
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CAPITULO VII

DISCUSION

7.1 Obtencion de la clona de PL ovino.

Los ensayos de hibridacion y clonacion de este trabajo fueron realizados utilizando el gen
de PL ovino como sonda, ya que la secuencia nucleotidica completa del gen se encuentra
disponible en e] GenBank, mientras que para los PLs de vaca y cabra unicamente se han
reportado los cDNAs.

El disefio de un iniciador especifico para PLs de rumiantes permitid la amplificacion de
un fragmento de este gen en los DNAg de vaca, oveja y cabra. Debido a que se disefi6
sobre zonas conservadas unicamente en PLs, se evitd la coamplificacién de otros
miembros de la familia, tal y como se comprobd mediante caracterizacion enzimatica de
los PAs obtenidos. Sin embargo, en el caso de la vaca, el iniciador solo permitio
amplificar el gen de bPL-I pero no el bPL-II, el cual no contenia la zona consenso
utilizada para el disefio. Esta ultima observacion concuerda con el hecho de que el bPL-II
estd filogencticamente mas relacionado con las PRPs que con los PLs, como pudo

determinarse posteriormente (ref. figura 31-B).

7.2 Obtencion de las clonas relacionadas a PRL.

La amplificacién del DNAg de gato con los iniciadores consenso para PL no dio
resultados positivos. Los PAs de baja intensidad que se obtuvieron no correspondieron a
genes de la familia, como pudo corroborarse mediante secuenciacion. Por lo tanto, se
utilizaron los iniciadores consenso disefiados sobre las regiones conservadas entre PRLs,
PRPs y PLs.

7.2.1 Amplificacién de las secuencias relacionadas a PRL con iniciadores consenso.

Los primeros ensayos de PCR utilizando los iniciadores consenso y DNAg de rumiantes,
permitieron la amplificacién principalmente de secuencias relacionadas a PRL (tanto
PRLs como PRPs), pero no de PLs, Este resultado se puede explicar por el nimero mayor

de PRPs en comparacién a los PLs, que aparecieron durante la evolucion de los
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rumiantes. En el caso de la vaca, por ejemplo, se tienen reportes de la existencia de
cuando menos seis de estos genes (Goffin y cols, 1996; Schuler y cols, 2001); mientras
que solo existen dos secuencias reportadas para PLs. Algo similar se ha reportado para
los roedores, aun cuando en este caso las duplicaciones se registraron aparentemente de
manera independiente a las de los rumiantes.

Para el gato, la amplificacién de PRL era la Gnica favorecida bajo estas condiciones (a
excepcion de una banda de inespecificidad, como se demostré posteriormente mediante
hibridacidn). Asi, todos los ensayos de clonacion realizados en el gato siguiendo esta
estrategia, culminaron siempre en la obtencion de clonas correspondientes a PRL.

En vista de estos resultados, se procedi¢ a la modificacion de la estrategia. Se realizaron
ensayos de PCR con los DNAg, utilizando los mismos iniciadores que en la estrategia
anterior, pero en condiciones de reaccion mas relajadas: disminuyendo la temperatura de
alineamiento y aumentando el tiempo de apareamiento de los iniciaderes. De esta manera
se esperé que aumentarian las probabilidades de amplificacion para otros miembros de la
familia diferentes a PRL, aun y cuando se aumentaria también la generacion de bandas de
inespecificidad. La eliminacién de los productos inespecificos de reaccion se realizd
mediante hibridacién inversa de los PA contra PL ovino. Por lo tanto, solo aquellos PA
que mostraron similitud con el PL ovino hibridaron en la membrana, mientras los
productos inespecificos fueron eluidos con los primeros lavados. Los PA de interés
fueron recolectados y reamplificados en condiciones de alta astringencia con el fin de
eliminar cualquier inespecificidad residual. Al final, estos productos reamplificados
fueron clonados y caracterizados. Los PA de rumiantes obtenidos a la par con el DNAg
de gato, que sirvieron como controles de la PCR, fueron clonados directamente a partir

del producto de reaccidn.

7.2.2 Clonas relacionadas a PRL en el gato.

Mediante la estrategia original propuesta, pudieron obtenerse tres tipos de clonas distintas
relacionadas a PRL a partir de DNAg de gato. Dos de ellas con un inserto de
aproximadamente 7500 pb y una menor con inserto de aproximadamente 2500 pb. La
secuenciacidn posterior de las clonas, permitié corroborar su identidad con la PRL (figura

33). Los insertos mas grandes correspondian al fragmento del gen comprendido desde el
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inicio del intrén 2 hasta la mitad del ex6n 5, mientras que el inserto pequefio Unicamente
comprendia el intron 2 en su totalidad. Se secuenciaron los extremos de cada uno de los
insertos, asi como fragmentos de los intrones flanqueantes al exon 4 en las clonas mas
grandes.

Por medio de la comparacién de secuencias con el programa BLAST (GenBank), pudo
determinarse la presencia de un elemento repetitivo nuclear corto (SINE) de
aproximadamente 123 pb insertado en la primera mitad del intrén 2 de los tres tipos de
clonas analizadas. En el caso del gen de la PRL de visén, cuya secuencia estd reportada
en el GenBank casi en su totalidad, también se encuentra incrustado este elemento
repetitivo aunque en una region diferente a la del gato (intrones 3 y 4). Ademas, segun los
reportes del GenBank, este SINE estd ampliamente distribuido en el genoma del gato y es
exclusivo del orden Carnivora. Estos hallazgos sugieren que la insercion de este
clemento se realizé de manera independiente en cada linaje y por lo tanto, constituyd un
evento reciente que ocurrié después de la divergencia entre estas dos especies, hace

aproximadamente 25 millones de afios (Janczewski y cols, 1992).

fcaPRL-A7
B—----E----—14---—11

]341 pb 424 pb 367pb 532 pbl
fcaPRL-BS

I330pb 352 pb 345pb]
fcaPRL-C4

123 pb
289 pb 267 pb

I T

Figura 33: Secuenciacién de las clonas fcaPRL. Se esquematiza la extensién de los insertos,
limitados por las flechas, de los tres tipos de clonas obtenidas mediante clonacion directa del producto
de PCR. Las lineas continuas indican el avance de la secuenciacion de las mismas, cuya identidad con
la PRL de gato quedd confirmada. La doble raya indica la localizacién aproximada del SINE dentro
del intrén 2,
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Por otra parte, mediante la estrategia modificada pudo obtenerse una clona cuyo inserto
estd relacionado a PRL pero que es diferente a ésta, tal como se demostré mediante
hibridacién y secuenciacion posteriores. Los PAs utilizados en esta clonacion se
obtuvieron por apareamiento inespecifico del oligonucléotido 5° (ConsPL2) dentro del
gen. La explicacién de este fendmeno podria estar en la formacién misma de los genes de
la familia, los cuales surgieron debido a duplicaciones sucesivas de un primer exén.

El inserto fue secuenciado en su totalidad; abarca una extension de 712 pb, y se sitia
desde poco después del inicio del intron 4 hasta la mitad del exdn 5 (ref. figura 25). La
comparacién de la secuencia con el programa BLAST (GenBank) determiné un
porcentaje de similitud de 86 %, 74 % y 50 % con los genes de PRP bovino, PL ovino y
PRL de gato respectivamente, lo cual la confirmé como perteneciente a la familia
PRL/PL.

7.2.3 Clonas relacionadas a PRL en cabra y oveja.

Aun y cuando para la vaca se tienen varios reportes de genes relacionados a la familia, es
muy poco lo que se sabe sobre el particular en otras especies de rumiantes. Ejemplos
claros de esto son la cabra y la oveja, para las cuales se cuenta solamente con un reporte
para cada una de GH, PRL y PL. Esta escasez de puntos de comparacion, limita en parte
la reconstruccién idonea de arboles filogenéticos de la familia en estas especies. Debido a
esto, los PA obtenidos a partir de DNAg de cabra y oveja que sirvieron como testigos
positivos de reaccidn durante la obtencién de los productos relacionados a PRL en el
gato, fueron clonados y caracterizados con la finalidad de ofrecer un panorama mas
amplio sobre la evolucién de los genes de esta familia.

Asi, de las clonas secuenciadas, cuatro de ellas (tres de cabra y una de oveja)
pertenecieron a secuencias relacionadas a la familia PRL/PL. El inserto de la clona de
oveja y dos insertos de las clonas de cabra abarcan desde el inicio del intrén 2 hasta el
exon 5; mientras que el inserto de la clona de cabra restante, abarca parte del intrén 4 y el
exon 5 (figura 34). La comparacion con el banco de datos del GenBank, mostré alta
similitud de las secuencias de cabra con el PRP bovino y de la secuencias de oveja con la
PRL bovina. Esta comparacién permitié, ademas, determinar la presencia de un elemento

SINE de 144 pb en el intron 4 de una de las clonas de cabra. Tal elemento repetitivo ha
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sido reportado en otras especies de artiodactilos, tales como vaca, bafalo y jirafa, pero no

en otros 6rdenes, siendo especifico de este orden.

oarPRL5
B ----P%----- 5% - - —f3
I 326 pb 496 pb I
chiPRP66
P . R g——
1433 pb 540 pb I
chiPRP106
E—---- 45l - - - -- 4% - - —E
I 435 pb 541 pb I
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- . _———
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Figura 34: Secuenciacién de las clonas relacionadas a PRL de rumiantes. Se esquematiza la
extension de los insertos, limitados por las flechas, de los cuatro tipos de clonas obtenidas
mediante clonacién directa del producto de PCR. Las lineas continuas indica el avance de la
secuenciacién de las mismas. La doble raya indica la localizacién aproximada del SINE.

7.3 Elementos repetitivos en la familia GH/PRL.

Durante este trabajo, se observé la presencia de elementos repetitivos (tipo SINE) en
algunas de las secuencias obtenidas, como en la PRL de gato y PRP de cabra. Se cree
que la presencia de secuencias repetitivas en los genomas (por ejemplo, SINEs), es
debida a la integracion de ciertos virus ocurrida tempranamente en la evolucion de las
especies. Estos elementos eventualmente pierden la capacidad infecciosa, pero no la

replicativa, de tal manera que se¢ multiplican y se insertan en zonas del genoma que
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poseen cierta homologia. Estas inserciones pueden ser tan extensas que constituyan buena
parte del genoma de una especie en particular. Tal es el caso del genoma humano, donde
un mismo elemento repetitivo nuclear, llamado A/u, es responsable de hasta el 10 % de
las secuencias reportadas. Los elementos repetitivos son utilizados en filogenética para el
establecimiento de lineas de evoluciéon entre las especies, basada en la presencia o
ausencia de ellos en las especies de un mismo orden. De esta manera, pueden establecerse
ramas de divergencia anteriores o posteriores a la insercién de tales elementos repetitivos.
En la familia génica de la GH/PRL también se ha reportado la presencia de elementos
repetitivos. En el locus de la GH humana por ejemplo, existen 48 de tales secuencias
insertadas entre las zonas intergénicas (Chen y cols, 1989). La importancia evolutiva de
los elementos repetitivos queda establecida por el hecho de la recombinaciéon homoéloga,
ya que estos propician el intercambio de secuencias entre las zonas intermedias y la
duplicacion de dichas secuencias. Este es el caso que parece haber ocurrido en el locus de
la GH humana.

Aun cuando en el caso de los rumiantes no se tiene informacién completa de la
distribucion de elementos repetitivos, el hallazgo de un SINE en una de clonas de cabra
obtenidas, sugiere que la expansion de la familia de PRL/PL en este orden puedo estar
determinada por un fenémeno de evolucién dindmica, donde la duplicacion de genes y
los mecanismos de conversion génica ocurridos, son el resultado de recombinaciones
homélogas entre las secuencias intergénicas y entre los intrones, respectivamente.

En el gato es mas dificil establecer esta hipdtesis, ya que Unicamente se cuenta con
reportes parciales para dos miembros de la familia (GH y PRL). Desgraciadamente, el
hallazgo de una secuencia relacionada a PRL en este trabajo no permite aclarar tal

incognita debido a lo limitado de la secuencia que se obtuvo.

7.4 Hibridacion tipe Southern.

Para corroborar la presencia del gen de PRP de gato y determinar la expansién de la
familia génica en esta especie, se procedio a realizar una hibridacion tipo Southern con el
DNAg de gato. En la autoradiografia correspondiente se pudieron evidenciar claramente
dos zonas de sefial, las cuales se encontraban més o menos cercanas entre si. La seflal de

la banda inferior tenia aproximadamente el doble de intensidad que la superior, lo cual
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sugiere que podria tratarse de una banda doble, o bien, corresponder al gen que se utilizé
precisamente como sonda. De ser esto cierto, el genoma del gato tendria por lo menos
dos (o tal vez tres) secuencias relacionadas a PRL. La hibridaciéon cruzada con otras
zonas de homologia es improbable debido a que la sonda utilizada no contenia ningin
elemento repetitivo reportado hasta la fecha. Ambas bandas presentaron un tamafio
pequeiio de aproximadamente 400-500 pb, los cuales son muy inferiores al esperado en el
caso de la PRL. En efecto, el gen de la PRL contiene sélo un sitio Bam HI localizado en
el intrén 3 por lo que se espera una banda arriba de 3202 pb (Gonzalez, 2001), la cual no
se observo en la autorradiografia, ya que las condiciones de hibridacion fueron
astringentes para limitar precisamente una reaccién cruzada con este gen. Por otro lado,
la sefial observada en el carril del testigo de PRL puede explicarse debido a un exceso de

cantidad de clona depositada en este caso.

1.5 Alineamiento nucleotidico y aminoacidico de las secuencias obtenidas.

El analisis del alineamiento nucleotidico de las secuencias revelé que la PRP de gato
presentaba cambios nucleotidicos importantes respecto a las zonas consenso observadas
para las demas secuencias. Estos cambios se presentaron aun dentro de la zona exdnica
analizada, y con el alineamiento aminoacidico pudo comprobarse que algunos de ellos
eran no sinonimos, por ¢jemplo Tyr19 por Serl9, Val20 por Leu20 y Leu32 por Phe32.

El alineamiento aminoacidico se realiz6 ajustando el tamafio de todos los exones al de las
clonas obtenidas (entre 37 y 39 aminoacidos) y eliminando la secuencia correspondiente
al iniciador 3’ respectivo (figura 35). En el caso de la PRP de gato, se observé una
importante conservacién de los aminoacidos claves que han sido reportados como
necesarios para la union al receptor y/o actividad especifica de la hormona: los residuos
Trpl4, Asp24, Glu25 y Cys38 (Yamakawa y cols, 1990; Sinha, 1995), segin la
numeracion utilizada en la figura 34. Otros residuos importantes para la union de la PRL
humana con su receptor también se encuentran conservados: Tyr33 y His37 (Goffin y
cols, 1996). Por otro lado, se observaron cambios en zonas menos conservadas, tal es el
caso en los residuos 16-18 conservados en PRLs pero no en PRPs y PLs, y en el residuo
32, conservado en PRLs y PLs pero no en PRPs. Aun cuando el residuo Pro2 se

encuentra altamente conservado en este alineamiento, no hay reportes de su participacién
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en la unién al receptor; segun datos previos (Sinha, 1995), Pro2 esta conservado en PRLs
de mamiferos, reptiles y algunos peces, y podria jugar algin papel en la estructura
tridimensional de la proteina.

Si bien es verdad que los datos obtenidos apoyan la hipétesis de que el gen de PRP de
gato pudiera ser funcional, lo cierto es que existen otros determinantes importantes de
unién al receptor y de actividad hormonal que no se han podido analizar debido a la
secuencia demasiado corta obtenida. En todo caso, no es posible realizar una afirmacién
exacta de tal hipotesis, hasta no contar con la totalidad de la secuencia del gen y

determinar el grado de conservacion de los deméas dominios implicados.

chiPL

37
carPL 37
btaPL-I 38
btaPL-II 39
btaPRC-I 39
btaPRC-II 39
btaPRC-III 39
fcaPRP1 39
chiPRP66 39
chiPRP106 39
chiPRP120 39
btaPRL 38
chiPRL 38
oarPRL 38
oarPRL5 38
fcaPRL 38
mviPRL 38
ame PRL 38
ecaPRL 38
sscPRL 38

Figura 35: Cambios aminoacidicos de la PRP de gato. Los recuadros indican las zonas comprendidas
dentro de los dominios proteinicos conservados (PD4: dominio prolactinico 4; LD3: dominio lactogénico
3; LD4: dominio lactogénico 4) de las hormonas, necesarios para su unién con ¢l receptor y/o actividad
especifica (Yamakawa y cols, 1990; Sinha, 1995). La flecha simple indica el aminoacido clave
conservado solamente en los genes PRL, PRP y PL conocidos. La flecha doble indica el aminoicido
clave conservado en todos los miembros de la familia (Yamakawa y cols, 1990)
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7.6 Surgimiento de los genes relacionados a PRL en el gato.

Tanto el arbol reconstruido con base en la totalidad de la secuencia de PRP de gato, como
el elaborado solamente con la secuencia exdnica, mostraron una clara relacién del PRP de
gato con los genes PRPs y PL-II de la vaca. Estos datos explican resultados obtenidos
previamente (Gonzalez, 2001), en los cuales se observé hibridacion de secuencias del
gato con una sonda de bPL-II.

Con base en la similitud hallada entre la secuencia de PRP de gato obtenida y las PRPs de
rumiantes, surge la incognita de determinar el momento del surgimiento de tal gen en el
gato. Aun cuando para érdenes y subordenes relacionados a rumiantes y carnivoros
(perisodactilos, cetaceos, polidotos, incluso dentro de los artiodactilos, el cerdo), los
ensayos de RIA realizados para determinar actividad lactogénica han resultado negativos,
experimentos recientes han demostrado inmunolégicamente la presencia de por lo
menos, una glucoproteina relacionada al PL bovino en una especie de camélido (Olivera
y cols, 2003). Si esta proteina es en realidad una hormona relacionada a la familia (no GH
ni PRL), entonces cabe la posibilidad de que los eventos de duplicacién de la PRL que
provocaron la expansion de los PRPs y PLs en rumiantes, hayan tenido lugar antes de la
radiacion de los rumiantes. Debido a que en el cerdo no se detectado actividad
lactogénica tipo PL, ni cuenta con reportes de PRPs, podria asumirse que en ciertas
especies tales genes han sido inactivados, pero no eliminados. Los hallazgos de actividad
lactogénica en la llama y de una secuencia de PRP en el gato apoyan esta hipétesis
(figura 36).
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Cetaces —
1 PRL
Hippopotarmdae = -
1 ' > 1PRL, 6PRP, 2 PL
Ruminante — ﬁ LPRL, 3PRP, 1 PL
| E“f N
e Suina i
1 PRL
Tvlopoda _ _
- 1 1PL?
Cetferungulata -
Riunocerotidae —_—
| R 1PRL
| ¥
: Tapiridae ppr—
Perissodactyia r -~
Fquidae
1PRL
Camivora -
ﬂ 1 PRL

1PRL

Figura 36: Hipétesis del inicio de la expansién de los genes relacionados a PRL en el
superorden Cetferungulata. Se indican sobre las ramas del arbol los 6rdenes y subérdenes
respectivos. A la derecha se enlistan: en negro los genes de la familia reportados hasta la fecha para
la especie respectiva; en gris, aquellos no reportados todavia pero cuya existencia se asume. La
flecha continua sefiala el sitio donde se cree actualmente comenz6 la expansion de la familia PRL/PL
en los rumiantes. La flecha discontinua sefiala el sitio donde podria haber ocurrido la primera
duplicacién de la PRL, con base en los hallazgos recientes.
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CAPITULO VIII

CONCLUSIONES

Este trabajo permitié concluir lo siguiente:

1.- La estrategia de amplificacién e hibridacion inversa permitié la obtenciéon de una
secuencia relacionada a PRL (PRP) a partir de DNAg de gato doméstico. Tal secuencia
fue clonada y secuenciada, determiniandose su longitud exacta de 712 pb.
Adicionalmente, se lograron clonar y secuenciar diversas PRPs de cabra y oveja, un PL
de oveja y la PRL de gato.

2.- Algunos de los genes de la familia de la PRL (PRL de gato, PRL de vison y un PRP
de cabra) presentan insertados elementos repetitivos especificos de su linaje, mostrando
que los genes de la familia siguieron una evolucién dindmica, aun después de la radiacién
de los géneros.

3.- La reconstruccion de arboles filogenéticos con base en las secuencias nucleotidicas
permitié establecer la relacion estrecha entre la PRP de gato y las PRPs bovinas.

4.- El andlisis comparativo de las secuencias aminoacidicas permitié determinar la
conservacion de los aminoacidos clave involucrados en la funcion de la hormona, en el
fragmento de PRP de gato obtenido.

S.- Se confim¢ la existencia de por lo menos dos genes relacionados a PRL en el gato
mediante hibridacién tipo Southern del DNAg contra la PRP de gato obtenida.

6.- En conjunto, los resultados permiten proponer que hubo una duplicacién del gen de la
PRL en etapas mas tempranas de la evolucién de los camivoros y rumiantes, a saber,

antes de la radiacion del superorden Cetferungulata.
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