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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.

A

r
S5Alu 3Alu - 5Al 3? -
3AIn SARn " Prim
6 -
1. 88ExIV-5Alu

2. Marcador PM, pUC + Msp I, pb
3. Marcador PM, A + Psil, pb
4, 3Alu-5Alu
. 5.3Alu-Prim
6. SAlu-Prim

Figura 31. Andlisis de la distribucién de los elementos Alu en la 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
distribucion de elementos Alu en la intergénica corta tipo I del chimpancé,
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b 5. 88-ExIV-3Alu

200U

Figura 32. Anilisis de la distribucién de los elementos Alu en la clona tipo I1. Se muestra dénde estin
localizados los elementos Alu (30r, 31, 32r, 33, 34r) y los sitios de alineamineto de los iniciadores 88, SAln,
3Alu, y Prim sobre la intergénica corta humana No. 2. Los productos amplificados a partir de ia 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 IL.
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Tabla 12. Comparacién de los productos obtenidos con las clonas tipo 1 y I1.
Bandas obtenidas con la Bandas obtenidas con la
Iniciadores . .
clona tipo 1 clona tipo 1
88ExIV-5Alu 800pb 5000, 3000, 800pb
(5Alu-5Alu) 1500pb
(No se hizo la
88ExIV-3Alu o 1600pb
amplificacion)
(3Alu-3Alu) 1500pb
(No se hizo la
3Alu-5Alu 2000pb L
amplificacion)
(3Alu-3Alu) 1600pb
3Alu-Prim 3600, 1200pb 3700, 1500pb
(3Alu-3Alu) 1600pb 3700, 1500pb
5Alu-Prim 1770pb 2000pb
(5Alu-5Alu) 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 mimero 1. Esto indic6é que
la intergénica corta tipo I en el chimpancé al parecer posee 4 elementos Alu homélogos 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 regioén intergénica humana mimero 2. Segun parece, la
region intergénica corta tipo Il del chimpancé tiene 5 elementos Alu que corresponden a los

elementos 30r, 31, 32r, 33 y 34r de la regidn 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 region 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 hPLI.

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 observé que los
promotores proximales de ambas clonas (430-Prim) no mostraban diferencias de tamafio

(figura 33).

pb 4 5 pb11000 ¢k 2 3 4 5
11000

5000 Somd

2800
5000 ; = ;
2800 1700 |,

.- 1106 [ ]
1700 | 500
e

1100 | 500
1. Marcador PM 1. Marcador PM
2. Amplificacién SEd1-Prim Clona Tipo 1 2. Amplificacién SEd2-Prim Clona Tipo 1
3. Amplificacién SEd]-Prim Clona Tipo Il 3. Amplificacién SEd2-Prim Clona Tipo Il
4. Amplificacién SEd2-Prim Clona Tipo I 4. Amplificacién 403-Prim Clona Tipo [

5. Amplificacién 403-Prim Clona Tipo Il

Figura 33. Amplificaciones de los promotores distal, medio y proximal. En la figura se muestran las
bandas resultantes de la amplificacion del promotor distal (5Ed1-Prim), medio (5Ed2-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 I, Las bandas se resolvieron en geles de agarosa al 1y 1.8%, respectivamente.

Una vez que se detectd la presencia de una insercion 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 corrobord que la
clona tipo 1 conticne 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,

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

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

regiones intergénicas.

La comparacion de las secuencias obtenidas para la clona IntClch se muestra en la tabla 13.
El extremo 5° de la region 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. Comparacitn de las secuencias obtenidas para la clona I vs. las reportadas.

Gen Final del gen  Promotor -
| ¢GHN 98% 95%
| cGHV 93% 93%
¢PLC 91% 93%
cPLB 92% 97%
cPLA 91% 90%
cPLD 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 11 vs. las reportadas.

Gen Final del gen  Promotor

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

Por tanto, la regidn 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 informacién 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 mds ampliamente
estudiado, se pueden hacer modelos que permitan explicar cémo han cambiado durante la

evolucién, 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 estan 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 evolucion es mas reciente.

La familia multigénica GH-PRL incluye varios miembros, como el gen de 1a 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 comprensién de los fenémenos 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 realizo con el objeto de tener mayor informacién acerca del locus en el
chimpancé (Pan troglodytes), que permiticra explicar de una manera mas precisa y
completa los sucesos evolutivos que llevaron a la evolucion del locus GH entre los grandes

monos y ¢l 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 ¢l caso de las regiones largas el genoma humano posee sélo dos regiones
intergénicas largas de aproximadamente 13kb cada una.

La amplificacion de las regiones intergénicas no ocurrié con igual eficiencia para todas las
regiones: cuando se evidenci6 la obtencion de estas regiones por medio de geles de agarosa,
se pudieron observar bandas muy intensas para las dos regiones cortas; mientras que las
regiones largas se amplificaron pobremente. De hecho, sélo las de 8 y 10kb se pudieron
observar en los geles de agarosa y la regién de 12kb sélo se pudo evidenciar durante los
ensayos de hibridacion posteriores. Estas diferencias en la amplificacion 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 tamaiio de los productos.

Una vez que se obtuvieron las regiones intergénicas, se realizé 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 quiza

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

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 mas detalle posteriormente.

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

intergénicas cortas.

Una vez producido el vector, mediante ensayos de clonacion de un producto amplificado
derivado de las regiones intergénicas cortas, se comprobd 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 ¢l funcionamiento diferencial del vector con cada

uno de ellos.

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

clonaci6n 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 la II se encuentra entre los genes cGHV y ¢PLD. Por lo tanto, los genes que flanquean
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a ambas regiones cortas son ortologos a los que flanquean a su vez las regiones cortas del
locus humano. En efecto, los genes cGHV y hGHV, ¢GHN y hGHN, ¢PLB y hPL1 y por
ultimo, ¢cPLD y hPL3 son los genes mas cercanos entre si al hacer las comparaciones
filogenéticas entre los genes del humano y el chimpancé, (ver figura 8), y ademss 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 trat6 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, ademds de incluir un gran nimero de secuencias repetitivas del tipo Alu que
han sido involucradas en la formacion de esta regién (Chen y cols., 1989; Revol y cols.,
2004). Por lo tanto, se hizo el andlisis de la distribucion 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 hibridacion fue la técnica que se escogid para este primer andlisis, ademés permitié
evidenciar la amplificacién de tres regiones intergénicas largas. Todas las regiones
intergénicas del chimpancé, tanto las dos regiones cortas como las tres largas, dieron sefial
para el inhibidor. De la misma manera, en €l ser humano este elemento se presenta en todas
las regiones intergénicas (Walker y cols.,, 1991). A diferencia de esto, se encontr6 el
potenciador sélo en las tres regiones intergénicas largas, y no en las cortas. Por lo tanto,
ambos elementos reguladores presentan la misma distribucion 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 secuenciacion 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 regulaciéon de la expresion

de los genes se conservaron entre los grandes monos y el humano. Probablemente, se inhibe
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la transcripcién 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 estan distribuidos a lo Jargo del locus GH del
chimpancé. Las cinco regiones intergénicas 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 distribucién 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 la
comparacion 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 distribucién 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 regidn intergénica corta del chimpancé. Ademas, se obtuvo la
secuencia del elemento para el chimpancé, se compard con el elemento humano y ambos

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

Resumiendo, la 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, ademéas de diferir de las humanas en nimero (el
locus humano sélo presenta dos regiones largas) presentan tamafios distintos, pues segln 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 distribuciéon 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 tanto, 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

evolucidn 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 descripcion de las dos regiones cortas.

Se implemento la técnica de clonaciéon 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 evolucion 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 II (IntC2ch) del chimpancé.

TCTTTTTTTAATTATTATTATTATTITACTTTAAGTTTTAGGGTACATGTGCACA
ATGTGCAGGTTAGTTACATGTGTATaCCTGTGCCATGCTGGTGTGCTGCACCCAT
TAACTTGTCATTTAGCATTAGGTATATCTCCTAAAGCTaTCCCTCCCCCCTCCCC
CAACCCCACAACAGTCCCCAGAETGTGATGTTCCCCTGAGACTCAA
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