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5.4.1 Ensamble de los loci GH/CSH
Con las secuencias del cuadro 6 fue posible determinar la organizacién genomica del
locus GH/CSH del mono rhesus, mientras que para el mono araiia solo fue posible

proponer una organizacion hipotética como se muestra en la figura 17.

13hb 6kb 12kb
P SRl - ERERREITERAS - S

Largal

Mono araia

Figura 17. Organizacién de los Joci GH/CSH. Las cajas en gris indican los genes obtenidos, mientras
que las vacfas a los genes que no se pudieron amplificar. Las lineas s6lidas representan a las regiones
intergénicas secuenciadas en su totalidad, mientras que las punteadas a aquellas que solo se secuenciaron
por sus extremos.

5.4.2 Analisis de las proteinas

En el cuadro 7 se muestran los cambios que presentaron las proteinas deducidas a partir
de las secuencias de los genes obtenidos en este trabajo, respecto de las reportadas
anteriormente (Golos y cols, 1993).

Cuadro 7. Cambios aminoacidicos entre las proteinas previamente reportadas

(denotadas con un *) y las inferidas en este trabajo.

Gen Posicidon  Cambio Naturaleza
GH-2/GH-2* 57 Phe x Leu Apolar neutro x apolar neutro
152 Gly x Glu Apolar neutro x 4cido
190 Phe x Tyr Apolar neutro x apolar neutro
CSH-1/CSH-1* 24 Gly x Ala Apolar neutro x apolar neutro
26 Gly x Arg Apolar neutro x bésico
27 Phe x Val Apolar neutro x apolar neutro
89 Ser x Asn Polar neutro x polar neutro
187 Argx Gly basico x apolar neutro
210 Ala x Thr Apolar neutro x polar neutro
CSH-2/CSH-2* 109 Val x Ile Apolar neutro x apolar neutro
193 Gly x Arg Apolar neutro x bésico
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Los proteinas GH-1 y CSH-3 no mostraron ningtin cambio respecto a las reportadas,

mientras que nuestra CSH-4 no se habia reportado previamente. Fue de nuestro interés

averiguar si estos cambios animoacidicos ocurrian en los sitios clave de union al

receptor. En la figura 18 se muestra el alineamiento las proteinas del mono rhesus junto

con la familia GH/CSH del humano.
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Figura 18. Alineamiento de las proteinas. Se muestran en negritas los aminoacidos clave en la union al
receptor reportados para la GH-1 del humano. Los guiones indican identidad con la secuencia de arriba,
los cambios se representan por la letra correspondiente, pero en minuscula.

En la construccién del 4rbol filogenético (Figura 19) se incluyeron las secuencias del

cerdo y los prosimios como grupo fuera. Solo se observa clara ortologia entre las GH-1

de humano y chimpancé, mientras que el resto se agrupan de manera linaje especifico.
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En el caso de las CSHs también se observa el agrupamiento especie-especifica y no se
observa una clara ortologia entre ellas. Se observan dos grandes grupos de este tipo de
proteinas, uno para las CSHs de los grandes mono y el otro para las CSHs de los MVM
y todas derivan de un mismo ancestro comtn. En los MVM, la GH-2 ne forma un clado
con las de los grandes monos, confirmando que el gen correspondiente a esta hormona

se origind por un evento de duplicacién independiente.
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Figura 19. Arbol filogenético de las proteinas GH/CSH de primates. El 4rbo! fue construido con el
programa DNAMAN por el método de NIJ, utilizando la secuencia completa de las proteinas que se
mencionan en el cnadro 5 de Material y Métodos. Para el mono rhesus, el * indica las secuencias
previamente reportadas (Golos et al., 1993), las que se encuentran en negritas corresponde a las secuencias
generadas en este trabajo.
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Adicionalmente se utilizaron otros métodos como maxima parsimonia y maximum

likelihood para construir el arbol, pero siempre se obtuvo la misma topologia.

5.4.3 Anilisis del promotor proximal

En la figura 20 se muestra el alineamiento del promotor proximal del humano, mono

rhesus y mono arafia, donde se indican los diferentes sitios de unién a factores

transcripcionales descritos para el primero.
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Figura 20. Alineamiento del promotor proximal. El alineamiento se hizo en el programa DNAMAN,
utilizando la secuencia de la GH-1 del humano como referencia al momento de indicar los sitios de unién

a los factores

transcripcionales.

Los promotores proximales exhiben un 90.51% de similitud entre si, ademas todos

poseen los elementos minimos indispensables para la transcripcion basal. Se requieren

ensayos de transfeccion frente algiin gen reportero para evaluar el significado biolégico

de los cambios puntuales observados.
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5.4.4 Analisis de otros elementos regulatorios

a) El inhibidor hipofisiario o elemento P. Como su nombre lo indica, este elemento
inhibe la expresidn de los genes placentarios en la hipofisis. Se encontrd en las regiones
intergénicas cortas y largas del mono rhesus, asi como en todas las del mono araiia. En
todos los casos, se localiza ~ 2 kpb rio arriba de los genes. En la figura 21 se observa el

alineamiento de las 90 pb que comprenden al elemento P.
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Figura 21. Alineamiento del elemento P. Se obtuvo la secuencia del elemento de cada uno de los genes
mencionados y se alinearon. Todas las secuencias entre si tienen una similitud del 89.86%.

b) El potenciador o enhancer. Este elemento incrementa la expresion de los genes
placentarios en dicho tejido. A diferencia del inhibidor, este elemento se encontrd
unicamente en las regiones intergénicas largas del mono rhesus. Nada similar se observé
en las regiones intergénicas cortas del mono rhesus, ni en las del mono arafia. De manera
similar, el potenciador se localiza ~ 2 kpb, pero rio abajo de los genes placentarios. En la
figura 22 se muestra ¢l alineamiento de las 280 pb responsables de potenciar la

expresién de los genes CSH en la placenta.
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Figura 22. Alineamiento del potenciador. Se obtuvieron las secuencias de los tres potenciadores en el
humano y estos se alinearon con los del mono rhesus. Las cinco secuencias se asemejan en un 95.44%.

5.4.5 Elementos de DNA repetitivo

La identificacion de los elementos repetitivos del tipo Alu se efectudé mediante analisis

visual sobre los alineamientos de las regiones intergénicas de los monos rhesus y arafia,

utilizando las contrapartes del humano como molde. El reporte se muestra de manera

grafica en la figura 23.
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5.4.5 Estimacién de los indices evolutivos de las proteinas

A partir de la secuencia de aminoacidos se estimaron las sustituciones
aminoacido/sitio/afio (K). A partir de la secuencia del ¢cDNA se calcularon las
substituciones no sinénimas (dy) y las sinénimas (ds). El valor de K para las proteinas
relacionadas a GH del mono rhesus fue estimado tomando en cuenta el nimero de
diferencias entre éstas y las homélogas con el humano. La relacion dn/ds es < 1 para la
GH-1, mientras que para la GH-2 y los CSH es > 1 (Cuadro 8).

Cuadro 8. Indices evolutivos de las proteinas relacionadas a GH del mono rhesus.

Proteina AA indice (x107) dy ds  dy/ds
(AA substitucion/sitio/afio)

GH-1/hGH-1 0.801 0.184 0280 0.657
GH-2/hGH-2 5.010 0.106 0.082 1.292
CSH-1/hCSH-1 4.308 0.096 0071 1.352
CSH-2/hCSH-1 4.608 0.107 0.077 1.389
CSH-3/hCSH-1 3.907 0.072 0.069 1.043
CSH-4/hCSH-1 3.707 0.081 0.088 0.920

5.4.6 Pruebas de seleccion

En el cuadro 9 se muestran los resultados de la validacién estadistica a las hipotesis de
evolucién neutral (dy = ds), evolucion positiva (dy > ds) v purificacion de la seleccién
(dx < ds) para los tres tipos de genes relacionados a GH del mono rhesus. De manera
global, la GH-1 esta sujeta a purificacion de la seleccion. Aunque la relacion dy/ds es >
1 para los genes GH-2 y CSH, al aplicar las pruebas estadisticas por los métodos Z de
una cola y “Fisher’s Exact test”, dicho valor no es estadisticamente significativo. Al

momento la fuerza de seleccién que actiia sobre esos genes es incierta.
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Cuadro 9. Pruebas de seleccion.

GH-1 GH-2 CSH

dy=ds P>005 P>005 P>005
dyv>ds P>005 P>005 P>005
dy<ds P<0.05 P>005 P>0.05

5.4.7 Pruebas de hipotesis al reloj molecular

La hipétesis del reloj molecular para secuencias no codificantes, estipula que el valor de
r de la secuencia 1 es similar al valor de r de la secuencia 2, es decir, Ho: Isecuencia 1 =
I'secuencia 2 Ufilizando una tercera secuencia como grupe de comparacién, por tanto para
aceptar Ho, el valor de P debe de ser < 0.05. Los intrones de la GH-1 se compararon
contra el humano utilizando el loris (prosimio) come grupo de comparacion. Los cuatro
intrones evolucionaron de acuerdo a la teoria del reloj molecular. Los infrones de GH-2
y CSH se compararon entre ellos utilizando la propia GH-1 del mono rhesus como grupo
de comparacion. En el cuadro 10 se indica si se acepté (A) o rechazé (R) Ho, por cada
método, T (Tajima), K2 (Kimura 2 parmetros), JC (Jukes Cantor) y por grupo de
comparacion. Por parte de las regiones intergénicas, unicamente se analizé la region
comprendida entre el elemento P y el codon de inicio (Figura 23), utilizando como grupo
de comparacion una de las intergénicas del mono arafia. En todos los casos, las regiones

intergénicas evolucionaron de acuerdo a la teoria del reloj molecular.
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Cuadro 10. Resultados de las pruebas de hipétesis del reloj molecular.
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Par de secuencia Intrén 1 Intrén 2 Intrén 3 Intrén 4
GH-2/CSH-1 T-AK2ZAJCA TAK2ZAJCA T AK:AJC:A T:RK2AJC A
GH-2/CSH-2 T:AKZAJC:A TARK2ZAJCA T:AKZAJCA T:REKERJCR
GH-2/CSH-3 T:REK2ZAJC:A T:AK2ZAJC:A T:AR2ZAJC:A T:AKEAJC:a
GH-2/CSH-4 T:AK2ZAJC:A TAK2AJCA TAKEAJCA T:AK2ZAJC A
CSH-1/CSH-2 T'AK2ZAJC:A T AKXAJC:A T-AKXAJCA TAKZAJC A
CSH-1/CSH-3 T:RE2:AJC:A TAK2ZAJCA TAKZAJC:A TAKZAJCA
CSH-1/CSH-4 T:AK2AJCA T-AK2ZAJC:A T-AK2ZAJC:A T:AK2:AJC A
CSH-2/CSH-3 TRE2ZAJC:A T:AKXAJCA TAKRAJCA T:AKAJC A
CSH-2/CSH4 T:RK2AJC:A T-AK2ZAJC:A T:AKEAJC:A T:RK2:AJC:a
CSH-3/CSH-4 T:AKAJC:A TARKAJCA T AKAaJC:A T-AKXAJC A

5.4.8 Identificacién de los eventos de conversion génica

Tres eventos de conversion génica fueron identificados durante el andlisis de los genes

relacionados a GH del mono rhesus. El primero tuvo lugar en el segundo exén de los

genes CSH-4 y CSH-2. El segundo ocurrid en el primer intrén de los genes GH-1 y

CSH-1. Finalmente, el tercer evento sucedié en el tercer ex6n de los genes GH-1 y GH-2

(Cuadro 11).

Cuadro 11. Identificacién de los eventos de conversion génica

Secuencias BCSim BCKA Inicio Témino Tamafio Num Num Total
valorP  Valor P Poly" Difs® Difs’
CSH4/CSH-2 0.0009 0.00317 716 794 79 24 0 170
GH-1/CSH-1  0.0016 0.00519 560 656 97 0 150
GH-1/GH-2 0.0388  0.07276 1051 1130 80 21 0 153

Inicio y término, indican las posiciones nucleotidicas del fragmento afectado por ¢l evento de conversion.
* Num Poly es el nimero de sitios polimorficos compartidos por las dos secuencias. ® Num Difs es el
nimero de diferencias en la regidn que tuvo lugar el evento de conversién. © Total Difs es el total de
diferencias entre los dos genes comparados.
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5.4.9 Detalles de la comparacién de los loci GH/CSH

La organizacién de los loci obtenidos en este trabajo s¢ comparo con los previamente
reportados (Figura 24). En los MNM son mas compactos que en el humano, debido a
que tienen regiones intergénicas mas cortas, a pesar de que incluyen un mayor niimero
de genes (seis 0 mds). En el marmoset, el locus estd compuesto de ocho genes del tipo
GH, siendo cinco de ellos pseudogenes (Wallis et al., 2002). Los genes CSH aparecen en
los MVM, de manera concomitante con la extension de las secuencias intergénicas y la
adquisicién del potenciador. A pesar de que el nimero de genes ¢s similar al de los
MVM y el chimpancé, un buen nimero de las duplicaciones que generaron los genes en

estos dos grupos parecen haber sido independientes.
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5.4.10 Una nueva hipotesis de la evolucién del locus GH/CSH

Las relaciones filogenéticas de las proteinas codificadas por los genes hCSHL-1/cCSH-
B y hCSH-1/CSH-2/cCSH-D (Figura 19) y la posicion en los loci de dichos genes, nos
condujo a proponer una nueva hipotesis para explicar el origen del locus GH/CSH en el

humano (Figura 25).

Primera duplicacion

Segunda duplicaion

Tercera duplicscida

" 4
Segmente | Segmento 3 Segmento 2

Figura 25, Nueva hipdtesis sobre el origen del locus GH/CSH en el humano. Tres eventos sucesivos
de duplicacién generaron el locus actual. Primero, €l gen ancestral de GH y su exiremo 5’ se duplicaron.
Segundo, el segmento de la tercer Alu al final del mismo se duplicé. Finalmente, el segmento del inhibidor
al final del mismo se duplicd y se insertd entre el CSHL-1 y la GH-2.

5.4.11 Estimacion de los tiempos de duplicacion

De acuerdo a la hipétesis del reloj molecular, la cual establece que dos secuencias de
DNA no codificante evolucionan a un indice constate, se seleccionaron tres secuencias
de DNA del humano y chimpancé para estimar dichos indices (Cuadro 12), enseguida se
contabilizé el nimero de diferencias (no inserciones ni deleciones) entre los pares de

secuencias (Cuadro 13).
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Cuadro 12. Segmentos utilizados para estimar los indices de evolucion.

Segmento Espacio del segmento
H2 Regi6n intergénica (RI) completa entre los genes hGH-1 y hCSH-L en la figura 24
H2-B RI parcial del elemento P al gen CSH-L en la figura 24
C2 RI completa entre los genes ¢GH-1 y ¢cCSH-B en la figura 24
C2-B RI parcial del elemento P al gen ¢CSH-B en la figura 24
R2 RI completa del mono rhesus entre los genes tGH-1 y rCSH-1 en la figura 24

Cuadro 13. Numero de diferencias entre los segmentos utilizados para estimar los

indices, asi como de los bloques de duplicacion.

Secuencia 1/Secuencia 2 Numero de diferencias  Tamaiio (pb)
H2/C2 en la figura 24 190 5914
H2/R2 en la figura 24 529 6050
H2-B/C2-B en la figura 24 99 2462
A/B en la figura 25 991 5914
B/C en la figura 25 379 6050
D/E 92 2462

Con los datos de ambos cuadros y utilizando las formulas descritas en la seccién
4.3.5.10, se estimaron los tres tiempos de duplicacién que a continuacién se describen.
En el cuadro 14 se hace un condensado de los indices, asi como de los tiempos
estimados para las tres duplicaciones descritas en la figura 25.

Indice marc2 = 1907 (2)(5914)(6,000,000) = 2.677 X 107

Afios = 991/(2)( 2.677 X 107)(5914) =31.3

Cuadro 14. Tiempos de duplicacién, en millones de afios (MYA)

Indice (X107) Afios
Primera Duplicacion
H2/C2 =2.677 31.3
Segunda Duplicacién
H2/R2 =1.900 16.5
Tercera Duplicacién
H2-B/C2-B = 3.350 5.6
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CAPITULO V1

DISCUSION

Si bien las técnicas de clonacion y secuenciacién de genes han contribuido a la
comprensién de diversos fendmenos bioldgicos, entender cémo han surgide y
evolucionado los genomas sigue siendo uno de los grandes retos actuales de la biologia.
Precisamente gracias a la automatizacion de la técnica de secuenciacion del DNA fue
posible desarrollar esta metodologia a gran escala, al grado de poder secuenciar genomas
completos. Con la disponibilidad de varios genomas nacié la genémica comparativa,
misma que se define como el estudio que compara secuencias de genomas completos.
Tiene el objetivo entender los principios generales que durante la evolucién moldearon
la estructura y funcién de los genomas, esta disciplina no podria realizarse sin el uso de
programas computacionales necesarios para manejar el gran volumen de datos; por
consiguiente el nacimiento de la bioinformatica. Al conjunto de algoritmos matematicos
utilizados en el desarrollo de la gendmica comparativa se les incluye dentro de las
herramientas gendémicas. Con estas en cierta medida se ha logrado recenstruir la
cronologia de los cambios a nivel de los genes e identificar las fuerzas involucradas en el
proceso evolutivo de los genomas. Algunas de las aportaciones de las ciencias
gendmicas ha sido la creacidén de enormes bancos de datos que han permutido hacer
exploraciones de cromosomas que han ayudado a comprender fendmenos tan variados
como la transferencia horizontal de genes, identificar familias de genes involucradas en

las distintas rutas metaboélicas, haciendo posible rastrear su surgimiento y evolucion,
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esclarecer las relaciones filogenéticas entre los seres vivos, asi como identificar y
discriminar los posibles escenarios en donde se desarrollo la especie, entre otras.

La genémica comparativa presenta la limitacion de que sélo permite identificar y
estimar el grado de similitud entre las familias multigénicas. El entendimiento de la
evolucién, divergencia, expresion diferencial de los miembros de dicha familia, asi
como las fuerzas que rigen el mantenimiento de las mismas, son la clave para entender
el éxito evolutivo de las especies. Por otra parte, es bien sabido que precisamente la
interaccién entre las familias multigénicas es la responsable de proporcionar las
caracteristicas fenotipicas de cada especie, campo emergente referido como biologia de
sistemas.

La familia de la GH, CSH y PRL constituye un buen modelo para estudiar estos y otros
aspectos de la evolucién de los genomas. En su “copa” del “arbol”, la familia GH/CSH
“ramifico” notablemente en algunos érdencs de mamiferos a partir del tronco de la GH,
en ¢l caso especifico de los primates y por otro “tronco” ¢l gen de la PRL en roedores y
rumiantes. Entre las primeras “ramas” surgieron los CSH, que en el humano y mono
rhesus presentan expresion placentaria. Sus funciones y patrones de expresién en otros
primates apenas estan siendo investigadas.

6.1 Obtencidn de los genes GH/CSH y sus regiones intergénicas

En el presente trabajo, para el mono rhesus se reporta la secuencia completa de seis
genes relacionados a GH, de los cuales se logro evidenciar que su organizacién génica
consta de cinco exones separados por cuatro intrones, en posiciones y tamaiios similares
a los de los genes del locus humano; asi como la secuencia total de tres regiones
intergéncias y la parcial para dos de ellas, logrando describir, por primera vez la

organizacién del locus GH de una especie representativa de los MVM (Figuras 17 y 23).
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La organizacion descrita aqui, proviene del analisis del DNA de diferentes individuos de
la misma especie. Ademas, el analisis de los BAC so6lo revelé genes agrupados en el
mismo locus, por lo que la posibilidad de encontrar otros genes relacionados a GH fuera
del locus esta practicamente descartada.

Para el mono arafia sdlo fue posible determinar la secuencia completa de las cinco
regiones intergénicas previamente clonadas (Esquivel-Escobedo, 1999). Sin embargo
también fue posible ensamblarlas en un locus (Figura 17). Partiendo de estas secuencias
y las previamente reportadas en ¢l GenBank (Cuadro 5), se realizaron los anélisis y
derivaron las conclusiones que a continuacidn se describen.

6.2 Analisis de los genes y las proteinas

A partir de las secuencias nucleotidicas se determinaron las aminoacidicas y éstas se
compararon con los aminoacidos clave en la unién al receptor descritos para la hGH-1,
se establecieron sus relaciones filogenéticas, se probaron las hipotesis de evolucion
neutral, positiva y purificacién de la seleccion, para finalmente identificar los eventos de
conversion génica.

Golos y su equipo (Golos et al., 1993), determinaron por Southern blot que el locus GH
del mono rhesus posee de 5 a 6 genes, sin embargo, Unicamente lograron clonar los
cDNA de tres CSH y dos GH. La comparacién de las proteinas reportadas en este
trabajo con el previo (denotados con *), muestra clara correspondencia entre GH-1%,
GH-2*, CSH-1*, CSH-2* y CSH-3*. Las proteinas CSH-3 y 4 aqui descritas no tienen
contraparte entre las reportadas por esos autores. Aunque las proteinas CSH-1* y CSH-
2* son idénticas y sus cDNA son casi similares, solo presentan contraparte con el CSH-
1. La ausencia de cDNA para CSH-3 y 4 tal vez se debe a su nula o0 muy baja expresion

en la placenta. Ambos son aparentemente funcionales, aunque sus promotores presentan
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ligeros cambios, similares a los observados en la hGH-2, mismos que disminuyen su
transcripcién (Nachtigal et al., 1989). Por su parte, la GH-2 reportada en los dos trabajos
se encuentra bien conservada, incluso a nivel de los intrones. Contrariamente CSH-1%,
CSH-2* y CSH-1 presentan multiples cambios, a la fecha no existe una explicacion clara
del porque tal cantidad de cambios. Dichos cambios no s¢ ubican en sitios
funcionalmente importantes, por lo tanto podrian considerarse como polimorfismos;
ademas estos cambios no se explican por transiciones (A por G o C por T) que son las
mas frecuentes.

El significado potencial de los cambios aminoacidicos de todas las proteinas respecto a
la GH-1 del humano se puede evaluar especificamente en el contexto de los aminodcidos
involucrados en la unién al receptor. Cuando todas las secuencias de las proteinas se
comparan, los cambios no alteran los amino4cidos que contribuyen a la unién del
receptor (Figura 18) y por ende puede que no afecten con su actividad somatdgenica y
lactégenica. Mas investigacién sobre la estructura, la funcién y la expresion de estas
hormonas en primates se requiere para intentar entender la naturaleza de los cambios
observados en estas especies.

El analisis filogenético se realizd mediante el método de “Neighbor-Joining” (NJ),
utilizando la GH del cerdo y los prosimios como grupo fuera (Figura 19). El arbol
sugiere que los de las GH-1 y GH-2 son los Uinicos genes claramente ortélogos entre el
humano y el chimpancé. Interesantemente la GH-2 del mono rhesus no hace un clado
con esos genes, sugiriendo que este gen fue generado por un acontecimiento
independiente de la duplicacion en los MVM (Wallis et al., 2002; Revol et al., 2004).
Milltiples eventos de duplicacion fueron invocadas en la historia evolutiva de los genes

CSH en los MVM. Aunque los genes CSH del humano y del mono rhesus se expresan
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en placenta, se agregan de una manera linaje-especifica, sin embargo, se puede observar
que se originaron de un ancestro comin. En este punto es dificil de establecer la
ortologia y/o paralogia de los genes CSH, unicamente para los genes CSHL-1 del
humano y CSH-B del chimpancé se puede aplicar esta definicién. Resultados similares
fueron obtenidos usando diferentes métodos filogenéticos para el analisis, tales como
méxima parsimonia y Likelihood.

Las pruebas de evolucién muestran que los miembros de esta familia evolucionaron bajo
diferentes procesos de seleccidn, asi como a diferentes indices de mutacidén (Cuadro 8).
El anélisis estadistico de los indices de mutacién demostré que la GH-1 es la dnica que
esta claramente bajo el proceso de purificacién de la seleccidn, mientras que para los
genes GH-2 y CSH no est4 claramente definida la fuerza evolutiva que acta sobre ellos
(Cuadro 10). Estudios adicionales de actividad biolégica de estas hormonas son
requeridos para precisar el tipo de fuerza evolutiva que influye sobre estos genes.

Las pruebas de hipotesis al reloj molecular a los intrones mostré que Unicamente los
intrones 2 y 3 cumplen con ésta teoria (Cuadro 9), mientras que los intrones 1 y 4
resultaron tener mas excepciones a la regla del reloj molecular. Dichas excepciones a la
regla podrian atribuirse a que dentro ellos se encuentran sitios de unidn a factores
transcripcionales, lo cual obliga a plantear que estos intrones no estan bajo el indice
basal de mutacién. De hecho, se realizé la busqueda de tales sitios en el programa
MatInspector, sin embargo no se detectd ningun sitio de unidn para alguin factor
transcripcional conocido que se relacione con la regulacidn transcripcional de estos
genes. Por consiguiente esta violaci6n a la teoria del reloj molecular, de momento queda

sin explicacién alguna.
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Estudios previos han identificado algunos eventos de conversién génica en la familia
GH/CSH, como es el caso de los pares de genes hCSH-1/hCSH-2 (Hirt et al., 1987),
chimpancé CSH-A/GH-1 y CSH-C/GH-2 (Revol et al, 2004). En este trabajo se
identificaron los eventos de conversidn génica para los genes GH/CSH del mono rhesus
(Cuadro 11). Queda demostrado una vez mas que la conversion génica es sélo una de las
diversas fuerzas evolutivas que actian sobre la familia GH/CSH en primates, por lo que,
de manera global se puede decir que esta familia es un claro ejemplo de evolucién por
nacimiento y muerte.

6.3 Surgimiento de la expresion diferencial de los genes relacionados a GH

El presente estudio también abarcod el anilisis de los elementos reguladores de la
transcripcion, localizados dentro de las regiones intergénicas que se han descrito para el
humano. La expansion del locus GH comenz6 con los MNM, sin embargo la expresién
diferencial de los genes Unicamente s¢ ha descrito en el mono rhesus y el humano. El
elemento P se encontré en cada una de las regiones intergénicas de los monos arafia y
rhesus, mientras que el potenciador Unicamente se encontrd en las regiones intergénicas
largas del mono rhesus.

6.3.1 Analisis del promotor proximal

Aunque el promotor proximal no confiere especificidad tisular (Canizales et al., 2005),
el analisis en los monos arafia y rhesus, revelé que algunas de las secuencias reguladoras
estdn conservadas fuertemente en todos los casos. En varios casos Pit-1 proximal se
altera substancialmente en los genes CSH de los MVM, siendo poco probable que su
funcion normal este preservada. El elemento TBE es ¢l mas variable, mientras que la
caja TATA esta conservada en todos los casos. Aunque Spl e IntE se conservan en los

genes GH, se sabe que estos elementos inducen la transcripcién de los genes CSH en la
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placenta y no la inducen para los genes GH. ;Acaso los promotores proximales que no
poseen frente a si al elemento P activan la transcripcién del gen en cuestion en lineas
celulares derivadas de pituitaria, al igual que en lineas de placenta?. Experimentos de
transfeccion deben contestar a esta pregunta.

6.3.2 El elemento P

En el genoma humano el elemento P estan situados en las posiciones -2,439; -2,386; -
2,287 y 2,690 de los genes CSH-L, CSH-1, GH-2 y CSH-2, respectivamente. En el
mono rhesus (MVM) estd en las posiciones -1,777; -2,307 -2,437 de los genes CSH -1,
GH-2 y CSH-4 respectivamente. Finalmente también fue encontrado en el mono arafia
(MNM) a 1,295 rio arriba de cada gen; indicando que para este mono, probablemente la
expresion de todos los genes a excepcion de la GH-1 se repriman en la glandula
pituitaria, aunque es no se ha demostrado experimental. Por otra parte, el alto porcentaje
de similitud que comparten el humano y el mono rhesus sugiere un mecanismo similar
del control de la transcripcion de los genes CSH.

6.3.3 El potenciador

Intcresantemente los dos potenciadores descritos para el mono rhesus poseen la
insercion “AGAA” rio arriba del dominio DF-2 (Figura 22). Dicha inserciéon se ha
descrito para el humano en los potenciadores de los genes CSHL-1 y CSH-1 como un
inhibidor (Jaquemin et al., 1994). Estos datos sugieren mecanismos similares de la
regulacién diferencial de los genes relacionados a GH, entre el humano v el mono
rhesus. El patrén de expresion de estos genes en los MNM completara el estudio y

permitira definir cudndo se adquirié la especificidad tisular.
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6.4 Expansion de las regiones intergénicas entre los MNM y MVM

En el linaje de los MNM las regiones intergénicas presentan un mismo tamafio (3.5
kpb), mientras que en los MVM y el humano se clasifican de acuerdo a su tamafio en
cortas (6 kpb) y largas (13 kpb). El presente estudio se centrd en identificar los
segmentos de DNA involucrados en la expansion de las regiones intergénicas después de
la divergencia de los MNM/MVM.

Las regiones intergénicas largas del mono rhesus y el humano presentan un patrén
similar en la distribucién de los elementos Alu, ademas poseen una mayor cantidad de
secuencias Alu que las intergénicas del mono arafia (diez versus dos, respectivamente).
Paraddjicamente, dichas regiones del mono arafia son mas parecidas a las intergénicas
largas del humano y mono rhesus. La expansion de las regiones intergénicas de 3.5 a 13
kpb es principalmente atribuida a una insercién unica que incluye al potenciador y ocho
secuencias Alu, asi como a los exones VI y VIII de] gen TCAM-1. El gen TCAM-1 se
encuentra en el extremo 3’ del gen GH de rata y ratdn (Sakatani et al., 2000). Por tanto,
la hipdtesis mas simple es que ¢l potenciador ya estaba presente en el extremo 3’ del
locus ancestral cuando ocurri6 el evento de recombinacion. A falta de la secuencia del
extremo 3’ del locus GH del mone arafia, en este momento no se puede afirmar o
rechazar la presencia del potenciador en los MNM.

Las regiones intergénicas cortas del humano y mono rhesus presentan casi el mismo
patron de secuencias Alu, excepto por la Alu 91 que esta ausente en el mono rhesus. Las
tres intergénicas cortas analizadas poseen la secuencia Alu localizada ~ 200 pb rio abajo
del coddn de terminacién (correspondientes a las Alu 6r y 30r en el humano). Aunque en
este momento la segunda intergénica corta del mono rhesus no se ha terminado de

secuenciar, en un trabajo previo (Golos et al., 1993) se reporté la existencia de dicha
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secuencia Alu, presente rio abajo del gen GH-2 (cuya secuencia se reporto completa).
Consecuentemente, se puede deducir que esta Alu se insertd rio abajo del gen ancestral
GH-1 después de la divergencia de los MNM. Esta insercion precede al evento de
recombinacion que generé los genes GH-2 en los MVM y el humano.

Las intergénicas cortas del mono rhesus y humano, poseen una regién de ~ 1.8 kpb que
no estd incluida en las intergénicas largas, ni en las del mono arafia. Esta observacién
sugiere que las intergénicas cortas del mono rhesus y humano provienen de un evento de
duplicacién comin e independiente al que genero las regiones intergénicas largas.
Interesantemente, en este evento tomé parte el promotor del gen humano de GH-1. El
andlisis de los extremos 5° y 3’ de los loci de los monos araiia y rhesus, asi como del
humano, nos permiti6é precisar los eventos que fueron requeridos en la formacion de las
intergénicas cortas y largas. De manera global, se puede decir que las intergénicas cortas
se formaron por un evento de recombinacién en el cual particip6 el extremo 5° del locus
ancestral. En la formacién del las intergénicas largas participé el extremo 3° del locus
ancestral de GH, tal y como ya se coment¢ arriba.

6.5 Detalles de la comparacion de los loci

La comparacion entre el marmoset (Wallis et al., 2002) y el mono arafia en su contexto
gendmico, incita algunas observaciones. El gen del extremo 5’ corresponde ciertamente
al ortoldgo de la GH pituitaria del humano. El analisis del promotor proximal demuestra
que el pseudogen 3 del marmoset y el pseudogen del mono de la arafia tienen el grade
mas alto de similitud, mientras que el pseudogene 4 del marmoset no se asemeja al gen
GH-2 del mono de la arafia, sugiriendo que el mono arafia carece de los otros dos
pseudogenes y que esos pseudogenes en el marmoset son cambios de novo. El resto de

los genes funcionales del marmoset, pudieran ser los ortdlogos solamente en el sentido
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de su secuencia, pero no por su posicién en el locus, puesto que el marmoset GH-5 hace
clado con el GH-2 del mono arafla, el GH-6 con ¢l GH-3 (Figura 19), es decir, se
invierten sus posiciones en los locus. Finalmente, los extremos 3> de ambos locus son
muy diferentes (Figura 24).

El andlisis comparativo en los MVM y grandes monos, indica que los loci comienzan
siempre con el gen pituitario de la GH seguido por una region intergénica corta, mientras
que el resto de las secuencias de los loci son muy heterogéneas en cuanto a la clase,
niimero y tamafios de los genes y de las regiones intergénicas; planteando algunas
preguntas interesantes, por ejemplo: ;es ésta heterogeneidad relacionada con el tamafio
animal?; ;el mimero de crias por parto? ;o es asociado con la duracién del embarazo y
de la lactancia? ;o con qué aspectos de la biologia reproductiva del primate? En el
presente, la GH pituitaria en los primates conserva su funcion original. Si durante la
evolucion ésta adquirid una segunda funcién, por ejemplo la actividad lactogénica
(“PRL-like”), es razonable pensar que los genes duplicados (en este caso los CSH)
adquirieran esta funcion, pero ;qué sucedié en el linaje de los MNM? donde no hay
genes CSH. El hecho de encontrar al elemento P delante de cada supuesto gen
placentario del mono arafia, hace suponer que la regulacion fina en la expresién tejido
especifico comenzé en el linaje de los MNM y su refinamiento termind en el linaje de
los MVM/grandes monos. El anélisis biolégico para determinar cuél es la funcion y el
patrén de expresion de cada uno de los genes duplicados es necesario para entender
cOmo y porqué esta familia se ha expandido.

6.6 Una nueva hipotesis sobre el origen del locus GH/CSH en el humano

Las observaciones que nos condujeron a proponer esta nueva hipétesis fueron: 1) La

cercania de los genes hCSH-1 y hCSH-2 en el arbol filogenético (Figura 19) sugiere que
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el tiempo de duplicacion entre ellas es muy corto, tal vez es menor a seis millones de
afios. 2} La ortologia entre los genes CSHL-1 y CSH-B del humano y chimpancé,
respectivamente (Figura 19). 3) La posicidn espacial en los loci GH/CSH de humano y
chimpancé de los pares de genes hGH-1/cGH-1, hCSHL-1/cCSH-B, hGH-2/¢cGH-2 y
hCSH-2/cCSH-D (Figura 24). 4) La similitud del extremo 5° de los loci con la primer
intergénica corta.

Con las observaciones anteriores se propusieron los bloques o segmentos de duplicacién
descritos en la figura 25. Enseguida los loci se fraccionaron en sub-unidades de
comparacion (Cuadro 12 y Figura 24) para estimar los tiempos de duplicacion de los tres
eventos propuestos (Figura 25). Los tiempos de duplicacion (Cuadro 14), se calcularon
utilizando los segmentos descritos en el cuadro 12, los datos del cuadro 13 y las
formulas descritas en la seccién 4.3.5.10.

Del cuadro 14, se puede decir de manera global que las duplicaciones descritas en la
figura 25, ocurrieron en los tiempos que a continuacion se describen. La primera
duplicacién sucedid ~ 31 MYA, la segunda ~ 16 MYA y la tercera < 6 MYA.
Considerando que los MNM divergieron de los prosimios ~ 40 MYA, los MVM lo
hicieron ~ 23 MYA y el humano del chimpancé ~ 6 MYA. De esta manera, nos damos
cuenta que los tiempos estimados por nosotros estin en acorde con los del registro fosil.
Lo mas interesante de esto, es que la tercera duplicacion en la cual se generé el hCSH-1
a partir del hCSH-2 (Figura 25), ocurrié especificamente en linaje humano. Los RNAm
de hCSH-1 y 2 representan el 3.5% del total del RNAm de la placenta y hCSH-1 es
expresado de tres a seis veces mas que hCSH-2 (Walker et al., 1991). Esto nos da pie a
pensar que la duplicacion del gen hCSH-1 en algiin momento de la evolucion humana

fue pieza fundamental para el triunfo evolutivo del humano. Sin embargo, estudios sobre
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el transcriptoma de la placenta de chimpancé son requeridos para ayudar a esclarecer
interrogantes como: jporqué los humanos evolucionaron hacia el silenciamiento del gen
hCSHL-1?, ;porqué la necesidad de duplicar el gen hCSH-2, en lugar de utilizar el
mismo arreglo genémico que el chimpancé?. El esclarecimiento a estas interrogantes
aportara elementos necesarios para poder postular a la familia GH/CSH como una de las
responsables de las diferencias fenotipicas entre el humano y chimpanceé.

6.6.1 Evidencias clinicas que soportan la nueva hipétesis

Con las observaciones hechas aqui se pudieron identificar los tres segmentos de
duplicacién que generaron al actual locus GH/CSH en el humano (Figura 25). Estudios
efectuados en embarazos anormales mostraron deleciones de los segmentos 2 y 3, o
tinicamente del 3 (Simon et al., 1986; Rygaard et al., 1998; Eggermman et al., 1998).
Por consiguiente, se puede decir gue el locus GH/CSH como tal, atin no se ha fijado en
el total de la poblacidn debido a su reciente aparicion en ¢l linaje humano. Estudios de

genética de poblaciones son requeridos para aceptar o rechazar esta hipotesis.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

1.- El locus GH/CSH del mono thesus comprende 2 GHs y cuatro CSHs separados por
cinco regiones intergénicas, de acuerdo a su tamafio se clasifican en dos cortas (6 kpb) y
tres largas (13 kpb).

2.- El gen GH-2 aparecio tardiamente en el linaje de los MVM por sustituciéon de un
CSH en el locus ancestral, no siendo ortélogo al de los grandes monos.

3.- El gen CSH-2 se duplicé especificamente en ¢l linaje humano, para formar al CSH-1.
4.- El gen GH-1 de todas las especies estudiadas es el Gnico que claramente bajo la
fuerza evolutiva de purificacion de la seleccion, mientras que para los genes GH-2 y
CSH no se logré definir la fuerza evolutiva que actia sobre éstos.

5.- Los genes CSH surgieron a partir de los MVYM.

6.- Las regiones intergénicas se alargaron a partir de los MVM por la insercién de las
secuencias repetitivas Alu, el potenciador y los exones VII y VIII del gen TCAM-1.
Especificamente, en las RI largas participé el extremo 3°, mientras que para las cortas el
extremo 35’.

7.- Aparentemente la especificidad tisular comenzé en los MNM y se refind en los
MVM y grandes monos.

8.- El promotor basal esta conservado en todos los monos antropoides.

9.- La familia GH/CSH es un claro ejemplo de evolucién por nacimiento y muerte.

10.- El locus GH/CSH en los monos antropoides fue moldeado por multiples eventos de

recombinacidn.
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CAPITULO VIII

PERSPECTIVAS

1.- ;A caso el nimero, el tipo y la organizacion de los genes tiene que ver con el tamano

del animal, el nimero de crias, tiempo de lactancia u otros aspectos de la reproduccién

de los primates?

2.- {Son los promotores proximales capaces de iniciar la transcripcion basal tanto en

células de hipéfisis como de placenta?

3.- ;Confieren los promotores distales de los MNM la expresién diferencial en células

de hipéfisis versus de placenta?

4.- ;Es la expansién de las regiones intergénicas consecuencia de la especificidad

tisular?

5.- (A caso la duplicacién del gen CSH-2 aseguro el éxito de nuestra especie y/o esta

involucrado en las diferencias fenotipicas entre el humano y el chimpancé?
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