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“Es divertido hacer burbujas, pero es sensato querer pincharlas uno mismo antes de que
otro lo intente...”, parte de una carta de Ostwal Avery a su hermano Roy, Mayo, 1943.
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1. RESUMEN

Los cambios estacionales medio ambientales modulan la expresion de Pit-1,
factor de transcripcion indispensable para la regulacion de la expresion del gen de
prolactina, hormona del crecimiento, somatolactina y de su propio gen en el teledsteo
euritermal Cyprinus carpio. En carpas aclimatizadas a verano la expresion estd
significativamente aumentada respecto a peces adaptados a invierno. EIl gen de Pit-1 se
encuentra en dos copias en el genoma duplicado de este teledsteo. Sin embargo, este
organismo tetraploide se encuentra funcionalmente diploidizado. La hipotesis de trabajo
sostiene que ambas copias del gen Pit-1 son funcionales y que podrian estar reguladas
diferencialmente. La caracterizacion de secuencias promotoras del Pit-1 gen-1 y gen-II,
reveld regiones altamente conservadas y otras francamente diferentes. En las regiones
conservadas se encuentran sitios de unidon de factores de transcripcidon que podrian
participar en la regulacion de ambos genes. Ademas, se mostrd claramente la expresion del
gen-1 y gen-II de Pit-1. Futuros analisis de las regiones promotoras permitirdn revelar
efectos epigenéticos que podrian estar involucrados en la regulacion de la expresion de

genes de Pit-1 in vivo en carpas durante la aclimatizacion.



SUMMARY

Seasonal environmental changes modulate the expression of Pit-1, a pituitary
specific transcription factor indispensable for regulation of prolactin, growth hormone,
somatolactin and its own gene expression in the eurythermal teleost Cyprinus carpio. In
summer acclimatized carp Pit-1 expression is significantly increased respect to winter
adapted fish. There are two copies of the Pit-1 gene in the duplicated genome of this teleost.
Nevertheless, this tetraploid organism appears functionally diploidized. The working
hypothesis constitutes that both copies of the Pit-1 gene are functional and differentially
regulated. The characterization of promoter sequences of Pit-1 gen-I and gen-II revealed
regions that are highly conserved and others completely different. The binding sites of
transcription factors identified in the conserved regions suggests that they might participate
in the regulation of both genes. In addition, it was clearly shown that Pit-1 gen-I and gen-II
are expressed. Future analyses of the promoter region will allow insight in epigenetic
effects that might be involved in the gene copy specific regulation of the expression of Pit-1

genes in vivo in carp during acclimatization.



2. INTRODUCCION

Los cambios estacionales medioambientales a los que se encuentran expuestos
algunos seres vivos, requieren respuestas compensatorias que conllevan a una serie de
modificaciones en el medio interno del organismo, en lo que se ha denominado
aclimatizacion (Proser, 1986). Estas respuestas son cambios que aparecen y desaparecen en
forma practicamente simultanea con el estimulo que los provoca y este proceso puede
ocurrir en el medio ambiente natural, como es el caso de la aclimatizacion, o si por el
contrario se produce en condiciones controladas de laboratorio hablamos de aclimatacion.
Estos mecanismos de adaptacion son imprescindibles para lograr la sobrevivencia de los
seres vivos que no son capaces de modificar el medio externo y, por lo tanto, se ven
obligados a adaptarse.

El pez teleosteo Cyprinus carpio, ectotermo euritermal, requiere de procesos de
adaptacion al medio ambiente ya que este presenta importantes fluctuaciones ciclicas en
temperatura, salinidad del agua y fotoperiodo, entre otros. Los mecanismos que reflejan
este natural ajuste ciclico se ven tanto a nivel celular como molecular e involucran la
modulacion de la expresion génica a nivel transcripcional y traduccional en diversos tejidos
(Krauskopf et al., 1988; Vera et al., 1993; Figueroa et al., 1994; Goldspink, 1995; Kausel et
al., 1998, 1999; Sarmiento et al., 2000; Vera et al., 2000; Alvarez et al., 2001; Lopez et al.,
2001).

En peces, se ha visto involucrado al eje hipotalamo-hipofisiario como el encargado
de organizar la respuesta adaptativa compensatoria a estimulos como los cambios
medioambientales (Figueroa et al., 1994; Kausel et al., 1999). La glandula hipoéfisis se

encuentra ubicada pendiendo del hipotdlamo, en el piso del cerebro anterior. Su origen



embrionario incluye una procedencia neural desde el diencéfalo en conjunciéon con un
componente ectodermal, creciendo por sobre la cavidad oral embrionaria (estomodeo). Este
ultimo componente forma una estructura denominada bolsa de Rathke. El componente
neural de la glandula adulta, llamada neurohip6fisis (pars neuralis), esta estrechamente
asociada con el hipotdlamo, el cual produce neurosecreciones que son liberadas a la
hipofisis teniendo un efecto estimulante o inhibitorio sobre la liberacion de algunas de sus
hormonas. La neurohipéfisis de peces (y también la de vertebrados) se divide cominmente
en tres partes: eminencia media (hipotalamo), tallo infundibular y lobulo posterior (pars
nervosa). El remanente del complejo, formado por el componente ectodermal, se denomina
adenohipéfisis, la cual consiste de secciones histolégicamente distintas que son, en general,
funcionalmente equivalentes a las partes de la hip6fisis de mamiferos. La adenohipoéfisis, en
la mayor parte de los peces, estd diferenciada en tres regiones: pars distalis rostral, pars
distalis proximal y pars intermedia (Evans, 1993). La expresion especifica del gen de
prolactina en células lactotropas de la porcion pars distalis rostral (RPD), del gen de
hormona del crecimiento en somatotropas de la proximal pars distalis (PPD), y el gen para
la somatolactina especifica de peces en la pars intermedia (PI) de la glandula hipofisisiaria.

Desde un punto de vista fisiologico el hipotdlamo tiene parte del control de la
hipofisis. En mamiferos sus numerosas hormonas llegan a la adenohipéfisis, a través de la
circulacion portal, donde actiian sobre sus células blanco para regular su funcion.

Estudios anteriores sobre aclimatizaciéon en Cyprinus carpio han demostrado
variacion significativa en la expresion de diversas hormonas hipofisiarias tales como
prolactina (Figueroa et al., 1994) y hormona del crecimiento (Figueroa et al.,2000). Lo
mismo observo Kausel et al. (1998,1999) respecto de Pit-1, factor de transcripcion tejido

especifico de ellas, sugiriendo que dichas hormonas estarian bajo el control de este factor.



En mamiferos y en peces Pit-1 es requerido para la expresion de los genes de
prolactina (PRL), hormona de crecimiento (GH), estimulante de la tiroides  (TSH-f),
(Bodner et al., 1988; Ingraham et al., 1988) y, en peces el gen de somatolactina (Ono et al.,
1994). Se han descrito sitios de union para Pit-1 en varias regiones reguladoras de genes
expresados en pituitaria (Iguchi et al., 1999) que incluyen su propio gen (de la Hoya et
al.,1998).

Ademads de regular sus genes blanco por unidén a sus sitios especificos en sus
promotores Pit-1 tiene funcion en la regulaciéon de la diferenciacion terminal de tipos
celulares hipofisiarios. En mamiferos, tres de los seis tipos celulares que secretan hormonas
en la glandula pituitaria, emergen del linaje que expresa Pit-1 (Ingraham et al., 1988, 1990;
Bodner et al., 1988; Li et al., 1990). Analisis ontogénicos mostraron la expresion inicial de
Pit-1 en la region caudomedial de la glandula pituitaria en el dia embrionario 14.5 en el
raton (bajo el control de una secuencia enhancer especifica que ain no se encuentra bien
caracterizada pero que se encontraria entre -5.1 y —10.2 kb rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion, lo que se relaciona tanto temporalmente como espacialmente con la
subsiguiente activacion de los genes de GH, PRL y B-TSH. La expresién de Pit-1 se
mantiene durante el desarrollo y en el adulto (Andersen and Rosenfeld., 2001). Ese
concuerda con los estudios de la expresion de Pit-1 durante el desarrollo de trucha arco iris
(Taneko et al., 1999). La evaluacion de la aparicion de las células diferenciadas de la
hipofisis anterior en el desarrollo de la glandula pituitaria del pez cebra, el modelo para
estudiar desarrollo en vertebrados (www.zfin.org), indica un desarrollo principalmente
parecido en este ciprinidae respecto al de mamiferos (Muller et al., 2002; Andersen y

Rosenfeld, 1994). Carpa y pez cebra son especies filogenéticamente muy cercanas lo que



refuerza la nocion de mecanismos moleculares similares en estos teledsteos (Vera et al.,
2003).

Pit-1 es una proteina miembro de la familia de factores de transcripcion con
homeodominio POU restringido a la region anterior de la hipéfisis (Andersen y Rosenfeld.,
1994; Ono et al., 1994; Poncelet et al., 1997). Esta compuesta de dos dominios funcionales,
el dominio de transactivacion N-terminal rico en residuos serina y treonina, y el dominio
C-terminal donde esté localizado el altamente conservado dominio POU de uniéon a DNA.

En mamiferos estan descritas variantes de la region 5° del gen que codifica para el
dominio transactivador. Asi Pit-1%, una proteina que presenta una insercion de 26
aminoacidos (insercion beta) en el dominio de transactivacion de Pit-1 producto de un
procesamiento alternativo del RNA mensajero (Morris et al., 1992). El uso de un
alternativo sitio aceptor del “splicing” genera una proteina, Pit-1T que contiene un inserto
de 14 aminoécidos en el dominio de transactivacion en la misma posicion del inserto beta
(Haugen et al., 1993). En mamiferos el gen de Pit-1 se encuentra en una sola copia y el
aumento de complejidad de posibles funciones de la proteina se puede lograr por formacion
de nuevos combinaciones de las regiones codificantes y la produccion de proteinas
parcialmente diferentes que presentan una modulacion y especializacion de la funcion de la
proteina “original”. Asi, mientras Pit-1 es un fuerte activador de los promotores de
prolactina y hormona del crecimiento (Bodner et al., 1988; Ingraham et al., 1988), Pit-1? es
un muy débil activador del promotor de prolactina pero activa eficientemente el gen de
hormona del crecimiento (Majumdar et al., 1996; Kurima et al., 1998). Por otro lado, la
variante de “splicing” Pit-1T es necesaria para la eficiente activacion del gen que codifica

para la subunidad beta de TSH (Haugen et al.,1993).



En el caso de las aves, especificamente en pavo, la organizacion del gen de Pit-1
(tPit-1) es comparable al gen de mamiferos con un exoén adicional entre los exones II y III
que no esta presente en mamiferos. Este exon codifica para una region de 38 aa y se
designa exon 2a. Ademads en esta especie existen tres variantes de cDNA con diferentes
extremos 5’ los cuales son generados por uso de alternativo sitio de inicio de la
transcripcion y por “splicing” alternativo. El tPit-1-beta utiliza el sitio aceptor de “splicing”
rio arriba en el exon II lo que resulta en una proteina 28 aa mas larga que tPit-1. Un sitio de
inicio de la transcripcion alternativo rio abajo del intrén I genera el variante tPit-1W
(Kurima et al., 1998).

En peces no se han observado variantes del “splicing” en el gen Pit-1 y por lo tanto
parece que no juegan un rol importante para el funcionamiento de Pit-1 (Majumdar et al.,
1996 ). La proteina presenta los mismos dominios transactivador y de uniéon a DNA que en
mamiferos pero en la region del gen que codifica para la region transactivadora presenta
secuencias adicionales que codifican para una region adicional en el exon I denominada
inserto beta de 29 aminodcidos (homologo a la secuencia de 26 residuos de Pit-1* en
mamiferos) y un nuevo exén denominado exdn-gamma que codifica para 33 aa coincidente
con la unién entre el exon Il y el III de Pit-1 de mamiferos (Majumdar et al., 1996; Lorens
et al., 1996).

El dominio de uniéon al DNA de Pit-1, es una region altamente conservada y le
permite unirse a diversos sitios que incluyen promotores y “enhancers” de genes blanco,
incluyendo su propio gen (Chen et al., 1990; Jacobson et al., 1997). Pit-1 se puede unir
como dimero o como monomero a la secuencia consenso (A 6 T)YTATNCAT de los

promotores de sus genes blanco (Yamada et al., 1993; de la Hoya et al., 1998).



Es necesario tomar en cuenta que la carpa es un organismo tetraploide, por lo tanto
genes reportados como de copia Unica en vertebrados, en la carpa pueden existir en dos
copias y cuatro alelos (Leipoldt, 1983; Ferris y Whitt, 1997). Existen dos genes para
hormona del crecimiento en C. carpio (Chiou et al., 1990; Figueroa et al., 2000) y fueron
encontrados dos cDNAs para esta proteina (Zhao et al., 1996). En el caso de Pit-1 se
encontraron dos genes (cGP5 y ¢cGP7, Kausel et al., 1999), pero no se sabe si los dos genes
se expresan o solo uno de ellos. La hipotesis de este trabajo sostiene que ambas copias se
expresan y son reguladas diferencialmente. Para dilucidar los mecanismos de regulacion de
la expresion de uno o ambas copias, este trabajo se propuso revelar las secuencias de
regiones rio arriba de las regiones codificantes para evaluar la estructura funcional de los
promotores y relacionarla con el efecto del medio ambiente en la expresion en la glandula
pituitaria de este pez. El plan de trabajo propone:

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Primer objetivo especifico: Generar sonda especifica de secuencias regulatorios del factor
de transcripcion hipofisiario Pit-1 para ser utilizada en el rastreo de una genoteca de carpa.
Segundo objetivo especifico: Obtener clones con secuencias genicas de Pit-1.

Tercer objetivo especifico: Caracterizar secuencias regulatorias del factor hipofisiario
Pit-1 de Cyprinus carpio.

Cuarto objetivo especifico: Determinar posibles elementos cis-regulatorios en las
secuencias del promotor del factor hipofisiario Pit-1.

Las secuencias determinadas en el desarrollo del trabajo serviran de base para
futuros estudios funcionales que podran dilucidar mecanismos de regulacion epigenéticos

de la expresion génica en respuesta a estimulos ambientales (Jaenisch y Bird, 2003).



MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Reactivos

En Sigma Chemical Co., fueron adquiridos los siguientes reactivos: ampicilina, azul de
bromo fenol, 4cido deoxicolico, Nonidet P-40, EDTA, bromuro de etidio, RNAsa y
DNAsa.

En Perkin Elmer Life Sciences Inc., se adquirié [o** P]-dCTP (3000 Ci/mmol), Film
radiogréfico, solucion reveladora y fijadora Kodak.

En Merck (Darmstadt, alemania), se adquirié glicerol, acido tricloroacético, NaH,POs,
MgCl,, BSA, formamida y cloroformo.

En Gibco BRL el medio de cultivo Luria Broth base, el X-gal y el IPTG.

De Winkler y Zawadsky el agar, SDS, citrato de sodio y cloruro de sodio.

De FMC bioproduts, agarosa.

De Invitrogen el sistema de marcaje “Random Primers DNA Labeling System”. E1l POPOP
se adquirié en Amersham. El papel 3MM en Whatman. El “kit Geneclean” en BIO101.

De Promega se adquirieron dNTPs, Tris.

3.1.2 Enzimas

De Gibco-BRL se usaron las enzimas de restriccion Eco RI, Pstl y la enzima viral
transcriptasa reversa (RT) Superscript.

De Promega las enzimas, BamHIl, Hindlll, Taq polimerasa, T4 DNA ligasa y su
correspondiente tampon T4 DNA ligasa 5X (Tris-HCI 0,2 M pH 7.6; MgCl, 0,1 M; DTT

0,1 M).
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De Invitrogen se adquirid6 DNAsa libre de RNAsa
De Life Tecnologies do Brasil Ltda. fueron adquiridas la Tag polimerasa recombinante con

su correspondiente tampon 10X (Tris-HCI 200 mM pH 8.4; KC1 500 mM) y MgCl, 50 mM.

3.1.3 Material Bioldgico
En Stratagene se adquirieron Células XL1 Blue MRAP2 y la biblioteca gendmica

construida en el vector de reemplazo A FIX II, a partir de DNA de higado de carpa.

3.1.4 Animales de experimentacion

Los ejemplares del pez Cyprinus carpio fueron capturados en rios colindantes a la ciudad
manteniéndose vivos en una jaula de 3 x 2 x 4 m, localizada en el rio “Cau-Cau”, Valdivia ,
o bien, capturados y seguidamente sacrificados en nuestro laboratorio. Los cadaveres se

eliminaron en el incinerador del hospital veterinario de la Universidad.

3.1.5 Oligonucleédtidos
Oligo T7: complementario a la secuencia de reconocimiento de la RNA polimerasa del
bacteriofago T7 ubicada en el brazo largo del vector de reemplazo A FIX II.
5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’
Oligo T3: complementario a la secuencia de reconocimiento de la RNA polimerasa del
bacteriofago T3 ubicada en el brazo corto del vector de reemplazo A FIX II.

5’-TAT TCC CTC ACT AAG CTA-3’
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Oligo cPit-1-5a (oli 5a, antisense): con secuencia derivada a partir de la region 5” del cDNA
correspondiente al factor de transcripcion Pit-1 del pez Cyprinus carpio (Acc.
N°: AF 096863, nt.136-155).
5’-GTA GTG AAG CAA TCA GTG GT-3’
Oligo cPit-1-6s (oli6s, sense): cuya secuencia fue generada del gen-1 (GP4, Acc. N°: AY
273789, nt. 687-707).
5 —=CGA TGC CTC GTG TGC AGG AC- 3’
Oligo cPit-1-7s (oli7s, sense): cuya secuencia fue generada del gen-II (GP7, Acc. N°: AF
132287, nt. 1060-1080).
5’ —=ACA GGT GGG ACC CTG AGT AG- 3’
Oligo cPit-1-3a: (oli3a, antisense), (nt. 6665-6684 del gen-II de Pit-1, exon III,
Acc.No.AF132287, idéntico en gen-I).

5" -GCG GCG GTA AGC TGT GGG TC- 3’
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3.2 METODOS
3.2.1 Almacenamiento de clones bacterianos a — 80 °C

Se tomo una colonia de células aisladas y se realizé un cultivo en 20 ml de LB con
ampicilina (50 pg/ml) a 37 °C con agitacion rotatoria constante (200 rpm, Environ-Shaker,
Orbit, Lab-Line) por 12 a 16 horas. Dicho cultivo se centrifugd a velocidad media
(4.000 rpm, Centrifuga Wifug, Estocolmo, Suecia) por 5 minutos a temperatura ambiente,
se elimind el sobrenadante y el sedimento se resuspendid en 1 ml de solucion de
almacenamiento sin glicerol. Luego se repartio en 500 ul en dos tubos eppendorf de 1.5 ml
y se le agregd 250 ul de glicerol 100% estéril; se mezclod y resuspendid bien antes de

guardar a —80 °C.

3.2.2 Preparacion de DNA plasmidial a escala pequeiia

De las colonias de bacterias transformadas se sembraron cultivos liquidos en 3 ml
de LB liquido con ampicilina (50 pg/ml) y se incubaron toda la noche a 37 °C con agitacion
rotatoria constante. A partir de los cultivos se llen6 tubos de 1.5 ml, se centrifugaron a
temperatura ambiente por 2 minutos a velocidad maxima (14.000 rpm, en rotor 1153,
centrifuga Hettich Zentrifugen) y se eliminé el sobrenadante. El sedimento se resuspendio
suavemente en 300 ul de S1 (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 400 pg/ml
RNAsa A) se agrego 300 ul de S2 (200 mM NaOH, 1 % SDS) se mezcld por inversion, tras
lo cual, se incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos, se agregé 300 ul de S3
(Acetato de potasio 2.55 M, pH 4.8) y se mezclo por inversion una vez lento y con cuidado,
dejandolos en hielo por 10 min. Posteriormente, se centrifugd por 5 minutos a velocidad

maxima y se recupero el sobrenadante en un set de tubos nuevos. Se agreg6 450 pl de fenol
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equilibrado en TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mMEDTA pH 8.0) y 450 ul de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1), se mezcldo por inversion varias veces y finalmente se
centrifugaron por 3 minutos a velocidad méxima para luego recuperar la fase acuosa (no
mas de 900 ul). En una nueva bateria de tubos se agrego la fase acuosa e igual volumen de
isopropanol, se mezcld e incubo a —20 °C por 10 minutos. Se centrifugd por 15 minutos a
velocidad méaxima a 4 °C, se elimind el sobrenadante y se dejo secar al aire por 5 minutos.
Finalmente el DNA plasmidial se rehidratdé con 30 ul de H,O conteniendo 1 pl de

TE/RNAsa 20 pg/ul. Se dejo6 a 4 °C por lo menos 10 minutos.

3.2.3 Preparacion de células aptas para ser infectadas con fagos

Se eligi6 una colonia de un cultivo puro de células XL1 Blue MRAP2 ¢ inocul6 en
50 ml de medio LB liquido estéril, suplementado con MgSO4 10 mM y maltosa 0.2%, se
dej6 con agitacion rotatoria constante durante 4 horas a 37 °C. Cuando la densidad optica,
medida al espectrofotometro a 600 nm alcanzé 0.5, se detuvo la agitacion y el cultivo se
enfri6 a 4 °C.

Las bacterias se sedimentaron a velocidad media por 10 minutos a temperatura
ambiente y luego fueron resuspendidas en MgSO, 10 mM en un volumen igual al volumen

original de cultivo.

3.2.4 Cultivo de fago lambda en medio sélido

El método de Sambrook et al. (1989), descrito inicialmente por Manfioletti (1988),
fue adaptado para desarrollar cultivo de fago A en placa petri. Se mezclo 100 ul de células

XL1 Blue MRAP2 con 100 pl de cada dilucion de fagos, se incubaron por 15- 20 minutos
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a 37 °C para permitir que las particulas de fago se adsorban a las bacterias. Se agregé LB
Top-Agar (LB con 0.8 % de agar), el cual se encontraba a 50 °C, a cada dilucion, se agito
cuidadosamente y se vertié inmediatamente en el centro de una placa de petri con LB agar
(LB con 1.8 % de agar) solido previamente preparada y precalentada a 37 °C. Para placas
de 9 centimetros diametro se utilizaron 4 ml Top-Agar y para placas de 13,7 centimetros de
diametro, unos 6,5 ml Top-agar. Se incliné ligeramente la placa para asegurar una
distribucion uniforme del top agar tratando de evitar la formacion de burbujas. Las placas
se cerraron y se mantuvieron quietas por 5 minutos a T® ambiente Se incubd a 37 °C por 12

a 16 horas en una estufa de incubacion, para permitir el desarrollo de los fagos.

3.2.5 Preparacion de solucion de almacenamiento de fago lambda

Para la preparacion de solucion de almacenamiento (solucion stock) de fago
lambda, se prepar6 de una unidad formadora de placa de lisis (“plaque forming units”, pfu)
positiva, producto del rastreo, y se sembro para obtener placas con la capa de células
totalmente lisadas. Se agregd 10 ml de tampon SM estéril (Tris-HC1 50 mM, pH 7.5, NaCl
100 mM, MgCl, 10 mM vy gelatina 0.01 %) y se incub6 a 4 °C por 3 a 4 horas con agitacion
constante, con el fin de eluir el lisado de los fagos, constituido por las particulas virales
liberadas de las células infectadas. Luego de esto, el eluato fue colectado en tubos Falcon
con una pipeta Pasteur, se le agregd cloroformo (0.5 ml/10 ml lisado), se mezcld y se
centrifugo6 a velocidad media por 10 minutos a 4 °C para sedimentar las células bacterianas
que pudieran quedar, se recolectd el sobrenadante que constituye el lisado de fago. El lisado
del fago sirvio tanto para la preparacion de solucion de stock, como para la propagacion de

mas de este recombinante y para la preparacion del DNA de los fagos. Para almacenar los
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stocks a 4°C se agregaron unas gotas de cloroformo y para guardar a largo plazo a —80°C
se preparo stock con 7% DMSO (dimetilsulfoxido).

Luego de realizar el protocolo de preparacion de stocks de fago lambda hasta la
etapa de centrifugacion a 4 °C por 10 minutos y recolectar el sobrenadante, a una alicuota
de este se le agregd una gota de cloroformo, se mezcldé y se agregd6 DMSO a una
concentracion final de 7 %, se alicuotdo en tubos Eppendorf de 1.5 ml para finalmente

almacenar a —80 °C.

3.2.6 Determinacion del titulo de un stock de fago lambda

Para la determinacion del titulo de una solucién stock de fago y también de la
biblioteca gendémica de carpa en el vector AFixIl (Stratagene), se prepararon diluciones
seriadas 1 x 107, 1 x 107, 1 x 10™ y 1 x 10” de la biblioteca en tampon SM. Se mezcld
100 pl de células XL1 Blue MRAP2 con 100 pul de cada diluciéon de fagos y se procedio
segun el protocolo de cultivo de fago A en placa petri. Se contaron las pfu de cada una de
las diluciones. Para estimar el titulo se obtuvo el nimero de pfu/ml en cada dilucién
utilizando una aproximacion, por ejemplo, para la dilucion 1 x 10

160 (N° de pfu en placa) x 10° (dilucion) x 10 (100 pl cultivo celular) = 1.6 x 10® pfu/ml.

3.2.7 Rastreo de la biblioteca genémica del pez Cyprinus carpio
Para aislar clones gendmicos con secuencias del 5' del gen-I de cPit-1, se rastred la
biblioteca genomica de carpa en el vector lambda FixII (Stratagene). Como sonda se utilizé

el 5'cDNA.
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En el rastreo, se utilizo6 el protocolo de cultivo de fago en placa petri de diluciones
de stocks de fagos para obtener aproximadamente 5 x 10* pfu/placa. Se rastrearon
aproximadamente un total de 7 x 10° pfu.

El rastreo de los recombinantes en el vector fago lambda se realizé por “plaque-lift”
segin Sambrook et al. (1989). Después de la incubacién a 37 °C por 12 a 16 horas, las
placas fueron sacadas de la estufa de cultivo y luego de verificar que contenian pfu
discretas, no confluyentes y bien distribuidas en el area del soporte solido (Top agar),
fueron selladas con papel parafilm por el borde para evitar contaminacion y dejadas por 1 6
2 horas en una pieza refrigerada a 4 °C. Usando guantes y pinzas se tomo una membrana
nitrocelulosa del didmetro de la placa, doblandola con cuidado se puso sobre la placa
dejando que se humedezca y se adhiera a la superficie del agar, teniendo cuidado de que
quede correctamente adherida y sin moverla. La primera membrana de una placa qued6 30
segundos en contacto con el agar de la placa, la segunda membrana de esta misma placa, el
duplicado, por un minuto. Mientras la membrana permanecié adheridas a la superficie del
top agar se hicieron marcas de referencia sobre la membrana con una aguja con carbon
activado y se marcaron estos puntos al reverso de la placa. Luego la membrana fue retirada
con cuidado para que no se despegue el top agar y se dejo flotando por 5 a 10 minutos
invertida en una solucion denaturante (NaOH 0.5 M, NaCl 1.5 M) evitando la formacién de
burbujas entre la solucién y la membrana. Luego la membrana fue retirada de la solucion
denaturante, se dejo escurrir el exceso de liquido y fue colocada en una solucion
neutralizante (Tris-HCI 0.5 M, NaCl 1.5 M) por otros 5 a 10 minutos. Pasado este tiempo la
membrana se lavo dos veces en soluciones de lavado (2X SSC) hasta quedar bien limpia y
se dejaron secar a T° ambiente sobre papel filtro aproximadamente 30 min. De una misma

placa se sacaron dos filtros, es decir en duplicado.
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Este procedimiento fue realizado para todas las placas de modo que al tener todas
las membranas finalizando la etapa de secado, fueron colocadas en sobres de papel filtro y
colocadas en horno a 80 °C por dos horas. Las membranas fueron remojadas en una
solucion de 2X SSC, luego sumergidas en soluciones de prehibridacion (50 ml para 12
filtros) y incubados 4 horas a 42°C con agitacion suave. Luego se reemplazo la solucion de
prehibridacion por solucion de hibridacion que contiene el fragmento de DNA
radiactivamente marcado y denaturado a una concentracién 1 x 10° cpm/ml usado como
sonda,. Se hibrid6 toda la noche a 42°C con agitacion suave. Los filtros se lavaron con alta

estrictez hasta 0,1 x SSC por 15min a 42 °C.

3.2.8 Preparacion de DNA viral por método de CTAB

Este método de extraccion de DNA desde las particulas de fago lambda se basa en
lo descrito por Manfioletti (1988). El lisado de fagos de cada placa fue recuperado en tubos
Falcon de 15ml y tratados con DNAsa 20 pg/ml por 20 minutos. Se centrifugd por
10 minutos a 4.000 r.p.m. a 4°C (HERAEUS Megacentrifuge 1.0, rotor HERAEUS
N°3041). El sobrenadante fue transferido a otro tubo y se agregd un volumen igual de
resina DE-52 al 80% (diaminoetil celulosa, Whatman, resuspendido en medio LB). Se
mezclo por inversion durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se centrifugaron
por 10 minutos a velocidad media a 4 °C. Se recuper6 el sobrenadante el cual fue limpiado
de la resina pasandolo por una columna plastica con una frita porosa con lo cual se obtuvo
particulas virales libres de restos de DNA bacteriano y/o resina. Al volumen obtenido

(12 ml) se agregé 500 ul de EDTA 0.5M y 32 ul de proteinasa K 20 mg/ml para una

concentracion final de 20 mM y 50 pg/ml respectivamente. Se incubd a 45 °C por 20 min y
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posteriormente se agreg6 solucion con el detergente cationico CTAB (CTAB 5% + NaCl
0,5 M) a una concentracion final de 0.1% y se incubd a 68 °C por 15 minutos seguido de
una incubacion en hielo por 15 min. EI DNA de fago se une al detergente CTAB y para
separarlo del resto proteico que conforma la particula viral, se centrifugd a velocidad
maxima por 10 minutos a 4 °C, en tubos Eppendorf 1.5 ml. El sedimento se resuspendid
con 500 pl de NaCl 1.2 M y se agrego6 2 volimenes de etanol 100% frio. Se incubo6 toda la
noche a —20 °C para precipitar el DNA libre de CTAB. Posteriormente se centrifugd a 4 °C
a velocidad maxima, se eliminé el sobrenadante y el precipitado se lavo con etanol al 75%
dos veces, luego de los lavados los tubos se dejaron invertidos para eliminar el agua y el
alcohol por 5 minutos a temperatura ambiente, después de lo cual se resuspendi6é el DNA

con4 ul de 1.2 M NaCl y 196 ul de agua estéril.

3.2.9 Cuantificacion de acidos nucleicos

La determinacién de la concentracion de acido nucleico se realizd6 midiendo la
absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro Shimadzu UV-1203. Una unidad de
absorbancia a 260 nm es igual a 50 pg/ml para DNA de doble hebra y 40 pg/ml para DNA
hebra simple y RNA y aproximadamente 20 pug/ml para oligonucleotidos de hebra simple,
segin Sambrook et al. (1989). Con la razén OD 260 nm a OD 280 nm se estimaba la pureza
de la preparacion ya que en general, preparaciones puras de DNA y RNA tienen valores de
1.8 — 2.0 respectivamente Sambrook et al. (1989) y si hay contaminacion con proteinas o

fenol estos valores son significativamente menores.
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3.2.10 Reaccion en cadena de la polimerasa

El DNA de fago se sometid a una reaccion de PCR con el Minicycler
MIJResearch™ de la siguiente manera: En tubo Eppendorf de 0.6 ml se mezclo: 39,2 pl de
agua desionizada, 1 pl de templado (DNA del fago lambda, aproximadamente 100-300 ng),
1 ul de cada partidor (50 pg/ul), 5 ul del tampédn (10X) de la enzima TaqPol, 1 pl del mix
de nucleotidos dATP, dCTP, dGTP, dTTP (10 mM c/u), 1.5 ul de MgCl, 25 mM y 20 pl de
vaselina para evitar la evaporacion. La reaccion enzimatica se programé con una “partida
en caliente” para evitar amplificacion inespecifica, la “partida en caliente” consiste en que
antes de agregar la TaqPol se realiza un calentamiento en el termociclador: 94 °C por
3 minutos para denaturar el templado y partidores y luego la temperatura se mantiene a
80 °C, temperatura a la cual se agregd 0.3 ul de la enzima TaqPol (1 U/ul). Luego, esta
mezcla se sometid a 30 ciclos de polimerizacion programados en el termociclador de la

siguiente manera:

Paso 1. 93 °C 30 segundos, denaturacion.
2. 55°C 30 segundos, apareamiento (de acuerdo a la Tm de los partidores).
3. 72°C 1 minuto, extension del partidor.
4. volver al paso 1, 29 veces.
5. 72°C 7 minutos, extension de fragmentos incompletos.
6. 4°C ©.
7. End.
De esta manera se obtuvo un producto de amplificacion de 800 pb

aproximadamente.
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3.2.11 Fraccionamiento de DNA en geles de agarosa

El DNA se fracciono en geles de agarosa, de acuerdo a lo descrito por Sambrook et
al. (1989). La agarosa se peso y luego se mezclo en tampon TAE 1X. Esta mezcla se fundid
en microondas, se dejoé enfriar a 50 °C y se vacié en un molde pléstico con su respectiva
peineta para los pocillos, para darle forma al gel y se esper6 hasta que gelifique. El gel se
coloco en una camara de electroforesis con el mismo tampon. La corrida electroforética se
realiz6 a 75 mA constante. El volumen y el porcentaje de agarosa del gel, varid
dependiendo de los tamafios de los fragmentos de DNA a separar. Al finalizar la separacion
se procedio a tefiir el gel con bromuro de etidio 0.5 pg/ml en TAE 1X, para que se intercale
al DNA y poder visualizar los fragmentos de DNA al exponer el gel a luz U.V en el
transiluminador. El tamafio de los productos de amplificacion se estimdé por medio de
marcadores de tamafio molecular, los cuales se cargaron al gel junto con las muestras y

controles.

3.2.12 Purificacion de fragmentos de DNA desde geles de agarosa

El DNA fraccionado en gel de agarosa, tefiiddo con EtBr se visualizé en el
transiluminador, se cort6 la banda con el fragmento deseado y se pes6 en tubos Eppendorf.
Por miligramo pesado se agregd 3 volimenes de Nal 6 M y se incubd a 55 °C por
10 minutos para disolver la agarosa. Se agregd 5 ul de glass milk bien resuspendido, se
mezcld suave y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
centrifugod por 5 segundos a velocidad maxima, se eliminé el sobrenadante y se realizd una
centrifugacion breve (spin-down) para poder extraer todo el sobrenadante. Seguidamente se

resuspendio el sedimento con 500 pl de solucion de lavado (solucion de NaCl, etanol y
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agua). Se repitieron los ultimos pasos para extraer el sobrenadante y se seco el sedimento al
aire por 5 minutos. Se agregd 12 ul de agua estéril y se incubd a 55 °C por 10 minutos. Se
centrifugd por 30 segundos a velocidad maxima y se recuper6 todo el sobrenadante el cual
se agregd a un nuevo tubo Eppendorf y se centrifugd por 1 minuto a 14.000 r.p.m. Se

recupero 10 ul del sobrenadante los cuales se utilizaron para realizar la posterior ligacion.

3.2.13 Ligacion

El fragmento de DNA purificado se ligd al vector pPGEM-T-Easy, mediante la siguiente
reaccion:

e 2 ul de producto de amplificacion.

e 5l de tampodn de ligacion rapida 2X, Promega.

e 0,8 ul de vector pPGEM-T-Easy (50 ng/ul de DNA).

e | pl de enzima ligasa T4, Promega 3U/pl.

Se incubo por 2,5 horas a 14 °C y luego se puso en hielo.

3.2.14 Preparacion de células competentes para electroporacion

A partir de una colonia aislada de la cepa XL1 Blue, se realiz6 un cultivo liquido en
medio LB, a 37 °C, con agitacion rotatoria constante, de 500 ml de medio, hasta que la
densidad optica medida a 600 nm alcanz6 0,5-0,7 , luego se centrifugd a velocidad media
por 15 minutos a 4 °C, se elimind el sobrenadante y se resuspendio el sedimento con
1 volumen del cultivo original (500 ml) de glicerol 10% frio, se volvid a centrifugar en las
mismas condiciones anteriormente mencionadas, ahora el sedimento se resuspendié con 1/2

del volumen original de glicerol 10% frio. Se repitid6 la misma centrifugacion, y el
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sedimento fue resuspendido en 1/4 del volumen original de glicerol 10% frio y finalmente
se centrifugd a velocidad maxima a 4 °C por 15 minutos y el sedimento celular se
resuspendié con 2 ml de glicerol 10% frio. Esta suspension de células se alicuoté en

volumenes de 80 pul y se guardé a —80 °C.

3.2.15 Transformacion por electroporacion

Se tomo6 una alicuota de células competentes para electroporacion, que se
descongelaron en hielo. La alicuota de 80 pul se mezcld con el producto de la reaccion de
ligacion realizada, y se incubd por 1 minuto en hielo. La mezcla se colocé en una cubeta de
electroporacion previamente enfriada en hielo. Se programo el aparato E.coli Pulser (Bio
Rad) a 1.80 kV debido a que la cubeta utilizada fue de 0,1 cm de didmetro. Se colocé la
cubeta en la camara deslizadora, la que también se encontraba fria y se realizo la
electroporacion. Inmediatamente se agregd 1 ml de medio SOC, se transfirid toda la
suspencion de células a un tubo Eppendorf de 1,5 ml, y se dejo reposar por 10 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se sembré todo en placas LB agar con ampicilina (50 pg/ul),
impregnadas con 40 pl de X-Gal 5 % y 4 ul de IPTG 200 mg/ml y se incubd toda la noche

a37°C.

3.2.16 Digestion de DNA con enzima de restriccion
La digestion de DNA plasmidial en general, se realizé en un volumen final de 20 pl.
Se digirieron aproximadamente hasta 3 pg en un tubo de 1.5 ml con 2 ul tampén 10X de la

enzima Eco RI (reactivo 3 Gibco BRL, Tris-HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 100 mM y MgCl,
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10 mM), 1 ul de Eco RI (10 U/ul, BRL) y 12 ul de H,O destilada autoclavada. Luego se
incubo a 37 °C por 2 horas.

Para el DNA gendémico se digirieron aproximadamente 10 ug de DNA en un
volumen de 50 pl con un exceso de enzima (10 U/ug) y se incub6 a 37 °C por aprox. 6
horas, para asegurar digestion completa.

Los productos de digestion se fraccionaron en un gel de agarosa al 1.5% y se
visualizaron por tincion con bromuro de etidio, al exponer a luz U.V. en un

transiluminador.

3.2.17 Preparacion de DNA genémico de sangre de carpa

La preparacion de DNA gendmico se realizd segin el protocolo adaptado de
Garbutt.et al., (1985). Se recolectd sangre total de carpa con una jeringa heparinizada
directamante desde el corazén de una carpa, se transfiri6 a un tubo Falcon e
inmediatamente se puso en hielo. Se mezclé con un volumen de buffer de lisis (NaH,PO4
1 mM, deoxicolato de sodio 4 %, Nonidet P40 0,8 %, MgCL, 1 mM) para romper las
células y se centrifug6 a 10000 rpm, en rotor SS34, en centrifuga Sorvall a 4°C por 15
minutos para precipitar los nucleos, luego se elimind el sobrenadante, al sedimento se le
agrego6 10 ml de buffer Tris-EDTA (Tris pH 8,3 10mM, EDTA pHS8,0 SmM, NaCl 150
mM.) y se le adiciond 3,5 ml acido perclorico 5M, se mezcld suavemente y se agregd un
volumen de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 para desproteinizar, se agitd
suavemente 15 minutos a temperatura ambiente para luego centrifugar a 5000 rpm, en rotor
SS34, en centrifuga Sorvall, diez minutos a temperatura ambiente. Se traspas6 la fase

superior acuosa a un tubo limpio y estéril y se repitid la extraccion 3 a 5 veces hasta obtener
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una interfase clara. Una vez alcanzado este objetivo, se agregd 2,5 volumenes de etanol
absoluto para precipitar el DNA, se mezcld por inversion y se dejo reposar a —20 °C por 6-8
horas, luego de lo cual se colecté el DNA con una pipeta Pasteur enrollando en forma
circular hasta colectarlo todo, se lavo en etanol 80% frio unas tres veces y se dejo secar al
aire al lado de un mechero Bunsen, luego de 30 minutos, el DNA se redisolvié en un
volumen apropiado de Tris HCI pH 7,5. Para remover proteinas residuales, esta solucion se
tratd con proteinasa K a una concentracion final de 1 mg/ml a 37 °C por tres horas, se
repitié la extraccidén con cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 y se sigui6é con el protocolo
para finalmente resuspender el DNA en un volumen adecuado de tampén TE (Tris HCI 10

mM pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0).

3.2.18 Marcaje radiactivo de fragmentos de DNA

Los fragmentos de DNA usados como sonda se marcaron con la técnica llamada
random primers segun instruccion del proveedor (Invitrogen). En general consiste en marcar
fragmentos de DNA en una reaccion de polimerizacion usando partidores hexameros al azar
y el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I, el cual no tiene actividad 5°-3" exonucleasa
y es la enzima encargada de catalizar la reaccion y uno de los nucleétidos marcado con **P
(dATP, dGTP, dTTP, a-**P-dCTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml).

Se tomo 23 ul (50 ng) de templado, el que debe ser denaturado previamente
incubando por 10 min a 94 °C y se dejo en hielo. La siguiente mezcla se realizé en hielo:
23 ul de templado, 2 pl de dATP 10 mM, 2 pul de dTTP 10 mM, 2 pl de dGTP 10 mM,
15 ul de random primers, 5 pl de [oP**]-dCTP. Finalmente se agregd 1 ul de Klenow y se

incubd a 25 °C por 2 horas.
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3.2.19 Cuantificacion de la incorporacion de radiactividad al DNA

Se tom6 1 ul de la solucion radiactiva y se mezcld con 3,5 ml de TCA 10% mas 1 ul
de DNA de timo de ternera (1 mg/ml). Se incubd en hielo por 10 min y posteriormente se
filtr6 en un kitasato, que tiene un filtro (0,2 um, Whatman) en el cual se adhiere el DNA.
Este filtro se sec6 e incubd en 3,5 ml de mezcla de centelleo (4 g/l PPO y 0,1 g/l POPOP en
tolueno) para medir en el contador de centelleo Packard Tricarb 1600TR las cpm de
radiactividad incorporada. En general se logré una actividad especifica de aproximadamente

1 x 10" cpm/pg.

3.2.20 Método de Southern Blot

DNA gendmico se digirid con enzimas de restriccion y luego se fraccionaron los
productos de digestion mediante electroforesis en gel de agarosa. Del gel tefiido con EtBr
se tomo una foto con una regla al lado, de modo que permitiera estimar los tamafios de los
fragmentos detectados por hibridacion. El gel se incubd en 0,25 M HCI 10 minutos para
depurinar, en solucién denaturante por 30 minutos, seguido de una incubacién con
solucion neutralizante por otros 30 minutos todo esto con agitacion constante y a T°
ambiente. Luego se montd la transferencia para lo cual se coloc6 el gel invertido sobre un
papel filtro remojado en solucién de transferencia (10X SSC), colgando sobre un soporte de
un tamaio aproximado al del gel, en una bandeja con tampon 10X SSC. Se marcé uno de
los extremos del gel para conocer el orden de los pocillos luego de la transferencia. A
continuacion se colocd la membrana de nitrocelulosa del mismo tamafio que el gel, en la
cual se marc6 el mismo extremo del gel. Luego se agrego sobre la membrana, dos papeles

filtros del tamafio del gel previamente embebidos en 20X SSC, y finalmente sobre todo esto
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se coloco una torre de papel absorbente la cual tiene las mismas dimensiones del gel con un
peso sobre dicha torre. Esto se incubd toda la noche con el fin que transfiera por capilaridad
la mayor cantidad de DNA posible a la membrana.

Luego de desmontar la transferencia, se marcaron los pocillos, se recuper6d la
membrana y se retird el exceso de sal lavandola en buffer SSC 2X por 10 minutos con
agitacion constante. Posteriormente se procedio a fijar el DNA en la membrana, para esto la
membrana de nitrocelulosa se dejo secar a T° ambiente al menos 30 minutos, se envolvio en
papel filtro y se calent6 a 80 °C por 2 horas en vacio.

La membrana de nitrocelulosa, conteniendo el DNA blanco, se sumergio por dos
minutos en 100 ml de una solucion 6X SSC, luego de lo cual se deslizé dentro de una bolsa
de polietileno y se le agregd 3 ml de solucidon de prehibridacion, previamente hervida por
10 minutos y rapidamente enfriada en hielo, la cual contiene 6X SSC, 0,5 % SDS, 5X
reactivo de Denhardt (5 g de Ficol, 5 g de polivinilpirrolidona, 5 g de albimina sérica
bovina (fracciéon V) ), formamida 50% y DNA de timo de ternera a una concentracion final
de 100 pg/ml, se quitd las burbujas de aire que se formaron en la solucidon ya que estas
pueden interferir con la reaccion. Se sello el extremo abierto de la bolsa y se incub6 por dos
horas a 42 °C con agitacion constante en un horno de hibridacion.

Se reemplazo6 la solucidon de prehibridacion de la bolsa por solucion de hibridacion.
La solucion de hibridacion se prepardé mezclando un volumen apropiado de sonda marcada
con un volumen de solucién de prehibridaciéon de manera de obtener, en general,
aproximadamente 1 x 10° cpm/ml. Se denatur6 por calentamiento a 100°C por 10 minutos a
bafo maria y fue rapidamente enfriada en hielo. Se agrego6 la solucidon de hibridacion a la

bolsa y se incubo6 toda la noche a 42°C en horno de hibridacion.
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Luego de la hibridacion se recuperd la solucion de hibridacion y la membrana se
sometio a los siguientes lavados con agitacion rotatoria para eliminar el exceso de sonda

radiactiva e hibridacion inespecifica:

a) 2X SSC 0,1 % SDS 5 minutos a 42 °C 1 vez
b) 2X SSC 0,1 % SDS 15 minutos a 42 °C 2 veces
¢) 1X SSC 0,1 % SDS 15 minutos a 42 °C 2 veces
¢) 0,5X SSC 0,1 % SDS 15 minutos a 42 °C 2 veces
d) 0,2X SSC 0,1 % SDS 15 minutos a 37 °C 2 veces

Luego de realizar los lavados, se envolvio la membrana en Europlas y se dejo en un
cassette de exposicion con una placa de rayos X (X-Omat, Kodak) sobre la membrana.
Posteriormente se dejo a —80°C por el tiempo que sea necesario (entre 12 horas y una
semana) dependiendo de la radiactividad incorporada a la sonda.

Una vez expuesto el film, se revelo la placa autorradiografica en un cuarto oscuro,
incubando 90 segundos en solucion de revelado D 72 (Kodak) a temperatura ambiente,

1 minuto en agua y 5 minutos en solucion fijadora U 3 (Kodak).

3.2.21 Preparacion de RNA total

Se homogeneizaron muestras de hipofisis (50-100 miligramos) de carpa macho
capturada en verano en 1 ml de Trizol utilizando un homogenizador Potter. Se incubaron
por 5 minutos a temperatura ambiente, para permitir la disociaciéon de los complejos de
nucleoproteinas. Se adicionaron 200 pul de cloroformo por ml de Trizol, se agitd
vigorosamente por 15 seg y se incub6 por 3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd

a 12.000 r.p.m. durante 15 minutos a 4 °C. Luego se recuperd la fase acuosa superior
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(transparente) y se transfirié a un nuevo tubo estéril, se agregd 500 ul de isopropanol frio y
se incubd a —20°C toda la noche. Luego, se centrifugd a 14.000 r.p.m. por 10 minutos a
4°C, se elimind el sobrenadante y el sedimento se lavo una vez con 1 ml de etanol 75% frio.
Se elimind el sobrenadante y se dejé secar por 5 minutos a temperatura ambiente. Se
resuspendi6 el sedimento con 30 ul de agua libre de RNAsa 6 agua tratada con DEPC y se

guardo a —20 °C.

3.2.21 Reaccion de RT-PCR

El RNA total se tratd con DNAsa libre de RNAsa para liberarlo de fragmentos
residuales de DNA que pudieran interferir con reacciones posteriores, para esto se prepard
la siguiente mezcla para un volumen total de 20 pl:

e 10 ul de RNA total hipoéfisis de carpa (aproximadamente 30 pg)

e 0,5 plde DNAsa libre de RNAsa (Invitrogen)

e 2 pldetampon 10 X de la enzima

e 7,5 ulH,O destilada libre de RNAsa.

Esta mezcla se incubo por una hora a T° ambiente, luego se le agregd 1 pul de EDTA
25 mM y se calent6 a 70 °C por 10 minutos y se dejé rapidamente en hielo.

A partir de la muestra de RNA total de hipdfisis de carpa libre de DNA
contaminante, se realizo la reaccion de la primera hebra que es catalizada por la enzima
viral transcriptasa reversa (RT) Superscript (GibcoBRL), que sintetiza DNA utilizando
como molde RNA en presencia de desoxirribonucleotidos. Esta enzima se incub6 con oligo
dT, el cual se agreg6 a la mezcla para que se una a los RNAs que contienen una cola de poli

A en su extremo 3’ (RNAs mensajeros). Entonces, la enzima sintetiza una copia de DNA
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de todos los RNAs que se unen al oligo dT y se forman hibridos de RNA/DNA.
Finalmente, solo la hebra de DNA actia como templado para la posterior sintesis por PCR
con partidores especificos de su DNA complementario, llevando a la sintesis de un DNA
doble hebra que corresponde al cDNA. Para la reaccion de la primera hebra se preparo la
siguiente mezcla para un volumen total de 20 pl:
o 5 ul RNA total de hipofisis de carpa macho de verano tratado con DNAsa
(aproximadamente 5 pg)
o 0.5 pl oligo dT (500 pg/ml)
. 7 ul agua.
Esta mezcla calent6 a 70°C 10 minutos, se puso en hielo, y se agrego:

o 4 ul de tampon 5X
o 2ul0.IM DTT
. I pl ANTPs (10 mM c/u)

Esta mezcla se calentd a 42°C por 2 minutos, se agreg6d 0,5 ul RT Superscript (200
U/ul) y se incubd a 42°C por 50 minutos. Para finalizar, se calent6 a 70°C por 15 minutos.

Asi entonces se obtuvo la primera hebra del cDNA, el cual se utiliz6 para una
reaccion de PCR usando partidores especificos para cada copia del gen. En un tubo
Eppendorf de 0,6 ml se realizé la siguiente mezcla:
e 2 ulde cDNA de carpa macho capturada en verano.
e 1 ul de cada uno de los partidores (gen-I: cPit-1-6s y cPit-1-3a; gen-II: cPit-1-7s y cPit-

1-3a).

e 3 ulMgCl, 25mM, 1 ul 10mM de cada uno de los dNTP’s.

e 5 pl del tampdn de la enzima Taq DNA polimerasa 10X.
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e H,O hasta 50 pl.

Esta mezcla se someti6 a una “partida en caliente” en un termociclador, luego de lo cual
se agregd 0.3 ul de la enzima TaqPol (1 U/ul). Finalmente esta mezcla se realizo el
siguiente tratamiento en un termociclador:

Paso 1. 93°C 30 segundos Denaturacion.

2. 55°C 30 segundos Apareamiento

3. 72°C 1 minutos Extension del partidor.

4. volver al paso 1, 29 veces.

5. 72°C 7 minutos Extension de fragmentos incompletos.
6. 4°C ©.

7. End.

De esta manera se obtuvo un producto de amplificacion de 530 pb
aproximadamente. El producto de amplificacion obtenido se sometié a digestion con
enzima de restriccion Pstl en un volumen final de 30 pl:

. 20 pl de producto de PCR

o 3 ul de tampon React 2 (10 X, Gibco BRL)
. 1 pl de enzima Ps#I (10 U/ul, Gibco BRL)
. 6 ul de H,O libre de DNAsa y RNAsa

Esta mezcla fue incubada por dos horas a 37°C tras lo cual se cargd la mitad del
volumen de digestion (15 pl) en un gel de agarosa al 2% y se visualizaron las bandas

correspondientes a los fragmentos de restriccion.
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3.2.23 Programas computacionales

Para la cuantificacion de la intensidad de las bandas del gel de RT-PCR, se utiliz6 el
programa UN-SCAN-IT, (Silk Scientific, Inc.) que es un sistema automatizado de analisis
de imagenes digitales.

Para el alineamiento, busqueda de sitios de restriccion y de posible union de
factores de restriccion a las secuencias se utilizaron programas computacionales especiales
disponibles gratuitamente en internet, los cuales basandose en el uso de matrices e
informacion probabilistica entregan valores posibles ttiles para estos fines:

Banco de datos nucleotidicos:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide

Para la comparacion de secuencias nucleotidicas con el banco de datos de

secuencias se utilizo la herramienta BLASTn: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Otra herramienta utilizada fue BCM Search Launcher

http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/. Este es un sitio de The Baylor College of Medicine que

al igual que NCBI entrega herramientas para busqueda en biologia molecular y servicios de
analisis en formato similar. En este sitio se realizaron alineamientos de multiples
secuencias CLUSTALW1.8,

El andlisis busqueda de sitios de restriccion en secuencias fue realizado a través del

programa Web Cutter 2.0 (http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html). Este programa,

desarrollado por M. Heiman, permite realizar andlisis de restriccion en secuencias del
usuario otorgandole gran cantidad de alternativas, es también accesible desde NCBI.
Se utilizaron programas para el analisis de promotores en busqueda de putativos

sitios de union de factores de transcripcion:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/
http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html
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e TESS (Transcrtiption Element Search System): http://www.cbil.upenn.edu/tess/ ,

este programa es una herramienta para predecir sitios de union de factores de transcripcion
en secuencias de DNA. Puede identificar sitios de unién usando secuencias consenso y
matrices posicionales desde las bases de datos TRANSFAC,IMD, y de su propia base de
datos CBIL-GibbsMat, permite también almacenar por cierto tiempo la informacion a
través de la asignacion de una clave de trabajo con la cual se puede acceder nuevamente a

los resultados.

e Matlnspectorprofesional:http://www.genomatix.de/software _services/software/Ma

tInspector/matinspector.html, este programa utiliza a una biblioteca de matrices para la

busqueda de sitios de unioén de factores de transcripcion en secuencias de largo ilimitado.
Ademas este programa agrupa los factores similares y/o relacionados funcionalmente en
familias de matrices, optimizando la entrega de resultados.

Se utilizaron secuencias extraidas de los contigs no-ensamblados accesibles en el banco
de datos de secuencias no procesadas de pez cebra:

http://trace.ensembl.org/perl/ssahaview?server=danio_rerio



http://www.cbil.upenn.edu/tess/
http://www.genomatix.de/software_services/software/MatInspector/matinspector.html
http://www.genomatix.de/software_services/software/MatInspector/matinspector.html
http://trace.ensembl.org/perl/ssahaview?server=danio_rerio
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencion de la sonda especifica de la secuencia regulatoria del gen-I de Pit-1
de carpa.

La secuencia parcial del gen Pit-1 de carpa, previamente descrita (pGP5;7o,
secuencia parcial gen-I, Acc. N° U 92542), que abarca cuatro exones que codifican para el
dominio POU de unién al DNA del gen, carece de la region codificante para el extremo N-
terminal de la proteina y de la region promotora (Kausel et al., 1998). Sin embargo, el
alineamiento de la secuencia del 5'-cDNA de Pit-1 de carpa (Acc. N° AF 096863) con la
secuencia del cDNA derivado del gen-II (gen completo, Acc. N° AF 132287) presenta 6%
de diferencias en la cadena aminoacidica derivada y 15% de diferencias a nivel
nucleotidico sugiriendo que este 5'cDNA no corresponde al transcrito del gen-II pero podria
corresponder al gen-I de cPit-1 (Fig. 1). Por lo tanto con el objetivo de aislar secuencias
regulatorias del gen-I de Pit-1 se rastre6 la biblioteca genémica de carpa construida en el

vector de reemplazo AFix II, utilizando el 5’cDNA como sonda.

4.2  Aislamiento de la secuencia promotora del gen-I Pit-1

De un total de 0.7 x 10° recombinantes rastreadas de la biblioteca genémica de
carpa construida en el vector AFix II, se obtuvieron 5 clones recombinantes que dieron
sefal positiva con la sonda especifica del gen-I, el 5’cDNA. Dos de estos mostraron una
fuerte sefial y tres sefiales débiles. Los dos clones AGP4 y AGP8 que dieron sefial intensa,

se purificaron y analizaron.
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Con el objetivo de determinar la orientacion del inserto en el vector viral, se disefid
el partidor antisense oligo cPit-1-5a, correspondiente al primer exén del gen de Pit-1
(oli 5a, nt 136-155 del AF 096863). El PCR se realizd con cPit-1-5a y con un partidor
especifico para la secuencia flanqueante en el vector AFix II, sitio de unién de la RNA-
polimerasa del fago T7 en el brazo largo y del T3 en el brazo corto (Fig. 2, A). Solamente
la amplificacién con los oligonucledtidos oliSa y T7 resultd6 en producto de
aproximadamente 780 pb en AGP4 y AGP8 que se esperaba contuviera la region promotora
del gen-I de Pit-1 (Fig 2, B). Por lo tanto, en el clon recombinante AGP4 se encuentra la
secuencia génica completa del gen-I de Pit-1. Como ambos clones entregaron un fragmento
de amplificacion de igual tamafio con los partidores utilizados, se asumid que eran
equivalentes y solo se caracterizo uno de ellos, el clon AGP4 (del clon AGP8 se prepar6 un
stock y se almacen6 a —80 °C para futuros analisis en el laboratorio). El producto de
amplificacion, luego de ser purificado desde el gel, fue clonado en el vector pPGEM-T-Easy

generando pGP4776 el que se secuencio.

4.3  Caracterizacion de la region promotora del gen Pit-1

La secuencia del pcGP4776 (Acc.No AY 273789, en adelante: gen-1 ) se compone de
736 nucleotidos de la region 5° promotora y 40 nucleotidos de la region codificante del
primer exon del gen cPit-1. Como se mencion6 anteriormente, el 5'cDNA no corresponde
con la secuencia del cDNA derivado del gen-II. La secuencia del pGP4776 coincide 100%
con la del 5'-cDNA, asi constituyen secuencias del gen-I de Pit-1. Asi entonces, de la
secuencia del gen-I se conocen los 736 nt de regién promotora, 40 nt de la region

codificante del primer exdn contenidos en el clon pGP4476 y la secuencia que comprende
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los exones III al VI contenida en el clon pcGPS (Fig. 3). Sin embargo, en el clon AGP4 se
encuentra la region completa de la secuencia génica del gen-I de Pit-1.

Al alinear la secuencia promotora del gen-I con la region promotora del gen-II (nt.
1-1150 del AF 132287) se observo 49 % de diferencia, es decir 380 nucleétidos diferentes
entre pGP4776 y gen-II en un total de 776pb (Fig. 4). En el promotor se destacan tres
bloques de homologia entre el gen-I y el gen-II. Bloque 1: gen-I: nt 11-67 con gen-II: nt 12-
71, 91.7% identidad (55 nt idéntico /60 nt total); bloque 2: gen-I: nt 303-334, gen-II nt 634-
665, 96.8% identidad (30 nt idéntico /31 nt total); bloque 3: gen-I: nt 424-776, gen-II nt
806-1150, 88.1% identidad (311 nt idéntico /353 nt total). Estas regiones estan
interrumpidas por regiones que no aparean: gen-I: nt 68-302 (bp), 335-423; gen-II: nt 72-
634, 666-805 (pb). En la figura 4 se muestran también los probables sitios de union para
factores de transcripcion localizados en ambas secuencias obtenidos por medio del uso de
programas computacionales (TESS, Matlnspector). La secuencia del exon 1 del gen-I
(100% idéntica a la del gen-II) y el promotor proximal estd conservada respecto al gen-II,
pero se observa una region de 33 nt (posicion +13 a +45 en el gen-I) francamente diferente
entre gen-1 y gen-II (Fig. 4).

Se realizdé un alineamiento de regiones promotoras proximales de genes Pit-1
(Fig.5). Se alinearon secuencias 330 nt rio arriba del ATG, de distintas especies de
mamiferos, aves y peces para ver si existen diferencias inter ¢ intra especie en la
disposicion de posibles sitios de unidon de Pit-1 y en la arquitectura de sus promotores. La
secuencia promotora del gen Pit-1 de pez cebra se aisldo de los contigs no-ensamblados
accesibles en el banco de datos de secuencias no procesadas de pez cebra
(http://trace.ensembl.org/perl/ssahaview?server=danio_rerio). En el andlisis se diferencian

las secuencias de mamiferos (humano, ratéon y rata) de las de peces (gen-I /gen-II de carpa 'y
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pez cebra) y se puede observar que la secuencia de pavo es mas parecida a las secuencias
de mamiferos conservando incluso posibles sitios de unién de Pit-1 en comun (Fig. 5,
resaltados en negrita y subrayados). Al contar la cantidad de nucledtidos presentes entre la
caja TATA y el ATG en los distintos promotores del gen Pit-1 se pudo observar que todos
presentan alrededor de 50 nucleodtidos (en pavo, a pesar que no presenta una caja TATA
canonica esta distancia fue similar a mamiferos), excepto en carpa cuya distancia entre la
caja TATA y el ATG, en el gen-1 es de 75 nt y el gen-II de 85 nt (Fig. 5). Esta diferencia

podria involucrar mecanismos de regulacion distintos.
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TTAACATGGATGAGGTGGTCTGAGGGGGCTCAGTATAAATACCTGCACACGCCCTGCTCATAGCACACAGGTGGGACCCTGAGTAGGACC
—————————————————————————————————————————————————————— ACACAGGTGTGCCGATGCCTCGTGTGCAGGACTCAG

M T C QA F S T T D CF T T L S G D S A A L
CTGAGTAGGTGAAGATCTAGAGTCATGACCTGCCAGGCCTTCAGCACCACTGATTGCTTCACTACTCTGAGCGGAGACTCGGCTGCTCTG
AGCCTGAGGTGAAGATCTAGAGTCATGACCTGCCAGGCCTTCAGCACCACTGATTGCTTCACTACTCTTAGCGGAGACTCGGCTGCTCTG

M T ¢ QA F S T T D CUVF T T L S G D S A A L

P L LM HH T GAADTCTIL®PV S S HTTNWMMTPSV P S G L
CCGCTGCTCATGCATCACACCGGAGCCGCAGACTGTCTGCCCGTCTCCAGCCACACCACCAACATGATGCCTTCAGTCCCCTCAGGTCTG
CCGCTGCTCATGCATCACACCGGAGCTGCAGACTGTCTGCCCGTCACCAGCCACGCCACCAACATGGTGCCTCCAGTCCCCTCAGATCTC
P L L M HHTG G A ADTG CTLU®PVEHs s B v uvw@le Bves B L

P L Vv)ogs S KRS HMHUL s T S AULGN A S A S L HY P M P
CCACTGGTTCAGTCATCCAAACGCTCACATATGCACCTGTCCACTTCTGCTTTGGGCAATGCGTCAGCCAGCCTGCACTATCCAATGCCC
CCTCTGGTCCAGTCGTCCAAACGCTCTCATATGCACCTGTCCGCTTCTGCTTTGGGCAATGCGTCAGCCAGCCTGCACTACCCATTGCCC
p L vV 9 s s K R 8 H M H L S I s AL G N A S A S L H Y P I p

P CH Y S N OQOQ T T Y GMMAAOQEMUL S A s I s o T R I L
CCGTGTCACTATAGCAACCAGCAGACCACCTACGGCATGATGGCAGCACAGGAAATGCTCTCTGCCAGCATCTCCCAGACCCGCATCCTG
CCATGTCACTATAGCAACCAGCAGACCACTTACGGCATGATGGCAGCACAGGAAATGCTCTCTGCCAGCATCTCTCAGACCCGCATCCTG
P C H Y SN OQOQ T T Y GGMMAAQEML S A S I S O T R I L

o T ¢ s M P H A NMVNGANS L Q G A L A S R L Y K F P E
CAGACCTGCAGCATGCCTCATGCCAACATGGTCAACGGAGCCAACTCACTGCAAGGAGCTCTGGCTTCACGCCTCTATAAGTTCCCAGAG
CAGACCTGCAGCATGCCTCATGCCAACATGGTCAACAGTGCCAACTCACTGCAAGGAGCTCTGGCTCCACGCCTCTATAAGTTCCCAGAG
Q T ¢ s M P H A N M V N I A N S L Q G A L A I R L Y K F P E

H S L G G G S C 150
CACAGTTTGGGTGGGGGCTCCTGTGCTTTGA 571
CACAGTCTGGGTGGGGGCTCCTGTGC~—~~~— 512
H s L G G G s C 150

15 % nucledtidos diferentes (73/ 490)
6 % aminoacidos diferentes (9/150)

Fig 1: Alineamiento de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas deducidas del gen-II
de Pit de carpa ( Acc. N° AF 132287) y el 5’cDNA (Acc. N° AF 096863). Los nucleotidos
diferentes se resaltan en amarillo: 15 % nucle6tidos diferentes (73/ 490) y los aminoacidos
deducidos distintos en rojo: 6 % aminodcidos diferentes (9/150). La secuencia del gen-II
mostrada corresponde al mensajero parcial derivado de la secuencia nucleotidica.
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Fig. 2. Aislamiento de la secuencia promotora del gen-I de Pit-1 de carpa. A: Esquema
de la estrategia utilizada para el aislamiento de la secuencia promotora por PCR a partir de
los clones gendomicos AGP4 y AGPS8. Los oligos T7 y T3 fueron cada uno utilizados en
combinacion con el oligo cPit-1-5a en cada templado. B: Gel de agarosa al 1.5 % tefiido
con BrEt mostrando el fraccionamiento de los productos de PCR. El carril (-) muestra el
control negativo sin templado; en carril 1 se muestra producto de PCR con cada uno de los
clones usados como templado utilizando como partidores oli cPit-1-5a y oli T7 con los
cuales se obtuvo fragmentos de amplificacion de 776 pb; en carril 2, los mismos templados,
usando partidores cPit-1-5a y oli T3. Se muestra ademés el marcador de tamafio molecular

AHindIII (St).
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pcGP4 pcGPS
Acc.No:AY273789 Acc.No:U92542
1 15 30 45 60
ATGATTTAATC 60

GCCCCATAGCACAAATATATGTAGACCTTCAGCAAATCTTTACTGTAAATAATCATGAAA 120
CACAAAAATAATCATGAAACACAGAAATTTCATGTAAAGAAATACCAAACCATTGTTTCA 180
GTTAACATACAGTATATGTATGTGTGATTTTAATGTAAAATATTGATGTTGAATTAAAAA 240
ACATGGACATGTTAGAAATTTATAAATATAATATAATTTATAAATATTCATGTGCTCCTC 300
TTTATTCTTTATTACTATACTATGGTTTAATACTCATGCATTTTTTTTTTTCGTGTCATA 360
CATTCAGTGATAACTCCATACTTATGCAACTGGACACATTCCCTCTATGCATCTCAAATG 420
TAGATGTAAACACATCCTTAAACGGCTAATTAATCTTAAGTCCCATAAGCCGTGGTTTGT 480
CAGAGCTGTCGCTGGTGTTTGTTGGAAGCCACACACAGTGGAAGTGGACAGTATCAGATT 540
GCACCTCTTTGCCCTAATTACCAGAGCTTTGCCTCAGCGGGCCGTCATGGTTTGTTAACA 600
GCAAGAGCTCATTAACAGGGATGGAGGGGGTCTGAGGGGCTCAGTATAAATACCTGCACA 660
CGCCCTGCTCGTGTCACACAGGTGTGCCGATGCCTCGTGTGCAGGACTCAGACCCTGAGG 720
TGAAGATCTAGAGTCATGACCTGCCAGGCCTTCAGCACCACTGATTGCTTCACTAC 776
M T C Q A F s T T D C F T T

Fig 3: Secuencia promotora del gen-I de Pit-1. A: Representacion esquematica de las
copias del gen de Pit-1 de carpa. El gen-1I (Acc. No:AF132287) se encuentra totalmente
secuenciado, el cuarto intron presenta una secuencia tipo transposon que no se encuentra en
el gen-1 (Kausel et al., 1999). La secuencia del clon pcGP5 (Acc.No: U92542) que contiene
los exones III al VI, corresponde al gen-1. Las regiones que no estan secuenciadas del gen-I
se representan por lineas punteadas. B: La secuencia del clon pcGP4 (Acc.No: AY273789)
contiene 40 pb del primer exén y 736 pb de region promotora. En amarillo se destaca las
regiones idénticas con la secuencia del gen-II.
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1
II gagctctaatacgactcactatagggcgtcgactcgatcacacattgaccttttgtgacaacatgccccattagecgcastcactcatgtt
I - cgactcactatagg-cg-cgactcgatcacacactgacctttt-taacaacatgccccat------————--—---—-—-—-—-

11 67

/=

631
II cagaattctttattactataccatggtttaatactttaaaattagtaataccacaaagctttttttatactcatgcacttataataaatc
I -—---attctttattactatactatggtttaatact---------------- - - - ----------"----"\-"—"—"—\—~—(\—(\—~\—(—(————————————

303 334

721
II ctaaattttccatcatatattcaatgataacttcattatttatgtaatcagactcattccctcattgcatctaaaatgtatctaaatgta
I atgta

424
811

II aacacatcatgaaatggctaattaatcttaagtcccataagccgtggtttgtcagacgtgtcecgectggtgtttgttgtacgeccccacacag
I aacacatccttaaacggctaattaatcttaagtcccataageccgtggtttgtcagagetgtecgetggtgtttgttggaageccacacacag

901
II tggaagtggacagtatcagattgcacctctttgcccctaattaccagagectttgectcagtgggeccgtcatggtttgectaacagcaagag
I tggaagtggacagtatcagattgcacctctttg-ccctaattaccagagctttgecctcagecgggecgtcatggtttgttaacagcaagag
AP-1 CREB

991

90
67

720
334

810
428

900
518

990
607

II ctcattaacatggatgaggtggtctgagggggctcagtataaatphcctgcacacgccctgectcatagcacacaggtgggaccctgagtagl080

I ctcattaacagggatggagggggtctgaggggctcaqgtataaatpcctgcacacgecctgetegtgtcacacaggtgtgecgatgecteg
Pit-1 MTF-1 +1
1081 M T C Q A F S T T D C F T T
II -———————————- gaccctgagtaggtgaagatctagagtcATGACCTGCCAGGCCTTCAGCACCACTGATTGCTTCACTACT 1150
I tgtgcaggactcagagcctg---aggtgaagatctagagtcATGACCTGCCAGGCCTTCAGCACCACTGATTGCTTCACTAC- 776
MTF-1

Fig. 4: Alineamiento de secuencias de los genes de Pit-1. Los nucle6tidos diferentes del
gen-I son resaltados en amarillo: 50 % de secuencia gen-I (Acc.No.AY273789) no aparea
con gen-II (Acc.No.AF132287). El sitio de inicio de la transcripcion en el gen-I estd
marcado +1 en negrita. Sitios propuestos para la union de factores de transcripcion AP-1,
CREB y MTF-1 al extremo 5’ del ATG estan subrayados y sitios de union para Pit-1 estan
en negrita y subrayados (utilizando los programas TESS, Matlnspector). //- indica un gap
de 660 nt del gen-II que no aparea con el gen-I.

697



1 90
hum -- - —_——————————— AAGTTGTCAAAT-—-—-—- AAGGTTTCAGATTTCTCCCTTCCCCTCCATCT--ATAC
mou —-----—----——---———--———-—-———————TATTGAAGATGCCAAAT---—-——— AAAGTTTCTGTCTTT-GCCTGCTCCTCACTTT--GTAC

rat ---——---—----—-—---—-——-TTCCCACTTATTGACGT---CAAAT--———--— AAAGTTTCTGTTTTTTGCCTTCTCCTCACTTC--GTAC
tur —-CATGTCCCTGGTTTCCCTCTTCTTCTCC-———=—=———
Cc2 -AATGTATCTAAATGTAAACACATCATGAA-
Ccl ---=====-----—--—--—--—————————————-GCA-T---CTCA-----—---— AATGT----AGATGTAAACACATCCTTAA-—---—-

ZF AATCGCAAAATACTGAAAATTGCTAATTTACTGATATTTTTACAGTGTATGCAATCTTCATCACTTGCATCTTTCCGTGAATGTAAACAC

hum CCCAGAATCAGCTTCCTTCTCTGCCATGGATTATGTTTGGGGTAAAAAAGGAAGACGGTTCAGATTGATAA-——-~— AGCAATACTCCTGG
mou GTCATAACCAGGCTTCTCCTTGGGCACAGACAGTATTTGGGT----- AAGTAAGACAGTTCGAGTTGACAA-———— AGCAACACTCCTGT
rat GTCACAACCAGGTTTCTCCGTGGGCACAGATAGTATTTGGGT--—--— AAGAAAGACAGTTCGGGTTAACAA-—-——— AGCAACACTCCTGG
tur --C----CCTG----CTAATTGGACATGTATTGTGTTTGTGTGGG--AAGGAAGGAGGCTCTATAGCAGGAC----AGCAATATTGCTGG

Cc2 GGC-TAATTAA---TCTTAAGTCCCATAAGCCGTGGTT-TGTCAG--ACGT--GTCGCTGGTGTTTGTTGTA----CGCCCCACACAGTG
Ccl GGC-TAATTAA---TCTTAAGTCCCATAAGCCGTGGTT-TGTCAG--AGCT--GTCGCTGGTGTTTGTTGGA---~-AGCCACACACAGTG
ZF AGC-TAATTAA---TCCTAAATCTCCTAATCCGCGGTT-TGTCGG---CGCA-GTCGCTGGTCTTTGTTAGAATTAAGCCACACAGTTTT

hum G------ AAAAGACTATTAACATGTATAAAGGGATTTCCTTGCAGTATARATACTA-GCGC----GCACCCTCCTGGT--GCCT-CAG--
mou
rat
tur
Cc2
Ccl
ZF
hum AGCCTTCCTG---ATGTATATA----TGCAGGTAGTG-—---- AGAATTGA-ATCGGCCCTT--TGAGACAGTAATA---TAATRAAACTC
mou AGCTGTCCTG---ATGTATATA----TGCAAGTACGG-----AGAAGTGA-ATCAGCCCTT--TGATACAGTAATA---TAATAAAAGT-
rat AGCCGCCCTG---ATGTATATA----TGCAA-TAGGG----- AGCCGTGA-ATCGGCCCTT--TGATACAGTAATA---TAATAAAAGC—
tur AGTCCTTCTGTATATGTATATACAAGTGCAAATACTGGAAT-AGAGTTGG=AGCTGCCATTAATCGCTCAGGACC----TGATCAGTTAG

Cc2 AGAGCTCATTAACATGGATGAG---GTGGTCTGAGGGGGCTCAGTATAAATACCTGCACAC---GCCCTGCTCATA---GCACACAGGTG

Ccl AGAGCTCATTAACAGGGATGGAG--GGGGTCTGAGGGG-CTCAGTATAAATACCTGCACAC---GCCCTGCTCGTG---TCACACAGGTG
ZF TGGGCTCATTAACATGGATGAA———GGGGTCAGAGGGG—CTCCGqTTAAATPCCTGCAGTT————GCCCAGTCTTTGTGTCACAACGGTG
Pit-1

hum T---GA-TTTGGGGAGCAGCGGTITCTCCTITATTTITCTACTCTCTTGTGGGAATG 330 hum:Homo sapiens,N°D11333(787-1116)

133
132
138
125
121
112
171

207
212
213
199
205
195
231

279
283
283
283
286
276
313
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mou —----GA-ACTGGCAAGCAGCGGGTCT---TAGTTTTCTACTTICTTGTGGGAATG 330 mou:Mus musculus,N°D12886 (1-330)

rat ----GG-ACTGGCAAGCGGTGGCTCT---TAGTTCTCTACTCTCTTGTGGGAATG 330 Rat:Rattus norvergicus,N°X56085 (2-331)
tur A---AA-ACAGGGAAG-GGTGGCTCT--TTGCCTTTCACCTGT-TTGAGGGCATG 330 tur:Meleagris gallopavo,U62732(179-508)
Cc2 GGACCCTGAGTAGGACCCTGAGT----—-—-—----— AGGTGAAGATCTAGAGT-CATG 330 Cc2:Cyprinus carpio,N°AF132287(782-1111)

Ccl TGCCGATGCCTCGTGTGCAGGACTCAGACCCTGAGGTGAAGATCTAGAGT-CATG 330 Ccl:Cyprinus carpio,N°AY273789(409-738)

ZF —GCCGATG-——==——== === —m e AAGAGT-CATG 330 ZF :Danio rerio, clonado in silico.

Fig.5. Alineamiento de secuencias promotoras del gen Pit-1 de especies de mamiferos,
aves y peces. En en el analisis se utilizaron 330 nt rio arriba del ATG de cada secuencia,
los nimeros de acceso se muestran a un lado de la figura, la secuencia del gen de Pit-1 de
ZF fue extraida desde contigs no ensamblados disponibles en el banco de datos de
secuencias no prosesadas de pez cebra. Las probables cajas TATA se muestran en cuadros
rojos. Posibles sitios de union de Pit-1 se muestran en negrita y subrayados (utilizando
programas en el caso de los peces e informacion de los numeros de acceso del banco de

datos en caso de humano, raton, rata y pavo).
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El sitio de inicio de la transcripcion se determind por “run off” transcription
utilizando un partidor antisense Pit-1-5a del primer exén del gen de Pit-1 de carpa. Se
observo un solo tamafio de transcrito y este, al ser fraccionado en paralelo con una reaccion
de secuenciacion con este mismo oligonucleotido del gen-I, coincidié con una G en
posicion 29 nucleétidos rio abajo del TATA-box (nucledtido 673 del gen-I, Fig.4). No se
observaron otros tamafios de transcrito, lo que sugiere que no hay variantes rio arriba del
oligo utilizado (manuscrito en preparacion).

El andlisis de la secuencia promotora del gen-I con dos programas para identificar
sitios de consenso de union de factores de transcripcion: TESS y Matlnspector, revelo
secuencias de union para gran cantidad de factores de transcripcion, pero en este trabajo se
selecciond Pit-1 ( y algunos asociados), AP-1, CREB y MTF-1 (Fig. 6 y 7). Al hacer un
paralelo de los resultados entregados por ambos programas se pueden notar diferencias en
los resultados entregados por cada uno debido a las diferentes parametros utilizados por
cada uno.

Posibles sitios de union para factores como GHF-1, OCT-1 y Pit-1a son informados
por TESS independientemente y al revisar la posicion en la que se une cada uno es posible
ver que algunas posiciones coinciden (por ejemplo, GHF-1: N jjoATAATCAT 6, Oct-1: N
106 TAAATAATCATGA 13, Pit-1* N 10oATAATCAT/ 7). Por lo tanto, en muchos de estos
posibles sitios se uniria el mismo factor. Al respecto, es importante notar que GHF-1 es
sinébnimo de Pit-1 y que Pit-1a es una variante de “splicing” de Pit-1. Pit-1a es una proteina
con un inserto de 26 aminoacidos en el dominio de transactivacion de Pit-1 producto de un
procesamiento alternativo del RNA mensajero de Pit-1 (Morris et al., 1992). Ademas, Pit-1
pertenece a la familia POU (Pit-1/Oct/unc-86) de factores de transcripcion que se unen a

secuencias de 8 pb en el DNA para ejercer su funcion transactivadora (Jacobsen et al.,
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1997). Las secuencias consenso de union de Pit-1 y Oct-1 son muy similares y ambas
proteinas regulatorias, por presentar dominios POU, son capaces de unir ambos consensos
pero con diferentes afinidades (Peers et al., 1990). Ademas al comparar las secuencias
propuestas para la union de los distintos factores relacionados con Pit-1 fue posible
proponer secuencias consenso basadas en el porcentaje de aparicion de cada nucledtido en
una posicion especifica (GHF-1: Teo, Te2on Ar00% Ts79% Tasos Csavs Arooos Tsso, Oct-1: W
A7y, Ts7 Asry, Teow Aser Asew W Csroi Asew Ts7o R W, Pit-1a: Auas, Tsov, Aroove Terv
Tsev Croo% Aloov T7sy). De esta manera es posible observar la frecuencia promedio en que
se encuentra un nucleotido en una cierta posicion en un probable sitio de unioén informado
por el programa. Este programa entregé 5 sitios posibles en orientacion sentido (N= sentido
5’-3’) y 3 en orientacion antisentido (R= sentido 3°-5") para AP-1; para MTF-1 dos sitios
en orientacion sentido y dos en orientacion antisentido (Fig. 6).

En el caso de Matlnspector los posibles sitios de unién entregados como resultado
del andlisis en la misma secuencia (gen-I de Pit-1) fueron menores en numero que los
resultados entregados por TESS. Por ejemplo, MatInspector entrego tres probables sitios de
union para Pit-1/GHF-1 en sentido N y reportd 8§ sitios probables para Oct-1. En TESS el
nimero de resultados entregados es mayor, por ejemplo, para GHF-1 inform6 13 probables
sitios en orientacion sentido y 9 probables sitios de union en orientacién antisentido.
Ademas, Matlnspector reportd 3 sitios probables de union para CREB en orientacion
sentido y dos en orientacion antisentido. Un posible sitio para la uniéon de AP-1 al igual que
para MTF-1. Los mayores porcentajes de aparicion de nucleotidos en los probables sitios de
union de factores de transcripcion informados por este programa son para Oct-1 Tsoy, Te3
Ai00% W Tsoo Trse, Azse, Aesew, , para Pit-1 Tere, Ter A100% T100% Ger% Cro0% A100% Te7%

Yy para CREB: C60% C60% T60% Ggo% T(,()% Ago% M A60% R (Flg 7).
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La comparacion de los resultados entregados por ambos programas permitio
construir un esquema de algunos de los posibles elementos-trans (factores de transcripcion)
que se unirian a la secuencia promotora del gen-I de Pit-1, utilizando los sitios de mayor
probabilidad de unién y las coincidencias en posibles sitios de unién entregados por ambos
programas (Fig. 8). Sitios de union para Pit-1, AP-1 y CREB también fueron reportados en
la secuencia promotora del gen-II por Kausel et al., 1999 (Pit-1, nt 134-141, 297-304, 994-
1001; AP-1, nt 768-776; CREB, nt 965-970), pero no los sitios de unién para MTF-1.

Se estudiaron secuencias promotoras de genes que son regulados por Pit-1
disponibles en el banco de genes, en busca de posibles sitios de unién de Pit-1, utilizando la
informacion entregada en el mismo niimero de acceso o usando el programa TESS. Todas
las secuencias analizadas fueron estudiadas rio arriba del ATG para cada una y los sitios
antisentido fueron arreglados (secuencia inversa y complementaria) para permitir su
alineamiento con sitios en orientacion sentido.

En las secuencias promotoras del gen de Pit-1 se estudiaron promotores de humano,
gen-1 y gen-II de carpa y pez cebra (Fig. 9). En el promotor del gen de Pit-1 humano se
escogio tres sitios posibles de autorregulacion y todos presentaron la siguiente secuencia:
TTATACAT. En peces se emplearon secuencias promotoras del gen-I (Acc N° AY273789)
y gen-II (Acc. N° AF132287) de Pit-1 de carpa y del gen de Pit-1 de pez cebra clonado in
silico, el alineamiento de los sitios de peces permitid deducir una secuencia consenso para
la unidn de Pit-1 en genes de Pit-1 de estos peces: WHWWDCAW (Fig. 9).

Se estudiaron también los promotores de genes de prolactina (PRL) (Humano, carpa
y trucha arcoiris), hormona del crecimiento (GH) (humano, carpa y salmo salar) y
somatolactina (SL) (salmén chum) (Fig. 10). Los sitios de unioén de Pit-1 en la secuencia

promotora del gen de PRL en humano alineados mostraron la siguiente secuencia consenso:
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WTATTCAW, mientras que en las secuencias de carpa y trucha arcoiris alineadas el
consenso fue: WTWWNCAT. Para la secuencia promotora del gen de GH humano se
escogieron sitios que alineados mostraron el siguiente consenso: TTATKCAT, ademas los
sitios escogidos en secuencias de carpa y salmén del atlantico (Salmo salar) mostraron la
siguiente secuencia consenso: TTATNCAT. En el caso del gen de SL sdlo se encontrd una
secuencia del pez salmén chum y al ser alineados los sitios de uniéon de Pit-1 se obtuvo la
siguiente secuencia consenso: TTATNCAT.

Por lo tanto, el analisis realizado mostrd que la principal diferencia entre los genes
de humano en el octdmero del sitio de union para Pit-1 se encuentra en la quinta posicion,
esto es, para el gen de Pit-1 TTATACAT, para PRL: WTATTCAT y para GH:
TTATSCAT, manteniéndose la secuencia consenso WTATNCAT. En el caso de los peces,
las diferencias son mas evidentes presentandose las principales diferencias en la primera y
quinta posicion de la secuencia octamérica reconocida por Pit-1 en los promotores
estudiados, pero manteniéndose la siguiente secuencia consenso: (A 6 T)TATNCAT. Asi
entonces, este estudio confirma la secuencia consenso de uniéon de Pit-1 informada por
otros autores (Yamada et al., 1993; de la Hoya et al., 1998) y determin¢ la ubicacioén exacta
de los sitios mas probables de los genes de carpa y de pez cebra. Ademas, este estudio
muestra que no existen diferencias importantes en la secuencia consenso para la union de
Pit-1 entre los promotores de las especies de peces estudiadas ni entre los promotores de

humano y peces (Fig. 10).
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1ATGATTTA,
10sGTAAATAA, 1,
196ATGTATGT 505
256 ATTTATARA 45
262ATAAATAT 569
276ATTTATAA g3
280ATAAATAT ;47
286ATTCATGT 03
336ATGCATT T35

o, AAATCTTTACTGT 06
152ATGTAAAG 56
J3ATGTAAAR 5

»77TTTATAAATATTCAT 04

206TCCTCTTTATTCT 05

303TATTCTTTATTACS: 5
306 TCTTTATTACTAT; g

543ACCTCTTTGCCCTgss

555 CCCTAATTACCAGs,

606AGCTCATTAACAG: 4

ATGATTTA,
2. TATTGAT 5+
285 TATTCAT, 5,
33cATGCATTTT 545
383TATGCAAzgy
407ATGCATCy13

¢97GTGTGCA03

,TGATTTA,
570TGCCTCAs ¢
130AGAGTCA 54
130AGAGTCA 54
730AGAGTCA736
266 TGCTTCA,

Fig.6. Posibles sitios de union en la secuencia promotora del gen-I, segin TESS. Los
nucledtidos en azul se ajustan bien pero no perfectamente a la secuencia consenso
utilizada por el programa, aquellos en rojo no lo hacen. Los nucledtidos mas frecuentes
en las secuencias son indicadas en negrita con sus porcentajes.
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Matlnspector
OCT-1
Octamer binding site (OCT1/OCT2 consensus) N 149ttcATGTaaagaaat163
POU-factor Tst-1/Oct-6 N 23gttgAATTaaaaaacss
Octamer-binding factor 1, POU-specific domain N zgoataaatATTCatgzgz
Octamer-binding factor 1 N 3glcttATGCaactgga0395
Octamer-binding factor 1 R 142t ACATgaaatttctg se
Octamer-binding factor 1 R 177tgtatgttAACTgaa191
Octamer-binding factor 1 R 455cttatgggACTTaag469
Octamer-binding factor 1 R 553 gctctggtAATTagg567

Ts09% Te39%A1000% W T'500 T750A759%A65%

Pit-1

Pitl, GHF-1 pituitary specific pou domain transcription factor N 2gzaaatATTCatg292
Pitl, GHF-1 pituitary specific pou domain transcription factor N 332actcATGCatt342
Pitl, GHF-1 pituitary specific pou domain transcription factor N 3goaCttATG Caa0390

Te679% T 679%A100% T100%G67%C 100% A 100% T67%

CREB
14agaaatttcatGTAAagaaata;es
rostgattttaatGT A Aaatattgy)s

E4BP4, bZIP domain, transcriptional repressor N
N

Tax/CREB complex N 3z6gcaactGGA Cacattcectetsge
R
R

E4BP4, bZIP domain, transcriptional repressor

375gtccaGTTGeataagtatggasos
spzaaacca GACggeccgetgagsos
C60%Ce0%T'60% G30% T0%As09%MAg0 R

hepatic leukemia factor

activating transcription factor

AP-1
NF-E2 p45 N sesagcetttgec TCAGegggecegtsss

MTEF-1
Metal transcription factor 1, MRE N 652acctGCACacgccct666

Fig.7. Probables sitios de union en la secuencia promotora del gen-I, segiin MatInspector.
Los nucledtidos marcados en rojo muestran una alta conservaciéon en esa posicion segin las
matrices usadas por Matlnspector. Los nucledtidos en letras capitales denotan la secuencia

consenso tomada como referencia por este programa. Los nucledtidos mas frecuentes en las
secuencias son indicadas en negrita con sus porcentajes. Simbologia: R=G-A; Y=C-T; W=A-T; M=A-C; K=
G-T;S=C-G;H=A,C-T; V=A,C-G;B=C,G-T; D=A,G-T; N=G, A, T-C.
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¢5cCATATTTATACATTTGCA 5
947TCCCTTTATACATGTTAR 30
594 TAGTATTATACATAATT T 57+

229 TGTATATATGCAAGTACG 46
171 TCCATTTATACATGTTAA 54
»20TGCATATATACATCAGGA )5

279 TATAAATATTCATGTGCT 06
320AATACTCATGCATTTTT T 546
377CATACTTATGCAACTGGA 04

989AGCTCATTAACATGGATG1006

292 TGTAGTAAATCATATTT 100
12¢CTTTAAAAATCATGTTCA 20

127 TTTTCTTATACATTATAT 10
667 TTCATTCATTCATTCAT g4
¢5s TAAAAACATTCATTCAT Ters
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(Acc.N°D11333)
(Acc.N°D11333, reveso y comp.)

(Acc.N°D11333, reveso y comp.)

(Acc.N°D12886)
(Acc.N°D12886, reveso y comp.)

(Acc.N°D12886, reveso y comp.)

(Acc.
(Acc.
(Acc.

(Acc.
(Acc.
(Acc.

N°AY273789)
N°AY273789)
N°AY273789)

N°AF132287)
N°AF132287)
N°AF132287,rev.y comp.)

Fig. 9. Secuencias de sitios de union de Pit-1 en regiones promotoras de genes de Pit-1.

La secuencia principal de 8 nucleétidos reconocida por Pit-1 se encuentra en negrita y subrayada.
Simbologia: R=GO6A; Y=COT;,W=A0T,M=A6C;K=Go6T;S=C06G;
H=A,CoT;V=A,C6G;B=C,GO6T;D=AGOT;N=G,A, To6C.
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PRL
Humano 706 CCTAATTAATCAAAATCC25 (Acc. N°X00368)
779ATTTCTTATTCATATTCA 4> (Acc. N°X00368,rev, comp)
86aTCATTATATTCATGAAGAgg1 (Acc. N°X00368)
Carpa 3gCAATGTTTTTCATTAGTTss (Acc. N°X52881)
s TTTGTATATGCAATGAGT 195 (Acc. N°X52881)
Trucha 179ATCAAATAAACATCTAAC 196 (Acc. N°X95907)
Arc. 339 TAAATGATTTCATTTAAASss (Acc. N°X95907)
350ATTTAAAAATCATATTAARs7 (Acc. N°X95907)
451 TAAAAAATACCATGGGTA 68 (Acc. N°X95907)
502 AAATGTTTCTCATTAGTGs19 (Acc. N°X95907)
559 CAGACTTATGCATTCACAs7¢ (Acc. N°X95907)
GH
Humano 212, CTAAATTATCCATTAGCA 29 (Acc. N°X05244)
261 TACATTTATGCATGGGGC 44 (Acc. N°X05244,rev, comp)
Carpa 44TGGCTATTTCCATGACTCy; (Acc. N°X51969,rev, comp)
116TTTGATTATGCATTGCTGgg (Acc. N°X51969,rev, comp)
146AACTCTCATGCATTAAGA 143 (Acc. N°X51969,rev, comp)
Salmon 76 CAATAATATGCATATCCTo3 (Acc. N°X61938)

(Salmo salar) osCAAGGATATGCATATTAT g (Acc. N°X61938, rev, comp)
1129TCGTTTTATACATTTGTT1146 (Acc. N°X61938)

SL
Salmon 72.GATAATTCTTCATAAAACSS Acc. N°D10636)
chum 63AAGAATTATCCATGCTCTgg Acc. N°D10636,rev, comp)

»76CACCATAATACATCAAT To¢e;
507CCTTTATATGGATTCAAC,90

Acc. N°D10636,rev, comp)
Acc. N°D10636,rev, comp)

Fig. 10. Secuencias de sitios de union de Pit-1 en promotores de genes blanco. La secuencia
principal de 8 nucleotidos reconocida por Pit-1 se encuentra en negrita y subrayada. Simbologia:
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R=GOA;Y=COT;W=A0T,M=A0C;K=GO0T;S=COo0G H=A,CO0T; V=A,C0
G B=C,GO0T;D=AGOT;N=G,A, ToC.
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4.4 Comparacion de las secuencias regulatorias de genes Pit-1 de carpa - diferencia
especifica entre Gen-1/Gen-II.

Las secuencias regulatorias de los dos genes, entre la caja TATA y el ATG, son
diferentes. En el gen-I, esta region tiene 94 nucledtidos, mientras que en el Gen-II es de 84
nucleotidos (Fig. 11, parte superior). Dentro de esta region se encuentra una secuencia proximal
Ounica para cada gen que, en el caso del Gen-I tiene una extension de 33 nucledtidos y en el
Gen-II de 23 nucledtidos (Fig. 11, color rojo y azul, respectivamente). Un andlisis de esta region
particular utilizando TESS en busca de posibles sitios de union de factores de transcripcion que
pudieran dar una explicacion funcional a esta diferencia, fue realizado para ambas copias del gen
Pit-1 de carpa (Fig.11, parte inferior). Este andlisis arrojo 36 posibles sitios de unioén para 31
factores de transcripcion distintos en la secuencia de 33 nucleétidos del Gen-I, mientras que en
los 23 nucleotidos del Gen-II, entreg6 un total de 8 probables sitios que serian reconocidos por
solo 5 distintos factores de transcripcion. El factor que segin el analisis presenta mayor
probabilidad de unidn en la region del Gen-I es el factor de transcripcion MTF-1 y corresponde a
la misma secuencia del sitio MTF-1 rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién pero con

orientacion inversa. Ese sitio de union no existe en la region correspondiente del Gen-II.
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[TATAARIr ACCTGCACACGCCCTGCTCGTGTCACACAGGTGTGCCGATGCCTCGTGTGCAGGACTCAGACCCTGAGGTGAAGATCTAGAGTCATG
[TATAAAIN ACCTGCACACGCCCTGCTCATAGCACACAGGTGGGACCCTGAGTAGGACCCTG-AGT - ———————— AGGTGAAGATCTAGAGTCATG

Gen-11

Gen-1

TGCCGATGCC TCGTGTGCAG GACTCAGACCCTG 33
======—===(7.7899) GATA-1
==========(7.2899) GATA-2
.......... (6.7553) HSF2
.............. (6.8553) USF
.............. (6.8553) USF
_________ (9.6051) CG-1
......... (10.7631) GBF/1/2/3
............ (9.0755) N-Mye
.......... (8.9167) VSUSF_Q6
....... (6.8338) TAF-1
=====(6.5417) T-Ag
=====(8.9281) T-Ag
= =====(12.00) HES-1,USF
=======(14.00) MTF-1
—=—=—==(12.00) MBF-I
=======(10.8247) MEP-1
=======(14.00) MTF-1
======(10.0551) Ttk
________ (7.6319) Ttk_69K
=====(9.8233) LVc¢
=== ===(8.5397) H-2RIIBP
__________ (8.3799) c-Jun

--------- (8.9945) c-Fos
S (7.7160) c-Jun
======(12.00) Zeste
------ (6.5720) GCN4
....... (6.3106) E12
========(6.5661) V§CAP_01

Gen-II

GGACCCTGAG TAGGACCCTG AGT 23

—= —==——(14.00) C/EBP,C/EBPalpha
- (7.6319) Ttk_69K
——————=(14.00) NF-Zc,NF-Zz

----- -(6.7705) Ttk

Fig 11: Comparacion de las secuencias regulatorias de las dos copias del gen Pit-1 de
carpa. Se muestran las regiones diferentes de ambas copias en colores, esta zona en el
Gen-I tiene una extension de 33 nucleodtidos (en rojo), mientras que en el Gen-II es de 23
nucledtidos (en azul). En la parte inferior de la figura se muestra un andlisis de las
secuencias unicas proximales de ambas copias del gen usando TESS. Las lineas azules
indican la union a la hebra positiva del DNA y las lineas rojas la unién a la hebra
negativa. Se indican por nombre los diferentes factores que se unen a la secuencia y a su
costado los valores de maxima afinidad para cada uno y se muestran resaltados los

factores con mayor valor de afinidad.
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4.5 Analisis de expresion

Las regiones unicas proximales diferentes entre Gen-I1 y Gen-II, al estar ubicadas
luego del inicio de la transcripcion, deberian estar presentes en los mensajeros
respectivos. Una comparacion de las secuencias de cDNA correspondiente a los exones I,
II, v y parte del exon III derivadas de ambas copias mostrd un 4% diferencias a nivel
nucleotidico en las regiones codificantes (19 nucledtidos/ 475 nucleotidos total) que se
reflejaron en un 5% de sustituciones aminoacidicas (8 aminoacidos/159 aminoacidos
total) (Fig. 12, parte inferior). Ademas se observo que a nivel nucleotidico presentan
diferente nimero de sitios de reconocimiento para la enzima de restriccion Pstl, el Gen-I
presenta dos sitios de restriccion para la enzima Ps¢l (nucleotidos 92-97; nucledtidos 334-
339) mientras que el Gen-II sélo presenta uno (nucleotidos 334-339) debido a que el
Gen-II presenta una C en vez de una T con lo cual se pierde el primer sitio de restriccion
(Fig.12 parte inferior).

Se hicieron analisis de expresion para las dos copias del gen Pit-1 por RT-PCR en
RNA total de hipoéfisis de una carpa macho de verano. En cDNA de hipéfisis de carpa se
realizaron reacciones de PCR con los partidores especificos sentido: oligo cPit-1-6s
(oli6s, especifico para Gen-I) y oligo cPit-1-7s (oli7s, especifico para Gen-II),
respectivamente, en conjunto con el oligo antisense cPit-1-3a (oli3a) correspondiente al
exon III cuya secuencia es idéntica tanto en Gen-I como en Gen-II (Fig. 12).

En una reaccién de PCR se utilizaron los partidores oli7s y oli3a y en la otra
reaccion de PCR se usaron los partidores oli6s y el mismo oli3a (Fig. 13 A). En ambas
reacciones se obtuvo un fragmento de amplificacion de 523 pb. El fragmento amplificado

correspondiente al Gen-II tratado con Pstl origind fragmentos de restriccion de 386 pb y
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137 pb y el fragmento correspondiente al Gen-I origin6 fragmentos de restriccion de 144
pb, 242 pb y 137 pb en un fraccionamiento en gel de agarosa al 2% (Fig. 13 B). Asi, al
ser digeridos con Pstl, los cDNAs, originaron patrones de restriccion distintos para cada
copia. Esto indica que en el RNA total de hipdfisis de la carpa de verano estudiada se
encuentran ambos mensajeros expresados.

Se llevo a cabo una cuantificacion de las bandas en el gel del RT-PCR (Fig. 13 B)
usando un sistema automatizado de analisis de imagenes digitales (UN-SCAN-IT, Silk
Scientific, Inc.). Se eligié secciones del gel equivalentes que contenian las bandas de
interés y se compar6 su numero de pixeles menos el background. El nimero de pixeles
totales resultante para las bandas correspondientes al Gen-II y al Gen-I fue comparado
para obtener la relacion aproximada existente en la expresion de las dos copias, la cual

muestra que la expresion del gen-II es 1,4 veces mayor que la del gen-I (Fig. 14).

4.6  Analisis por Southern blot

Para corroborar el nimero de copias presentes en el genoma de C. carpio, se
analiz6 por Southern blot de DNA gendmico de carpa digerido con tres distintas enzimas
de restriccion: EcoRI, Hindlll y BamHI (Fig. 15). Como sonda se utiliz6 el inserto del
subclon pGP4;75 marcado con **P y cuya secuencia no es reconocida por ninguna de las
enzimas usadas en la digestion del DNA gendmico. En el DNA digerido con EcoRI se
observan claramente dos bandas de hibridacion de 3,0 Kpb y 1,5 Kpb (Fig.15, carriles 1-
3). Al igual, en el DNA digerido con HindIIl hay dos fragmentos de intensa hibridacién
de 6,5 Kpb y 3,0 Kpb (Fig 15, carriles 4-6). La digestion con BamHI del DNA gendmico

(Fig 15, carriles 7-9) produjo fragmentos de mayor tamafio que no se fraccionaron en las
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condiciones de la electroforesis y en las sefiales de hibridacion no se puede distinguir que
correspondan a mas que una banda. La hibridacion de la sonda con dos fragmentos del
DNA digerido con las enzimas usadas en este experimento podria confirmar que existen

dos genes para Pit-1 en el DNA gendmico de carpa.
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+1
0li7s
Gen-II TATAAATACCTGCACACGCCCTGCTCATAGCACACAGGTGGGACCCTGAGTAGGACCCTG-AGT-—--—=--—- AGGTGAAGATCTAGAGTC
Gen-I TATAAATACCTGCACACGCCCTGCTCGTGTCACACAGGTGTGCCGATGCCTCGTGTGCAGGACTCAGACCCTGAGGTGAAGATCTAGAGTC
Gen-I (5'cDNA) ACACAGGTGTGCCGATGCCTCGTGTGCAGGACTCAGAGCCTGAGGTGAAGATCTAGAGTC
olib6s
1 Ex I

M T C QA F s T TDCUP¥®¥ T T L S G D S A AL P L L M HH T G 30
IT ATGACCTGCCAGGCCTTCAGCACCACTGATTGCTTCACTACTCTGAGCGGAGACTCGGCTGCTCTGCCGCTGCTCATGCATCACACCGGA 90
I ATGACCTGCCAGGCCTTCAGCACCACTGATTGCTTCACTACTCTTAGCGGAGACTCGGCTGCTCTGCCGCTGCTCATGCATCACACCGGA 90
M T C QA F s T T D CUF T T L S G D S A A L P L L M HH T G 30

91 Vv

A A D C L P Vv S S H T T N M M P S Vv P S G L P L V Q S S K R 60
II GCCGCAGACTGTCTGCCCGTCTCCAGCCACACCACCAACATGATGCCTTCAGTCCCCTCAGGTCTGCCACTGGTTCAGTCATCCARACGC 180
T Glizll»CTGTCTGCCCGTCACCAGCCACGCCACCAACATGGTGCCTCCAGTCCCCTCAGATCTCCCTCTGGTCCAGTCGTCCARACGC 180

A ADCTILOPVE s a8l rw~vwmM@ep P vees P L 9PrPirvos s KR 60

181 Ex II

S H M H L S T S A L G N A S A S L H Y P M P P C H Y S N Q Q 90

ITI TCACATATGCACCTGTCCACTTCTGCTTTGGGCAATGCGTCAGCCAGCCTGCACTATCCAATGCCCCCGTGTCACTATAGCAACCAGCAG 270
I TCTCATATGCACCTGTCCGCTTCTGCTTTGGGCAATGCGTCAGCCAGCCTGCACTACCCATTGCCCCCATGTCACTATAGCAACCAGCAG 270
S H M HL S A S A L GNAS A S L HY P H P P CH Y S N Q Q 90

271 \% Ex vy

T T vy G M M A AQ EMTL S A S I s o T RI L Q T C S M P H A 120
IT ACCACCTACGGCATGATGGCAGCACAGGAAATGCTCTCTGCCAGCATCTCCCAGACCCGCATC] CCTGCAGCATGCCTCATGCC 360
I ACCACTTACGGCATGATGGCAGCACAGGAAATGCTCTCTGCCAGCATCTCTCAGACCCGCATC CCTGCAGCATGCCTCATGCC 360

T T vy G M M A A Q E ML S A S I s o TR I L ©Q T C S M P H A 120

361 v Ex III

N MV NGANJSTULOQG®ATLA ASTZ RTLTYZ KTFTZPEUHTSTILSGS GG S C 150
II AACATGGTCAACGGAGCCAACTCACTGCAAGGAGCTCTGGCTTCACGCCTCTATAAGTTCCCAGAGCACAGTTTGGGTGGGGGCTCCTGT 450
I AACATGGTCAACAGTGCCAACTCACTGCAAGGAGCTCTGGCTCCACGCCTCTATAAGTTCCCAGAGCACAGTCTGGGTGGGGGCTCCTGT 450

N M Vv N§arNSLOQGATL® AMEBRTLYZ KTF?PEUHTSTLGS GG S C 150

451
AL T H S L P P L P Q A L L M D E P T L G D I K Q E L R R K 180
IT GCTTTGACCCACAGTTTACCGCCGCTGCCCCAGGCCCTGCTCATGGACGAGCCCACCCTAGGAGACATCAAGCAGGAGCTGCGCAGGAAA 540
GCTTTGACCCACAGCTTACCGCCGCTGCCCCAGGCCCTGCTCACAGACGAACCCACTCTAGGTGAAATCAAGCAGGAGCTGCGCAGGAAA 540
A L T H S L P P L P Q A L L T D E P T L G E I K Q E L R R K 180
oli3a

4 % Nucleotidos diferentes Region codificante: (19 / 475)
5 % Aminoacidos diferentes Region codificante: (8 / 159)

Fig.12. Alineamiento de cDNAs derivados de los genes II y I de Pit-1 de carpa. Se
muestran también las regiones diferentes para cada copia entre la caja TATA y el ATG,
en azul la region del Gen-II de 23 nucledtidos y en rojo la del gen-I de 33 nt. En las
regiones codificantes los nucledtidos diferentes estan resaltados en amarillo y los
aminoacidos diferentes en verde. Subrayados se encuentran los diferentes oligos
utilizados en el RT-PCR con los cuales se amplificaron fragmentos de 523pb. Resaltadas
en rojo se encuentran las secuencias reconocidas por Pstl, el Gen-I posee dos sitios para
esta enzima, mientras que el Gen-II solo posee uno. Los tridngulos indican los limites
entre exones.



57

A +loli6s oli3a
cDNA
1i6 oli3a
oli6s
; 523pb
oli7s
Pb ()1 2 St 3 4 Pb
Pst1
oli7s oli3a
Genll -
386pb 137pb
Pst 1 Pst 1
oli6s oli3a
Genl =p -

144pb 242pb 137pb

Fig.13. Expresion de ambas copias del gen de Pit-1 de carpa. A: En ¢l esquema se
muestra la estrategia utilizada para evaluar la expresion de las dos copias del gen Pit-1 de
carpa. Se utilizaron los oligos oli7s y oli3a para amplificar el mensajero correspondiente
al gen-Il, y los oligos oli6s y oli3a para el mensajero del gen-I. B: Fraccionamiento de los
productos del RT-PCR de los dos genes de Pit-1, se utilizaron las dos combinaciones de
oligos en reacciones PCR en cDNA de hipofisis de carpa por separado. En el carril 1 se
muestra el producto de PCR para el Gen-II y en carril 2 producto de PCR obtenido para
el Gen-I, ambos de 523 pb. En carriles 3 y 4 los productos de PCR correspondientes a los
genes Il y I respectivamente, digeridos con Pstl, originaron distintos fragmentos. Los
productos del RT-PCR y sus respectivos productos de digestion fueron fraccionados
junto con el estdndar 1 Kb DNA Ladder, (Gibco BRL). (-) indica el control negativo sin
templado.
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Fig.14. Analisis de la expresion de los genes de Pit-1 usando un sistema
automatizado de imagenes digitales. El grafico muestra la comparacion de la intensidad
de las bandas (pixeles totales) correspondientes cada uno de los genes de Pit-1 de la
figura anterior, usando un sistema de analisis de imagenes UN-SCAN-IT (Silk Scientific,
Inc). Arriba se muestran las bandas analizadas. Las barras blancas representan las bandas
correspondientes al Gen-II y las barras negras las del Gen-I.
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EcoRI HindIII BamHI
1 2 3|4 5 6| 7 8 9
Kb I I I I Kb
L <«—— 65
30 - <« 3.0
1.5 —p
)1 2345¢61|7 89

“3p_gen |

Fig.15. Analisis por Southern Blot en DNA genomico de carpa. Gel de agarosa al 1%,
mostrando el DNA gendmico de tres individuos digerido totalmente con tres enzimas de
restriccion, EcoRI (carriles 1-3), HindIIl (carriles 4-6) y BamHI (carriles 7-9), se
muestran junto al Standar de tamafio molecular A/HindIIl. E1 DNA digerido se transfirio
a una membrana de nitrocelulosa e hibridé con el inserto de 776pb del subclon pcGP4;76
(Gen-I) marcado con *’P. El DNA gendmico digerido con EcoRI mostrd dos sefiales de
hibridacion con la sonda de 3.0 y 1.5 Kb. EI DNA digerido con HindIIl también presentd
dos senales de 6.5 y 3.0 Kb. El DNA digerido con BamHI present6 hibridacién con
fragmentos de mayor tamaiio.
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5. DISCUSION

La regulacién de la transcripcion de genes que codifican para proteinas, involucra la
interaccion de un gran numero de complejos proteicos y factores de transcripcion. El
control de la expresion de los genes de hormonas hipofisiarias se muestra como un tema de
importancia en el entendimiento de la respuesta adaptativa a los cambios estacionales que
experimenta el pez Cyprinus carpio. Esta se refleja en una modulacion de la expresion
genica a nivel de transcripcion y traduccion (Figueroa et al., 1994; Kausel et al., 1998,1999;
Sarmiento et al., 2000; Lopez et al., 2001). La obtencion y caracterizacién de un nuevo
clon, AGP4, que contiene la region promotora de una de las dos copias del gen Pit-1 se
convierte en una necesaria € importante contribucion para el disefio de estudios funcionales
y esclarecimiento de los eventos moleculares involucrados en el proceso adaptativo que
experimenta este pez. Ademads las secuencias génicas de las regiones promotoras de dos
genes duplicados permiten estudios de la diploidizacién funcional del genoma de este
vertebrado (Leipoldt, 1983).

Previamente, en nuestro laboratorio describimos las secuencias génicas
correspondientes a regiones codificantes de la region carboxilo terminal de Pit-1 (gen-1) de
carpa y la secuencia de la region codificante completa de otro gen de Pit-1 (gen-1I) de carpa
incluyendo 1.1 kb de region 5’ flanqueante (Kausel et al., 1999). El presente trabajo tuvo
como objetivo la obtencidon de secuencias regulatorias del gen-I de Pit-1 de carpa, lo cual se
logré con el aislamiento del clon AGP4 que contiene la secuencia completa de gen-I de
Pit-1 de carpa. Sin embargo, el aislamiento de las secuencias implico un extenso rastreo de

la biblioteca gendmica hasta lograr la purificacion de los clones positivos, todo lo cual
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ocupd una gran parte de tiempo en el desarrollo de esta tesis. Finalmente, se pudo revelar
una secuencia de aproximadamente 0.8 kb perteneciente a la region promotora del gen-1 y
se consider6 la determinacion de elementos cis-regulatorios en esta secuencia. La
comparacion con secuencias de consenso en promotores de genes blanco de Pit-1, en carpa
y otras especies, y en especial, la comparacion de las regiones regulatorias de los dos genes
Pit-1 de carpa que podria indicar una posible regulacion diferencial de los genes duplicados
en este teledsteo tetraploide.

En el promotor del gen-1 de Pit-1 de carpa se observo una posible caja TATA
separada 85 nt del ATG. El sitio de inicio de la transcripcion se determind 29 nucleétidos
rio abajo de la caja TATA coincidiendo con una G en esa posicion. Se observo un solo
tamafio de transcrito, lo que sugiere que no existen variantes de tamafio de mensajero de
Pit-1 en la region rio arriba del oligo utilizado. Esto concuerda con que en peces no se han
observado variantes del “splicing” en el gen Pit-1 (Majumdar et al., 1996 ). En la mayoria
de las secuencias promotoras de genes eucarioticos, transcritos por la RNA polimerasa II, la
caja TATA se ubica alrededor de 25-30 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion y
en su mayoria el inicio de la transcripcion corresponde a una A (Turner et al., 1998). En las
especies estudiadas se obtuvo una distancia muy similar entre la caja TATA y el ATG en
promotores del gen de Pit-1, esta distancia es aproximadamente 50 nucledtidos. En carpa en
ambas copias la distancia es aproximadamente 20 nucleotidos mayor (Fig.5). Esta
diferencia podria involucrar mecanismos de regulacion distintos al presentar la carpa mayor
cantidad de secuencia disponible en esta region.

No existen estudios de la region promotora del gen de Pit-1 en otros peces. Nuestros
resultados demostraron una importante similitud en carpa y en pez cebra, tanto en las

secuencias de la region promotora como en el nimero y disposicion de los sitios de union.
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El andlisis de la secuencia del gen-I con TESS y Matlnspector, reveld la presencia de
posibles sitios de union de varios factores de transcripcion en la region promotora del gen.
Con los resultados entregados por ambos programas y utilizando los sitios de mayor
probabilidad de union fue posible construir un esquema de los factores de transcripcion que
se unirian a la secuencia promotora del gen-I de Pit-1. Estos incluyen sitios para Pit-1,
AP-1, CREB y MTF-1 (Fig. 8).

En la region promotora de ambos genes de Pit-1 de carpa se encontrd un solo sitio
de uniéon para CREB. Esto concuerda con los antecedentes reportados en raton donde
también se describe un solo sitio de uniéon para CREB (Pfiffle et al., 1992). Sin embargo,
en la misma familia de roedores, diversos autores han descrito la existencia de dos sitios de
unidon para CREB (Chen et al., 1990; McCormick et al., 1991). El significado de estas
diferencias no esta claro atin ya que se ha visto que los sitios de union para CREB en los
promotores de rata y raton regulan la expresion de la misma forma. Un incremento de los
niveles de cAMP activa la transcripcion de Pit-1 (McCormick et al., 1991). En contraste
con los promotores de rata o raton, el promotor de Pit-1 de humano no tiene sitios de union
para CREB dentro de su region promotora proximal o distal. Sin embargo, en la region
promotora distal [-0.8 kb], presenta sitios de union para AP-1 y Oct-1 que regulan
negativamente su expresion (Delhase et al., 1996). En roedores y humanos se encontrd en
la region promotora proximal de Pit-1, dos sitios autorregulatorios (Chen et al., 1990;
McCormick et al., 1991; Jong et al., 1994; Delhase et al., 1996; de la Hoya et al., 1998).
Uno de ellos, localizado rio abajo del sitio de inicio de la transcripcion, tendria regulacion
negativa por Pit-1 (Chen et al., 1990). Este, no fue detectado en la secuencia obtenida en

este trabajo, sugiriendo un sistema diferente de autorregulacion. Kausel et al., (1999)
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tampoco encontr6 este elemento cis en sus estudios sobre la secuencia del gen-II en la
misma especie.

De acuerdo con Xu et al. (1998), secuencias consenso para la union de Pit-1 y para
factores especificos como AP-1 o CREB, podrian estar involucradas en la activacion
célula-especifica del gen de Pit-1 durante el desarrollo y/o en la modulacién de la expresion
de Pit-1 por estimulos externos.

Se han descrito sitios de union para Pit-1 en varias regiones reguladoras de genes
expresados en pituitaria (Iguchi et al., 1999) que incluyen su propio gen (de la Hoya et
al.,1998). El andlisis realizado en esta tesis confirma la secuencia consenso de union de
Pit-1 informada por otros autores (Yamada et al., 1993; de la Hoya et al., 1998). Como se
esperaba, el estudio muestra que no existen diferencias importantes en la secuencia
consenso para la union de Pit-1 en los promotores de las especies de peces estudiadas ni en
los promotores de humano y peces (Fig. 10). Claramente las secuencias directamente
flanqueantes son importantes, influyendo en la interaccioén del factor de trascripcion Pit-1
(Scully et al., 2000). Ademas, el nimero, la ubicaciéon y espaciamiento en la region
promotora de secuencias de union de factores interactuantes tiene influencia en la expresion
célula-especifica de los genes blanco (Weatherly et al., 2001). Asi entonces, el promotor
del gen de GH en mamiferos posee dos sitios de union de Pit-1 bien conservados en la
region promotora proximal (Scully et al., 2000), mientras que el promotor de prolactina
posee un sitio de union a Pit-1 en la region promotora proximal y tres sitios adicionales en
los 3 Kb de secuencia 5’ flanqueante (Scully et al., 2000). El factor Pit-1 activa la expresion
del gen de hormona de crecimiento en un tipo celular, las somatotropas, y restringe la
expresion en un segundo tipo celular, las lactotropas. La distincion depende de un

espaciamiento de dos pares de bases para acomodar las regiones bipartitas del dominio
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POU de Pit-1 en un sitio conservado en el promotor de hormona de crecimiento (Scully et
al., 2000). El efecto alostérico en combinacion con otros factores de union al DNA resulta
en el reclutamiento de un complejo co-represor en las células lactotropas (Scully et al.,
2000).

Las secuencias flanqueantes de los sitios de unidon son unicas y parecen importantes
en la efectividad de la funcion del factor unido a la secuencia de consenso. Se ha mostrado
una accion especie-especifica de Pit-1 en experimentos de cotransfeccion de promotores de
Sparus auratus donde la proteina homoéloga de Pit-1 de rata no produjo significante
aumento en la actividad luciferaza en células CHO, HeLa y 293 humanas (Astola et al.,
2003). No se observd lo mismo en promotor de somatolactina de salmén, donde, al ser
cotransfectado en células HeLa con un plasmidio de expresion para Pit-1 de rata, este
ultimo demostré ser mas eficiente que la proteina de salmén (Ono et al., 1994).

Recientemente, se ha reportado la identificacion de un putativo sitio de unién para
Pit-1 en la regién promotora del gen que codifica para el receptor del péptido liberador de
Prolactina Humano [PrRPR] (Ozawa et al., 2002), y se postula que puede estar
contribuyendo a la regulacion de los niveles de PrRPR en pituitaria anterior a través de la
activacion del gen de PrRPR en tumores hipofisiarios (Ozawa et al., 2002). Ademads estos
investigadores, mostraron que la coexpresion con Pit-1 lleva a un significante incremento
de la actividad del promotor de PrRPR (Ozawa et al., 2002) lo que contribuye a dilucidar el
papel que juega Pit-1 en la regulacion de la sintesis de prolactina. En la carpa observamos
un aumento dramatico de la expresion de PRL en peces de verano respecto a invierno y un
concomitante aumento de la transcripcion de Pit-1 que sugiere su participacion en los
eventos moleculares que regulan la variacion de PRL en respuesta al estimulo ambiental

(Kausel et al., 1999). Actualmente en nuestro laboratorio se estan caracterizando péptidos
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hipotaldmicos y sus respectivos receptores en la pituitaria de carpa especificos para la
activacion de la expresion y secrecion de prolactina (Montefusco et al., 2003, Romero et
al., 2003). Claramente Pit-1, el factor de transcripcion que se puede unir a regiones
regulatorias de multiples factores del eje hipotalamo-hipofisiario podria jugar un importante
papel en la regulacion de la red de interacciones moleculares en la pituitaria donde subyace
la respuesta adaptativa a estimulos extrinsecos como la de variaciones circanuales en el
habitat natural.

El andlisis de la secuencia del gen-I incluy6 alineamiento con la region promotora
del gen-II, el cual mostr6 diferencias en la mitad de la secuencia. Una zona especialmente
diferente se encuentra ubicada entre el sitio de inicio de la transcripcion y el codon ATG de
ambos genes (en el gen II, nt. 1068-1090; en el gen I, nt. 684-717) y en el caso del gen I es
10 nucle6tidos mas extensa. Al ver esta diferencia se puede pensar en nucledtidos que se
hayan introducido por error durante la reaccion de PCR, pero una comparacion de esta zona
con la region 5’no traducida del cDNA, mostré un 100% de identidad, lo que indica que
tanto el 5’cDNA como el clon pcGP4776 corresponden a secuencias del gen-1. Un analisis
de esta region con TESS muestra gran diferencia en los posibles sitios de union de factores
de transcripcion. Llama la atencion que en el gen I se identificod dos sitios con alta
probabilidad de unién para el factor MTF-1, el primero rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion, con orientacion sentido y el otro rio abajo del inicio de la transcripcion, en
orientacion antisentido en la region unica proximal de 33 nucledtidos del promotor del gen-
I. Estos sitios no fueron reportados por Kausel et al (1999) en la region promotora del gen-
II. Un andlisis utilizando TESS en la region promotora del gen-II, realizado en esta tesis
mostr6 que el gen-1I solamente comparte con el gen-I el sitio MTF-1 rio arriba del inicio de

la transcripcion.
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MTF-1 es un factor de transcripcion evolutivamente conservado que activa la
transcripcion de una familia de proteinas de bajo peso molecular inducidas por metales
llamadas Metalotioneinas (MT) (Saydam et al., 2002). Por anélisis de Northern blot se ha
mostrado que MTF-1 se expresa en varios tejidos en raton, incluyendo cerebro, donde se
expresa en tempranas etapas del desarrollo (Chen et al.,, 2002). MTF-1 se une
especificamente a elementos de respuesta a metales (MREs, de su sigla en inglés: metal-
responsive elements), ubicadas en los promotores de MTs inducidas por metal y de otros
genes involucrados en la homeostasis de metales y respuesta a stress celular de variados
organismos incluyendo peces (Saydam et al., 2002). Esto sugiere que metales pesados por
medio de MTF-1 podrian influir la expresion de Pit-1. Ademas se ha reportado en juveniles
de salmén del Atlantico, que el 4-nonilfenol, un quimico medio ambiental con efectos
estrogénicos, indujo sintesis de mRNA de Pit-1 a una concentracion de 125 mg por Kg de
peso corporal (Yadetie and Male, 2002). Por lo tanto Pit-1 podria estar involucrado en la
respuesta a contaminantes del medio ambiente acudtico y un cambio de la expresion de
Pit-1 podria indicar tempranamente un efecto al organismo.

Segun estudios recientes por analisis de marcadores microsatelitales, el genoma de
C. carpio se duplico unos 15 millones de afios atras (Durand et al., 2002; Tsigenopoulos et
al., 2002). La poliploidizacion es la duplicacion completa del genoma en un organismo
(Wolfe et al., 2003). La duplicacion del material genético aumenta en una vez el nimero de
genes y asi las posibilidades del uso de esta informacion génica (Ohno, 1970). El nimero
de cromosoma de carpa (100) es el doble del numero en especies relacionados en el mismo
clado (Durand et al., 2002). Genes de copia Unica en otros vertebrados, en la carpa pueden
existir en dos copias y cuatro alelos (Ferris y Whitt, 1977; Leipoldt, 1983). En mamiferos

se han reportado duplicaciones génicas segmentales en genes e incluso cromosomas (Bailey
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et al., 2002). Sin embargo, la poliploidia conserva la necesaria relacion estequiométrica
entre productos génicos, mientras la duplicacion de genes los pone en desbalance con sus
compaiieros interactuantes (Lynch et al., 2000). De acuerdo con lo esperado en un genoma
duplicado se observaron dos cromosomas marcados con una sonda para un gen que tiene un
locus en una especie diploide (Inafuku et al., 2000). Otro indicio es que para diversos genes
conocidos clasicamente como genes de copia unica, se han encontrado dos transcritos que
sugieren dos genes diferentes en este pez, por ejemplo L41 (Vera et al., 2003). Claramente
existen dos genes Pit-1 en C. carpio. No obstante, se utiliza en un momento solamente la
mitad de la informacidon génica y la carpa aparece funcionalmente diploidizada (Leipold,
1983). No se sabe el mecanismo de la regulacion de la expresion de los genes duplicados en
un organismo tetraploide. En principio existen tres posibilidades para la evolucion de
secuencias duplicadas: 1) un miembro del par duplicado se podria transformar en un
pseudogen que no termina en un producto funcional; 2) podria tomar una nueva funcion; 6
3) los dos genes duplicados podrian dividirse las multiples funciones del gen ancestral
redefiniendo cada copia a un mas estricto set de tareas (Lynch, 2002; Wolfe et al., 2003). El
ultimo proceso de subfuncionalizacidon se observa por ejemplo en los genes duplicados de
cypl9 en pez cebra, donde se expresan transcritos parecidos en distintos tejidos (Chang et
al., 2001). En carpa se observd un cambio en la relacion de la expresion de los dos genes
POMC (Pro-opiomelanocortina) inducido por un cambio de temperatura (Arends et al.,
1998).

A partir de las secuencias especificas de Pit-1 se demostrd inequivocamente que las
dos copias se expresan en una carpa aclimatizada a verano y que el mensajero del gen-II es
aproximadamente 1,4 veces mas abundante que el del gen-1. Sin embargo, este resultado se

estudiard en un numero mayor de carpas aclimatizadas de cada estacion. Ademas, ensayos
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de hibridacion in situ con sondas copia especificas podrian revelar una ubicacion en células
especificas de la glandula pituitaria que podria dilucidar una subfuncionalizacion
relacionada con los distintos genes blancos de Pit-1.

En resumen, a través del trabajo realizado en esta tesis se logré aislar y caracterizar
la region promotora proximal del gen-I Pit-1 y se destacaron las similitudes y las
diferencias respecto al gen-II. Ademads, se ha mostrado que las dos copias del gen se
expresan en un individuo aclimatizado a verano y que el mensajero del gen-II es mas
abundante que el del gen-I1. No obstante, las secuencias reveladas de Cyprinus carpio
permitiran el disefio de estudios funcionales para determinar la importancia de los sitios

identificados y determinar la funcion in vivo.
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