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1. RESUMEN

En el teledsteo Cyprinus carpio el eje hipotalamo-hipofisiario juega un rol importante en
la organizacion de la respuesta compensatoria para permitir la adaptacion reversible a cambios de
su medio ambiente. El factor de transcripcion Pitl, especifico de pituitaria, regula la expresion de
los genes de hormona de crecimiento (GH), prolactina (PRL), subunidad B de la hormona
estimulante de la tiroides (B-TSH), somatolactina (SL) y su propio gen. Los cambios modulares
de elementos cis-regulatorios en los genes duplicados de Pit-1 reflejan la dinamica de secuencias
regulatorias en este teledsteo, cuyo genoma se duplico unos 15 millones de afios atras. Analisis in
vitro revelaron la interaccion especifica de factores nucleares a secuencias de consenso
conservadas en los genes I y 11 y sitios exclusivos en el gen-1, que podrian estar implicados en la
regulacion de la expresion diferencial en carpas aclimatizadas a invierno, las que muestran un
mayor nivel de transcritos del gen-1. Asi, el sitio ccP3 de union al factor Pitl y el sitio ccC1 de
unién al factor CREB, mostraron interaccion especifica con factores nucleares en ambos genes
Pit1, mientras que los sitios ccP5 y ccP6 de union al factor Pitl mostraron union solo en el gen-I.
Por otra parte, los sitios ccM1 y ccM2, correspondientes a elementos de respuesta a metales
(MRE), también mostraron union a factores nucleares. El sitio ccM2 interacciond
especificamente con un factor nuclear en ambos genes, mientras que el sitio ccM1 mostro unién
exclusivamente en el gen-1 de Pitl. Este elemento MRE no habia sido descrito antes en peces.

Otro acercamiento se obtuvo con un anticuerpo policlonal anti-cPitl que
inmunorreacciono en nucleos de cortes sagitales de pituitaria de carpa.

Futuros estudios in vivo deberian considerar este anticuerpo para comprender la dindmica

de nuevos modulos regulatorios en los genes duplicados de Pitl de carpa.



1.1 SUMMARY

In the teleost Cyprinus carpio the hypothalamus-hypophysis axis plays an important role
in organizing the compensatory response to allow the reversible adaptation to changes in the
environment. The pituitary specific transcription factor Pitl, regulates the expression of growth
hormone, prolactin, B-thyroid stimulating hormone, somatolactin genes and Pitl itself. Modular
changes of cis-regulatory elements in the Pitl duplicated genes reflect the dynamics of regulatory
sequences in this teleost which duplicated its genome about 15 MYA. In vitro analyses revealed
the specific interaction of nuclear factors to conserved consensus sequences in the gene-l and
gene-1l, and exclusive sites in gene-I, that might be involved in the regulation of differential
expression in winter acclimatized carp, which showed a higher level of transcripts from gene-I.
Thus, the Pitl binding site ccP3 and the CREB binding site ccC1, showed specific interaction
with nuclear factors in both Pitl genes, while the Pitl binding sites ccP5 and ccP6 showed
binding only in gene-l. On the other hand, the ccM1 and ccM2 sites, corresponding to metal
responsive elements (MRE), showed binding to nuclear factors as well. The ccM2 site interacted
specifically with a nuclear factor in both genes, while the ccM1 site showed binding exclusively
in Pitl gene-l. This MRE had not been described before in fishes.

Another approach was persued with a polyclonal antibody, anti-cPitl, which
immunoreacted in nuclei of sagital slides of carp pituitary.

For future in vivo studies this antibody might be useful to reveal the dynamic of new

regulatory modules in the carp Pitl duplicated genes.



2. INTRODUCCION

Dentro de los seres vivos, los peces euritermales han desarrollado respuestas
compensatorias para sobrellevar los cambios ambientales circanuales que ocurren naturalmente
en su habitat (Alvarez et al., 2004). Se distingue el proceso de adaptacion en la situacién natural,
la aclimatizacion, de la situacion en condiciones controladas del laboratorio, la aclimatacion
(Proser et al., 1986). La carpa mostr en ambos procesos la modulacion de la expresion génica a
nivel transcripcional y traduccional en varios tejidos (Saez et al., 1982; Vera et al., 1993;
Goldspink et al., 1995; Figueroa et al., 1994, 1997; Cossins et al., 2005). En especial, los
cambios significativos en la expresion de factores del eje hipotalamo-hipofisiario sugieren un rol
importante de estos factores en la regulacion de la adaptacion a los cambios del medio ambiente
(Kausel et al., 1999). Principalmente la temperatura y el fotoperiodo constituyen los factores
fisicos que marcan este proceso de ajuste adaptativo, que refleja cambios de la expresion génica
para proveer las condiciones homeostaticas que necesita el pez para sobrevivir (Figueroa et al.,
1999; Vera et al., 2000; Buckley et al., 2001). Sin embargo, la disponibilidad de alimento, o
exposicion a otros factores y xenobioticos, también pueden influenciar el proceso de adaptacion y
por tal la expresion génica (Alvarez et al., 2004; Moens et al., 2006).

La glandula pituitaria o hipofisis, esta formada por dos partes que tienen distinto origen
embrionario y diferente funcion, una parte posterior o neurohip6fisis y una parte anterior o
adenohipofisis (Bolander, 2004). La neurohipofisis tiene su origen en el tercer ventriculo y
permanece conectada a la base del ventriculo por el infundibulo. Por otra parte, la pituitaria
anterior o adenohipdfisis, se forma de una invaginacion ectodermal o bolsa de Rathke. La

neurohipdfisis secreta en mamiferos vasopresina y oxitocina, en peces arginina-vasotocina e



isotocina. Estos peéptidos son sintetizados en las neuronas peptidérgicas de los nucleos
supradptico y paraventricular del hipotdlamo, empaquetadas en vesiculas, transportadas por
axones a la neurohipofisis y almacenadas hasta su liberacion (Bolander, 2004; Flores et al.,
2007).

La adenohipdfisis estd compuesta de diferentes tipos celulares, las células somatotropas
que secretan hormona del crecimiento (GH), las células lactotropas que secretan hormona
prolactina (PRL) y las células que secretan hormonas troficas, es decir, hormonas que regulan
otra glandula (Bolander, 2004). Dentro de este grupo se encuentran las células tirotropas que
secretan hormona estimulante de la tiroides (TSH), las células gonadotropas que secretan
hormonas luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH) y finalmente las células
cortico-lipotréficas que secretan hormona adenocorticotrofina (ACTH) y péptidos relacionados.
La secrecidn de estas hormonas estd regulada por hormonas sintetizadas en el hipotdlamo. En
mamiferos, estas hormonas del hipotalamo llegan a la eminencia media y son transportadas a
través del sistema portal hasta la adenohipoéfisis (Bolander, 2004).

El sistema y funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisiario es parecido en
vertebrae, en teledsteos se destacan algunos aspectos morfo-funcionales especificos (Norris,
1997). Los distintos tipos celulares que componen la adenohipdfisis estan agrupados de acuerdo a
su funcion en tres regiones definidas dentro de la pituitaria anterior, las lactotropas en la region
rostral pars distalis (RPD), las somatotropas en la region proximal pars distalis (PPD), y las
células que sintetizan somatolactina (SL), una hormona relacionada con PRL y GH especifica de
peces, en la region pars intermedia (PI) (Evans et al., 1993; Norris, 1997). Ademas, en teleGsteos

no existe una eminencia media y no hay un sistema portal, y los factores hipotalamicos que



controlan la liberacion de las hormonas producidas en la adenohipoéfisis llegan directamente por
axones 'y terminaciones axonales que conectan ambas estructuras (Norris, 1997).

El desarrollo y funcionamiento de las lineas celulares que producen PRL, GH y
TSH subunidad B necesitan el factor de transcripcién especifico de la glandula pituitaria, Pitl
(Fig.1, Olson et al., 2006). En teledsteos, ademas se necesita Pitl para las células que producen
SL (Andersen y Rosenfeld., 1994; Ono et al., 1994; Poncelet et al., 1997; Olson et al., 2006).
Esto ha sido mostrado por mutaciones ocurridas naturalmente en el gen Pitl detectadas en ratones
enanos con un sindrome de hipoplasia de la glandula pituitaria e hipotiroidismo (Quentien et al.,
2006). El raton enano Snell tiene una mutacion puntual en la tercera hélice de la region
POUhomeo, W261C (Lin et al., 1994), el raton enano Jackson una mutacién nula del gen del
factor de transcripcion Pitl, es decir le falta la region del gen Pitl en el genoma (Cohen et al.,
1996; Quentien et al., 2006). En humanos, al menos 16 distintas mutaciones autosomicas
recesivas o dominantes en Pitl mostraron ser responsables de las deficiencias de estas hormonas
causando sindromes de Deficiencia de Hormona Pituitaria Combinada (combined pituitary
hormone deficiency CPHD) (Radovick et al., 1992; Pellegrini et al., 1996; Cohen et al., 1999;
Hashimoto et al., 2003). Ademas, analisis de mutaciones in vitro introducidos en el gen Pitl y
transfectadas en células han revelado la importancia de Pitl en los mecanismos moleculares
responsables de CPHD (Pfaffle et al., 1996; Pernasetti et al, 1998; Fofanova et al., 1998; Salemi
et al., 2003). Por otra parte, los mutantes pitl en zebrafish carecen de tres tipos de células de
pituitaria, lactotropas, somatotropas y tirotopas y muestran enanismo severo (Nica et al., 2004).

Pitl es una proteina compuesta de dos dominios funcionales, el dominio transactivador N-
terminal rico en residuos serina y treonina, y el dominio C-terminal donde estd localizado el

altamente conservado dominio POU de union al DNA (Scully et al., 1999). La familia de factores



Fig.1: Esquema del control temporal del desarrollo de las lineas celulares de la glandula
pituitaria. En el esquema se destaca la expresion coordinada de factores con homeodominio
criticos para el desarrollo de la pituitaria en mamiferos. Los tipos celulares del linaje Pitl
(celeste) expresan hormona de crecimiento (GH), prolactina (PRL) y hormona tiroideo
estimulante subunidad beta (TSH-beta). Diencefalo ventral (VD), bolsa de Rathke (Rathke’s

pouch, RP), punto rostral (rostral tip, rt). Extraido de Olson et al., 2006.



con dominio POU se denomind segun lo encontrado en factores de transcripcion especifico, el
Pitl, en los factores Oct y en un factor de transcripcién Unc 84 importante en el desarrollo
temprano de Caenorhabditis elegans (Ingraham et al., 1990). EI dominio POU se compone de
dos subdominios, cada uno con un dominio homeobox con el motivo hélice-giro-hélice (HTH)
para la union al DNA. El homeobox es una secuencia de 180 nucle6tidos que codifica un dominio
de 60 aminodcidos altamente conservado que forma tres hélices alfa, la hélice 3 es la hélice de
reconocimiento que se une al surco mayor estabilizado por la hélice 2 (HTH) y la hélice 1 (Scully
et al., 1999). EI dominio homeobox se encontr6 primero en proteinas procariéticas que se unen al
DNA, en el represor lac y represor lambda, y la estructura primaria es altamente conservada. Este
motivo esta presente en los productos de los genes homeoticos antennapedia, fushi tarazu y
ultrabitorax de droséfila en un segmento de 60 amino&cidos, el homeobox. En el domino
bipartido POU se ubica hacia al amino termino el subdominio POU especifico (POUSs), un
dominio de 69 a 78 amino acidos altamente conservado, atado por un conector de 14 a 25
amino&cidos menos conservados, a un subdominio POU homeo (POUh) de 60 amino&cidos. La
flexibilidad del conector, en particular, permite la posibilidad de diferentes espaciamientos y
orientaciones relativas entre los subdominios (Fig.2, Scully et al., 1999). Esto ayuda a expandir el
repertorio de sitios de DNA reconocidos por las proteinas de dominio POU y tiene importantes
implicaciones para entender los mecanismos de control de la expresion de genes en eucariontes
(Scully et al., 1999; Rosenfeld et al., 2006).

Los factores de transcripcién con dominio POU tienen gran habilidad para unirse al DNA
tanto como mondmeros o dimeros y, ademas, pueden adoptar diversas configuraciones en union
al DNA (Fig.2) (Wegner et al., 1993; Herr y Cleary, 1995; Jacobson et al., 1996; Scully et al.,

1999). Pitl se une como dimero en las regiones promotoras de sus genes blancos y se autorregula






Fig.2: Interaccion de Pitl en el promotor de PRL. (A) Esquema de la union de Pitl como
dimero en el sitio PRL-1P en el promotor del gen de PRL de raton. (B) Representacion de la
union de Pitl al DNA como mondmero. (C) Esquema estructural de (A). Verde: DNA de la
region promotora del gen prolactina; regién POU de la proteina Pit11: rojo; Pit12: azul. POUH:
dominio POU-homeo; POUs: dominio POU-especifico. (A) y (C) extraido de Scully et al., 1999,

(B) extraido de Lodish, 2000.
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ya que se une a su propio gen (Ingraham et al., 1990). Parte de la versatilidad del factor Pitl en
regular la transcripcion de varios genes blancos deriva de su inusual estructura bipartida
contenida en el dominio POU de unién al DNA. EI dominio POUs siempre se encuentra en
conexién con el dominio POU y es responsable de la alta afinidad y unién secuencia especifica
(Ingraham et al., 1990). La estructura cristalografica mostré que en el complejo Octl-POU/DNA
el dominio POU del Octl estad unido como mondmero en el octamero reconocido como sitio de
union, y que el dominio POUs y POUh interactian en lados opuestos de la hélice del DNA
(Klemm et al., 1994). En el complejo cristalografico del dominio POU de Pitl con un sitio
sintético de unién, una doble hebra 28-mer, el dominio POU de Pitl se une como dimero, y los
dominios POUh y POUs de una molécula se unen en surcos mayor adjacentes (Jacobsen et al.,
1997). La otra molécula se une en el lado opuesto y se forma una interfase del dimero entre el
domino POUh de un mondmero con el dominio POUs del otro mondmero unido en forma
simétrica. La mutacion R271W que causa el sindrome CPHD en humano se ubica exactamente en
esta interfase del dimero (Radovick et al., 1992).

Pitl se une a un complejo patron de sitios de union dentro de los promotores y
aumentadores de los genes que este regula. Las secuencias de estos sitios varian ampliamente
alrededor de una secuencia de consenso poco conservada (A/T) (A/T) TATNCAT con la
posibilidad de que Pitl podria estar configurado diferentemente en los distintos sitios (Ingraham
et al., 1990; Holloway et al., 1995). Sin embargo, las diferencias en la cantidad de
desoxirribonucledtidos de las secuencias de reconocimiento de Pitl en los promotores de los
genes blanco que son activados por el factor de transcripcién Pitl en un tipo celular determinado
de pituitaria, pueden tener un efecto de represion en la expresion de los genes de las mismas

hormonas hipofisiarias en otro tipo celular, permitiendo la activacion o restriccion de gen
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reciproca durante la diferenciacion de una linea celular comun en la organogénesis de mamiferos
(Scully et al., 2000). El factor de transcripcién Pitl se une a su secuencia de reconocimiento en el
promotor de PRL con un espaciamiento de 4pb entre el dominio POUs y el dominio POUh, pero
con un espaciamiento de 6pb, dos pares TT adicionales, en su secuencia de reconocimiento en el
gen de GH. Esta diferencia produce una represién de la transcripcion del gen de GH en
fibroblastos de rata (Scully et al., 2000).

Por lo tanto Pitl puede interactuar como monémero o dimero, formar y reclutar complejos
con otras proteinas que interactian con el DNA y/o proteinas corepresoras/coactivadoras y asi
integrar sefiales y participar en el control de la respuesta transcripcional en complejos que
reprimen o activan la transcripcion génica (Rosenfeld et al., 2006)

En mamiferos se observaron variantes de empalme del gen de Pitl que producen proteinas
parcialmente diferentes que presentan una modulacion y especializacion de la funcion de la
proteina original (Demarco et al., 2006). Asi, mientras Pitl regula la transcripcion de los genes
PRL y GH (Bodner et al., 1988; Ingraham et al., 1988), la variante de empalme Pit1% una
proteina que presenta una insercion de 26 aminoacidos en el dominio de transactivacion de Pitl
producto de un procesamiento alternativo del RNA mensajero, no se une eficientemente al
promotor del gen de PRL (Morris et al., 1992). En pavo la variante de corte y empalme con el
inserto B es un regulador menos efectivo del gen de PRL, pero regula eficientemente al gen de
GH (Kurima et al., 1998).

En peces no se han observado variantes de procesamiento alternativo del RNA mensajero
transcrito del gen de Pitl (Majumdar et al., 1996). La proteina Pitl de peces en la regién del gen
que codifica para la region transactivadora presenta secuencias adicionales que codifican para

una region adicional en el exon I, denominada inserto 3 de 29 aminoécidos (homdlogo a la
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secuencia de 26 residuos de Pitl® en mamiferos), y un nuevo exon denominado exon y que
codifica para 33 aminodacidos coincidente con la unién del exon 11y 11l de Pitl en mamiferos, por
eso Pitl en peces tiene un mayor tamafio de aproximadamente 360 aminoacidos y en mamiferos
290 aminoacidos (Majumdar et al., 1996; Lorens et al., 1996).

En la familia Cyprinidae existen especies diploides con dotacion cromosémica de 50
cromosomas, asi como también especies tetraploides con un numero de 100 cromosomas Yy
ademas especies hexaploides con un ndmero cromosémico de 150 cromosomas (Fig.3;
Tsigenopoulus et al., 2002). La carpa (Cyprinus carpio) experimenté la duplicacion de su
genoma unos 12 millones de afios atras ademas de las dos rondas (2R) de duplicacion gendmica
al inicio de la radiacion de vertebrados (David et al., 2003). Consistente con la hipotesis de la
ronda adicional de duplicacion del genoma especifica de peces, referida como 3R, un juego
complejo de copias de genes estan presentes en un dnico individuo (Hoegg y Meyer, 2005). La
duplicacion del genoma puede estar seguida tanto por la pérdida o inactivacion de una de las
copias duplicadas del gen; subfuncionalizacion, donde cada copia del gen adquiere un patron de
expresion temporal y/o espacialmente especifico, y/o neofuncionalizacion donde una copia
adquiere una funcion nueva (Ferris y Whitt, 1977; Hoegg y Meyer, 2005).

En el contexto de los estudios funcionales sobre genes de factores del eje hipotalamo-
hipofisiario es muy importante recordar que la carpa es tetraploide y que los genes duplicados
activos pueden existir en dos copias y cuatro alelos y podrian ser regulados diferencialmente
(Hoegg y Meyer, 2005; Christoffels et al., 2006). Se mostrdé que muchos genes duplicados son
mantenidos activos en carpa, debido posiblemente a la ocurrencia relativamente reciente de la
duplicacion (Arends et al., 1998; Futami et al., 2001; Hermesz et al., 2002; Molina et al., 2002;

Figueroa et al., 2005). Actualmente se sabe que existen dos copias de Pitl en carpa (Kausel et al.,
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1999), que existen transcritos de las dos copias del gen Pitl segun lo confirmado por los
experimentos de RT-PCR (Salazar et al., 2003). Ademas se mostr6 por hibridacion in situ con
oligonucledtidos gen-copia especifica que existe una expresion diferencial a nivel de
transcripcion de los dos genes Pitl en carpas aclimatizadas a invierno con mayor presencia de
transcritos del gen-1 en relacion al gen-11 (Kausel et al., 2006).

En la region promotora rio arriba de la secuencia codificante de los dos genes se
predijeron por analisis in silico maltiples sitios de unién para factores de transcripcién (Salazar,
2003). Se encontraron secuencias de consenso, entre otros para la union de Pitl, AP-1, CREB que
podrian estar involucradas en la activacion célula especifica del gen Pitl durante el desarrollo y/o
la modulacién de la expresion de Pitl por estimulos externos (Xu et al., 1998). En base al analisis
in silico de las secuencias 5’-regulatorias se plantea como hipoétesis de trabajo que los sitios de
unién a factores de transcripcién identificados en la region promotora del gen Pitl son
funcionales en la glandula pituitaria de Cyprinus carpio.

Por eso se propone estudiar los posibles sitios de union de factores de transcripcion en las
regiones del promotor proximal de los genes duplicados Pitl por caracterizacion de la interaccion
DNA/proteina in vitro. Se desarrollard el ensayo de retardo de la movilidad electroforética de
complejos DNA/proteina (ensayo EMSA) a partir de extractos de pituitaria de carpa para evaluar
la funcionalidad de los sitios regulatorios de Pitl, el factor del sistema hipofisiario que juega un

rol central en el control de la adaptacion a cambios ambientales.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Reactivos

Sigma Chemical Co: azul de bromofenol, nonidet P-40, EDTA, EGTA, bromuro de etidio, RNAsa y
DNAsa.

Merck (Darmstadt, Alemania): glicerol, acido tricloroacético, MgCl,, BSA.

Winkler y Zawadsky: SDS, cloruro de sodio, cloruro de potasio.

Invitrogen: “Random Primers DNA Labeling System”.

Amersham: POPOP.

Whatman: papel 3MM.

Promega: dNTPs, Tris, HCI.

Merck: ElI medio de cultivo MEM, tripsina, colchicina, giemsa, metanol y acido acético fueron

gentilmente donados por Dr. Milton Gallardo.

3.1.2 Enzimas

Gibco BRL: enzimas de restriccion EcoRl, Pstl, y la enzima transcriptasa reversa (RT) Superscript.
Promega: las enzimas BamHI, Hindlll, Tag Polimerasa, T4 DNA ligasa y su correspondiente tampdn
T4 DNA ligasa 5X (Tris-HCI 0,2M pH 7,6; Mg,Cl, 0,1M; DTT 0,1M).

Invitrogen: DNAsa libre de RNAsa.

Life Tecnologies do Brasil Ltda: Taq polimerasa recombinante con su correspondiente tampon 10X

(Tris-HCI 200mM pH 8,4; KCI 500mM) y Mg.Cl, 50mM.



16

3.1.3 Animales de experimentacién

Carpas adultas (Cyprinus carpio) de entre 30 y 40cm de largo fueron capturadas en el rio
Calle-Calle en Valdivia, Chile y mantenidas a temperatura y fotoperiodo natural por tres semanas en
una jaula fija de 3 x 4m sumergida 2m en un afluente del mismo rio. Las glandulas hipofisiarias
fueron disectadas y procesadas inmediatamente para preparacion de RNA y extracto nuclear. Los

riflones fueron disectados para preparacion de cromosomas metafasicos.

32 METODOS

3.2.1 Preparacion de sitios para union de factores nucleares

Los templados de DNA, un corto fragmento de DNA doble hebra, fueron preparados a partir
de oligonucledtidos sintéticos (40pmol, 20pmol/ul), uno sense y uno antisense, apareados y
marcados con y-*P-ATP (6000 Ci/mmol, 10mCi/ml, 25ul = 250uCi, Amersham). Uno de los
oligonucleodtidos, el sense (20pmol, 20-mer), se marcé primero en el extremo 5’ con polinucle6tido
quinasa (PNK) y y-**P-ATP, y los nucleétidos no incorporados fueron separados por precipitacion
como sigue. EI marcaje se realizé por 30 min a 37°C en un volumen total de 10ul, se llevo a un
volumen final de 50ul agregando 0,25ul de glicogeno (stock 10ng/ul; conc.final 50ng/ml) como
transportador, 5ul 3M NaAc pH5,4 y completado con agua, precipitado con tres volimenes de etanol
100%, incubado 30 min a -20°C, centrifugado a 14.000rpm por 30 min a 4°C, el sedimento fue
lavado una vez con etanol 70% Yy secado al aire. El oligonucledtido sentido marcado (20pmol) fue
resuspendido en 39ul de agua, 10ul de tampon PNK 5x y 1ul de oligonucleétido antisentido
(20pmol), la mezcla fue calentada en bafio maria a 100°C por 10 min y enfriado a temperatura

ambiente. Los fragmentos competidores no marcados fueron obtenidos agregando cantidades
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equimolares de oligonucledtidos sense (30ul 100uM) y antisense (30ul 100uM), incubados en la
presencia de sal (7OmM Tris pH7.6, 100mM KCI, 10mM MgCl; final), por 10 min a 100°C,

enfriados a temperatura ambiente y almacenados a -20°C.

3.2.2 Determinacion de la eficiencia del marcaje con *P

El método usado para cuantificar la cantidad de *?P radiactivo que se incorporé a
los oligonucledtidos, fue el de precipitacion con TCA (Sambrook et al., 1989), el cual mide
cuentas precipitables en una muestra. Trabajando siempre en hielo para mantener una
temperatura de aproximadamente 4°C en las soluciones, se tomo una alicuota de 1ul del tubo que
contenia la reaccion de marcaje radiactivo y se diluyd 50 veces en agua destilada para constituir
la solucién trazadora. De esta solucion se tomaron dos alicuotas de 10ul y 20ul que fueron
mezcladas en tubos de ensayos con 1ul de DNA de timo de ternera fragmentado y denaturado
(coprecipitador) con una concentracién de 1mg/ml, y 5ml de TCA 10% a 4°C. Las diluciones se
incubaron en hielo por 15 min y luego fueron filtradas independientemente en membranas de
nitrocelulosa de 25um de diametro de grado BAB85 de 0,45um (Schleicher y Schuell). Después de
filtrar las mezclas, las membranas fueron lavadas tres veces con TCA frio més un Gltimo lavado
con alcohol de 95°. Se secaron bajo campana y en horno de secado junto a una membrana con 1l
de la solucién trazadora aplicada directamente. Las membranas secas fueron dispuestas, por
separado, en viales de vidrio con 3,5ml de solucién de centelleo PPO-POPOP (4g PPO y 0,19
POPOP en 1L de tolueno) para el conteo de cuentas precipitables usando un contador de

centelleo Packard Tri-Crab 1600TR.
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3.2.3 Preparacion de extracto nuclear de hipéfisis de carpa

Los extractos nucleares de pituitaria de carpa se prepararon a partir de una hipdfisis
(aproximadamente 30mg) la cual se homogeniz6 por tres golpes en un homogenizador en 1ml de
tampdn hipotdénico enfriado en hielo (10mM Hepes pH 7,9, 10mM KCI, 0,1mM EDTA, 0,1mM
EGTA, ImM DTT, 0,5mM PMSF), se incubd 15 min en hielo, se homogeneizé con tres golpes mas
y se centrifugd (30 s, 12.000 x g, 4°C). El sedimento enriquecido en nucleos se resuspendi6 en 100ul
de tampdn de unién 4X (20mM Hepes pH 7,9, 400mM KCI, 20% Glicerol, 2mM DTT, 0,5mM
PMSF). Para abrir los ndcleos, el lisado se congel6 en nitrégeno liquido, fue descongelado en hielo,
centrifugado a 12.000 x g a 4°C por 30 min. Se trasladd el sobrenadante a un nuevo tubo y se
descarté el sedimento de DNA genomico. La concentracion de proteinas fue determinada por el
método de Bradford (Bradford et al., 1976), usando BSA como estandar. El sobrenadante, el
extracto nuclear, se alicuoté y se almacen6 a -80°C.

El extracto nuclear de células de cultivo se prepard segun (Caccavelli et al., 1998).

3.2.4 Reaccion de retardo de la movilidad electroforética (EMSA)

Las reacciones de unién (Caccavelli et al., 1998) fueron realizadas con 2ug de extracto de
proteinas nucleares, 1ug de poli (d1:dC) y 80000 cpm de fragmentos de DNA marcados con *2P en
5mM Hepes pH 7,8, 100mM KCI, 0,5mM DTT, 5% (v/v) glicerol. Para los experimentos de
competencia se agregd 200 veces exceso molar de sitio de union no marcado. Las reacciones fueron
incubadas a temperatura ambiente por 15 min y cargadas en un gel precorrido de poliacrilamida
(acrilamida:bisacrilamida 40:1) 4% (p/v). Los geles fueron corridos a 4°C en tamp6n TBE 0,5x

(44,5mM Tris, 44,5mM acido bérico, ImM EDTA) a 150 V, secado y expuesto a una pantalla-K de
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rayos X para capturar la imagen (Bio-Rad, Hercules, CA, U.S.A.) que fue analizada en un sistema

molecular de imagen FX (BioRad).

3.2.5 Conjugacién de oligopéptido de Pitl de carpa a hemocianina

A 2mg de oligopéptido disuelto en 225ul de tampdn borato de sodio 0,5M pH 9
equilibrado en NaOH 5N se agregd 1mg de hemocianina. Lentamente se agrego el glutaraldehido
(77ul de glutaraldehido 2,5%, diluido en tamp6n borato 0,5M pH 9 equilibrado en NaOH 5N). Se
agitd la mezcla aproximadamente 15h en vortex a temperatura ambiente. Luego se realizd
dialisis del oligopéptido conjugado en una bolsa de dialisis con tamafio de exclusion de 12kDa
contra 0,15M NaCl (200ml) frio. Se dejo toda la noche con agitacién suave a 4°C. Se cambi6 el
tampdn a solucién fresca de tampdn borato 0,5M pH 9 equilibrado en NaOH 5N y se dializé el
oligopéptido por otras 4 h. El oligopéptido conjugado a hemocianina se almacend en tubos

Eppendorf con concentracion final 5ug/ul a 4°C.

3.2.6 Inmunocitoquimica

La inmunocitoquimica se realizd en base al método del complejo peroxidasa anti-
peroxidasa (PAP) (Sternberger et al., 1970). Primero, los cortes fueron desparafinados con xilol y
luego rehidratados por medio de una bateria decreciente de etanol, desde etanol 100% hasta
etanol 50%. Luego se incubaron por 10 min con perhidrol 3% en metanol, con el fin de gastar las
peroxidasas enddgenas del tejido. Se lavaron con PBS 1x (NaCl 8g, KCI 0,2g, Na,HPO, 1,44q,
KH,PO, 0,24g pH 7,4) por 5min y se incubaron por 30 min con solucién de bloqueo (leche
descremada 5%, BSA 1%, en PBS 1x) incubaron los cortes con el anticuerpo primario, un suero

anti-cPitl de conejo, diluido en solucion de blogueo por toda la noche (minimo 12 h) a 20°C en
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camara himeda. Transcurrido dicho tiempo, se lavaron las secciones tres veces por 5 min con
PBS 1x y luego se incubaron con el segundo anticuerpo anti-lgG de cabra diluido en solucién de
bloqueo 1:1000 por 30 min a 20°C en cAmara himeda. Se les realizaron nuevos lavados con PBS
1x, 3 veces por 5min, para ser incubados por 30 min con PAP (complejo peroxidasa anti-
peroxidasa) diluido en solucion de bloqueo. Luego de tres nuevos lavados con PBS se agrego
sobre los cortes la solucion de revelado (40ml PBS, 30ul H,0, 30%, 2ml DAB
(diaminobenzidina 20mg/ml) por 10min), y 10 min més tarde se adicionaron otros 15ul de H,0,
30% y se dejo otros 5 min.

Se lavaron nuevamente tres veces con PBS 1x y se procedié al montaje de los cortes
utilizando una bateria de etanol en concentraciones crecientes, desde 50% hasta 100%.
Finalmente se trataron con xilol, fueron montados con balsamo de Canada y se les coloc6 un

cubreobjeto para ser observados en microscopio.

3.2.7 Preparacion de cromosomas metafasicos de carpa

La preparacion de cromosomas en metafase se llevo a cabo en base a un protocolo
modificado (Ojima et al., 1979; Yamamoto et al., 1973) El riidbn y pronefro de carpas
sacrificadas fue extraido con material quirdrgico estéril y depositado con pinzas autoclavadas en
una placa de Petri, también autoclavada. Seguido de esto, bajo una cdmara de flujo laminar, el
organo fue disgregado con tijeras y pinzas estériles. Con la pinza se traspasaron los trozos de
tejido a un Falcon de 15ml estéril y se lavo con 3ml de PBS 1x. Se centrifugd a 3900 x g, se
descarto el sobrenadante y el sedimento de células se lavo una segunda vez con 3ml de PBS 1x.
Se centrifug6 a 3900 x g, se descartd el sobrenadante y desde el sedimento se traspasaron con

pinzas estériles cinco trozos pequefios de tejido sobre la base de un frasco de cultivo celular sin
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medio de cultivo MEM. Los trozos de tejido se dejaron dentro del frasco por 5 min y luego se
agregé 45 gotas de MEM 5% FCS con antibidtico y antifingico (concentracion final: penicilina
G 10.000ug/ul y amphocericina 25.000ug/ul) usando una pipeta Pasteur. El frasco se agitd6 muy
suavemente y se dejé en una caja plastica a temperatura ambiente en la sala de cultivo celular. Se
realiz6 una observacion de las células al microscopio al tercer dia, observandose células
adheridas a la base del frasco. EI mismo dia se descartd el medio del frasco y se agreg6 45 gotas
mas del mismo medio de cultivo MEM 5% FCS bajo camara de flujo laminar usando material
estéril. Al cuarto dia se agregd en los frascos 15 gotas de medio de cultivo MEM 5% FCS. Este
medio de cultivo fue centrifugado a 2000 rpm 5 min a temperatura ambiente antes de usarlo para
descartar cualquier impureza. Al quinto dia se agregd 3 gotas de colchicina 0,005% (p/v) al
frasco de cultivo y se incubd por 30 min a temperatura ambiente. Luego el medio del frasco fue
retirado y recolectado en un Falcon de 15ml estéril. Las células adheridas a la base del frasco
fueron tratadas con 700ul de tripsina 1x (al 0,1 % en solucion de CaCl 0,4% pH 7,8) y se incubd
por 3 min a temperatura ambiente. Las células despegadas del frasco fueron agregadas al medio
contenido en el Falcon. El frasco fue golpeado contra la mano para soltar las Gltimas células
adheridas, se lavaron con el mismo medio y se devolvieron al Falcon. Se centrifugd a 1200rpm
por 7 min y el sedimento fue resuspendido en 5ml de KCI 0,075M suavemente y se incubo
20 min a 37°C. Se centrifugd a 3900 rpm por 15 min y el sedimento fue resuspendido suavemente
en 2,5ml KCI 0,075M: 2,5ml solucién de fijacién. La solucion de fijacion contiene metanol:
acido acético en relacion 3:1. Se centrifugé a 1200 rpm por 5 min a temperatura ambiente. El
sedimento fue resuspendido en 5ml de solucion de fijacion. Se centrifug6 a 1200 rpm por 5 min a
temperatura ambiente. Se resuspendié en 1ml de solucion de fijacién en un tubo de centrifuga de

vidrio. Se centrifugé y se descarté el sobrenadante por inversion del tubo suavemente. Se
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resuspendio en 1ml de solucion de fijacion, se tomd 20ul con pipeta automatica y se dejaron caer
a 30 cm aproximadamente sobre un portaobjeto limpio y previamente sumergido en agua
destilada. Se dejo secar a temperatura ambiente y se tifid con Giemsa 4% por 3-4 min. Finalmente
se observd al microscopio y se tomo fotografia que fue guardada como archivo en el computador

del laboratorio.
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4. RESULTADOS

4.1 Cien cromosomas constituyen el complemento tetraploide de Cyprinus carpio

De las carpas obtenidas de la agua del rio Calle-Calle se caracteriz el cariotipo para
confirmar la duplicacién del genoma de las carpas en estudio. Varios métodos fueron aplicados
para obtener cromosomas de carpa segun los protocolos descritos por Ojima y Takai (1979; 1987;
1982). Las preparaciones de cromosomas a partir de eritrocitos y linfocitos no proporcionaron los
resultados esperados (dato no mostrado). Los extendidos de cromosomas obtenidos a partir de
celulas de rifion, usando un método de incubacion directa con colchicina después de disgregar el
tejido de rifidn (Takai y Ojima, 1987), fueron irregulares en su forma y distribucion e
insuficientes en nimero. Esto podria deberse a que las carpas obtenidas del rio Calle — Calle
fueron siempre adultas, con peso sobre 2 kg y con baja tasa mitética de sus células con respecto a
lo que se esperaria observar en una carpa mas joven. Finalmente, se adaptd el protocolo descrito
por Yamamoto y Ojima (1973), con el cual el cultivo primario de corto plazo de células de rifion
anterior de carpa permitié la obtencion de extendidos de cromosomas de tal manera que se
pudieron contar (Fig.4).

Las placas de cromosomas metafésicos preparados de células de rifion permitieron observar el
tamafio y ndmero de los cromosomas (Fig.4). Claramente se muestra un numero de 100
cromosomas (Fig.4). Este cariotipo se confirmd en ocho individuos y esto sugiere que las carpas

del sistema acuético cerca de Valdivia poseen un complemento tetraploide.
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Fig.4: Cromosomas metafasicos de Cyprinus carpio. Se aprecian los 100 cromosomas del

complemento tetraploide de la carpa.
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4.2 Los promotores de los dos genes Pitl han divergido significativamente desde la
duplicacion

Con el fin de vislumbrar los mecanismos de control transcripcional de los genes duplicados
Pitl, se obtuvo la secuencia del promotor proximal del gen-l1 de Pitl contenido en el
recombinante pGP4;76 (nUmero acceso AF273789). Los andlisis de secuencia revelaron la
presencia de 41pb de secuencia codificante, como se esperaba, y 735pb rio arriba del codon de
inicio de la traduccion ATG. Una caja TATA se observa a 91pb rio arriba del ATG (Fig. 5). Méas
aun, los anélisis confirmaron que este gen (gen-1), de hecho codifica el cDNA identificado
previamente (Kausel et al., 1999). Cuando la secuencia del promotor del gen-l1 (776pb) fue
comparada contra la correspondiente region del gen-11 (1150pb) en un andlisis de tipo matrix-dot-
blot, las diagonales en el gréfico revelaron regiones altamente conservadas, asi como también la
falta de puntos alineados indican dominios completamente divergentes (Fig. 6).

Un 49% de nucleotidos idénticos se concentraron en el exon | y 300pb adyacentes en
direccion 57, ademas de tres regiones de menor extension mas rio arriba espaciadas por
secuencias completamente divergentes (Fig.6).

En la region entre la caja TATA y el coddn de inicio AUG se observaron mddulos diferentes
en las dos copias del gen Pitl. La distancia entre la caja TATA y el ATG en el gen-1 (91pb) es
10pb mas larga que la distancia respectiva en el gen-1l (81pb); la diferencia del largo resulta de
los cambios en una region definida. Para esta region de 26 nucledtidos comenzando en la
posicion -51 relativa al sitio de inicio de la traduccién en el gen-1, no pudo ser encontrado ningun
apareamiento en el gen-11 (Fig. 7). Esta divergencia también se present6 en la interrupcion al final
de la diagonal mas larga en la esquina derecha del grafico de matriz de punto (Fig. 6). El resto de

esta region promotora proximal de 353pb (posicion 424-776 en el gen |, 806-1150 en el gen 1)
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Fig.5: Arquitectura del promotor de los genes duplicados de Pitl de carpa. Alineamiento de
la secuencia del promotor proximal gen-1 y gen-I1 favoreciendo la identidad del (A) exon Iy (B)
TATA-box; (C) y (D) Posibles estructuras secundarias intramoleculares en la region entre el
TATA-box y ATG inicio de traduccion. Cursivo: regiones gen copia especifica, azul del gen-I,
rojo del gen-Il; flecha segmentada: regiones idénticas en los dos promotores; flecha continua:
secuencia repetitiva; lineas verticales: posicion del tamafio del fragmento de extension de

partidor; triangulo abierto: sitio de inicio de la transcripcion (tss).
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Fig.6: Matrix dot blot del alineamiento de las secuencias promotoras de los dos genes Pitl.

Los diagonales en el Matrix-dot blot indican regiones de secuencias idénticas entre secuencias

promotoras, 776bp del gen-1 (Acc.No.AY273789) y 1150 bp del gen-11 (Acc.No.AF132287) rio

arriba del codon de inicio de la traduccion.
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Fig.7: Posibles sitios de union de los dos genes Pitl de carpa. Alineamiento de la secuencia del
gen-l y gen-1I; “-”: gap; “*”: nucledtidos idénticos; subrayado: secuencia consenso del sitio de

union con factor de transcripcion, en color: sitio de factor de transcripcion especifico.
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estd altamente conservada (88,1% de identidad, 311/353). Mas rio arriba, dos dominios altamente
conservados estan presentes, desde la posicion 11-67 en el gen-1 hasta la posicion 12-71 en el
gen-1l (identidad 91,7%, 55/60), y 303-344 en el gen-1 a 634-665 en el gen-11 (96,8%, 30/31). La
region que separa las dos regiones homologas més distantes contiene una gran insercion 563pb en
el gen-lI relativo al gen-I.

Otros aspectos comparativos fueron derivados por inspeccion manual de la region entre la
caja TATA 'y el codon de inicio de la traduccion ATG de los dos genes Pitl de carpa (Fig.5). Las
secuencias codificantes y 18pb rio arriba del ATG son idénticos. En el extremo 5, la caja TATA
y los siguientes 40pb son idénticos, excepto por 4 nucledtidos localizados entre los 26pb y los
30pb rio abajo de la caja TATA (Fig.5). En realidad, el gtgt en el gen-1 es cambiado por atag en
el gen-11, embebido en una secuencia invariable (Fig.5). En suma, un elemento gaccctgag fue
detectado una vez en el gen-I entre los -25 a -17 relativos al ATG, mientras que esta secuencia se
presentd dos veces en el gen Il en la region divergente, posiciones -40/-32 y -28/-20 relativo al
codon de inicio de la traduccion, este ultimo flanqueado por una repeticién pequefia directa de
3pb (-31/-29 y -19/-17); estos tripletes estan ausentes en la correspondiente copia Unica en el gen-
| y por lo tanto indican una duplicacion del elemento en el gen-Il respecto al gen-1 y no una
perdida del elemento en gen-I respecto al gen-11 (Fig.5). Los sitios de inicio de la transcripcion
(tss) fueron determinados por analisis de “extensién de partidores” (Carey y Smale, 1999; Kausel
et al., 2006). Debido a las secuencias altamente conservadas entre los dos cDNAs de Pitl, una
Unica reaccion fue realizada usando un partidor antisentido especifico del exon | marcado para
aparear con ambos mRNAs. En conjunto con algunos fragmentos de menor tamaiio, un producto
mayoritario de 104 nucle6tidos fue observado, sugiriendo que los transcritos de Pitl del

correspondiente tamafio 5-UTR predominaron en RNA total de pituitaria de carpa (Fig.5). La
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banda menos intensa correspondiente a un fragmento de 85 nucledtidos, sugirié que también
estaba presente un mRNA de menor tamafio 5’UTR de Pitl. Se propone que el producto mayor
corresponde a transcritos del gen-1, basado en tres argumentos independientes. Primero, la
proyeccion del fragmento de 104 nucledtidos de la secuencia del gen-1 de Pitl, sitGa el sitio de
inicio de la transcripciéon en una G 29 nucledtidos rio abajo de la caja TATA, una distancia
esperada para promotores eucariéticos que contienen caja TATA (Fig.5). Segundo, el 5°-cDNA
reportado previamente (Kausel et al., 1999) comienza 32 nucle6tidos rio abajo de la caja TATA,
consistente con el tss localizado 3pb rio arriba. Esta Ultima observacion también excluye que el
tss este localizado 20pb rio abajo, como seria sugerido por la sefial de 85 nucleétidos en el
experimento de extension de partidor. EI cDNA de Pitl de carpa grass (depositado en GenBank
ntmero de acceso AY694156) estd méas relacionado al gen-1 de Pitl de carpa y comienza en una
posicion similar (Fig.8). Por otra parte, la proyeccion del fragmento de 104 nucleétidos en el
gen-I1 de Pitl, situaria el tss del gen-11 en una C 19 nucle6tidos rio abajo de la caja TATA, una
distancia improbable para la iniciacién de la transcripcion (Fig.5). Tercero, el tss predicho de Pitl
de pez zebra coincide en secuencia y posicion con el arreglo del gen-1 (Fig.8). Més aun, el sitio
inr del gen-1 ctcgtgt muestra 71% (5/7) de nucleédtidos idénticos con el sitio inr consenso de
mamifero py, py, A, N, T/A, T/C, T/C (Fukue et al, 2005) comparado con la secuencia alineada
del gen-Il ctcatag el 57% (4/7) de nucleotidos idénticos. Similarmente, la secuencia localizada
30pb rio abajo del tss del gen-I (cctcgtg) muestra un 71% (5/7) de nucleétidos idénticos con la
secuencia de consenso del elemento promotor rio abajo (down stream promoter element, DPE)
G/A, G, T/IA, C, G, T, G (Fukue et al., 2005). En consecuencia, el producto méas corto de la
extension de partidor (85 nucle6tidos) es propuesto como producto del gen-1l basado en las

siguientes observaciones: primero, la expresion de ambos genes esté claramente demostrada
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gene-II ggccgtcEtggtitgotaacaEgoaagagctoattadcatgyatg-2JItgItotgegoggoctcagtataaatacoctgoac
gene-I ggCCcotcEtOgTTTOTTEACEgCAagagCtoattaE CATTTATITE JOggdtCtgEgogg-cteagtataaatacotgoac

tninia

gens ggc----- tg-LL-gL-a------ LJggcLCATTERCATITatI-8A0000ECATRITT-Ctoegettaaatacctacay

gene-TT +1 +30

Cc gene-IT mcgocctgctCAtAgCACACAOULIIgaccoty-—-------- agtaggaccctgagtaggtgaagatctadaqt cATG
Ci cDNR acacEggtgggctgctgtcocacgtgocaggacacagaccccgagt ————- atctagagt cATG
Cc 5'cDHR acacaggtatgcocgatgoctocgtgtgcaggactoagagectgaggtgaagatctagagt cATG
Ce gene-I  acgccctgotogtgtoacacaggtgtgocgatyect cgtgt goaggacteagaccotgagytgaagatetagagt cATs
Zf gene Ltgcccagtt-gtgtcaceacqgtg-gocgatg-—————-——————-—-———-—--————————————— BEOEqLCATG
Zf cONR gLCcacaacIgLg-goCgeLg-———————-—————--—=——--—-————————————— BEOEQLCATG
ene-1 +1 +30

Cc: common carp Cyprinus carpio, gene-11 AF132287, gene-1 AY273789, 5°cDNA AF096863,;
zf: zebrafish Danio rerio, gene in contig 10298 (zfin.org), cDNA NM212851;
Ci: grass carp Ctenopharyngodon idella, cDNA AY694156.

Fig.8: Alineamiento de la regidn cis-regulatorios del factor de transcripcién Pitl en
Cyprinidae. (A) Elementos funcionales en el alineamiento de la secuencia entre el TATA-box y
ATG de los dos genes Pitl de peces Cyprinidae. +1: inicio de la transcripcion; +30: DPE

downstream promoter element. Guién: gap.



34

(Kausel et al., 2006); segundo, el tss deducido esta localizado en una G 38 nucleotidos rio abajo
de la caja TATA, una distancia razonable para la iniciacion de la transcripcion en el gen-Il;
tercero, 3 de 4 nucle6tidos que componen el sitio +1 en el gen-1 (gtgt) estan alterados en el sitio
correspondiente en el gen Il (atag) que podria relacionarse a cambios en la funcionalidad (Fig.5).
Solamente en combinacion con el tss propuesto en caggtgg en el gen-11, un DPE ocurre en la
respectiva posicion +30 (gtaggtg, 5/7). El analisis exhaustivo de la region revel6 ademas posibles
estructuras secundarias (Fig.5). Empezando la secuencia a partir del TATA-box se destaca por
flechas invertidas la regién de cinco nucleétidos en el gen-1 y de cuatro nucleétidos en el gen-I1
que podria formar un apareamiento intramolecular (Fig.5). Eso implicaria una ubicacion similar

del sitio de inicio de transcripcion por ambos genes.

4.3 Sitios de consenso unen factores nucleares especificos de pituitaria de carpa

Para investigar elementos cis-regulatorios que podrian jugar un rol en una regulacion
diferencial de los dos genes Pitl duplicados de carpa, se analizaron las secuencias promotoras
aisladas para la presencia de putativos sitios de union a factores de transcripcion. Tomando en
cuenta los puntajes mas altos para secuencias de consenso obtenidas con dos programas
independientes (Tess: http://www.cbil.upenn.edu/tess/ y Matlnspector:
http://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector/matinspector.pl), sitios de unién fueron predichos
para Pitl, AP1, CREB Yy el factor de transcripcion que responde a metales MTF1 (Fig.7 y 9). Los
posibles sitios de union del factor de transcripcion Pitl se nombraron ccP1l y ccP2
(exclusivamente presente en gen-Il), ccP3 y ccP4 (presente en los dos genes), ccP5 y ccP6

(presente exclusivamente en gen-I). Se examinaron algunos de estos potenciales sitios de union



sitio l(AF273789){(AF132287)|
gen-I gen-11

IccP1 [5-CTTTGAACATGATTTTTAAAGC-3’ - 126-148
IccP2 [5°-GCTTTTTTGTAGTAAATCATATTTTTG-3 - 286-312
IccP3 [5-GAGCTCATTAACATGGATGAG-3’ 605-625 | 989-1009
lccP4 [5-CTCCATACTTATGCAACTGGAC-3 374-395 -
IccP5 |5 -GGTTTAATACTCATGCATTTTT-3 323-345 | (655-665)
IccP6 [5-TTTATAAATATTCATGTGCTCCTC-3 277-300 -
IccA1[5-GTAATCAGACTCATTCCCTC-3 - 765-784
IccA2[5"-GAGCTTTGCCTCAGCGGGCCG-3 564-584 | 947-967
lccC1|5"-CAGTGGGCCGTCATGGTTTGC-3 575-595 | 959-979
lccM1}5" -CGATGCCTCGTGTGCAGGAC-3’ 688-707 -
lccM2j5" -ATACCTGCACACGCCCTGCTC-3 242-262 |1033-1053

Fig.9: Secuencias cis-regulatorios de los dos genes
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Pitl de carpa. Secuencias de

oligonucleotidos contenidas en los fragmentos utilizados para el anélisis EMSA, solamente se

muestra la secuencia sentido; negrita: secuencia de consenso; entre paréntesis nimero de acceso

GenBank y los numeros indican la posicion correspondiente en la secuencia del gen-1'y gen-11 de

Pitl de carpa
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por su capacidad de unir factores nucleares extraidos de pituitaria de carpa. La calidad de estos
extractos nucleares se comprobd usando el sitio candnico de unidn de Pitl, el sitio P2, derivado
del promotor del gen de la prolactina humano (Caccavelli et al., 1998) en ensayo EMSA (no
mostrado). Se analizaron los complejos entre el corto fragmento de DNA marcado con factores
nucleares fracciondndolos por medio de un ensayo de retardo de la movilidad electroforética.
Con extracto de linea celular que expresa Pitl se mostrd claramente complejos formados con los
sitios ccP3, ccP5 y ccP6, y méas débilmente con el sitio ccP4 (Fig. 10). Con el putativo sitio de
unién Pitl ccP3, presente en ambos genes Pitl de carpa, se obtuvo un complejo especifico con
extracto nuclear de pituitaria de carpa (Fig.11), el cual compitié con un exceso de sonda ccP3 o
ccM1 no marcado, este Gltimo corresponde a sitio de union para el factor de transcripcion MTF-1
exclusivo del promotor del gen-1 de Pitl de carpa, pero no con ccAl o ccCl, sitio de union para
el factor de transcripcion AP-1 y CREB, respectivamente. Sorprendentemente, el complejo
especifico en ccP3 no fue afectado con la adicidn de anticuerpos contra Pitl, sugiriendo que este
consiste en una diferente isoforma de Pitl o un factor completamente diferente. Cuando el
putativo sitio de union a CREB ccC1 fue usado, se observé un complejo que desaparecio con la
adicion de sonda ccC1 no marcada en exceso, pero no en presencia de los sitios no marcados
ccAl o ccPl, este ultimo es sitio de unién para Pitl. Un anticuerpo especifico contra
CREB/ATF-1 humano afectd la formacion de este complejo que confirma la identidad del factor
en el complejo (Fig.12).

Con el fin de encontrar una posible regulacion diferencial de los genes duplicados Pitl de
carpa, se analiz6 la region divergente cerca del sitio de inicio de la transcripcién. Cuando una
sonda correspondiente a ccM1, presente slo en el promotor del gen-1, fue analizada en presencia

de extracto nuclear de pituitaria, se observé un complejo especifico, el cual desaparecié con un
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exceso de ccM1 no marcado, pero no con ccCl, ccAl, ccP1, ccP2 (Fig.13). Una competencia
débil fue observada con ccP3. Los resultados indican que los putativos sitios de uniéon comunes
en ambos genes Pitl de carpa, ccP3, ccC1l y ccM2 fueron capaces de reconocer factores nucleares
especificos presentes en extracto de pituitaria de carpa, asi como los putativos sitios de union
exclusivos del gen-I de Pitl, ccP5, ccP6 y ccM1, también fueron capaces de unir especificamente

factores hipofisiarios (Fig.14).
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Fig.10: Analisis de los posibles sitios de union del factor de transcripcion Pitl en la region
cis-regulatoria del gen-1 y gen-I1 de Pitl de carpa por EMSA. Los sitios de unién para Pitl:
ccP3, ccP4, ccP5 y ccP6 fueron analizados con extracto nuclear de linea celular GH3B6 (NE) en
aumento (triangulo alargado) en presencia (+) y ausencia (-) de competidores. P2: sitio consenso
canbnico para Pitl; zSLP4, zSLP5, zSLP6: sitios de unién para Pitl en el promotor del gen de
somatolactina de pez cebra; ccM2: sitio de union para MTF-1; ccAP2: sitio de union para AP-1.

Triangulo indica interaccién especifica. (Extraido de Kausel et al, 2006)
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Fig.11: Andlisis del sitio ccP3 con factores de la glandula pituitaria de carpa por EMSA.
NEhyp: extracto nuclear de hipofisis de carpa; Sitio control P2: sitio candnico de union de Pitl;
abPitl: anticuerpo contra Pitl humano; comp: competencia con exceso de sitios no marcados; ns:

no-especifica, triangulo: interaccion especifica.
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Fig.12: Andlisis del sitio ccC1 con factores de la glandula pituitaria de carpa por EMSA.
NEhyp: extracto nuclear de hipofisis de carpa. Sitio control P2: sitio candnico de union de Pitl;
ab ATF-1: anticuerpo contra CREB; comp: competicidén con exceso de sitios no marcados; ns:

no-especifica, triangulo: interaccion especifica.
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Fig.13: Andlisis de posibles sitios de unidn del factor de transcripcion MTF1 especifico en el
gen-1. Andlisis EMSA con el posible sitio de union de MTF1 ccM1 presente solamente en gen-I
con extracto nuclear de hipofisis de carpa (NEhyp). Sitio control P2: sitio canénico de unién de

Pit1; comp: exceso de sitios no marcados; ns: no-especifica, tridngulo: interaccion especifica.
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Fig.14: Esquema de elementos cis-regulatorios en los genes 1 y Il de Pitl de carpa. ATG:
codon de inicio de la traduccion; TATA: caja TATA, letras azules: sitios que mostraron union

con factores de transcripcion; flecha: inicio de la transcripcion (tss).
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4.4 Disefio y preparacion de anticuerpo anti-carp-Pitl

En el alineamiento de las secuencia aminoacidicas deducidas de Pitl de carpa con las
secuencias aminoacidicas de otros teledsteos y mamiferos se destaco la diferencia de tamafio de
la proteina derivada de 291 aminoé&cidos en raton y humano, mientras en peces los aminoacidos
alcanzan 351 (pez cebra), 358 (trucha y salmén), y 355 (carpa) (Fig.15). Esta diferencia de
aproximadamente 60 aminoacidos mas que poseen los teledsteos y que no poseen los mamiferos
esta reflejada principalmente por dos regiones claramente distinguibles en teledsteos, la region -
inserto que contiene 26 residuos de aminoacidos y la region y-inserto con 33 residuos, ambas con
identidad de aminoacidos cercana a 90% entre teledsteos. Las regiones B y y también se
encuentran en la proteina Pitl derivada de pavo y con respecto a la carpa poseen una identidad
cercana a 50% y 70%, respectivamente. De los dominios conservados de union al DNA, el
dominio POUs present6 una alta identidad de sobre 90% entre mamiferos, aves y teledsteos con
respecto a carpa al igual que los mas que 90% idénticos entre aves y teledsteos en la region
POUh. En cambio, para el dominio POUh, la cantidad de residuos de aminoacidos idénticos entre
mamiferos y las otras especies es de 85%. Por otra parte, la regiéon NH3 terminal de las secuencias
de aminoacidos deducidas de mamiferos, aves y peces es rica en residuos de serina y cisteina lo
que se corresponde con lo descrito en la literatura. Para la generacion de un anticuerpo anti-Pitl
de carpa, la secuencia aminoacidica derivada de Pitl de carpa fue usada para realizar un perfil de
hidrofilicidad a través del método Doolittle (Fig.16). El perfil de los 355 residuos de aminoacidos
de Pitl de carpa mostré claramente dos extensas regiones de alta hidrofilicidad que corresponden
a los dominios POUs y POUh. EI oligopéptido seleccionado para ser usado en la generacion de

un anticuerpo, se ubicé desde el residuo de aminoécido 174 al 184, hacia el amino terminal del



45

dominio POUs (Fig.16). La secuencia de este oligopéptido posee mas aminoacidos idénticos en
mamiferos y en pez cebra (78%), que en otros teledsteos (no superior a 50%) comparado con la
carpa (Fig.15). Este oligopéptido, rico en residuos de arginina y acido glutamico, fue usado para
obtener un anticuerpo cPitl en conejo, con el cual los estudios de los sitios de union para el factor
de transcripcién Pitl se pueden ver favorecidos al caracterizar el factor de transcripcion Pitl. El
anticuerpo anti-cPitl de conejo inmunorreaccion6 con nucleos de células en cortes sagitales de

hipofisis de carpa en una dilucién 1:500 (Fig.17).
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Fig.15: Alineamiento de secuencias aminoacidicas derivadas de Pitl. Secuencias amino
acidicas derivadas de las siguientes secuencias nucleotidicas.

Car: Cyprinus carpio, secuencia nucleotidica

GP5: Cyprinus carpio, secuencia nucleotidica

GP7: Cyprinus carpio, secuencia nucleotidica.

Zf: Danio rerio, pez cebra, No. Ac. gi 37222775

Spa: Sparus aurata, No. Ac. gi 1004293

Sal: Salmo salar No. Ac. gi 64378

Rtr: Oncorhynchus mikiss, No. Ac. gi 1362668

Tur: Meleagris gallopavo, No. Ac. gi 64078

Mou: Mus musculus, No. Ac. gi 123409

Hum: Homo sapiens, No. Ac. 35475

“-* gap; subrayado: dominio B-Insert, y-Insert, POU-specific, y POU-homeo; se destaca en
amarillo serina y en verde cisteina; en negrita: ubicacién del oligopéptido sintético; triangulos:

posicion de intrones.
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Fig.16: Disefio y preparacion de un anticuerpo anti-Pitl de carpa. (A) Perfil de hidrofilicidad
por método Doolittle; barra indica ubicacion de la secuencia del oligopéptido (B) secuencia del

oligopéptido ubicado hacia el extremo amino terminal del dominio POUs.
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A rostral pars distalis

prolactina
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Fig.17: Inmunodeteccion de Pitl en cortes de hipoéfisis de carpa. (A) Esquema de
representacion de diferentes regiones de la hipdfisis y sus hormonas en la region proximal pars
distalis, (B) Inmunodeteccion de Pitl en ndcleos de cortes sagitales de hipdéfisis de carpa,

dilucion 1:500.
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5. DISCUSION

El gen Pitl codifica para un factor de transcripcién que juega un rol muy importante para la
formacion y mantencion del eje hipotalamo-pituitaria y posiciona Pitl en el centro de una red
regulatoria que es de suma importancia para el desarrollo y homeostasis en vertebrados (Dasen y
Rosenfeld, 2001). El control transcripcional de la expresién de Pitl se ha estudiado en varias
especies de mamiferos, sin embargo se sabe poco en relacién a esta regulacion en vertebrados
mas bajos en la escala evolutiva como los teledsteos (Dasen y Rosenfeld, 2001; Nica et al.,
2004). La comparacion de las vias regulatorias entre especies cercanamente relacionadas y
distantemente relacionadas aparece como un recurso poderoso para conseguir un entendimiento
mas profundo de los mecanismos subyacentes de la dinamica del genoma en respuesta a cambios
ambientales (Elgar et al., 2004; Cossins y Crawford, 2005; Venkatesh et al., 2006).

El teledsteo Cyprinus carpio, originario de China, presente en Euroasia, Africa, América del
Norte e introducida por el hombre en América del Sur y Australia, se encuentra distribuido en un
amplio espectro de ambientes, sobrevive temperaturas entre 1°C a 35°C y se puede alimentar de
dietas diversas de todos los niveles troficos (Billard, 1999). La carpa presenta un genoma
duplicado (Uyeno y Smith, 1972) y podria ser que ésto esté relacionado con la gran capacidad de
adaptacion a tan diferentes habitats (Billard, 1999). La duplicacién de genes y méas aun la
duplicacion gendmica juega un rol importante en la evolucion proveyendo el material genético
del cual pueden aparecer nuevas funciones y con eso adaptarse mejor a los cambios ambientales
(Ohno, 1970). La duplicacion gendémica coincide con el origen de los teledsteos, de los cuales se
conocen 20.000 especies extantes, grupo muy diverso en aspectos morfofuncionales y el mas

numeroso de los vertebrae al lado de los tetrdpodos (Venkatesh et al., 2006).
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En los peces donde frecuentemente ocurre poliploidia, como el genoma duplicado de la
carpa, carecen de un sistema de determinacion de sexo por cromosomas Yy, se observa la
influencia de factores del medio ambiente como temperatura en la determinaciéon del sexo
(Tsigenopoulus et al., 2002; Mable, 2003). La confirmacién del nimero cromosémico (Fig.4) y
el analisis por Southern Blot (Kausel et al., 2006) mostrd claramente que hay dos genes de Pitl y
que no ocurrié una amplificacion de la secuencia génica mas alla de la duplicacion del genoma
como frecuentemente se ha observado en el genoma de plantas (Haberer et al., 2004). En
mamiferos la poliploidia es extremadamente improbable debido al sistema cromosémico de
determinacion del sexo. Un desequilibrio en el sistema de la compensacién de dosis, es decir el
namero cromosoémico en relacion al nimero de cromosomas del sexo, implica problemas
profundos como abortos espontaneos que alcanzan hasta 10% en humanos y en la mayoria de
los tumores se determind una aberracion del nimero cromosémico, que muchas veces fue
poliploidia (Comai et al., 2005). El Gnico mamifero hasta ahora descrito con un genoma
duplicado es la rata viscacha, Tympanoctomys barrerae (Gallardo et al., 1999; 2003, 2006). Este
roedor vive en un habitat muy extremo en los salares en argentina y su duplicacién genémica,
unos 7 millones de afios atras, coincide con una reorganizacion geografica que causo la
formacidn de este ambiente extremo (Gallardo et al., 1999; 2003).

Para los estudios de las secuencias regulatorias, que se caracterizan por ser mucho menos
conservadas que las secuencias codificantes de las regiones traducidas en secuencias amino-
acidicas, el estudio comparativo es especialmente informativo (Bejerano et al., 2004; De la Calle-
Mustienes et al., 2005; Venkatesh et al., 2006). Elementos cis-regulatorios como las secuencias

de reconocimiento de factores de transcripcion, en general tampoco son muy conservados, pero si
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las secuencias de consenso de corto tamafio entre 6 a 8pb, las cuales desafian la capacidad de ser
revelados in silico por los programas TESS y Matinspector (Salazar, 2003).

Recientemente, con el conocimiento de la secuencia de genomas completos de diversos
eucariontes, los analisis comparativos revelaron en las regiones no-codificantes elementos de
entre 50 y 200pb, hasta 1000pb, de largo y altamente conservados entre especies distantes como
humano y pez cebra (Sandelin et al.,, 2004; Venkatesh et al., 2006). Los elementos no-
codificantes altamente conservados (conserved non-coding elements CNE) no se encuentran
distribuidos al azar homogéneamente en el genoma, sino que claramente en clusters cerca de
genes que codifican factores de transcripcion, como por ejemplo factores de la familia POU, lo
que sugiere unos mecanismos de regulacion todavia no sospechados de estos genes maestros (De
la Calle-Mustienes et al., 2006; Allende et al., 2006; Venkatesh et al., 2006). Del mismo modo,
al analizar secuencias de regiones no-codificantes de genes duplicados en el mismo genoma,
permite extraer informacion sobre la evolucion de secuencias no-codificantes y la posible
regulacion de la expresion de genes duplicados que podria revelar mecanismos de la plasticidad y
regulacion de genomas en respuesta a cambios ambientales o en patologias (Rosenfeld et al.,
2006). Asi se observé en la region promotora de los genes duplicados y transcritos de Pitl de
carpa, un cambio de mddulos de elementos regulatorios y otros elementos plenamente
conservados que podrian estar relacionados con su funcion en el control de la expresion (Kausel
et al., 2006).

En el caso del pez Cyprinus carpio, al compararse las secuencias de los promotores de los dos
genes activos de Pitl, se analizaron en detalle los elementos proximales al ATG, inicio de
traduccién, y en especial la region rio abajo de la caja TATA es de particular interés. De hecho, la

secuencia alrededor de la caja TATA es altamente conservada hasta la posicion +40. Solamente
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tres nucleotidos difieren en este bloque de secuencias homdlogas, y se agrupan precisamente
alrededor del sitio de inicio de transcripcién (transcription start site, tss) del gen-I, como se ha
determinado por extension de partidor (Kausel et al., 2006). La posicion de estos nucleétidos
divergentes, en medio de un dominio altamente conservado, presta gran apoyo a su relevancia
funcional (Fairley et al., 2002). Nuestra observacion sugiere que estos cambios son responsables
para el desplazamiento rio abajo del sitio de inicio de transcripcién observado en el gen-II.
Interesantemente, estos nucledtidos ademas son parte de una repeticion invertida de 5bp en el
gen-I que esta interrumpida en el gen-I1. El tss de Pitl, en el gen-1l esta localizado 38bp rio abajo
de su caja TATA, una distancia inusual, pero no imposible (Carey y Smale, 1999). La existencia
de tal mMRNA esta apoyada por el hecho que los dos genes estan claramente expresados y por la
sefial adicional observada en los experimentos de extension de partidor (Kausel et al., 2006).
Posiblemente, la eleccion de esta posicion inusual para el sitio de inicio de la transcripcidon resulta
de la destruccion de un sitio tss mas candnico rio arriba. Sorprendentemente, el sitio tss
determinado por el gen-Il es nuevamente parte de una repeticion de 4pb presente sélo en el gen-
I1. Este modulo cis-regulatorio especial, solamente se destaco a propdsito de la comparacion del
tss de los genes duplicados. Si es que esta secuencia particular del tss o esta caracteristica
particular es funcional en la definicion del tss permanece ain desconocida. Otra diferencia se
encontrd en un elemento repetitivo en el gen-11 y solamente presente en una copia en el gen-I.
Todas estas observaciones apuntan a esta region que rodea al tss como un posible candidato para
la regulacion diferencial de los dos genes de Pitl expresados en carpa.

La mantencion de dominios conservados presentes en la region 5 de los genes | y 11 de Pitl
podria ser atribuible por un lado al reciente evento de duplicacion del genoma y por lo tanto,

corto tiempo de divergencia (David et al., 2003). Al comparar las secuencias promotoras de los
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dos genes Pitl aparecieron largas regiones de elevada conservacion separadas por otras regiones
de gran divergencia. Una insercion de 379pb fue identificada en el gen-Il (posiciones 71-450).
Dos putativos sitios de union para Pitl fueron revelados en esta regién inserta (ccP1, ccP2), sin
embargo, los experimentos de unién al DNA anteriores fallaron en detectar una clara actividad de
unidn a estos sitios de extractos de linea celular que expresa Pitl, GH3B6, derivada de un tumor
de pituitaria de rata y de extractos de pituitaria de carpa (Kausel et al., 2006). En contraste, en
experimentos preliminares se encontraron dos sitios Pitl especificos del gen-I (ccP5, ccP6) y un
sitio presente en ambos genes (ccP3), que fueron capaces de unir Pitl de extractos de GH3B6
(Fig.10). Ademas, el sitio ccP3 fue capaz de unir Pitl de extractos de pituitaria de carpa (Fig.11).
Este sitio presente en ambos genes, probablemente no estd implicado en la regulacion diferencial
de los dos genes Pitl, sino que en la regulacion de la expresion basal de la proteina Pitl de
acuerdo al sitio de union Pitl proximal en el gen Pitl de rata (Chen et al., 1990). En suma, estas
observaciones son consistentes con el ciclo autoregulatorio descrito para el control
transcripcional de Pitl (Chen et al., 1990; Rhodes et al., 1993; Delhase et al., 1996; Rajas et al.,
1998; Sekkali et al., 1999).

En la region regulatoria de otros genes blancos de Pitl, como por ejemplo en el promotor de
GH, también se encuentran varios sitios de union para Pitl (Sekkali et al., 1999). De todos los
sitios posibles de unién para Pitl, s6lo algunos de estos sitios son necesarios para la activacion
del promotor de los genes blanco que regula (Astola et al., 2003, 2004). El andlisis de cinco
posibles sitios de union para Pitl en la region regulatoria del gen SL se ha mostrado en
experimentos de cotransfeccién con un vector de expresion de Pitl en células CHO que es
necesario un solo sitio Pitl para la activacion del gen SL de besugo (Astola et al., 2004).

Asimismo, también en la secuencia promotora proximal del promotor de PRL de besugo, se han
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descrito hasta siete secuencias de consenso (A/T) NNNCAT para la union del factor especifico de
pituitaria Pitl de los cuales hay tres regiones funcionales (Astola et al., 2003). Estos datos
refuerzan nuestro analisis, en el cual determinamos tres sitios funcionales de seis posibles sitios
de unidn de Pitl. La presencia exclusiva en el gen-1 de los sitios ccP5 y ccP6 sugiere que podrian
regular diferencialmente la expresion del gen-1 con respecto al gen-I1.

Por otra parte, una clara actividad de unién fue detectada en otros putativos sitios de union de
factores nucleares. La secuencia conservada CRE parece unir un factor identificado como
CREB/ATF-1 usando un anticuerpo especifico en los ensayos EMSA con extracto de pituitaria de
carpa (Fig.12). Esto concuerda con la descripcion de sitios CRE funcionales en la region
promotora de Pitl de rata (Chen et al., 1990). Para la regulacion del gen tiGH se ha mostrado que
la estimulacion por cAMP del promotor de tiGH en células GC necesita el sitio de union para
CREB en la region proximal del promotor (Sekkali et al., 1999). Esto demuestra la importancia
de los sitios de reconocimiento para CREB en la regulacion de genes blancos y del mismo gen
Pitl y corrobora que el elemento CRE caracterizado en el promotor de Pitl de carpa podria ser
funcional (Sekkali et al., 1999).

No se confirmé interaccion especifica en el sitio posible de unién para AP1 ccAl, lo que
sugiere que esta secuencia de consenso no es funcional. Sin embargo, podria ser que la otra
secuencia, la ccA2 identificada recientemente, si sea funcional. Se necesitan mas estudios para
comprobar la relevancia funcional de este sitio. De todas maneras se espera un sitio funcional de
AP1, porque en humano se ha mostrado la interaccion de AP1 y Pitl en el promotor del gen Pitl
y que AP1 esta involucrado en la regulacién de la expresion en ensayos funcionales del promotor

frente a un gen reportero (Delhase et al., 1996). Por otra parte, también se ha demostrado en
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humanos la funcionalidad del factor de transcripcion AP-1 al activar el promotor del gen de PRL
(Caccavelli et al., 1998).

La region rio abajo de la caja TATA es de particular interés ya que contiene un sitio de
respuesta a un factor de transcripcion no descrito antes para la regulacion del gen Pitl (Rhodes et
al., 1993; Delhase et al.,, 1996; Sekkali et al., 1999). La region altamente conservada
inmediatamente rio abajo presenta un putativo sitio de unién para MTF-1 (ccM2) en ambos genes
de Pitl, mientras que la regidn altamente divergente mas rio abajo contiene un sitio MTF-1
especificamente en el gen-lI (ccM1). Los complejos formados en estos dos sitios con extracto
nuclear de linea celular GH3B6 fueron claramente diferentes (Kausel et al., 2006). Ademas, el
sitio ccM1 presente sélo en el gen-I de Pitl en la posicion 697-703 también fue claramente capaz
de unir un factor especifico similar de extractos de pituitaria de carpa (Fig.13). Bajo las mismas
condiciones del ensayo de EMSA los complejos en el sitio ccM1 aparecieron mas rapido y con
mayor intensidad respecto a la interaccion en el sitio ccP3 y sugieren una alta afinidad de un
factor o factores del extracto nuclear de pituitaria en esta secuencia de reconocimiento especifica
del gen-I (Kausel et al., 2006). La secuencia ccM1 es idéntica a los MREs descritos en multiples
maodulos en el promotor del gen metalotioneina (MT) de carpa y el factor que se une podria, por
lo tanto, ser el MTF-1 (Chan et al.,, 2003). Las regiones promotoras de los genes de
metalotioneina contienen los Ilamados Elementos de Respuesta a Metales (Metal-responsive
Element, MRE) (Schaffner et al., 2001). En el afio 1988 se describio por primera vez un factor
unido a una secuencia MRE en el promotor del gen-1 de MT de ratén que fue llamado MTF-1
(Metal-responsive element-binding transcription factor 1) (Westin et al., 1988). El factor de
transcripcion MTF-1 con dominios del tipo dedo de zinc (Schaffner et al., 2001; Potter et al.,

2005; Westin et al., 1988), un factor que se activa por exposicion a metales pesados (Schaffner et
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al., 2001; van Campenhout et al., 2004), estres oxidativo (Gunes et al., 1998) e hipoxia (Green et
al., 2001), estda descrito en humanos (Brugnera et al., 1994; Otsuka et al., 1994) y otros
mamiferos (Giedroc et al., 2001; Balamurugan et al., 2004), Drosophila melanogaster (Zhang et
al., 2001; Balamurugan et al., 2004), Takifugu rubripes (Auf der Mauer et al., 1999) y pez cebra
(Dalton et al., 2000; Chen et al., 2002; Chen et al., 2007). Los elementos de reconocimiento
MRE son altamente conservados y existen en genes involucrados en la detoxificacion de metales
pesados como el gen metalotioneina y otros genes involucrados en respuesta a estrés (Lichtlen'y
Schaffner, 2001; Lichtlen et al., 2001; Giedroc et al., 2001). La transcripcién de MTs en carpa,
mediada por MTF1, se estimula por Zn, Cd y Cu (Lichtlen y Schaffner, 2001; van Campenhout et
al., 2004). En carpa cruciana (Carassius cuvieri) se han descrito recientemente 9 MREs en la
region regulatoria 5° en no més de 1000pb desde el codon de inicio de la traduccién ATG del gen
MT y que estan agrupados en dos clusters, distal y proximal, de los cuales este Gltimo solamente
permite la expresion del gen-1 de MT por sobre el nivel de expresién basal (He et al., 2007).

En basqueda de una posible secuencia MRE en otros genes Pitl se rastrearon las
secuencias proximales del gen Pitl en otras especies de peces. Entre las especies mas cercanas,
los cDNAs de carpa grass (Ctenopharyngodon idella) y del pez cebra estdn mas cercanamente
relacionados al gen-I de Pitl de carpa, mientras que las especies més distantes tales como el fugu,
Salmo salar, Oncorhynchus mykiss o Oncorhynchus keta, se diferenciaron ampliamente de las
secuencias (no mostrado). Hasta hoy no se ha descrito evidencia alguna de un segundo gen Pit1,
el ortélogo del gen-Il de Pitl de carpa, en ninguna de estas especies. Segun nuestro analisis, el
promotor del gen-I de Pitl ha ganado dos sitios Pitl y un sitio adicional MTF-1 relativo al gen-II
(Kausel et al., 2006). El sitio ccML1 en el gen-I es una figura completamente nueva, nunca antes

conectada a la regulacion de la expresion del gen Pitl. En el cDNA de Pitl de carpa grass, la
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secuencia ccM1 unica en el gen-I no estd conservada, mientras que en el cDNA del pez cebra, el
blogue completo de 36 nucleétidos especificos para el gen-1 estd ausente (Fig.8). Los cambios
modulares de elementos cis-regulatorios entre los dos genes Pitl de carpa descritos aqui sugieren
un interruptor molecular adicional en el gen-I que podria implicar una respuesta adaptativa a
cambios en condiciones ambientales, tales como la adaptacion a invierno. Por lo tanto, el gen-I
podria constituir un ejemplo para la especializacion de un gen recientemente duplicado (Prince y
Pickett, 2002). La importancia funcional de estos sitios de union adicionales en el promotor del
gen-l de Pitl esta apoyada por la observacion de que este gen estd expresado a 4,6-veces mas
altos niveles en carpas aclimatizadas a invierno, mientras que la expresion general de Pitl esta
dramaticamente reducida respecto al verano (Kausel et al., 1999). Aun debe ser dilucidado si los
sitios Pitl adicionales o el sitio ccM1 es responsable por esta expresion mas alta del gen-1 en
estas condiciones.

La carpa constituye un modelo para estudiar la dindmica de genes duplicados después de
la duplicacion gendmica (Cossins y Crawford, 2005). La diferencia entre la secuencia de dos
copias de un gen podria afectar la regién codificante de la proteina, y llevar a una proteina con
propiedades bioldgicas diferentes, o en la region regulatoria del gen, llevando a modificacion de
la expresion espacial o temporal. Un ejemplo para esto ultimo, importante en pituitaria de carpa,
fue descrito con los genes duplicados de pro-opiomelanocortina (POMC), en los cuales los
mRNAs de ambos genes son expresados en distinta razon dependiendo de los cambios de
temperatura en el medioambiente (Arends et al., 1998). Para los genes duplicados GH, ambos
expresados en carpas aclimatizadas, no se observo una regulacion diferencial y no estan afectadas
por la aclimatizacion estacional (Figueroa et al., 2005). Los efectos de mutaciones puntuales en la

region codificante que causan dramaticos efectos deletéreos presentan variados ejemplos. En
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humanos se ha descrito una mutacion que afecta al dominio de transactivacion de Pitl, que tiene
como consecuencia la sustituciéon de un residuo de prolina por un residuo de leucina en el codon
24 (P24L) y que esta implicado en el Sindrome de Deficiencia Combinada de Hormonas de
Pituitaria (combined pituitary hormone deficiencies, CPHD) (Kishimoto et al., 2002).
Experimentos de cotransfeccion in vitro mostraron varias mutantes responsables de CPHD en
humanos. Algunas de las proteinas mutantes actian como inhibidores dominantes de la
transcripcion como R271W en POUh (Hashimoto et al., 2003; Kishimoto et al., 2003; Reynaud
et al., 2004), otras poseen defectos en la union al DNA como R143Q, E174G, W193R en POUs;
algunas con defectos en la interaccién proteina-proteina como A158P y P239S, POUs y POUh,
respectivamente (Reynaud et al., 2004). Ademas, en pacientes con falla severa de crecimiento
una mutacion puntual en el extremo 3° de la secuencia de la primera alfa hélice del dominio
POUs de Pitl genera una proteina truncada con perdida de la mayoria de las regiones de
interaccion con el DNA de sus genes blanco. Estos pacientes poseen niveles indetectables de GH,
TSH-subunidad B y PRL, ademas de un reducido tamafio de la glandula pituitaria (Cohen et al.,
2003). Por otra parte, la conservacion de secuencias no codificantes podria reflejar la
conservacion funcional de la regulacién del gen de Pitl (Venkatesh et al., 2006).

Para complementar los estudios de la interaccion de factores de transcripcién en la region
regulatoria de Pitl in vivo y de los promotores de sus genes blanco se utilizara la metodologia de
inmunoprecipitacién de cromatina (chromatin immune precipitation ChlP, Orlando et al., 1997).
Para esto se utilizara un anticuerpo anti-Pitl y anticuerpos especificos de otros factores de
transcripcion. Como primer paso se prepard un anticuerpo anti-oligopéptido cPitl, el cual
inmunorreacciono especificamente en nucleos de células de cortes sagitales de pituitaria de carpa,

en las mismas regiones de la pituitaria donde se habia detectado la presencia de transcritos de
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Pitl de carpa por hibridacion in situ (Kausel et al., 1999). Pitl se ha inmunodetectado en el
nucleo de las células de la glandula pituitaria de humanos (Sanno et al., 1996), roedores y salmén
(Sanno et al., 1994) y gallina (Chowdhury et al., 2003). La compartimentalizacion subnuclear de
Pit1 ocurre en dos fases dentro del nucleo, la mayor parte es soluble en detergentes y una fraccién
significativa es insoluble y est4 unida a la matriz nuclear (Mancini et al., 1999). Mutaciones en
Pitl pueden llevar a destinamiento lejos de vias relacionadas con la transcripcion, y al menos en
parte a vias de desplegamiento de proteinas (Mancini et al., 1999).

Los factores de transcripcion constituyen puntos centrales en la integracion de la red de
factores involucrados en las sefiales enddgenas y exdgenas de una célula, con los mdltiples
factores coactivadores/corepresores que participan en los procesos de modulacion de la expresion
génica por lo que estos factores de transcripcién actian como genes maestros (Rosenfeld et al.,
2006).

En este contexto, los cambios modulares de elementos cis-regulatorios en los promotores
de los genes duplicados de Pitl, sugieren que se han desarrollado nuevas posibilidades de
regulacion de la expresion génica de este factor de suma importancia para el sistema endocrino.

Como conclusion de este trabajo, el estudio propuesto de la funcionalidad de los posibles
sitios de union de factores de transcripcion en las regiones del promotor proximal de los genes
duplicados Pitl por caracterizacion de la interaccion DNA/proteina invitro en extractos de
pituitaria de Cyprinus carpio revel6 que los sitios de unién para Pitl, ccP3, ccP5 y ccP6 y para
CREB, ccC1 son funcionales. Ademas, en la region ccM1 se une un factor nuclear de la hip&fisis
que podria ser MTF-1, y el sitio ccM2 parece unir otro complejo nuclear. Mas aun, la presencia
exclusiva en el gen-1 de los sitios ccP5, ccP6 y ccM1 sugiere que podrian estar implicados en una

regulacion diferencial de la expresion de los dos genes Pitl. Sin embargo, se necesita mas trabajo
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para dilucidar si solo algunos de estos tres sitios o los tres regulan diferencialmente la
transcripcion de Pitl. El rol de anticuerpos especificos para los factores de transcripcion sera
crucial en la caracterizacion de estos sitios en futuros estudios. Se estudiara el efecto de metales
pesados a la expresion de Pitl mediado por el elemento cis-regulatorio ccM1 exclusivo del gen-I
de Pitl con gran afinidad por un factor nuclear, que podria ser MTF-1, para desarrollar un nuevo

bioindicador de contaminacién por metales pesados en el ambiente acuético de teledsteos.
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