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1. RESUMEN

Con el objetivo de identificar factores de respuesta temprana a cambios ambientales en
teledsteos se caracterizd Ptx2 y Rpx de Cyprinus carpio. Estos factores de transcripcion con
homeobox pertenecen a la familia “bicoid-like” y son expresados tempranamente en el desarrollo.
Ptx2 esta implicado en el control de la asimetria derecha izquierda durante la organogénesis y
mutaciones en el gen de Ptx2 se han asociado al sindrome de Rieger en humanos. Ademas, en
mamiferos estd implicado en la regulacion de la hormona de crecimiento (GH) y prolactina
(PRL), hormonas que en C. carpio exhiben expresion regulada durante la adaptacion a cambios
estacionales. Rpx es un marcador temprano del desarrollo de la pituitaria, esencial para la
formacidn de esta glandula y asociado a la displasia septo 6ptica (SOD) en humanos.

El andlisis de las secuencias parciales de cDNA Ptx2 y Rpx de carpa, permitié distinguir
mas de dos transcritos para Rpx e identificar dos genes Ptx2 activos transcripcionalmente.
Claramente se observo reaccion especifica para Ptx2 y Rpx por hibridacion in situ en las regiones
proximal pars distalis y pars intermedia en la hipofisis de carpas adultas. La sefial especifica de
Ptx2 y Rpx fue de menor intensidad en carpas aclimatizadas a verano respecto a invierno. Para
Rpx se corrobord que su expresion esta inversamente relacionada con la expresion de Pit-1 en la
glandula pituitaria, en la cual la expresién de Rpx disminuye antes del aumento de la expresion
de Pit-1 y el avance al desarrollo de las lineas celulares lactétropas, tirétropas y somatétropas.
Por primera vez se han mostrado factores especificos de la glandula pituitaria con menos
expresion en carpas aclimatizadas a verano, que podria permitir el desarrollo de estos factores

como indicadores de efectos ambientales en la estacion calida.



SUMMARY

With the aim to identify early response factors to environmental changes in teleosts, Ptx2
and Rpx were characterized from Cyprinus carpio. These homeobox transcription factors belong
to the bicoid-like family and are expressed early in development. Ptx2 is involved in the control
of left-right asymmetry during organogenesis and mutations in the Ptx2 gene are involved in
Rieger syndrome in human. In addition in mammals Ptx2 is involved in regulation of growth
hormone (GH) and prolactin (PRL) expression in pituitary gland, hormones that in C. carpio
exhibit regulated expression during seasonal adaptation. Rpx is an early marker of pituitary
development, essential for the formation of this gland, and associated with septo-optic dysplasia
(SOD) in man.

The analysis of the partial Ptx2 and Rpx sequences, amplified from carp pituitary cDNA,
revealed more than two transcripts for Rpx and two transcriptionally active Ptx2 genes were
identified. Clearly specific reaction was observed for Ptx2 and Rpx by in situ hybridization in the
regions proximal pars distalis and to lesser extent in pars intermedia in the pituitary of adult
carp. The Ptx2 and Rpx specific signal was minor in pituitary of summer acclimatized with
respect to winter acclimatized carp. For Rpx this corroborated the inverse relation to Pit-1
expression in pituitary gland, where diminished Rpx expression preceeds rise of Pit-1 expression
and proceeding of cell line development to lacto-, thyro- and somatotrophs. For the first time
pituitary specific factors were shown to exhibit less expression in summer carp, which might

allow to develop these factors as indicators of environmental effects in the warm season.



2. INTRODUCCION

La expresion génica de factores del sistema hipotalamo-hipofisiario se ve afectada en
respuesta a cambios ambientales en el ectodermo euritermal Cyprinus carpio, tanto naturales o
causados por xenobioticos (Cossins et al., 2006; Moens et al., 2006). Este trabajo apunta a la
caracterizacion de nuevos factores hipofisiarios, que podrian jugar un rol importante en la
coordinacion de la red de factores que responden a estimulos ambientales.

La reprogramacion de la expresion génica en el ectodermo C. carpio, conlleva a una
adaptacion reversible a cambios estacionales de su medio ambiente, que se refleja a nivel de
transcripcion y traduccion en mdltiples tejidos (Figueroa et al., 1994, 2000; Goldspink., 1995;
Krauskopf et al., 1988; Kausel et al., 1998, 1999; Vera et al., 2000; Sarmiento et al., 2000; Lopez
et al., 2001; Alvarez et al., 2004). De los factores del eje hipotadlamo-hipofisiario se ha mostrado
variacion estacional significativa en la expresion a nivel transcripcional y traduccional de la
hormona prolactina (PRL) en la glandula pituitaria de carpas aclimatizadas. Aquellas
aclimatizadas a la estacion fria, mostraron una reaccién claramente mas baja con respecto a las
aclimatizadas a la estacion de verano (Figueroa et al., 1994, 1997), al igual que la hormona de
crecimiento (GH) (Figueroa et al., 2005). Kausel et al., 1998, 1999; Salazar, 2003 mostraron que
el factor de transcripcion Pit-1 tiene variacion estacional, detectandose una mayor cantidad de
transcritos en hipdfisis de carpas aclimatizadas a la estacién de verano con respecto a aquellas
aclimatizadas a invierno

Pit-1 es un factor de transcripcion tejido especifico de la glandula pituitaria (Ingraham et
al., 1988; Andersen and Rosenfeld., 1994; Sekkali et al., 1999; Quentien et al., 2002a; Zhu et al.,

2005), y es requerido para la diferenciacion y expansion de las lineas celulares somatotropa,



lactotropa y tirotropa, expresandose en estas lineas celulares durante toda la vida (Zhu et al.,
2005). En raton se detecta en E.13.5, en las células que ocupan una posicion central en la pars
distalis de la hipdfisis, y un dia después en toda la pars distalis (Cohen and Radovick, 2002).
Pit-1 es también necesario para la regulacion transcripcional de GH, PRL, hormona estimulante
de la tiroide subunidad beta (TSHp) y de su propio gen (Zhu et al., 2005). La expresion de Pit-1
es positivamente regulada por un factor de transcripcion que posee un homeodominio, el profeta
de Pit-1 (Propl) y negativamente regulada por un segundo y altamente relacionado “paired like”,
Hesx1/Rpx (Olson et al., 2006).

En C. carpio, durante el proceso de aclimatizacion estacional, el foto-periodo actia como
un importante modulador de la expresion de PRL (Figueroa el al., 1997). Este aumento de la
expresion de PRL durante la estacion de verano comparado con invierno, también esta
acompafiado de un cambio moderado en la expresion de Pit-1, lo que sugiere la participacion de
otros factores en la regulacion de la transcripcion del gen de PRL, uno de los cuales podria ser
Pitx2 (Kausel et al., 1999; Quentien et al., 2002a, b).

La glandula pituitaria en mamiferos estd compuesta por dos entidades anatdbmicamente y
funcionalmente diferentes, la adenohipoéfisis que comprende el I6bulo anterior e intermedio, que
se origina a partir del ectodermo oral, y la neurohipofisis o I6bulo posterior, que se origina a
partir del neuroectodermo, también llamado diencéfalo ventral (Zhu et al., 2005; Quentien et al.,
2006). La adenohipofisis contiene seis tipos celulares diferentes, los que son caracterizados por
los tipos de hormona que producen y secretan: Corticotropos: hormona adenocorticotrofina
(ACTH); tirotropo: hormona estimulante de la tiroides (TSH); somatotropo: GH; lactotropo:
PRL; gonadotropos: hormona foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH). El control del

hipotalamo sobre la adenohipésifis se ejerce por hormonas sintetizadas en los nuclei



hipotaldmicos que se liberan en la eminencia media al plexo de capilares y se transportan del
hipotalamo a la adenohipofisis por un sistema circulatorio especial, el sistema portal (Bolander,
2004). En humanos el l6bulo intermedio es muy reducido en estructura y funcién, secreta la
hormona melanocito estimulante (MSH). La oxitocina y vasopresina son sintetizadas en el nucleo
supradptico y paraventricular del hipotdlamo, y son transportadas por axones terminales
localizados en la neurohipdfisis (Zhu et al., 2005).

En peces el desarrollo y funcionamiento del eje hipotalamo-hipofisiaria es similar, sin
embargo tiene claras diferencias con respecto a los mamiferos en algunos aspectos.
Morfologicamente, en peces teledsteos no existe la eminencia media ni un sistema portal (Norris,
1996). Los axones del hipotdlamo llegan directamente a la glandula pituitaria, forman la
neurohipdfisis y algunos terminan en la adenohipéfisis (Flores et al., 2007). En la adenohipd&fisis
se reconocen tres zonas, la porcion mas anterior y rostral (dorsal), contiene células foliculares y
se denomina rostral pars distalis (RPD), la zona central comprende la proximal pars distalis
(PPD), vy la tercera region localizada en la parte mas caudal de la glandula es la pars intermedia
(PI), cada una de estas regiones esta distinguida citoldgicamente y contienen distintos tipos
celulares que producen diferentes hormonas troficas (Norris, 1996).

En la RPD se encuentran las células lactotropas productoras de PRL y la células
corticotropas productoras de la hormona estimulante de las glandulas adrenales
(adrenocorticotropina, ACTH), en la PPD se encuentran las células somatotropas, sintetizadoras
de la hormona de crecimiento (GH), células gonadotropas, sintetizadoras de la hormona
estimulante de la gbnadas (gonadotropinas, GTHI y GTHII) y células tirotropas, productoras de
la hormona estimulante de la tiroides (tirotopina, TSH). En la Pl se hallan las células

melanotropas o productoras de la hormona estimulante de los melanocitos (melanotropina, MSH)



y las células somatolactotropas, sintetizadoras de la hormona somatolactina (SL), una hormona
especifica de peces relacionada a PRL y GH. La neurohipofisis produce la hormona
arginina-vasotocina (AVT) y la isotocina (IST), que corresponden a la familia de vasopresina y
oxitocina en mamiferos (Mancera, 2004).

La glandula pituitaria anterior tiene un rol crucial en el control de la homeostasis en
vertebrados, sirve como un mediador de la informacion transmitida desde el cerebro via
hipotalamo a 6rganos endocrinos periféricos como la glandula tiroides, rifiones y gonadas, asi
regula algunos procesos vitales tales como el metabolismo, crecimiento, reproduccion, y
comportamiento y ademas estd involucrado en la regulacion del sistema inmune (Scully and
Rosenfeld., 2002; Bolander, 2004; Quentien et al., 2006).

El desarrollo normal de la glandula pituitaria anterior se lleva a cabo a través de
gradientes de moléculas sefiales que contribuyen a los eventos del desarrollo temprano. Estos
primeros pasos resultan en la induccion de la expresion de factores de transcripcion, en patrones
que se superponen espacial y temporalmente y que controlan la expresion de genes en la
determinacion y diferenciacion de un tipo celular (Fig. 1) (Dasen y Rosenfeld, 1999; Scully and
Rosenfeld., 2002; Cohen and Radovick, 2002; Zhu et al., 2005; Quentien et al., 2006).

Ptx2 y Rpx son factores de transcripcion expresados tempranamente en la hipofisis,
directamente asociados a la formacion de la glandula pituitaria. Mutaciones en algunos de los
factores de transcripcion cruciales para el desarrollo de la pituitaria dan origen al
hipopituitarismo, una deficiencia de una o multiples hormonas pituitarias (Cohen and Radovick,

2002).
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FIGURA 1: Esquema del desarrollo de la pituitaria de raton. El diencéfalo ventral (VD),
expresa BMP4, FGF8/10/18 y Wnt5, que hacen contacto directo con el ectodermo oral (oe), e
induce la formacion del Rathke's Pouch (RP). Shh es expresado en todo el ectodermo oral
excepto en RP. Los gradientes opuestos dorsal BMP4/FGF y ventral BMP2/Shh llevan a la
proliferacion en la posicion indicada por la regulacion de la combinacién de los patrones de
expresion de los factores de transcripcion. Pit-1 es inducido al E13.5 en la regién caudomedial de
la pituitaria, la cual da origen a la somatotropo (S), lactotropo (L), tirotropo (T). Rostral tip
tirotropo (T,) es Pit-1 independiente. Corticotropo (C) y Gonadotropo (G) son diferenciados en la
parte mas ventral de la glandula. La region dorsal del RP llega a ser el l6bulo intermedio,
conteniendo Melanotropo (M), los niveles de expresion de los factores de transcripcion a través
de la ontogenia de la pituitaria son indicados en un gradiente donde altos niveles de expresion son

denotados en negro (extraido de Zhu et al., 2005).



Rpx (Rathke's Pouch Homeobox), también conocido como ANF (anterior neural fold),
Hesx1l (gen homeobox expresado en “stem cells” embrionarias) es un miembro del tipo
“paired-like”, homeobox gen originalmente descrito en Drosofila melanogaster (Cohen and
Radovick, 2002). Es el marcador especifico mas temprano conocido para el primordio de la
pituitaria, sugiriendo que tiene un rol en la determinacion temprana o diferenciacion de la
pituitaria (Hermesz et al, 2003). En embriones de raton es el primero en expresarse en pequefios
grupos de células en la linea media anterior del endodermo visceral al comienzo de la
gastrulacion, al E 8.5 la expresion de Rpx estd completamente restringida al RP. Embriones de
ratones que carecen de Rpx tienen una bifurcacion en RP y displasia de la pituitaria, proencefalo
reducido, anoftalmia o microoftalmia, defectos en el desarrollo del tracto olfatorio y defectos en
la linea media ventral del hipotdlamo. Ratones neonatales tienen anormalidades en el cuerpo
calloso, anterior e hipocampal comisuras y septum pelucidum, similar a los defectos vistos en la
displasia septo dptica (SOD) en humanos (Cohen and Radovick, 2002).

SOD, también conocido como sindrome de Morsier's, es una condicion heterogénea con
un fenotipo altamente variable, una combinacion de hipoplasia del nervio 6ptico, hipoplasia de la
glandula pituitaria y anormalidades en la linea media del cerebro, tales como ausencia del cuerpo
calloso y septum pelucidum. Las deficiencias pituitarias pueden ir desde deficiencia aislada de
GH a pan-pituitarismo con diabetes insipida. Cualquiera atrasa o adelanta la pubertad y puede
observarse una funcion o anatomia anormal del hipotdlamo; un 62% de los individuos afectados
tiene solo hipopituitarismo y un 30% tienen las tres manifestaciones (Carriere et al., 2004). SOD
en humanos ha sido asociada a mutaciones en Hesx1, se han informado distintos modos de
transmision: dos de estas mutaciones R160C y 126T, fueron encontradas en pacientes

consanguineos homocigotos afectados, consistente con un modo recesivo de herencia y tres



mutaciones missense, S170L, T181A, Q6H y una insercion 306/307 AG, fueron encontrados en
heterocigotos, mostrando penetrancia incompleta, sugiriendo la participacion de otros genes. Las
proteina Hesx1 de S170L, R160C insercion 306/307 AG, carecen del homeobox o muestran
reducida capacidad de union al DNA. La mutacién 126T resulta en una proteina con una
capacidad deteriorada para reclutar el co-represor Tlel (Cohen and Radovick, 2002; Reynaud et
al., 2004; Zhu et al., 2005).

Rpx y Prop-1 son dos proteinas altamente relacionadas que tienen funciones secuenciales
en los pasos criticos en la programacion de la organogénesis de la pituitaria (Olson et al., 2003,
2006). Rpx es una proteina con homeodominio que marca el campo del ectodermo oral antes de
la formacién de la pituitaria rudimentaria; su expresion desaparece rapidamente después de
E13.5, cuando las células progenitoras comienzan a migrar ventralmente y expresan marcadores
especificos de una linea celular. La atenuacion de la expresion de Rpx en el desarrollo de la
pituitaria coincide con la progresion de Propl, sugiriendo una regulacion temporal de la
expresion de Rpx esencial para el despliegue de la activacion del gen Propl. Ambos factores
pueden unir cooperativamente la misma secuencia palindromica de DNA como homo o
heterodimeros, el homodimero de Propl es un eficiente activador de la transcripccion, la
heterodimerizacion con Rpx trunca este efecto (Olson and Rosenfeld., 2002; Olson et al., 2003).
Rpx por si mismo es un potente represor con al menos dos dominios independientes para reclutar
magquinaria correpresora, la region amino terminal “engrailed homology” (eh) y el homeodominio
pueden independientemente actuar como represores. El patron de expresién temporal predice un
periodo temprano de represion Rpx-dependiente y un periodo tardio de activacion Propl
dependiente, un periodo intermedio de antagonismo con un resultado dependiente en parte, de los

niveles relativos de los dos factores en el nicleo y en la disponibilidad de coactivadores y
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correpresores especificos (Olson and Rosenfeld., 2002; Olson et al., 2003). EI dominio eh puede
reclutar correpresores de la familia Groucho, tales como TLE1, el cual parece ser necesario para
la funcién represora de Rpx (Olson et al., 2003; Carriére et al., 2004; Zhu et al., 2005)

Ptx1 y Ptx2 son dos miembros de la familia de proteinas Ptx, expresados en patrones
superpuestos en el desarrollo de la pituitaria, regulan la proliferacion y diferenciacion celular de
manera dosis dependiente (Dasen y Rosenfeld, 1999; Scully et al., 2002; Cohen and Radovick,
2002; Zhu et al., 2005). La pérdida de funcion de Ptx1 o Ptx2 resulta en defectos de multiples
6rganos, ambos tienen similares propiedades de union al DNA, tienen los mismos genes objetivos
e interactdan con los mismos factores de transcripcion (Dasen y Rosenfeld, 1999; Quentien et al.,
2006).

El factor de transcripcion Pitx2 (Pituitary homeobox 2), también Illamado Ptx2, Otlx2,
Brx, Brx1, Brx1a, Brx1b, Arp, Arpl, Rieg, Solurshin, Munc30, Pitx2a, Pitx2b, Pitx2c, pertenece
a la familia de factores de transcripcién con homeobox “bicoid-like” o “paired”, esta implicado
en el control de la asimetria derecha izquierda durante la organogénesis (Drouin et al., 1998;
Smidt et al., 2000; Bisgrove et al., 2000; Essner et al., 2000, 2005). Ptx2 es expresado en altos
niveles en la mayoria de los tipos celulares en la ontogenia de la pituitaria, al igual que en el
desarrollo de varios 6rganos incluyendo corazén, dientes, pulmones, masculo, tracto digestivo,
ojos (Dasen y Rosenfeld, 1999), y en las cinco lineas celulares de la glandula pituitaria anterior
madura (Carriere et al., 2004; Quentien et al., 2006).

En vertebrados es esencial la generacion de un patron anteroposterior y dorsoventral,
que regulen la asimetria derecha izquierda (Brisgrove et al., 1999). Sefiales de la linea media,
incluyendo la placa precordal son responsables del patron del eje anteroposterior, dorsoventral y

derecha-izquierda (Essner et al., 2000). Tejidos de la linea media sirven como un centro
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polarizador del patron del eje anteroposterior y establecimiento de la polaridad dorsoventrales en
tejidos adyacentes (Brisgrove et al., 1999).

En raton se generan tres isoformas de Ptx2: Ptx2a (271 aa), Ptx2b (317 aa), Ptx2c
(324 aa), expresadas en la pituitaria anterior, Este gen en humanos estd localizado en el
cromosoma 4q25 y produce una cuarta isoforma Ilamada Pitx2d que s6lo ha sido observada en
humanos, esta isoforma tiene un homeodominio parcial y la regién carboxilo terminal completa
(Quentien et al., 2006). En humanos la expresion de las isoformas se debe al corte y empalme
alternativo y al uso de dos promotores, las isoformas ¢ y d son consecuencia del uso de un
promotor interno, ubicado en el exon 4 (Essner et al., 2000; Cox et al., 2002)

El sindrome de Axenfeld-Rieger (ARS) en humanos estd asociado a mutaciones en el
gen Ptx2, una enfermedad autosémica dominante con una incidencia menor a 1 en 200000, que se
caracteriza por anormalidades en la camara ocular anterior causando glaucoma en mas del 50%
de los casos (Carriere et al.,, 2004), hipoplasia dental, dimorfismo craneofacial leve y
anormalidades en el ombligo (Amendt et al., 1998; Saadi et al., 2001; Priston et al., 2001; Lines
et al., 2002; Carriére et al., 2004; Quentien et al., 2006).

En ratones Ptx2” muestran severos defectos en los 6rganos que son levemente
afectados en pacientes con ARS: no cierra la pared del cuerpo ventral, anormalidades en la
asimetria derecha izquierda, defectos en el corazén, tracto digestivo ojos, dientes, pulmon y
desarrollo de la pituitaria, el ratobn muere al E.14.5 (Carriere et al., 2004). La invaginacion de RP
y el contacto directo con el neuroepitelio ocurre normalmente pero falla la progresion de la
glandula pituitaria, debido a una proliferacion reducida y aun incremento de la apoptosis.

Estudios de alelos de Ptx2 han revelado que también es necesario para la diferenciacion de
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gonadotropos y expansion de la linea Pit-1 que destaca la importante relacion entre estos factores
de transcripcion (Carriére et al., 2004; Zhu et al., 2005).

La mayoria de las mutaciones descritas para Ptx2 en humanos afectan los dominios de
union al DNA, algunas causan una perdida de la funcion al no unir el DNA o al no lograr la
activacion transcripcional de putativos genes objetivos. Un alelo con una mutacion missense en el
homeodominio mostr6 una disminucion en la union al DNA, pero un gran aumento en la funcién
de transactivacion, sugiriendo que el incremento de la actividad Ptx2, puede ser tan deletéreo
como la pérdida de una funcién. Otra mutacion resulta en una union disminuida al DNA y baja
actividad transcripcional, que tiene un efecto dominante negativo visto en competicion con Ptx2
wild-type (Carriére et al., 2004).

La sobre expresion de Ptx2 en la cornea de ratones transgénicos manifiestan defectos
oculares caracteristicos de ARS, sugiriendo que un exceso de la actividad Ptx2 es deletéreo para
el desarrollo del ojo al igual que la perdida de su funcién (Zhu et al., 2005)

En mamiferos se ha mostrado la unién de Ptx2 al DNA en la region 5° del gen de PRL y
la interaccion proteina-proteina con Pit-1, modulando en sinergia la expresion de PRL (Amendt
et al.,, 1998, 1999; Saady et al., 2001;Quentien et al., 2002 a, b; Quentien et al., 2006). Ptx2
también es capaz de transactivar los promotores humanos de PRL, GH y Pit-1 in vitro, y dirigir la
transcripcion de promotores de pituitaria de rata incluyendo POMC, la subunidad a glicoproteina,
LHB, FSHP, PRL y GH. (Quentien et al., 2002b). La actividad de Ptx2 es regulada por su
extremo carboxilo terminal, por una pequefia region que inhibe la union al DNA y esta
involucrada en las interacciones proteina-proteina. La union de esta region a una proteina

estimula la unién de Ptx2 al DNA vy la activacion transcripcional, posiblemente al enmascarar el
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dominio inhibitorio, sin embargo la delecién del dominio inhibitorio de la region carboxilo
terminal no produce una estimulacion de la actividad transcripcional (Amendt et al., 1999).

En Danio rerio se han descrito dos isoformas Ptx2a y Ptx2c, mostrando expresion
diferencial en el desarrollo de este teledsteo. Ptx2c es expresado simétricamente en el presunto
mesodermo durante la etapa de bléstula tardia y en la placa precordal durante la gastrulacién
tardia. La expresion de Ptx2a es la primera en detectarse en el estado de brote en la placa
precordal anterior (Essner et al., 2000).

En embriones de zebrafish existen tres dominios de expresion génica asimétrica que son
utiles para predecir la ubicacion de los érganos: cyclops, leftyl y Pitx2 son expresados en el
diencéfalo izquierdo, cyclops, lefty2 y Pitx2 en el campo izquierdo del corazén y cyclops y Pitx2
en el primordio del tracto digestivo izquierdo. Al producirse distintas alteraciones de estos
patrones de expresion en zebrafish se identifican cuatro clases fenotipicas de mutantes que tienen
diferentes grados de discordancia entre cerebro corazén e intestino. La interaccion de lefty y
ciclops parece regular la expresion del factor de transcripcion Ptx2, lo cual podria influenciar los
aspectos de la asimetria interna tales como looping en el corazén, asimetria de los pulmones y
rotacion del tracto digestivo (Bisgrove et al., 2000). También se ha visto que un aumento de la
expresion de Ptx2c induce la expresién de cyclops, sugiriendo un nuevo mecanismo de
“Feedback” en cyclops por Ptx2c.

La expresion ectopica de Ptx2a o Ptx2c interrumpe la gastrulacién, y lleva a un exceso de
celulas en el blastodermo marginal. Ensayos en embriones de Xenopus muestran que la expresion
ectépica de Ptx2a o Ptx2c son competentes para seleccionar al azar el desarrollo derecha-
izquierda, sin embargo Ptx2a tiene un mayor impacto en la asimetria cardiaca (Essner et al.,

2000).
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Los estudios funcionales de los sindromes asociados a mutaciones en los genes Ptx2 y
Rpx, que incluyen knock out y sobre expresion, muestran claramente que los dos factores de
transcripcion Ptx2 y Rpx, juegan un rol importante en el desarrollo y funcionamiento de la
glandula pituitaria, temporalmente antes del factor de transcripcion Pit-1 (Carriere et al., 2004;
Zhu et al., 2005). Por eso se aborda la caracterizaciéon de estos factores pituitarios, que podrian
jugar un rol importante en la coordinacion de la red de factores que responden a estimulos

ambientales (Elgar, 2004).

Basados en los antecedentes bibliogréaficos entregados se propone como hipétesis general
de trabajo, que los factores de transcripcion del eje hipotalamo-hipofisiario juegan un rol
importante en la organizacion de la repuesta compensatoria a cambios ambientales.

Como objetivo principal de esta tesis se pretende caracterizar los factores de
transcripcion Pitx2 y Rpx de Cyprinus carpio. Por lo tanto los objetivos especificos de la
presente tesis son:

1. Aislar secuencias génicas de Ptx2 y Rpx, factores de transcripcion de Cyprinus

carpio y realizar un andlisis comparativo de las secuencias.

2. ldentificar la expresion a nivel de transcripcion sitio especifico de los factores Ptx2

y Rpx en hipofisis de Cyprinus carpio.
3. Evaluar la expresion a nivel de transcripcion de Ptx2 y Rpx en hipdfisis de carpas

aclimatizadas a invierno y verano.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.4 Reactivos

En Sigma Chemical Co., se adquirié: &cido 3-N- morpholinopropanesulfénico (MOPS),
acido borico, bromuro de etidio, N-lauril sarcosil, xilene cianol, azul de bromofenol, azul de nitro
tetrazolium (NBT), 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato de sodio (BCIP), levamisol, dextran sulfato,
paraformaldehido, Triton X100, Nonidet P40, desoxicolato de sodio, ampicilina.

Del distribuidor Winkler Ltda. se adquirio6 el isotiocianato de guanidina, citrato de sodio,
cloroformo, isopropanol, sodio lauril sulfato (SDS), agarosa, cloruro de potasio (KCl), agar agar,
hidréxido de sodio (NaOH), acetato de potasio, albimina de suero bovino (BSA), fracciéon V.

En Promega se adquirié la enzima EcoRI (10 U/ul), 10 X buffer H, RQ1 RNAse-Free
DNAse 10 X buffer, RQ1 RNAse-Free DNAse (1 U/ul), RQ1 DNAse stop solution, tampon de
reaccion 5 X, M-MLV RT, M-MVT RT 200 U/ul, dATP 100 mM, dTTP 100 mM, dCTP
100 mM, dGTP 100 mM, cloruro de magnesio (MgCl,) 25 mM, 10 X tampon DNA polimerasa,
libre de magnesio, Tag DNA polimerasa almacenada en tampdn B, OligodT 500 ng/ul,
desoxirribonucle6tido terminal transferasa (TdT, 20 U/ul), 5 X tampon desoxirribonucle6tido
transferasa terminal, isopropil-tiogalactospiranisido (IPTG), kit Prime-a-Gene Labeling System,
vector pPGEMT-Easy (50 ng/ul), 2 X Rapid Ligation buffer, enzima T4 DNA ligasa 3 U/pl.

Del proveedor US Biological se adquirio el acetato de sodio, peptona, Tris base, 5-bromo-

3-indolil-galactésido (X gal).
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En Scharlau Chemie S.A. se adquirié el balsamo de canada y el cloruro de sodio (NaCl).

En Merck (Darmstadt, Alemania), se adquirié el cloruro de calcio (CaCl,), cloruro de
magnesio (MgCl,), 8-hidroxiquinolina, Na,HPO,, KH,PO,, gelatina, 3-Mercaptoetanol, alcohol
isoamilico, formaldehido, glicerol, formamida 37%, acido tricloro acético (TCA), perclorato de
sodio (NaClO,).

En  Boehringer-Mannheim  (Enzo), RNAsa A, Dig-11-dUTP (1 nmol/ul),
antidigoxigenina-AP fragmento fab.

El acido etilendiamino tetra acético (EDTA), fenol, etanol absoluto, se adquirieron en
Reedel-de Haen, el DNA marcador de tamafio molecular de 1 kb se adquirié en Fermentas, el
DNA marcador de tamafio molecular 100 pb y 50 pb en Biolabs, el marcador de DNA lamda
Hindlll y el extracto de levadura, fueron adquiridos en GibcoBRL, el &cido clorhidrico (HCI) se
adquirio en Caledon, el Ficoll (tipo 400) y el polivinilpirrolidona en Pharmacia, el PPO, POPOP,
a-?P-dCTP 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, en Amersham, el kit gene clean en Biol01, el kit

FirstChoice RLM-RACE se adquirié en Ambion.

3.1.5 Soluciones
« Solucion de homogeneizacion: Tiocianato de guanidina 4 M; citrato de sodio 25 mM
pH 7,0; sarcosil 0,25% y p-Mercaptoetanol 0,1 M.
« Acetato de sodio 2 M pH 4,0.
« Fenol saturado en agua pH 5,0.
« Cloroformo: alcohol isoamilico en una proporcion de 24:1.
« TEpH7,5; SDS 0,5%: Tris-HCI 10 mM pH 7,5; EDTA 1 mM pH 8,0 y SDS 0,5%.

« Acetato de sodio 0,2 M pH 5,0.
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Tampon de carga DNA: 0,25% xilene cianol FF; 30% (v/v) glicerol.

Tampon de carga RNA: 0,25% xilene cianol FF; 0,25% azul de bromofenol, 1 mM EDTA
pH 8,0, 50% (v/v) glicerol.

MOPS 10 X: 200 mM Acido 3-N- morpholinopropanesulfénico (MOPS) pH 7,0, acetato
de sodio 80 mM y EDTA 10 mM pH 8,0.

Cloruro de calcio (CaCly) 100 mM.

Cloruro de magnesio (MgCl;) 100 mM.

Solucion S1, preparacion DNA plasmidial: 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA
pH 8,0; 400 pug/ml RNasa A.

Solucioén S2, preparacion DNA plasmidial: 200 mM NaOH; 1% SDS.

Solucioén S3, preparacion DNA plasmidial: 2,55 M Kac pH 4,8.

Fenol saturado en Tris-HCI pH 7,4- 8,0.

TE/RNasa: TE pH 8,0 estéril con RNAsa 20 pg/ml, almacenada a -20°C.

Medio SOC: Peptona 2%; Extracto de levadura 0,5%; NaCl 10 mM; KCI 2,5 mM; MgCl,
5 mM; Glucosa 20 mM.

Medio LB: 1% peptona; 0,5% extracto de levadura; 1% NaCl pH 7,0.

Medio LB-Agar: LB, 1,8 % agar agar.

SB 25 X; 10 mM NaOH, ajustar a pH 8,0 con &cido bérico.

TAE 1 X: 0.04 M Tris-acetato; 1 mM EDTA.

4% paraformaldehido en PBS 1 X

PBS 1 X: Na;HPO4 10 mM; NaCl 137 mM; KH,PO4 1,76 mM; KCI 2,68 mM, pH 7,4.
Solucion 1 hibridacion in situ (1S): 100 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NacCl.

Solucién 2 1S: 100 mM Tris-HCI pH 9,5; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl,.



18

Solucion 3 1S: 10 mM Tris-HCI pH 8; 0,1 mM EDTA.

Solucién BSA-Triton: 1% BSA,; 0,3% Triton X100 en solucién 1.

Solucién de revelado en IS: 225 pug/ml de NBT; 175 pg/ml BCIP, y 0,36 pg/ml
Levamisol, en solucion 2.

20 X SSC: 3 M NacCl; 0,3 M Citrato de Sodio, ajustar el pH a 7,0.

Solucion de prehibridacion 1S: 50% (v/v) formamida desionizada; 4 X SSC; 0,5 X
reactivo de Denhardt’s; 25 pg/ml DNA de timo de ternera; 10% dextran sulfato.

Solucién de Denhardt’s 50 X: 1% ficol; 1% BSA,; 1% Polivinilpirrolidona (PVP).
Solucioén de centelleo: 4 g/l PPO y 0,1 g/l POPOP en tolueno.

Solucién denaturante, Southern blot: 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH.
Solucion neutralizante, Southern blot: Tris-HCI 1 M pH 7,4; NaCl 1,5 M.

Solucién de prehibridacion, Southern blot: 6 X SSC; 5 X reactivo de Denhardt’s; 0,5%
SDS; 50% (v/v) formamida; 100 pg/ml DNA de espermio de salmén, fragmentado y

denaturado.
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Instrumentos utilizados

Espectrofotometro, Shimadzu UV 1203

Bario termo regulado, Kioto YCW-03S

Estufa, W.C Heraeus Hanau

Shaker, LAB-LINE, INSTRUMENTS
Microcentrifuga, Boeco M-240R, tipo 2405-13
Termociclador Minicycler, MJ Research
Termociclador, Thermo Electron corporation (Px2 Thermal cycler)
Fuente de poder, BRL Life Technologies,INC, Model 4000
Balanza, KERN (440-33)

CCD Camera, Spectroline model CA 1000/F

Video Archival unit, Spectroline model AU-1000/F
Impresora, Sony UP-860

Micro ondas, Samsung

Vortex, Velp cientifica

Agitador magnetico Matheson Scientific (Magnestir)
pH metro WTW (pH 530)

Micropipetas Wilson.

Micropipetas Eppendorf.

Sistema desionizador de agua Cole Palmer
Autoclave Orthman

Agitador orbital Electronica (IKA-VIBRAX-VXR)

Transiluminador Vilbert Loumart (TFX-20 M)

19
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o Contador de centelleo Packar Tri-Carb 1600TR.

o Molecular Imager FX System, BioRad

3.1.4 Animales de experimentacion
Se utilizaron carpas macho de 0,7 a 2 kg, capturadas en los rios periféricos de la ciudad de
Valdivia durante las estaciones de invierno y verano, y se trasladaron a una jaula sumergida en el

rio Cau-Cau (Valdivia), manteniendo el foto-periodo y la temperatura natural.
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3.2 METODOS

Los métodos utilizados se basan en Sambrook et al., 1989, a no ser que se especifique otra

fuente.

3.2.1 Extraccion de hipdfisis
Los peces fueron sacrificados con una rapida decapitacion, luego se secciond la parte
superior de la cabeza, donde se extrajo la parte adiposa que rodea el cerebro hasta dejarlo
expuesto. Usando una pinza se cortaron los nervios motores para luego levantar la masa
cerebral dejando a la vista la hipéfisis que se ubica por debajo, empotrada en una cavidad 6sea
y recubierta por una membrana, la cual fue removida. La glandula pituitaria se extrajo con

extremo cuidado para evitar dafio del tejido. (segun Figueroa et al., 1994).

3.2.2 Extraccion y caracterizacion de acidos nucleicos
3.2.2.1 Extraccion de RNA total

Las hipofisis obtenidas en 3.2.1 se homogeneizaron, en un Potter con 500 ul de solucién
de homogeneizacion (tiocianato de guanidina 4 M; citrato de sodio 25 mM pH 7,0; sarcosil
0,25% y B-Mercaptoetanol 0,1 M), previamente enfriada y mantenida en hielo.

El homogenizado se traslado a un tubo de 1,5 ml, se adiciond 50 pl de acetato de sodio
2 M pH 4,0, luego se agreg6 500 ul de fenol saturado en agua pH 5,0, donde se agité por 1
minuto, para agregar posteriormente 400 pl de cloroformo, alcohol isoamilico en una proporcion

de 24:1, repitiendo la agitacion un par de minutos.
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Posteriormente, las fases se separaron por centrifugacion a 13.000 x g por 10 minutos a
4°C, se trasladd la fase acuosa, que contiene el RNA a un nuevo tubo, se adiciond 500 pl de
isopropanol frio, y se mantuvo a -20°C durante toda una noche para la precipitacion del RNA.

El precipitado se sediment6 por centrifugacion a 13000 x g durante 30 minutos a 4°C para
luego ser resuspendido en 200 ul de una solucion que contiene: Tris HCI 10 mM pH 7,5, EDTA
1 mM pH 8,0 y SDS 0,5%, luego se agreg6 400 ul de cloroformo, alcohol isoamilico (24:1) y se
mezclo por inversion.

Para separar las fases se centrifugdé a 13000 x g por 15 minutos a 4°C, con la posterior
extraccion de la fase acuosa, la cual se traspasd a un tubo nuevo y se precipitdé nuevamente el
RNA, adicionando 100 ul de acetato de sodio 0,2 M pH 5,0 y 520 ul de isopropanol frio, se
mezcld y se incubo toda la noche a —20°C

El precipitado fue sedimentado por centrifugacion en las mismas condiciones descritas
anteriormente, se seco al aire por algunos minutos y luego se resuspendié en 20 ul de agua libre

de nucleasas.

3.2.2.2 Extraccion de DNA gendmico desde células sanguineas

Una caracteristica de los glébulos rojos de C. carpio es la presencia de nucleos, lo que
permite que este tejido sea idoneo para la extraccion de DNA gendémico con un protocolo
modificado de Garbutt et al., (1985).

Luego de extraer la sangre en jeringa heparinizada se debe mantener en hielo hasta su
procesamiento. Durante todo el procedimiento se tuvo extremo cuidado al momento de mezclar,

para conservar la integridad del DNA.
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Se tomaron 0,9 ml de sangre y se mezclaron con 1,1 ml de tampdn de lisis (NaH,PO4
1 mM pH 7,5, desoxicolato de sodio 4%, Nonidet P40 0,8%, MgCl, 1 mM), luego se centrifugé a
10000 x g por 15 min, a 4°C, y se aspir6 y se elimind el sobrenadante. El sedimento se
resuspendié en 10 ml de tampédn Tris-EDTA (Tris-HCI 10 mM pH 8,3, EDTA 5 mM, NaCl
150 mM), y se mezclé suavemente. Luego se adiciond 3,5 ml de NaCIO4, 5M pH 8,0, y se
mezclo suavemente por inversion, posteriormente se agregd 1,5 ml de SDS 10% y se volvid a
mezclar como se describi6 anteriormente. Luego se realizé una extraccion fenolica, para eliminar
el contenido proteico, adicionando igual volumen de una mezcla de fenol : cloroformo : alcohol
isoamilico pH 8,0, en una proporcion de 25:24:1, y se mezcl6 suavemente por inversion
durante 15 min a TA, posteriormente se centrifugd a 3000 x g durante 10 min a TA.

La fase superior acuosa se recupera y se transfiere con una pipeta de punta ancha, a un
nuevo tubo en donde se agregd un volumen equivalente al recuperado, de cloroformo : alcohol
isoamilico 24 :1, se mezcld suavemente por inversion y se centrifugd en las condiciones
anteriormente descritas. Este paso se repitio de dos a cuatro veces hasta que la interfase se vio
clara.

El DNA se precipitd al adicionar 2,5 veces su volumen, de etanol absoluto previamente
enfriado a -20°C, se mezcld suavemente y se recolect6 al enrollarlo en una pipeta pasteur, luego
se lavo tres veces, al sumergir esta pipeta en 15 ml de etanol 80% previamente enfriado a -20°C.
Posteriormente se dejo secar al aire por un par de horas y se resuspendié en 400-1000 pl de
Tris-HCI 10 mM pH 7,5 esteril, dependiendo de la cantidad aproximada de DNA recolectada con
la pipeta Pasteur. En caso de que no se pudiera enrollar el DNA en la pipeta Pasteur, se incuba a

-20°C durante toda la noche y se colecta por centrifugacion.
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Para eliminar las proteinas residuales, se incub6 el DNA a 37°C durante toda una noche
con proteinasa K 0,1 mg/ml, luego se repitid la extraccion con cloroformo : alcohol isoamilico
como se describi6 anteriormente, y se precipit6 de la misma forma ya descrita.

El DNA gendmico se almacena a 4°C hasta su utilizacion.

3.2.2.3 Extraccion de DNA plasmidial a pequefia escala

Las colonias bacterianas transformadas, de color blanco, fueron sembradas en 5 ml de LB
liquido con ampicilina 50 pg/ml y se incubaron toda la noche con agitacion rotatoria a 200 r.p.m.

Se tomdé 1,5 ml de cultivo liquido y se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5 ml para ser
centrifugado a 10000 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente.

El sedimento se resuspendié suavemente en 250 pl de solucion S1 (50 mM Tris-HCI pH
8,0; 10mM EDTA pH 8,0; 400 ug/ml RNasa A), luego se afiadio 250 ul de solucion S2
(200 MM NaOH; 1% SDS), tras lo cual se mezcld por inversion y se incubd durante 5 min a TA,
para abrir las células y liberar el contenido. Luego se agregd 250 ul de solucion S3 (2,55 M
Acetato de potasio pH 4,8) y se mezcl6 una a dos veces por inversion y se incubd por 10 min en
hielo, para arrastrar el DNA cromosomal y el RNA de alto peso molecular, con el precipitado de
proteinas, membranas, potasio y SDS que se encuentran formando complejos, luego se centrifugd
5min a 10000 x g a TA y el sobrenadante, que contiene los acidos nucleicos de pequefio peso
molecular, se transfirié a un nuevo tubo de 1,5 ml.

Para la extraccion fendlica se agregé 370 ul de fenol pH8,0 y 370ul de
cloroformo : alcohol isoamilico 24 : 1, se mezcld durante 2 min, luego se centrifugd 5 min a
10000 x g. La fase acuosa se traspasé a un tubo nuevo, con cuidado de no tocar la interfase que

contiene las proteinas denaturadas, luego se extrajo con 600 pl de cloroformo : alcohol isoamilico
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(24:1), mezclando por inversion a TA, se centrifugd a 10000 x g por 3 min para separar las fases
y asi recuperar la fase superior, teniendo cuidado de no transferir cloroformo.

El DNA se precipit6 con 600 ul de isopropanol helado, se incub6 a -20°C por 10 min, y se
centrifugd a 13000 x g a 4°C por 15 minutos, se elimin6 el sobrenadante, y se lavo el precipitado
con 200 ul de etanol 70%, se realiz6 una breve centrifugacién, se elimind el etanol y se dejo
secar al aire por 10 a 20 min. Finalmente el DNA plasmidial se resuspendi6é en 20 ul de agua

desionizada estéril.

3.2.2.4 Cuantificacién de acidos nucleicos

La determinacion de la concentracion aproximada de &cidos nucleicos se realizé midiendo
la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm en un espectrofotometro, teniendo como patrén,
que una unidad de absorbancia a 260 nm es igual a 50 pg/pl para &cidos nucleicos doble hebra,
40 pg/ul para los é&cidos nucleicos de hebra simple, y alrededor de 30 pg/pl para

oligonucledtidos.

3.2.2.5 Fraccionamiento de RNA en gel de agarosa en condiciones denaturantes

Las muestras de RNA se prepararon en tubos estériles, mezclando 4,5 pl de RNA total
(aproximadamente 20 pg), 2 pl de tampén MOPS 5 X (MOPS 0,1 M pH 7,0, acetato de sodio
40 mM, EDTA 5mM pH 8,0), 3,5 ul de formaldehido (37%), y 10 pl de formamida, ésto se
incubd a 65°C por 15 minutos para denaturar el RNA y luego se colocaron en hielo donde se
adiciono 1 pl de bromuro de etidio 1 mg/mly 2 ul de tampdn de carga para RNA.

El RNA total se fraccion6 en un gel de agarosa al 1% en condiciones denaturantes, el cual

se prepar6 pesando 0,3 g de agarosa y se fundio con 21,7 ml de agua desionizada estéril a 70°C,
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se dejo entibiar y se agregé 3 ml de MOPS 10 X y 5,3 ml de formaldehido 12,3 M, para obtener
una concentracion final de 1 X'y 2,2 M respectivamente.

El fraccionamiento electroforético se realizd en tampon MOPS 1 X que contiene MOPS
20 mM pH 7,0, acetato de sodio 8 MM y EDTA 1 mM pH 8,0.

Los geles se pre-corrieron por 5 minutos a 5 V/cm, realizdndose el fraccionamiento al
mismo voltaje. Una vez terminada la corrida electroforética se procedié a exponer el gel a luz

U.V. en un transiluminador para visualizar los RNAs, previamente tefiidos con bromuro de etidio.

3.2.2.6 Fraccionamiento de DNA en geles de agarosa

Para separar los fragmentos de DNA se utilizaron geles de agarosa a distintas
concentraciones en % p/v, dependiendo del tamafio del fragmento de DNA esperado a
fraccionar, en general se utilizé la concentracion 1%. EI tampdn utilizado par la preparacion del
gel fue SB 1 X pH 8,0, en el cual se fundio la agarosa a 70°C aproximadamente, una vez fundida
se le agregd 0,5 ul de bromuro de etidio 10 mg/ml, y se puso en el molde del gel. El
fraccionamiento electroforético se realizé a 50 mA, durante 30 a 50 minutos, en tampon SB 1 X
pH 8,0. Una vez finalizada la electroforesis se visualizo el DNA por exposicion a luz U.V,

Para estimar los tamarios de los fragmentos de DNA separados en el gel de agarosa, se
corrieron paralelamente estandares de tamafio molecular conocido: AHindlll, Promega; 1 kb

Fermentas; 100 pb Biolabs.
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3.2.2.7 Digestion de DNA plasmidial

La digestion se realizé con alrededor de 0,5 pug de DNA plasmidial, tampén H a 1 X
(90 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl), y 0,5 U de enzima EcoRlI, luego se incubd por
2 horas a 37°C.

Los productos de la digestion se fraccionaron en un gel de agarosa al 1% en SB 1 X
(hidréxido de sodio 0,4 mM y &cido bérico a pH 8,0), visualizandose por tincion con bromuro de

etidio, al exponerlos a luz U.V. en un transiluminador.

3.2.3 Preparacion de cDNA
3.2.3.1 Tratamiento de RNA total con DNAsa libre de RNAsa

Este procedimiento se realiz6 segln las indicaciones recomendadas por el fabricante de
las enzimas utilizadas. Para eliminar una posible contaminacién con DNA, se realizé el
tratamiento del RNA total, con DNAsa libre de RNAsa, en un volumen final de 20 pl, el cual
contenia alrededor de 5pug de RNA total, RQ1 RNAse-free DNAse 2,5 U, RQ1 RNAse-Free
DNAse 1 X Buffer, (40 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 mM MgSOy; 1 mM CacCl,).

Se incubd a 37°C por 45 minutos, luego se afiadié 1 ul de RQ1 DNAse Stop solution

(20 mM EGTA pH 8,0) y se calent6 por 10 minutos a 65°C para inactivar la DNAsa.

3.2.3.2 Sintesis de cDNA

Para sintetizar la primera hebra de cDNA se tomaron 5 pl (aproximadamente 1,2 ug) de
RNA tratado con DNAsa libre de RNAsa segun 3.2.3.1 y se agregd 0,5 ul de oligo-dTys
(500 ng/ul), 8,5 ul de agua libre de nucleasas, y se calent6 a 70°C durante 10 minutos, y luego se

puso en hielo, y se agreg6 4 pl de 5 X tampdn de reaccion M-MLV RT, (250 mM Tris-HCI
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pH 8,3, 225 mM KCI, 15 mM MgCl,, 50 mM DTT), 1 pl de mix dNTPs 10 mM (2,5 mM dATP,
2,5mM dTTP, 2,5 mM dCTP, 2,5 mM dGTP), luego se incubd a 42°C por 2 minutos y se agrego
1 pl de M-MVT RT (200 U/ul), luego de lo cual se mezcld suavemente y se incub6 durante 60
minutos a 42°C. Luego de esta incubacion se calentdé a 70°C por 15 minutos para inactivar la

enzima, y se almacend a -20°C.

3.2.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La mayor parte de las amplificaciones se realizaron a partir de cDNA de hipdfisis de
carpas machos, las condiciones frecuentemente utilizadas fueron las siguientes:

En general se utilizé un volumen de reaccion de 50 pl, conteniendo 1 X tampdn Tag DNA
polimerasa, (10 mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM KCI 0.1% Triton X-100) 1,5 mM de MgCly,
0,2 mM Mix dNTPs, 1 U de taqg DNA polimerasa, x ul de templado, 1 pl de cada oligonucle6tido
(20 pmol/ul). Como templado se ocupé 50 ng DNA plasmidial, 100 ng DNA genémico y 50 ng
en cDNA de hipdfisis.

El programa utilizado constaba de una denaturacidn inicial de 1 minutos a 94°C, seguida
por 30 a 35 ciclos de: 94°C, por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, y con

una extension final de 72°C por 7 minutos, finalizando a 4°C.

3.2.5 5°RACE utilizando el RLM-RACE kit

Una vez obtenido el RNA total, éste es tratado con fosfatasa alcalina de intestino de
ternero (CIP), para remover el 5 fosfato de moléculas tales como rRNA, mRNA fragmentado,
tRNA y contaminaciones de DNA gendmico. Este tratamiento no afecta el CAP ubicado en el

extremo 5del RNA mensajero. Para ésto se realiz6 la siguiente reaccién recomendada por el
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fabricante (Ambion) 10 pg de RNA total, 2 ul de 10 X CIP tampon, 2 pl de fosfatasa alcalina de
intestino de ternero (CIP) y se complet6 el volumen a 20 pl con agua libre de nucleasas, luego se
mezcl6 suavemente y se incub6 1 hora a 37°C.

Posteriormente se realizé una extraccion con fenol : cloroformo de la siguiente forma:

Se afiadié 15 pl de una solucion de acetato de amonio y 115 pl de agua libre de nucleasas,
ambos entregados por el fabricante, y 150 ul de fenol acido: cloroformo, se mezcld
enérgicamente por vortex, y para separar las fases se centrifugé por 5 minutos a 10000 x g. La
fase superior acuosa se transfirio a un nuevo tubo y se adicioné 150 pl de cloroformo, se mezclé
por vortex y se centrifug6 segun las condiciones antes descritas, la fase acuosa se transfirié a un
nuevo tubo y se adicion6 150 pl de isopropanol, se mezcl6 por vortex y se incubd por 10 minutos
en hielo. Posteriormente se centrifugd a 13000 x g por 20 min y el sedimento obtenido se lavd
con 500 pl de etanol 70% frio, luego se centrifugd por 5 min a 13000 x g, se elimind el etanol y
se dejé secar el sedimento al aire, el cual se resuspendid en 11 pl de agua libre de nucleasas.

Luego el RNA fue tratado con pirofosfatasa acida de tabaco (TAP), para remover el CAP
del RNA mensajero de longitud total, dejando un 5 'monofosfato. Esta reaccion consta de 5 pl
RNA tratado con CIP, obtenido previamente, 1 pl 10 X TAP tampon, 2 pl pirofosfatasa acida de
tabaco y 2 ul de agua libre de nucleasas, esto se mezcla suavemente y se incuba a 37°C por
1 hora.

Posteriormente el oligonucleotido adaptador es ligado al mMRNA obtenido el paso anterior,
a través de la siguiente reaccion: 2 pl RNA tratado con CIP/TAP, 1 ul 5’"RACE adaptador, 1 pl
10 X tampdén RNA ligasa, 2 pl T4 RNA ligasa (2,5 U/ pl), 4 ul de agua libre de nucleasas, esta
mezcla de reaccién se incub6 por una hora a 37°C. Durante la reaccion de ligacion la mayoria de

los RNA de longitud total capta la secuencia adaptadora en el 5 terminal.
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Luego se realizo la transcripcion reversa usando partidores decameros aleatorios, para la
sintesis de la primera hebra de cDNA, en una reaccion que contenia 2 pl del RNA ligado al
oligonucle6tido adaptador, 4 pl dNTP mix, 2 ul de Random decamers, 2 pl 10 X RT buffer, 1 pl
inhibidor RNAsa, 1 pl transcriptasa reversa M-MLV, 8 pl de agua libre de nuclesasas, se mezcld
suavemente y se incub6 a 42°C por 1 hora.

El cDNA obtenido de esta manera fue utilizado para la amplificacién del extremo 5 del
factor de transcripcion Rpx, a través de un PCR anidado. Para eso se utiliz6 el oligonucle6tido
antisentido disefiado a partir de la secuencia parcial de Rpx de carpa y los oligonucleétidos

sentido del Kit.

3.2.6 Clonamiento de productos de PCR
3.2.6.1 Reaccidn de ligacion del producto de PCR en un vector de DNA plasmidial
Los productos de PCR se ligaron al vector pPGEMT-Easy (Promega) mediante la siguiente

reaccion recomendada por el fabricante, en un volumen final de 10 pl:

o 3l de producto de PCR

o 1 pl de vector pPGEMT-Easy (50 ng/ul)

o 5plde?2 Xtampon Ligasa

o 1 pldeenzima T4 DNA ligasa (3 U/ul)

Se incub6 por 14 a 16 horas a 4°C para obtener una mayor eficiencia.

3.2.6.2 Preparacion de células competentes JIM109
A partir de una colonia aislada de la cepa JIM109, se realiz6 un cultivo liquido en medio

LB, incubando durante toda la noche a 37°C con agitacion constante de 200 rpm. A partir de este
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cultivo se tomo 100 pl y se sembro en 10 ml de medio SOC, lo que se incub6 a 37°C con
agitacion constante, hasta obtener una densidad 6ptica a 600 nm de 0,4-0,6, luego se ponen en
hielo, para posteriormente ser centrifugadas a 245 x g por 12 minutos a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 10 ml de MgCl, 100 mM frio, y se volvi6 a
centrifugar en las condiciones anteriormente mencionadas, ahora el sedimento se resuspende en
15 ml de CaCl, 100 mM previamente enfriado, se incuba durante 20 minutos en hielo, para luego
repetir la centrifugacion, el sedimento aqui obtenido se resuspende en 0,5 ml de CaCl, 100 mM.

Las células se mantienen competentes de 3 a 5 dias a 4°C

3.2.6.3 Transformacion de células competentes

Para saber la eficiencia de transformacion de las células competentes se realiza una
transformacion con 50 ng de DNA plasmidial sobre enrollado y 50 pl de células competentes
JM109 obtenidas en 3.2.6.2. Esta mezcla se incub6 en hielo por 20 minutos, y luego se sometio a
un shock térmico de 42°C por 50 segundos. Inmediatamente se pusieron en hielo por 2 minutos, y
luego se agregd 700 pl de medio SOC (Peptona 2%; extracto de levadura 0,5%; NaCl 10 mM;
KCI 2,5 mM MgCl, 10 mM; glucosa 20 mM) preentibiado a 37°C, para asi incubar con agitacion
constante de 150 r.p.m. a 37°C por 1,5 horas. Esta reaccion se sembré en una placa de LB agar
100 pg/ml de ampicilina y se incub6 toda la noche a 37°C.

La eficiencia se obtiene por conteo de las colonias bacterianas que lograron crecer, lo que
indica que tienen el plasmidio que confiere la resistencia a ampicilina.

Para realizar la transformacion con el producto de ligacién obtenido en 3.2.6.1, se utiliz6
5 pl de esta y 50 pl de células competentes JM109 obtenidas en 3.2.6.2, se siguieron los pasos

anteriormente descritos, hasta el momento de sembrar, en el cual se dividié en partes iguales el
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medio SOC conteniendo las células transformadas, para sembrarlo en 2 placas de LB agar
100 pg/ml de ampicilina, las cuales fueron previamente impregnadas con 40 ul de X-gal al 5% y
4 ul de IPTG 50 mg/ml. Las placas se incubaron toda la noche a 37°C.

Como resultado se obtiene colonias de células bacterianas transformadas, de color blanco
y azul, que fueron capaces de crecer por haber adquirido el plasmidio con resistencia a
ampicilina. Las colonias blancas, son células bacterianas que en el plasmindio adquirido se
incorpord un inserto de DNA que interrumpe el gen de la B galactosidasa, y las colonias azules

no poseen inserto por lo que tienen la enzima B galactosidasa activa y logran metabolizar el X-

gal.

3.2.6.4 Preparacion de un stock de un cultivo bacteriano

A partir de una colonia bacteriana aislada se realiza un cultivo en el correspondiente
medio liquido. En el caso de bacterias transformadas con el vector pPGEMT-Easy recombinante se
utiliza medio LB 50 pg/ml de ampicilina, se incuba a 37°C hasta obtener un cultivo con una
densidad Optica a 600 nm de 0,4-0,8. Luego se sedimentan a 245xg por 10 minutos, el
sedimento se resuspende suavemente en 500 pl de una solucion de: Tris-HCI 10 mM pH 8,0, y
MgCl, 10 mM. Esta suspensién se pasa a un tubo Eppendof estéril u otro similar, y se agrega
glicerol estéril hasta llegar a una concentracion de 10 a 50% glicerol, se mezcla bien, y se

almacenan a -70°C hasta su utilizacion.

3.2.7 Analisis por hibridacion in situ
Los procedimientos utilizados para el andlisis por hibridacion in situ, fueron extraidos de

Figueroa et al., 1994.
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3.2.7.1 Gelatinizacién de porta objetos

Para lograr una buena adhesion de los cortes histoldgicos se debid gelatinizar los
portaobjetos, para lo cual se debi6 lavar con detergente y en forma minuciosa cada portaobjeto,
realizando un primer enjuague con abundante agua destilada. Luego se pusieron en gradillas
(canastillos) y se pasaron por agua destilada estéril, en sucesivas ocasiones y posteriormente se
sumergieron en etanol 95° por 5 min y se dejaron secar al aire.

La gelatina se prepara en 500 ml de agua destilada estéril, y calentada a no mas de 50°C,
se agregd 2,5 g de gelatina y se agit6 hasta disolucion. Se dejé enfriar hasta al rededor de 30°C y
se adicion6 0,25 g de sulfato de cromo y potasio.

Una vez disuelto se filtro en papel whatman 3MM y se esper0 a que la solucion llegara a
temperatura ambiente, los canastillos se sumergen por 10 minutos a temperatura ambiente. Los

canastillos se envolvieron en Alusa foil y se hornearon por una noche a 100°C

3.2.7.2 Preparacion de cortes histoldgicos
Para la hibridacion in situ las hipofisis fueron fijadas en paraformaldehido 4% en PBS 1 X por
alrededor de 1 hora, y luego se realizaron los cortes histologicos de aproximadamente 10 um
de espesor, en criostato, los que se montaron en porta objetos de vidrio con una solucion de

gelatina como adhesivo. Los cortes fuero almacenados a -80°C.

3.2.7.3 Marcaje de oligonucledtidos para la hibridacion in situ
Los oligonucledtidos se marcaron en el extremo 3’ por la reaccion de

desoxirribonucleotido transferasa terminal (TdT), recomendada por el fabricante (Promega).
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La reaccion se realizo en un volumen final de 10 ul, para lo cual se agrego6 2,0 pl de 5 X
tampdn de transferasa terminal, 1,0 pl oligonucleétido especifico 50 uM, 0,5 pl dATP 10 pM,
1,5 pl Dig-11-dUTP (1 nmol/ul), 2,0 ul TdT (20 U/ul), y 3,0 ul H,O desionizada, logrando asi
concentraciones finales de: 1 X, 50 pM, 5 pM, 0,15 nmol/ul, 4 U/ul respectivamente. Se incubd

por 1 hora a 37°C, y luego se puso en hielo. Se almacend a -20°C.

3.2.7.4 Hibridacion in situ

Se sacan los portaobjetos con los corte histologicos del Freezer -70°C y se llevan a
temperatura ambiente por algunos minutos para que se sequen, lo que ayuda a una mejor fijacion
de los cortes al portaobjeto. Es importante marcar los portaobjetos con lapiz de diamante para
saber la orientacion de los cortes y definir la sonda a utilizar.

Una vez que se han secado los cortes se incuban con paraformaldehido 4% en PBS 1 X,
previamente enfriado, por 5 minutos y en hielo. Tras esta incubacion se realizan tres lavados de
5 min cada uno, con PBS 1 X frio, luego se sumergen en 2 X SSC, enfriado a 4°C.

La prehibridacion se realiza en unas gotas sobre el corte, los cuales se mantienen en
camara humeda durante una hora a temperatura ambiente, luego se descarta la solucion de
prehibridacion, y es reemplazada por la solucién de hibridacion, (solucion de prehibridacién méas
la sonda utilizada en una dilucion de 1:200), se incuba en camara himeda durante toda la noche a
37°C.

Al dia siguiente se elimina la solucién de hibridacién y se ponen los cortes en un coplin
para realizar lavados sucesivos, y con agitacion suave, de 2 X SSC, durante lhora a temperatura

ambiente, luego se cambia la solucién por 1 X SSC y se mantienen la condiciones mencionadas,
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el siguiente lavado es con 0,5 X SSC durante 30 min, y a 37°C, el cual se repite una vez pero a
temperatura ambiente.

La deteccion inmunoldgica comienza con un lavado en solucion 1 durante 1 minuto a
temperatura ambiente, luego se incuba en solucion 1 BSA-Triton X-100 durante 30 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se elimina esta solucidn, para realizar la incubacién en
gotas sobre los cortes histoldgicos, con los anticuerpos antidigoxigenina-AP fragmento fab,
diluidos 1:200 en solucién BSA-Triton-X100, incubando en cdmara himeda de tres a cuatro
horas a temperatura ambiente.

Transcurridas las 4 horas se realizé un lavado en coplin, con agitacion constante durante
10 min a temperatura ambiente en solucién 1, luego se cambid a solucion 2 manteniendo las
condiciones antes mencionadas, y luego se incubd en cdmara himeda con solucién de revelado
(225 pg/ml de NBT; 175 pg/ml BCIP, y 0,36 pg/ml levamisol, en solucion 2), en relativa
oscuridad por 20 minutos a 4 horas. El revelado se detuvo con solucion 3.

Los cortes se deshidrataron en una serie de etanol en concentraciones creciente, 70%,
80%, 90%, 96% 100%-1, 100%-I1, durante 30 segundos cada uno, y finalmente se pasaron por
Xylol-1'y Xylol-11 3 minutos cada uno. Una vez deshidratados se montaron en balsamo de canada

y se secaron a 37°C.

3.2.7.5 Anadlisis semicuantitativos de imagenes digitales

Las imagenes digitales de las hibridaciones insitu de cortes de hipofisis de carpa,
aclimatizadas a la temporada de invierno o0 verano segun corresponda, se procesaron
computacionalmente a través del programa IMAGE-PRO PLUS 3.0, realizando asi un analisis

semicuantitativo de la intensidad de reaccion obtenida en la hibridacion in situ
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El programa basicamente mide la densidad Optica integrada (I0OD) restando el valor de la
reaccion de fondo, lo que permite estimar en forma idonea un valor en la reaccién de hibridacion.
Se seleccionaron varios campos de cada corte histoldgico, los valores obtenidos de la IOD
de cada campo de un mismo corte fueron promediados, y posteriormente analizados por el
programa Sigma-Plot, aplicando el test de student’s t para conocer la significancia en las
variaciones de las muestras obtenidas en la temporada de invierno con respecto a las de verano.

Los datos se graficaron con el programa Sigma-Plot.

3.2.8 Analisis por Southern blot

Se realizaron digestiones de DNA gendémico de distintos individuos, y se fraccionaron en
un gel de agarosa al 1%, luego el DNA fue denaturado y posteriormente transferido, por

capilaridad a una membrana de nitrocelulosa, la que fue hibridada con una sonda radiactiva.

3.2.8.1 Digestion de DNA genémico con enzimas de restriccion

En las digestiones se utiliz6 entre 10 y 12 ug de DNA gendmico de diferentes individuos,
3 ul de 10 X tampon React 2, 1 pl de enzima Hindlll (10 U/ul), y agua desionizada estéril para
completar a 30 pl, obteniendo concentraciones finales de 0,36 pg/pl, 1 X (50 mM Tris HCI
pH 8,0, 10 mM MgCl, 100 mM NaCl) y 0,33 U/ul respectivamente. Esta mezcla se incubo a

37°C por toda la noche.
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3.2.8.2 Fraccionamiento en gel de agarosa

Para separar los fragmentos de DNA se utilizé un gel de agarosa al 1%. El tampon
utilizado par la preparacion del gel fue TAE 12X, en el cual se fundi6 la agarosa a 70°C
aproximadamente, luego se puso en el molde del gel. Una vez realizada la gelificacion, se
procedi6 a cargar, utilizando 6 pl de tampdn de carga y 30 pl de la digestion de DNA gendémico.
El fraccionamiento electroforético se realizé a 30 mA, durante 2 horas, en tampdén TAE 1 X. Una
vez finalizada la electroforesis se visualiz6 el DNA por exposicion a luz U.V.

Para estimar los tamarfios de los fragmentos de DNA separados en el gel de agarosa, se
utilizo un estandar de tamafio molecular, DNA AHindlIl que se corrié paralelamente con el DNA

a visualizar.

3.2.8.3 Transferencia a una membrana de nitrocelulosa

Una vez digerido el DNA gendmico y fraccionado en un gel de agarosa, se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa siguiendo la metodologia descrita originalmente por Southern en

1975 y modificada por Sambrook, 1989.

El gel se sumergi6 en HCI 0,25 N por 10 minutos, para generar “nick” en el DNA, por una
breve depurinacion y asi facilitar la transferencia de este a la membrana de nitrocelulosa, luego se
pasé una vez por agua destilada, y se lavOo con agitacion constante tres veces en solucion

denaturante (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH), por 10 min cada vez.

Se pasé el gel por agua destilada y luego se lavo con agitacién constante en varios
volumenes de solucion neutralizante (Tris-HCI 1 M pH 7,4, NaCl 1,5 M), por 30 minutos. Luego

se monto la transferencia de la siguiente manera: Se tiene una bandeja que contiene la solucién de
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transferencia (20 X SSC), dentro de la cual se pone un soporte, el que sostiene un vidrio de un
tamafio similar al del gel, el cual no debe entrar en contacto directo con la solucion de
transferencia. Sobre el vidrio se pone una tira de papel filtro embebida en la solucién de
transferencia, la cual debe ser del ancho del gel y lo suficientemente larga como para que sus
extremos toquen la solucién de la bandeja. Sobre €l se colocé el gel invertido y marcado en uno
de sus extremos para conocer la orientacion de este. A continuacion se colocé una membrana de
nitrocelulosa del mismo tamafio que el gel, la cual se marcé en el mismo extremo del gel, luego
se pusieron dos papeles filtros del mismo tamafio de la membrana de nitrocelulosa. Tanto la
membrana como el papel filtro fueron previamente embebidos en 20 X SSC. Finalmente se
coloco una pila de papel absorbente de las mismas dimensiones del gel, sobre la cual se puso un
peso para comprimir dicha pila con la finalidad de lograr una transferencia del DNA desde el gel
a la membrana de nitrocelulosa por capilaridad. Este proceso toma varias horas por lo que deja

durante toda la noche.

Una vez que se desmonta la transferencia se marcan los pocillos del gel en la membrana
de nitrocelulosa, luego se retira el exceso de sal lavdndola en 2 X SSC por 10 minutos con
agitacion constante. Esta membrana se pone entre medio de papel filtro y se caliente a 80°C por

dos horas en un sistema de vacio, lograndose asi la fijacion del DNA.

3.2.8.4 Purificacion de fragmentos de DNA desde geles de agarosa
La purificacion de DNA desde geles de agarosa se realizd con “The gene clean kit BIO
101 Inc”, siguiendo las instrucciones del Kit.

Luego de realizar el fraccionamiento en un gel de agarosa se visualizé el fragmento de
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DNA por exposicion a luz U.V. en un transiluminador, se corté la banda deseada y se peso. Se
agregaron 3 volumenes de Nal 6 My se incubd a 55°C por 10 minutos para lograr una disolucion
total de la agarosa. Para captar el &cido nucleico se agregd 5 pl de glass milk y se mezclo, se
incub6 por 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 10000 x g por 10 segundos, el
sedimento se resuspendi6 en 500 pl de solucion de lavado (almacenada a -20°C), repitiendo la
centrifugacion antes descrita, se elimina el sobrenadante y se hace un “Spin Down”, para extraer
el maximo de volumen, y se dejé secar el sedimento al aire por 5 a 10 minutos.

Una vez seco el sedimento, se agregd 10 ul de agua desionizada y estéril, y se calent6 a
55°C por 10 minutos, para permitir la elucion del DNA, se centrifugé a 10000 x g por 30
segundos y inmediatamente se recupero el sobrenadante que contiene el DNA, el cual fue

utilizado para la generacion de una sonda radioactiva.

3.2.8.5 Marcaje radiactivo de un fragmento de DNA, por el método de partidores
aleatorios.

El DNA que fue marcado radiactivamente, se obtuvo por la reaccion en cadena de la
polimerasa, en la cual se usé como templado una dilucién del clon plasmidial pcPtx2-7, cuyo
producto de amplificacion es de 441 pb, el cual se fraccion6 en un gel de agarosa al 1%, y se
visualizé por tincidén con bromuro de etidio y exposicion a luz U.V. en un transiluminador, lo que
permitié el aislamiento de la banda desde el gel, por el Kit The GENE CLEAN.

Una vez realizado este proceso se marco radiactivamente el DNA con el Kit Prime-a-
Gene Labeling System (Promega), el cual se basa en la utilizacion de partidores hexameros

aleatorios, y del fragmento Klenow, de la DNA polimerasa 1, en presencia de los 4
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desoxinucleotidos trifosfatos, uno de los cuales estd marcado radiactivamente con fésforo *P (a.-
2p_dCTP).

La reaccion se realiz6 en un volumen de 50 ul, conteniendo 25 ng de DNA templado,
denaturado a 95°C por 3 minutos, luego se pone en hielo, y se agrega el tampon de marcaje a 1 X,
(0,2 M HEPES pH 6,6, 50 nM Tris-HCI pH 8,0, 5mM MgCl;, 2mM DTT, 5,2 Aggu/ml
partidores aleatorios hexadesoxirribonucleotidos), dATP, dTTP, dGTP, no marcados a 20 uM
cada uno, BSA libre de nucleasas a 400 pg/ml, 5 U de DNA polimerasl fragmento Klenow, y
5 pl de o-**P-dCTP 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml. Se incub6 a 25°C por 60 min. La reaccion se
detuvo, calentando a 95°C por 2 min, y luego se puso en hielo y se agregd EDTA pH 8,0 a

20 mM. La sonda es almacenada a -20°C hasta su utilizacion.

3.2.8.6 Medicidn de la incorporacién de radiactividad en la sonda.

La incorporacién del nucleétido marcado en la sonda se cuantifico por cuentas
precipitables, usando para ello el método de precipitacion con TCA, segin Sambrook et al.

(1989)

Una alicuota (1 pl) de la reaccion de marcaje se diluyd 100 veces en agua destilada, a lo
cual se le agregd a 5 ml de TCA 10% frio y 1 ug de DNA de espermio de salmén, usado como
coprecipitador. Se incubd en hielo por 15 min y se filtr6 en una membrana de 0,2 um, la cual se
lavo tres veces con la misma solucion de TCA frio, luego una vez con etanol 70% frio y por
ultimo se dejé secar. El filtro se puso en un vial con 3,5 ml de solucion de centelleo (4 g/l PPO y
0,1 g/l POPOP en tolueno), posteriormente esta mezcla se cuantificd en un contador de centelleo

Packar Tri-Carb 1600TR.
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Como control se cuantificd la cantidad total de nucle6tidos marcados en el ensayo,
aplicando 1 pl de la reaccion directamente al filtro. La muestra se secé al aire y se analizé en

paralelo.

3.2.8.7 Hibridacién con una sonda radiactiva

Para prevenir la hibridacién inespecifica, se realiza un bloqueo de la membrana que
consiste en la prehibridacion, la cual se inicia sumergiendo la membrana de nitrocelulosa en una
solucién de 6 X SSC por 5 minutos, luego se coloca la membrana en una bolsa de hibridacién y
se agrega por una esquina la solucion de prehibridacién, (6 X SSC, 5 X reactivo de Denhardt’s,
0,5% SDS, 50% formamida, 100 pg/ml DNA de espermio de salmon, fragmentado y denaturado)
alrededor de 200 pl por centimetro cuadrado de membrana de nitrocelulosa (similar a 3 ml), se
sella la bolsa eliminando el méaximo de burbujas, para asegurar que la membrana este
constantemente en contacto con la solucidn y se incuba a 42°C en un horno de hibridacion por 2 a

3 horas.

Una vez transcurrido este tiempo se elimina la solucion de prehibridacion y se reemplaza
por 200 pl/cm? de solucién de hibridacion, que es la misma solucién de prehibridacion, a la cual
se le agrega la sonda radiactiva, previamente denaturada a 100°C por 5 minutos y puesta en hielo
inmediatamente. En general se us6 aproximadamente 1x10° cpm/ml de solucién de hibridacion.
Se incubd a 42°C en el horno de hibridacién por toda la noche. Luego se recuper6 la solucion de
hibridacién, y la membrana se paso a una bandeja donde se realizaron los siguientes lavados, con

agitacion constante, para eliminar el exceso de sonda radiactiva e hibridacion inespecifica:

e 2XSSCy0,5% SDS, por 5 minutos a TA.
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e 2XSSCy0,1% SDS, por 5 minutos a 42°C.

e 2XSSCy0,1% SDS, por 10 minutos a 42°C.

e 1XSSCy0,1% SDS, por 15 minutos a 42°C.

e« 0,5XSSCy0,1% SDS, por 15 minutos a 42°C.

Luego la membrana se pone entre papel filtro para eliminar el exceso de liquido y se
envuelve en Europlast, sellando los bordes, para evitar el contacto directo entre la membrana y el

equipo en que se expone a revelar.

El revelado se lleva a cabo por exposicion de la membrana en el Molecular imager FX

System, (BioRad), durante 16 a 20 horas.

3.2.9 Analisis de secuencias con programas de libre acceso
Con la finalidad de clonar insilico el gen de Ptx2 de Daniorerio y de disefiar
oligonucleotidos para Ptx2 y Rpx se utilizaron diversos programas de libre acceso, como son:

« http://www.sanger.ac.uk, del cual se obtuvieron secuencias gendémicas de Danio rerio.

« http://www.ebi.ac.uk/clustalw, utilizado para realizar maltiples alineamientos de

secuencias.

« http://www.ncbi.nlm.nih.gov, utilizado para la obtencion de secuencias de cDNA del

banco de datos GenBank

« http://tools.neb.com/NEBcutter2, utilizado para el andlisis de restriccién de diversas

secuencias.

« http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cqi, utilizado para el disefio de

oligonucledtidos.
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« http://searchlauncher.bcm.tmc.edu, utilizado para la obtencion de secuencias reversas

complementarias, analisis de restriccion, alineamientos multiples y determinacion de los seis
posibles marcos de lectura.

o http://www.cbil.upenn.edu/tess, utilizado para predecir sitios de union de factores de

transcripcion en secuencias de DNA.

o http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/proscan,  utilizado para  predecir  regiones

promotoras.



44

4 RESULTADOS

4.1  Ptx2 de Cyprinus carpio

4.1.4 Secuencias de Ptx2 de Cyprinus carpio y analisis comparativo con Danio rerio

Para el disefio de los oligonucle6tidos se realizé un anélisis de alineamiento entre distintas
secuencias de especies relacionadas, donde se obtuvieron las regiones conservadas, las cuales se
eligieron en el disefio de los oligonucleotidos usando como patrén la secuencia de Danio rerio,
debido a su gran homologia con las secuencias de C. carpio (Fig. 2).

La temperatura de fusion (Tm) de cada oligonucle6tido se calcul6 en base a la regla de
Wallace, que estd dada por: Tm = 2(A+T) + 4(G+C), donde G, C, A, T, son el nimero de los
correspondientes nucledtidos en el partidor (Sambrook et al., 1987; Tabla. 1).

El alineamiento de las secuencias de cDNA en la region codificante, de varias especies e
isoformas, mostré una gran variabilidad en la regién 5’, probablemente por eso no fue posible
amplificar con el oligonuclettido zPtx2-1s, en ninguna de las posibles combinaciones con los
oligonucleotidos con que se contaba (Fig. 2). La region méas conservada de Ptx2 se ubica hacia la
region 3’ (Fig. 2), en la cual se logr6 obtener productos de amplificacion al utilizar los
oligonucledtidos en las distintas combinaciones, varios fragmentos fueron clonados y
secuenciados (Fig. 3).

En un primer acercamiento se utilizaron los oligonucleétidos degenerados, Ptx2-s y
Ptx3-a, disefiados a partir de una region conservada entre los distintos miembros de la familia
Ptx2. Con estos oligonucleétidos se amplifico un fragmento del tamafio esperado de 441 pb en

cDNA de hipofisis de C. carpio (Fig. 4, A). El producto de amplificacion fue clonado en el vector
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CTGGGAAGCGGTGGGACGGGGAGACAGCCGTTCTCTCTCCGGTAGCCGATAACCGGGAAT
CTGGGAAGCGGTGGGACGGGGAGACAGCCGTTCTCTCTCCGGTAGCCGATAACCGGGAAT
CCGGGAAGCAGTGGGACGCGGAGACAGCAGCTCTCTC-CCGGTAGCCGATAACGGGGAAT
CCGGGAAGCAGTGGGACGCGGAGACAGCAGCTCTCTC-CCGGTAGCCGATAACGGGGAAT
CTGGGAAGCGGTGGGACGGGGAGACAGCCGTTCTCTC--TGGTAGCCGATAACGGGGAAT
TCGTCCATGAACTGCATGAAAGGCCCGCTGCCCTTGG---AGCACCGAGCAGCCGGGACT
TCGTCCATGAACTGCATGAAAGGCCCGCTGCCCTTGG---AGCACCGAGCAGCCGGGACT
TTATCCATGACCTCTATGAAGGATCCGTTGAGTTTGG----ACCACCATCATCACAATCA
TTTTTCAGAG----- GTGTGGAATTTATCTTTTTTAA--—--AGAGAGAAAATCAAGACTG
* * * * *

GGAGACCAATTGTCGCAAACTAGTGTCGGCCTGCGTGCAATTAG-———————————————
GGAGACCAATTGTCGCAAACTAGTGTCGGCCTGCGTGCAATTAGGCGTGCAGCCGGCAGC
GGAGACCAACTGCCGCAAACTGGTGTCGGCGTGTGTGCAATTAGGCGTGCAGCCGGCGGC
GGAGACCAACTGCCGCAAACTGGTGTCGGCGTGTGTGCAATTAG--——==——==——————
GGAGACCAATTGTCGCAAACTAGTGTCGGCCTGTGTGCAATTAG-———————————————
--AAGCTGTCGGCCGCTTCCTCACCCTTCTGTCACCATACCCAGGCGTTAGCCATGGCTT
--AAGCTGTCGGCCGCCTCCTCACCCTTCTGTCACCATCCCCAGGCGTTAGCCATGGCTT
CCACGTTACCGGGAGTAAACACGCGCCGCTTTCGATGGCCTCTAGTCTGCAACCGCTT--
GCACG--GCTGCAAAGCAACGC-——--- TTTTCAACAACCACTGGTAAACAACATATA--
* * *

CGTTGAATGTCTCTTCTCCAAAGACTCCGAAATCAAAAAGGTCGAGTTCACGGACTCTCC

CGTTGAATGTCTCTTCTCCAAAGACTCCGAAATCAAAAAGGTCGAGTTCACGGACTCTCC
CGGTCCTAGCTCCTGGTC——=====————————————— AGCCCCGCTCCCTGGACGCCTC
CGGTCCTAGCTCCTGGCC—=====— = mm oo —— AGCCCCGCTCCTTGGACTCCTC

---------------------------------------- CAGCGGTCTGTGGAC---TC
———————————————————————————————————————— ACCTACTAAATGGAC---TC

CAAGAGCCGGAAAGAGTCGGCCAGCAGCAAGCTGTTCCCGCGGCAGCACCCCGGCGCCAA

TGAGAGCCGAAAAGAGGCAGCCAGCAGCAAGTTCTTCCCGCGGCAGCATCCTGGCGCCAA
CAAACATAGACTGGAGGTGC--—-—- ATACAATCTCCGATACGTCCAGCCCTGAAGTCGC
CAAACATAGACTGGAGGTGC--—--- ATACAATCTCCGATACTTCCAGCCCTGAAGTCGC
GAAACACAGGCTGGATGTGC---——- ACACGGTTTCAGACACCTCCAGTCCAGAGTCCGT
CCACTGCCG--CAAACTTGC--—--- A-m———— TCAACGTGTGCTCAAT-———=————-— T

--AGAAAGATAAGGGCCAGCAAGGAAAGAATGAGGATGTGGGCGCCGAGGACCCGTCCAA
TGAGAAAGATAAGGGCCAGCAAGGAAAGAATGAGGATGTGGGCGCCGAGGACCCGTCCAA
TGAGAAAGATAAAAGCCAGCAGGGGAAGAATGAGGACGTGGGCGCCGAGGACCCGTCTAA
--AGAAAGATAAAAGCCAGCAGGGGAAGAATGAGGACGTGGGCGCCGAGGACCCGTCTAA
--AGAAAGATAAGGGCCAGCAGGGAAAGAATGAGGATGTGGGCGCAGAGGACCCGTCCAA
AGAGAAAGATAAGGGCCAGCAGGGAAAGAATGAGGATGTGGGCGCAGAGGACCCGTCCAA
AGAGAAAGATAAGGGCCAGCAAGGAAAGAATGAGGATGTGGGCGCCGAGGACCCGTCCAA
AGAGAAAGAAAAGGG---ACAAAGTAAAAACGAAGATTCGAACG---ATGACCCGTCGAA
AGAGAAAGAAAAGGG---ACAAAGTAAAAACGAAGATTCGAACG---ATGACCCGTCGAA

*khkkkikk Xk * ** * *k Kk Kk X% * ** * FhIAkkiAkiLt X%k
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GAAGAAGCGGCAACGCCGGCAGAGGACTCATTTCACTAGCCAGCAGCTGCAGGAGCTGGA
GAAGAAGCGGCAACGCCGGCAGAGGACTCATTTCACTAGCCAGCAGCTGCAGGAGCTGGA
GAAGAAGCGGCAAAGGCGGCAGCGGACTCACTTTACCAGCCAGCAGCTCCAGGAGCTGGA
GAAGAAGCGGCAAAGGCGGCAGCGGACTCACTTTACCAGCCAGCAGCTCCAGGAGCTGGA
GAAGAAGCGGCAACGCCGGCAGAGGACTCACTTTACTAGTCAGCAGCTCCAGGAGCTGGA
GAAGAAGCGGCAACGCCGGCAGAGGACTCACTTTACTAGTCAGCAGCTCCAGGAGCTGGA
GAAGAAGCGGCAACGCCGGCAGAGGACTCATTTCACTAGCCAGCAGCTGCAGGAGCTGGA
AAAGAAGAGACAAAGGCGGCAACGAACGCATTTTACTAGCCAGCAGTTACAGGAACTGGA
AAAGAAGAGACAAAGGCGGCAACGAACGCATTTTACTAGCCAGCAGTTACAGGAACTGGA

*khkkkhkk K Fhkkh K KEhhkkk * *k Kk Kk KXk XKk

AGCCACTTTCCAGAGAAACCGCTACCCAGACATGTCCACTCGCGAAGAAATCGCCGTGTG
AGCCACTTTCCAGAGAAACCGCTACCCAGACATGTCCACTCGCGAAGAAATCGCCGTGTG
GGCCACTTTCCAGAGGAACCGCTACCCGGACATGTCCACACGCGAAGAAATCGCTGTGTG
GGCCACTTTCCAGAGGAACCGCTACCCGGACATGTCCACACGCGAAGAAATCGCTGTGTG
AGCCACTTTCCAGAGAAACCGCTACCCAGACATGTCCACTCGCGAAGAAATCGCCGTGTG
AGCCACTTTCCAGAGAAACCGCTACCCAGACATGTCCACTCGCGAAGAAATCGCCGTGTG
AGCCACTTTCCAGAGAAACCGCTACCCAGACATGTCCACTCGCGAAGAAATCGCCGTGTG
GGCCACTTTTCAGAGGAATCGCTATCCGGACATGTCGACTAGAGAGGAGATCGCCGTTTG
GGCCACTTTTCAGAGGAATCGCTATCCGGACATGTCGACTAGAGAGGAGATCGCCGTTTG

FEhAkAAAkAk *hkkhkkikk kkh KAhkXhkhk Kdkhk KAXxAhkAkAhAAh Xk * *kh Kk KAkhkkkhkk KXk XKk

GACCAACCTTACGGAAGCCCGAGTCCGGGTTTGGTTCAAGAATCGCCGGGCCAAATGGAG
GACCAACCTTACGGAAGCCCGAGTCCGGGTTTGGTTCAAGAATCGCCGGGCCAAATGGAG
GACCAACCTTACGGAAGCCCGAGTCCGGGTTTGGTTCAAGAATCGTCGGGCCAAATGGAG
GACCAACCTTACGGAAGCCCGAGTCCGGGTTTGGTTCAAGAATCGTCGGGCCAAATGGAG
GACCAACCTTACGGAAGCCCGAGTCCGGGTTTGGTTCAAGAATCGCCGGGCCAAATGGAG
GACCAACCTTACGGAAGCCCGAGTCCGGGTTTGGTTCAAGAATCGCCGGGCCAAATGGAG
GACCAACCTTACGGAAGCCCGAGTCCGGGTTTGGTTCAAGAATCGCCGGGCCAAATGGAG
GACAAATTTAACAGAGGCCAGAGTCCGAGTGTGGTTCAAGAATCGACGGGCAAAATGGAG
GACAAATTTAACAGAGGCCAGAGTCCGAGTGTGGTTCAAGAATCGACGGGCAAAATGGAG

*kxk XXk * Xk XKk Khk

AAAGCGGGAACGCAACCAGCAGGCCGAGCTGTGCAAGAATGGCTTTGGGCCGCAGTTCAA
AAAGCGGGAACGCAACCAGCAGGCCGAGCTGTGCAAGAATGGCTTTGGGCCGCAGTTCAA
AAAGAGGGAGCGCAACCAGCAGGCCGAGCTATGCAAGAATGGCTTCGGGCCGCAGTTCAA
AAAGAGGGAGCGCAACCAGCAGGCCGAGCTATGCAAGAATGGCTTCGGGCCGCAGTTCAA
AAAGCGGGAGCGCAACCAGCAGGCCGAGCTGTGTAAGAATGGCTTCGGGCCGCAGTTCAA
AAAGCGGGAGCGCAACCAGCAGGCCGAGCTGTGTAAGAATGGCTTCGGGCCGCAGTTCAA
AAAGCGGGAACGCAACCAGCAGGCCGAGCTGTGCAAGAATGGCTTTGGGCCGCAGTTCAA
AAAAAGGGAGAGGAATCAACAGGCTGAGCTGTGTAAAAACGGTTTCGGCCCTCAATTCAA
AAAAAGGGAGAGGAATCAACAGGCTGAGCTGTGTAAAAACGGTTTCGGCCCTCAATTCAA

*xxk *xkk * Kk Kk FhkIkAhkIk FhxIhkk Kk Kk Kk Kk Kdk Kkk Kk Kk Khkhkk

CGGGCTCATGCAGCCCTACGATGACATGTACCCCGGCTATTCGTACAACAATTGGGCTGC
CGGGCTCATGCAGCCCTACGATGACATGTACCCCGGCTATTCGTACAACAATTGGGCTGC
TGGGCTCATGCAGCCCTACGACGACATGTACCCAGGCTATTCCTACAACAACTGGGCCGC
TGGGCTCATGCAGCCCTACGACGACATGTACCCAGGCTATTCCTACAACAACTGGGCCGC
TGGGCTCATGCAGCCGTACGATGACATGTACCCCGGCTACTCGTACAACAATTGGGCTGC
TGGGCTCATGCAGCCGTACGATGACATGTACCCCGGCTACTCGTACAACAATTGGGCTGC
CGGGCTCATGCAGCCCTACGATGACATGTACCCCGGCTATTCGTACAACAATTGGGCTGC
CGGACTTATGCAGCCCTACGATGACATGTATCCCAGCTATACGTACAACAACTGGGCTGC
CGGACTTATGCAGCCCTACGATGACATGTATCCCAGCTATACGTACAACAACTGGGCTGC
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CAAGGGCCTCACGTCAGCGTCTCTGTCCACCAAGAGCTTCCCCTTCTTCAACTCCATGAA
CAAGGGCCTCACGTCAGCGTCTCTGTCCACCAAGAGCTTCCCCTTCTTCAACTCCATGAA
CAAGGGCCTTACATCCGCCTCCCTATCCACCAAGAGCTTCCCCTTCTTCAACTCTATGAA
CAAGGGCCTTACATCCGCCTCCCTATCCACCAAGAGCTTCCCCTTCTTCAACTCTATGAA
CAAGGGCCTCACGTCAGCGTCTCTGTCCACCAAGAGCTTCCCCTTCTTCAACTCTATGAA
CAAGGGCCTCACGTCAGCGTCTCTGTCCACCAAGAGCTTCCCCTTCTTCAACTCTATGAA
CAAGGGCCTCACGTCAGCGTCTCTGTCCACCAAGAGCTTCCCCTTCTTCAACTCCATGAA
AAAGGGACTCACGTCGGCCTCTCTGTCTACCAAAAGCTTTCCCTTTTTCAATTCCATGAA
AAAGGGACTCACGTCGGCCTCTCTGTCTACCAAAAGCTTTCCTTTTTTCAATTCCATGAA

*khkkhA Kk Kk Kk KAk Kk Kk Kk FXxErIxk KErhIAXkA Kk Kk

CGTCAATCCCCTGTCCTCTCAGAGTATGTTTTCCCCGCCCAACTCCATCTCATCTATGAG
CGTCAATCCCCTGTCCTCTCAGAGTATGTTTTCCCCGCCCAACTCCATCTCATCTATGAG
CGTCAACCCCCTGTCATCACAGAGCATGTTTTCCCCACCCAACTCTATCTCGTCCATGAG
CGTCAACCCCCTGTCATCACAGAGCATGTTTTCCCCACCCAACTCTATCTCGTCCATGAG
CGTCAATCCCCTATCCTCCCAGAGCATGTTTTCCCCGCCCAACTCCATCTCATCCATGAG
CGTCAATCCCCTATCCTCCCAGAGCATGTTTTCCCCGCCCAACTCCATCTCATCCATGAG
CGTCAATCCCCTGTCCTCTCAGAGTATGTTTTCCCCGCCCAACTCCATCTCATCTATGAG
TGTCAATCCGCTGTCGTCCCAGACCATGTTCTCTCCACCTAACTCTATCTCTTCAATGAG
TGTCAATCCGCTGTCGTCCCAGACCATGTTCTCTCCACCTAACTCTATCTCTTCAATGAG

*khkkkhkk Kk Kk Kk Kk Kkhkkk *AhkkAhkk Kk Kk Kk KAAkkAhk KhAkkAhk kk XhkAhhkk

TATGTCGTCCAGCATGGTGCCCTCCGCGGTGACCGGCGTCCCGGGCTCCAGCCTCAATAG
TATGTCGTCCAGCATGGTGCCCTCCGCGGTGACCGGCGTCCCGGGCTCCAGCCTCAATAG
CATGTCGTCCAGCATGGTGCCCTCAGCAGTGACAGGCGTCCCGGGCTCCAGTCTCAACAG
CATGTCGTCCAGCATGGTGCCCTCAGCAGTGACAGGCGTCCCGGGCTCCAGTCTCAACAG
TATGTCGTCCAGCATGGTGCCGTCCGCGGTGACCGGCGTCCCGGGCTCCAGCCTCAATAG
TATGTCGTCCAGCATGGTGCCGTCCGCGGTGACCGGCGTCCCGGGCTCCAGCCTCAATAG
TATGTCGTCCAGCATGGTGCCCTCCGCGGTGACCGGCGTCCCGGGCTCCAGCCTCAATAG
CATGTCCTCCAGTATGGTTCCGTCTGCTGTCACCGGTGTACCAGGATCAAGTTTAAACAG
CATGTCCTCCAGTATGGTTCCGTCTGCTGTCACCGGTGTACCAGGATCAAGTTTAAACAG

nnnnnnnnn KKk Khk *Kk Kk Kk Kk Kk kk dk kX KXk * Xk K%

CCTGAATAACTTGAACAACCTGAGCAGCCCGTCGCTGAATTCCGCGGTGCCCACGCCCGC
CCTGAATAACTTGAACAACCTGAGCAGCCCGTCGCTGAATTCCGCGGTGCCCACGCCCGC
CCTGAATAACTTGAACAACCTGAGTAGCCCGTCGCTGAATTCCGCGGTGCCGACGCCTGC
CCTGAATAACTTGAACAACCTGAGTAGCCCGTCGCTGAATTCCGCGGTGCCGACGCCTGC
CCTGAATAACTTGAACAACCTGAGCAGCCCGTCGCTGAATTCCGCGGTGCCCACGCCCGC
CCTGAATAACTTGAACAACCTGAGCAGCCCGTCGCTGAATTCCGCGGTGCCCACGCCCGC
CCTGAATAACTTGAACAACCTGAGCAGCCCGTCGCTGAATTCCGCGGTGCCCACGCCCGC
CCTCAATAACTTGAATAACCTCAGCAACCCCTCTCTAAATTCGGGGGTTCCCACGCCGGC
CCTCAATAACTTGAATAACCTCAGCAACCCCTCTCTAAATTCGGGGGTTCCCACGCCGGL

*xxk *x K KhkKk Kdhk K*hk FhkIhkAh K Khkk Kk KXxkkk Kk

CTGTCCTTACGCGCCGCCGACTCCTCCGTACGTTTATAGGGACACATGTAACTCGAGCCT
CTGTCCTTACGCGCCGCCGACTCCTCCGTACGTTTATAGGGACACATGTAACTCGAGCCT
CTGTCCTTACGCGCCGCCGACTCCTCCGTATGTTTATAGGGACACGTGTAACTCGAGCCT
CTGTCCTTACGCGCCGCCGACTCCTCCGTATGTTTATAGGGACACGTGTAACTCGAGCCT
CTGTCCTTACGCGCCGCCGACTCCTCCGTACGTTTATAGGGACACATGTAACTCGAGCCT
CTGTCCTTACGCGCCGCCGACTCCTCCGTACGTTTATAGGGACACATGTAACTCGAGCCT
CTGTCCTTACGCGCCGCCGACTCCTCCGTACGTTTATAGGGACACATGTAACTCGAGCCT
GTGCCCTTACGCCCCACCGACGCCTCCGTATGTTTACCGGGACACTTGTAACTCCAGTCT
GTGCCCTTACGCCCCACCGACGCCTCCGTATGITTACCGGGACACTTGTAACTCCAGTCT

*Kh FEAAAXE AKX Kk KErhhkAh KAk A LAk k ** K%
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GGCCAGCCTGAGACTGAAAGCAAAGCAGCACTCCAGCTTCGGCTACGCCAGCGTGCAGAA
GGCCAGCCTGAGACTGAAAGCAAAGCAGCACTCCAGCTTCGGCTACGCCAGCGTGCAGAA
GGCCAGCCTGAGACTGAAAGCAAAGCAGCACTCCAGCTTCGGCTACGCCAGCGTGCAGAA
GGCCAGCCTGAGACTGAAAGCAAAGCAGCACTCCAGCTTCGGCTACGCCAGCGTGCAGAA
GGCCAGTCTGAGACTAAAAGCAAAGCAACACTCCAGCTTCGGCTACGCCAGCGTGCAGAA
GGCCAGTCTGAGACTAAAAGCAAAGCAACACTCCAGCTTCGGCTACGCCAGCGTGCAGAA
GGCCAGCCTGAGACTGAAAGCAAAGCAGCACTCCAGCTTCGGCTACGCCAGCGTGCAGAA
TGCCAGTCTGAGACTGAAAGCCAAGCAACACTCGAGTTTTGGATACGCGAGCGTGCAGAA
TGCCAGTCTGAGACTGAAAGCCAAGCAACACTCGAGTTTTGGATACGCGAGCGTGCAGAA

*x*x KAk Ahkhkkh KAXxArki *Xxkk Ak Fhxkhixk Xk Kk Kk

CCCGGCCTCCAACCTGAGTGCTTGCCAGTATGCAGTCGACCGGCCGGTGTGAACCGCGCC
CCCGGCCTCCAACCTGAGTGCTTGCCAGTATGCAGTCGACCGGCCGGTGTGAACCGCGCC
CCCGGCCTCCAACCTGAGTGCTTGCCAGTATGCAGTGGACCGGCCCGTGTGAGCCGCACC
CCCGGCCTCCAACCTGAGTGCTTGCCAGTATGCAGTGGACCGGCCCGTGTGAGCCGCACC
CCCGGCCTCCAACCTGAGCGCTTGCCAGTATGCGGTCGACCGGCCGGTGTGAACCGCGCC
CCCGGCCTCCAACCTGAGCGCTTGCCAGTATGCGGTCGACCGGCCGGTGTGAACCGCGCC
CCCGGCCTCCAACCTGAGTGCTTGCCAGTATGCAGTCGACCGGCCGGTGTGAACCGCGCC
TCCGGCCTCCAATCTCAGCGCCTGCCAGTACGCAGTGGATAGACCGGTGTAAGAGACGAC
TCCGGCCTCCAATCTCAGCGCCTGCCAGTACGCAGTGGATAGACCGGTGTAAGAGACGAC

FhIxIhIxhhkkhkidk Fhk Kk Kk KIxIxkhikkkikk Xk Kk Kk * *k Khkkk *
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1073
1217
1544
1406
1032
1331
1623
1328
1187 Ptx2-4a

FIGURA 2: Alineamiento de secuencias en la region codificante de cDNA de distintas

isoformas Ptx2. Destacado en calipso el codon de inicio y termino. En verde y amarillo se

destaca la ubicacion de los oligonucleétidos disefiados para amplificar Ptx2 de carpa. “*” indica

nucleotidos idénticos. Var: Variante; 1so: Isoforma; mus: Mus musculus; homo: Homo sapiens;

rattus: Rattus norvegicus; danio: Danio rerio; entre paréntesis numero acceso GenBank.

Variante 1 Mus musculus (NM_001042504)

Variante 2 Mus musculus (NM_011098)

Variante 3 Mus musculus (NM_001042502)

Variante 1 Homo sapiens (NM_153427)

Variante 2 Homo sapiens (MN_153426)

Variante 1 Rattus norvegicus (NM_00104250)

Variante 2 Rattus norvegicus (NM_019334)

Isoforma a Danio rerio (AF156906)

Isoforma ¢ Danio rerio (AF132446)
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Nombre Secuencia del oligonucleétido pb | % (G+C) Tm
OligoPtx2-s 5’-TGGTTCAAGAAYCGNCGRGCMAARTGG-3’, | 27 nd nd
Oligo Ptx3-a 5'-GTTACAHGTGTCCCKRTARAC-3’ 21 nd nd

Oligo dT anclador |5-AGAGTGGTAACAACTTTTTTTTTTTTTTTTIT| 37 nd nd
TTTVV-3',
Oligo zPitx1-1s 5-GAAATGGACTCCCACTGCCGC-3° 21 62 68°C
Oligo Ptx2-1s 5-NGCCCTACGATGACATGTATC-3 21 50 63°C
Oligo cPtx2-8s 5-CTTGTAACTCCAGTCTTGC-3° 19 47 56°C
Oligo cPtx2-9s 5-GCGTGCAGAATCCGGCCTCC-3’ 20 70 68°C
Oligo zPtx2-4a 5-TCTTACACCGGTCTATCCAC-3’ 20 50 60°C
Oligo cPtx2-5a 5 -TCGTAGGGCTGCATAAGTCC-3' 20 55 62°C
Oligo Ptx2-2a 5-NCGAATTTAGAGAGGGGTTGC-3 21 50 63°C

TABLA N°1: Oligonucleétidos para caracterizar secuencias Ptx2. nd: no determinado; V:
puedeser A,C,0G;Y: ToC,R:GoA;H:A CoT;K:GoT;N:C,G, ToA.
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273 pb
563 pb
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FIGURA 3: Esquema del disefio de oligonucledtidos para amplificar secuencias Ptx2. Las
flechas indican la ubicacion de los partidores en la secuencia de Ptx2, las lineas y los nimeros
indican tamafos esperados en una amplificacién por PCR en cDNA de hipofisis de C. carpio. Las
flechas rojas indican la ubicacion de los oligonucleétidos degenerados, los nimeros en verde los

productos de amplificacidn secuenciados.
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pGEMT-Easy y la secuencia confirmo que corresponde a Ptx2 de C. carpio (Anexo 7.1).

Los oligonucledtidos internos Ptx2-1s y zPtx2-4a que abarca el sector 3’ codificante,
amplificaron un fragmento de 462 pb. Para esta pareja de oligonucledtidos se optimizo la
temperatura de apareamiento (Fig. 4, B). Debido a que en todas las temperaturas de reasociacion
elegidas se logré una amplificacion de una sola banda, sin amplificacion inespecifica aparente. Se
eligid entre los tres carriles con mayor intensidad de banda (Fig. 4, B, carriles 5, 6, 7) el DNA
correspondiente al carril 7, el cual tenia una temperatura de reasociacion mas alta, de 59,1°C, para
ser clonado en pGEMT-Easy y secuenciado el DNA del clon pcPtx2-23 (Anexo 7.2).

Para lograr una amplificacion de la region 3'no codificante fue necesario preparar un
cDNA, utilizando el oligonucleétido dT-anclador, para su sintesis. La regién 3’no codificante se
obtuvo en dos rondas de amplificacion con un oligonucledtido sentido interno y el
oligonucle6tido dT-anclador (Fig. 5). Después de 30 ciclos a una temperatura de reasociacion de
50°C con el oligonucledtido cPtx2-8s y anclador, se apreciaron multiples fragmentos de diversos
tamafios (Fig. 5, A). Una alicuota de 1 pl de esta reaccion se utiliz6 como templado para una
segunda ronda de PCR semi-anidado, con los oligonucle6tidos cPtx2-9s y anclador (30 ciclos, a
una temperatura de reasociacion de 55°C), se destaca un fragmento de aproximadamente 300 pb
(Fig. 5, B, carril 3). Al clonar de la reaccion de PCR, se obtuvieron 10 recombinantes y de ocho
clones se analizdé el DNA por digestion y los insertos mostraron diferentes tamafios, dos con
aproximadamente 300 bp, tres con 250 pb, uno de 500 pb y dos con un inserto que posee un sitio
de restriccion para EcoRI dando lugar a fragmentos de 600 y 150 pb aproximadamente (Fig. 6,
A). Al utilizar el DNA de estos clones como templado en una amplificacion por PCR con

oligonucleotidos internos (cPtx2-9s y zPtx2-4a) especificos para Ptx2 se obtuvo el producto de
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<+ 460 pb

<+ 441pb

FIGURA 4: Ptx2 de C.carpio amplificado de cDNA de hipdfisis en geles agarosa.
Fraccionamiento electroforético de productos de amplificacién a partir de cDNA de hipdfisis de
C. carpio, en geles de agarosa al 1%. Producto de amplificacion utilizando los oligonucleétidos
(A) Ptx2-s y Ptx3-a una temperatura de reasociacion de 50°C: carril 1: St DNA AHindlll, carril 2:
control negativo sin templado, carril 3: producto de amplificacion de 441 pb (B) Ptx2-1s y
zPtx2-4a, PCR en gradiente a distintas temperaturas de apareamiento, carril 1: St 100 pb, carril 2:
control negativo sin templado, carril 3: 49,1°C, carril 4: 50°C, carril 5: 52.5°C, carril 6: 55,6°C,

carril 7;: 59.1°C, carril 8. 60,8°C.
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<300 pb

FIGURA 5: Amplificacién del extremo 3’-cDNA Ptx2 de C. carpio. Fraccionamiento
electroforético en geles de agarosa al 1% en SB 1 X, (A) Productos de amplificacion de la
primera ronda de amplificacion a una temperatura de reasociacién de 50°C carril 1: control
negativo sin templado; carril 2: cPtx2-8s y oligonucleétido anclador, carril 3: cPtx2-9s vy
oligonucle6tido anclador, carril 4: St 1 kb. (B) Producto de amplificacion de la segunda ronda de
PCR utilizando el templado del carril 2 del (A) y los oligonucleétidos cPtx2-9s y dT anclador a

una temperatura de reasociacion de 55°C en carril 3 destaca un fragmento de aproximadamente

300 pb, carril 1: control negativo sin templado, carril 2: St 1 kb.
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FIGURA 6: Andlisis de productos 3’-cDNA de Ptx2 de C. carpio en geles de agarosa. (A)
DNA clones pcPtx2 digerido con EcoRl, fraccionado en gel de agarosa al 1% en SB1X; carril 1:
St 1 kb, carril 2: #32, carril 3: #31, carril 4: #33, carril 5: #35 carril 6: #37, carril 7: #38, carril 8:
#39, carril 9: #40. (B) Confirmacion de los insertos por PCR con oligonucledtidos internos,
cPtx2-9s y zPtx2-4, en gel de agarosa al 2% en SB1 X, carril 1: St 50 pb, carril 2: control
negativo sin templado, carril 3: control positivo, templado DNA clon pcPtx2-23; productos de
amplificacion con templado pcPtx2 carril 4: #31, carril 5: #32, carril 6: #33, carril 7: #35, carril 8:
#37, sigue en el panel (C) en gel de agarosa al 1,5% en SB 1 X, carril 9: control positivo,

templado pcPtx2-23, carril 10: #38 carril 11: #39, carril 12: #40.
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amplificacion del tamafio esperado de 64 pb (Fig. 6 B, C), sugiriendo que todos los clones
obtenidos a pesar de tener insertos de diferentes tamafios corresponden a secuencias de Ptx2. El
clon pcPtx2-38 se secuencio y contenia 305 pb de los cuales 200 pb corresponden a la region 3’
no codificante y 105 pb a secuencia codificante confirmando que esta pertenecia a una secuencia
Ptx2 (Anexo 7.3).

Para obtener informacién sobre la organizacion gendmica de Ptx2 se identificd el gen

Ptx2 en el genoma de Danio rerio en el banco de datos acesible por www.sanger.ac.uk en el

cromosoma 14 (Fig. 7). Al alinear la secuencia del cDNA de la isoforma Ptx2c de zebrafish
(AccN°. AF132446) con la secuencia correspondiente en el genoma, no se encontraron los
primeros 8 pb en la secuencia gendmica, posiblemente porque estos 8 bp corresponden al vector
de clonamiento y no al cDNA, una observacion concurrente en secuencias no procesadas.

El clonamiento in silico del gen Ptx2 de D. rerio, mostro la presencia de 5 exones (Fig. 7,
8 B). Al utilizar el programa Proscan, se revelaron posibles secuencias promotoras, frente al
exon | y tambien frente el exon Il (Fig. 7). El alineamiento de los cDNAs de las dos isoformas
descritas en zebafish con la secuencia gendmica mostré que Ptx2a esta conformado por los
exones I, Il, 1V, V, y Ptx2c por los exones IlI, 1V, V, dando origen a dos secuencias
aminoacidicas derivadas idénticas en la region del homeodominio y carboxilo terminal, pero
diferentes en el amino terminal. En mamiferos se observan dos mecanismos en la produccién de
las isoformas Pitx2, la isoforma Ptx2a y b utilizan el mismo promotor y se generan por empalme
alternativo, y la isoforma Ptx2c y d surgen del uso de un promotor alternativo y por empalme
alternativo entre ellos (Fig. 8, A). El andlisis de las secuencias del zebrafish sugiere que Ptx2ay c
son producidas por el uso alternativo de promotores y que Ptx2a se genera por empalme

alternativo (Fig. 8, B).



>Gen Ptx2 Danio rerio

ATCTCCTCTCATATGGTTATCATTAAAAATGATTAGATGCACAGCACATC
GGTGTCTTATTCTAAAGAGGTCTGTGTGGTTGTAAAAAGCAGGCCCGGAT
TGGCTAATCGGGAGGACCGGGAGAATTCCCGGTGGGCCGGTCTGTTTTTT
GGCCGCGAGGGCCGGTGTTCCTAGCTCCAGAATCTGTTGCTCTCAGCAGT
CACACTTTTTAAAATTTATTTATTTATTTACTTGACCACAGCCTTCTTAT
TAATTATTTTACCGCAGCTCTGCTCTTTTTATCTATTTTCTGCAGCCTGC
AGGTTAATGATGATATAACTAGATAAGTCACTATTCAATGTATAGTTGTT
GTGGTACAGTGGTAAGCACGTTAGGTTATGACGCCACCAACCCGGGTTCG
TACCTCATCTGAATAACAATTTTTTTTTTTCATTTTTATTGTTAAGACAT
ATAATACTGTTAGGGTTGTTGAACATTTGAAGTTCTAAAACAGCTGTTTT
CTCAAAAAAAGACGTGATACTGTAATTAGAAACTGAATTGGAAATGACCT
TATTTTATTATAGTCAGTGGTGAACTGAGGTGGGCCGGTCTAAGGCTTGA
AACTCCAGGGCTGAAAAAGAGTCCCACTCCGGCCCTGGTAAAAAGTCTTT
GAACAGAGTTTTGCTCGGGTCATTTCAGCCCACACATCAGAGCCCTATAA
GATATTCTTTCAAGTGTCCTTCTACGACGCCAAAGATGACAACAGCGAAT
CGATAACGAGGCAGAAATGAAAAGAAGCCGCCGGTCTGCCCCCGAGGCAT
GAAGATCTTCGAGCGACCCCTTTTTCTGAACTTAGGGCATTCCTTTGCAG
GCTTTTTCAGCGTGAGAAAGCAAAGGCTCCAGCTGCTGCCAGATGAAGGT
AAAAACGATGCAAGGACGCGTCTCTCCCACAGAATGGATGAGGCGGGTGA
TTCAATCAAAAATAGATATAAATACGTGCTTTTCCGATACTTTAAATCAA
CTCAGGTTTATACAAAAATCCTTATGTCATTTAATTTGGATGTCTAAACG
GATATTTGGATCTGTGGAGATTTAAGAGGTTTAGTCTATATAGTATATTT
GTGTAGGGTTGTCAGATTACCTTTTGATTGATAATTCTTAATGTCTTTAA
AACATTAGGGATGATTTTCTAAAGAAAATAATACATGTGTATTTAAAATC
TTTAAGATACATTTATTTACGGAAATTGGGCGGTGAATTGATCATATTAT
CCTACTTATTAATCTTTATTAAAACGAAAATAATGAAAAAGGCAATATTT
AAGAATTCCTAAATATTTTAGCATTATGAAGTAATAATTTGTATACTGAA
GTTGTGAGCGTCGATTTTAGGGTCAATTCGCTTTTTTATTTGCACCAAAC
AAAATAAATGCGTTTTGTTTAATTTATTTCTATCGCGTAATGCAGTACAT
AATTTCCGTCAACGCGCAAAATTATGGACAAATGTGCATGTCATTTTTAG
GCTCCCAGGCCTATTAAAGCTCTGGTAGAGAGACTGGGATATTCCAATAC
AGGCTTGGGAATTCCCCCATGGCCGAGCGCATTAATTACTTGCTTAATGG
GTGTATGACCCACAATGTAAAAAACGGATTATGCGCGTGAAACCTCCGTC
CGGTCTGCTTTGCTCGTGTGAGATGCGCATGGAAATCAGTCCGGTGCACG
CGGATCTTTAAAGATCATTTGCATCCAAGCCAGCTGTTCAATTCATCTCT
AAACCTGACCGACACAGTTTGAGCACATGCACTTTTCAACATAAGTTGCT
ATTTTAAATTAAAGCCATGTTTGATTTAAAAATTAATCGTCTAAACAAAA
TTAAATAGGACAACCCTACCCATTCTGTTGTCAGCTGATGATTAACATCA
TATTTGCATATAGGCCTTCTCATATTTAAATAAAAGTCTAGAATGTCACA
ACTGATCGTATCCTAATAAACAAATTACAATGATTTTAAATATTATTCTA
CATTATTATTGTTGTTATTAATATTATAGTTGCATTTACCACGTTACGAT
ATTGAGAATTTTGTCTTGTGTTAGTCCTTCCAAACAAAATGCAAACAACA
TATGTAATGCAATATATATATATGGGAATATATATATATATATATATATA
TATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATACA
CTTTTATAATGTGTTCGTAATTATCTGACCAACATAAAGGTAAGGCAAGA
GAGAATTGACAATGGAAAGGGGAGAGAGAATGAAACATTAACTGCACTTA
TATTTAATCTCATTTAAATTTAGGCTGTGTCTATAGGCATTTTTGTTAGC
GTCTAATAACAATGATCGTTTATTGGCAGCCAGTTACAAATAAAATGTCC
TGATTTGATCCATATTTAGCCATGGCATTTATATGGTTCATCTGTTTGAA
TTTGTTCTTTGAATTAACATATTACAGTGTTTCGATTGCTAATTTGTTAT
CTAATTTAGCCTACCGTTTCGCATCACAAAGTTCACCCCTTACACACACT
CTACGTGTTGGTTGTGCATACAAACACACCCACTGTGGCACGCATGCACA
CGCACGCGCTTATACACACAAACTCTCACTCACGCCCACGCGCTGACAGT
CAAAGCTCGTGAGAGGGGGAAATGCACCACTCTCTGCGTCTTTGCGCGGA
AAAAAAGTTCCAGTCGTGTAGGCTCTGCAAAAAATGAGTTACTAAAGCAA
CTTGTTAGGTTGTAACTGCAAACACTCTGGGTTGAAGATAATATATTCAT
GTTTTAGTGTTGTTTAAAAGAACCCAGAGATATCCCTTAACGTTCCCGTT
GAGGAAGAAGAGGTTACGCTCCTTTTGGACCTGGCAGCAAGAGTTTATGT
ACCCGGACATCATCAAGGGCAAAGATAAACTTTTTCAGAGGTGTGGAATT
TATCTTTTTTAAAGAGAGAAAATCAAGACTGGCACGGCTGCAAAGCAACG
CTTTTCAACAACCACTGgTtAAGTGCACATGACACCCTATCTTGAATGTGA
GATAATGCAAGTGAAGGAATTCGTTCCACCTCGGGGTTGCAAGCCATGGG
TGAACTTCAGCTTTAGTGCAGTTAGATGGAGAGGCATGATAAGTGATGCT
CTGGCAGGTCCCACCTTGACTTTGCAGTTGATAATAATATATCGTTAACA
CTGAGACAAACGGGACAAGGACAACTTTACAGTTAGAGCGTGTAATGTAC
ATTAACACTTGTATTATAAGCAGGAAATAAATCATGGCAACGAAATTTGC
TTTCAAAACTAACTAATTTTATTGAAATACAATATAAATACTTTTAAAAT
AATCGTGTAAAGTCCCGGAAAGTAATGTAATTTTGTTTTAAGATTTGCAT

exon 1

57-UTR

56



TTAAATATGTATTTATTTAAAGAGCATTTAAAGCCCAAGTATTTAATAAT
TATATTATTTTACTATCTTCAGTTAGGCTAATGCAATTTACAAGTATAAA
CATTTAAATTGACCATCTGAAGATAAGAACATCTTGTCATATTGTAAAAT
ATTGATTTAAAAAGTACCATAACAGTTTATAAAATTAATACATCAATAAT
CTAAATTTCATTCACCTCAGCTAAAAAACATAGGCCTAGGTAACACGAAA
ATAAATAACATTATTAAGAAATCCGTATACACGCAAGACTTGGAGATAAT
CATGGTTCTATCCCTAATATTAAACGAACAGAGTAACTATAAATCAAATT
TTAAAGAAAAAACGAAAACAAAACCTATTTTCTAAATATTTTCTTCAATT
AATCTCTAGAACAAATTAAAAAAAAGATATTAGTATAATGGCAAGCTCTG
CTTTTGTTCTATTTAAATAGACTCAAATAAATTTCTAATAGAAAAATACA
TTCCAAAAATCTACACACACATTTTGCATGTTTTTCTCTGTTAATGCGCT
TTATTACTGAAATTGCATTGATGTAGTCAAATATAAAATTTTATTGTGTC
AAAACAAGTGTAATATTGTGTCTTACCTTTTTTGTTTTAACGGAATTTTA
TTCACACATTTTATTTAGGCATTTGTATAAAATTCGCTTAAAATTACACA
CCTTCAAAGTTATCGAGTCTGATTTAGAGGCCTAAATCAAAACCGAACGG
ATGGCATAATCAACACACTCATAACGAAAACAAAACCTTCACCTTTTAGG
CTACTCTGGATTGTAAATTTAGACACTTATGTAAAATAATTTAGTAATTG
GTACTAGTATGTCAAAATAATATTTAAAGCAATAACTTTTGACTTCACAC
AAAATGCGCACTACTGCGTACATCCAAAAAAGGCACAAATTTAATTTCCA
GACTCTCAAGTCTTTGACTAAAGGCACAGATGCGAGGCAGGTGAAATAAA
GGGAGGGTTGAGGTAAAGCGTTGCATTCGGAGAGAGAAAAATGGAGAAGG
AAAACGGTTAACAGCAGGATTGCATGCAAATTTCCGACTGAAATTATCAT
AAGCAAACAGATGAAGCCTGGGCTAATAAAGGCCCATCTGTGTTACTTCA
TATCGGGTTAGTTTAGAGCTGCGATAATGAATTTTGTAATATCCAACCGA
CAGACATCTCAATCAGACACTAATCCCTTGATTTTACCGCGGAATCACTC
AACTTCTAGCGCTCAAACTGCTCTCTCACCCTGAAACACACACACACAGC
GCACTGTCTCTCCTCTTTGTGCGTTGTTTTCATGCGCGTTTGGAGACACG
AGTCTTAATTAGGAGGAACTCGAGCAAGCGCTAAGGGATTTCAAAACAAA
TGATGAGGAATGTGCTCATCCTATTACAGATAGGAACTATCCAATATATC
ACAGTAGATTTGAAATAAATCATCACTGAGTGGCCCATCCGGTCAGACAC
ACATTTAAAAATAAAGGTTGTAATACAGGAGATTTTGAAGATCAGAAGAA
CCTCAGTTCCCCCGAGAAACGTTGCTAAAAGAGACACTCTTTTTAGTGTG
AACAGTATTTAAAAATACAAAGAGAATGTTCCGTTGTTAACAACCTATGT
GGAACTGTAAGATTTCGTTGATGTTAAATGTTCTTCATTGAACTTCAATG
CCAATAAACAATCTTTTTTGTTTATAAACCAAACGTACTCAAACAAAAGC
TGACCTACACTATTACTGTTGACATACTATAAACACTGTATATATTTGAT
ACACGTGCCTAACACTTAAAATAAGCTTTTCTCTTTATTTCACagGTAAA
CAACATATAACCTACTAAATGGACTCCCACTGCCGCAAACTTGCATCAAC
GTGTGCTCAATTAGY tAAGATATTGGTGAATGACAACTCCATCTCCTTGC
TAGGCCTTCAGAAAAAAATTTAATTTATTATCAAAATTGATTGGATTTGT
TTGGCCTTTACATAAAATTATCTGAGGTAGAAAACGCGCTCATGAGGGTG
TAAAACACCTTTGGTGTTTGATATGACTTTTCATTGGGAAAAGCGGAACC
ATTAGACGTTTATAGTCAAAGATGGACATCTGCTGGTAGGACAGGATCAT
ACAAGGGTATGTGGAAAGGTCTTCGTAATGCCGCGTAGCAGCTTCTTCAG
ATTATTTTGGGATTGTAAAGCCTCTGATTTTAAATGTTCTCTAAATTATC
TTGAAAATTATAAGACAAAATGCTCGGTTATAGCCTAAAACGTAGTCCAT
TGCACTGGAGTAATCATGTGGGTCCTCGATAAAATTTGAAAAACATTCAT
CTCATCTTTCACATGTTCATTAATATGCTAATTAAAATACAGATTTAATT
GAATTATAAATAGGTGTAATATACGTGTATCAAGTGTAAAAAAAAACAAT
ACAATTAAATTAGCATAACAATAAAAATAAATTGAATAACCCGCCTCCTC
TAGCAGTTTAAGAATTTGTCGCATCAGAACAATTTTTACAGAAACTCAGA
CAAAATTAAGGGCTAATAAAAGGTTGATACGCAATGCGTGTACGGCTTCT
ATATCATCTGGCATCTTAATTAAGCTAATTAAAGCAAATAAGAATAAACC
ACAAAATCTACTTAGTCGCATTTGTTTGCCTTTCTTTTCTGCTTCTCACT
TTGCTGATACACAAGATAAAAGTAGAAAATGAGCATCAAAATGCAAACAG
CAAAGTAAAGGGAAAAGGCATTCGAGAGACTTGATTACCGACAATCTCGT
CTCTTGTGCGGTAATATATGCAACGCTTGTTAGATAGACTCGGGGGAAAA
GTAAATGTGTAATGAAAGCCTCCTCGTGAGGAGGAATATACTAATGGAAG
AATCTAATGTCCTCTTAATCCTATGGAAAAGGCTTTGTCGTCTCCCTTAT
ATTGACTGAATTGGTAATTAATGGCTCTGTGGTGCGCCATGGCCAATAAT
CCACAGCAGGCAGTGAGAACGCTCTGAAGCATTTTGAGGGTCCACAATAA
ATACAGAGCAATAATCTAGTCCACATATTTCAATGCGTTTAACAAAAATG
CACTTGTGCCATTTTCAATAGAATTTCTGTGAGTAAAAAATGCGTAACAC
CTGTCATTATTAAGCACATTTTAGTGGATGTAATTATGATTTTACATGAA
TAGTTTGTGTTTTCAGATGGTAGTACAATCGGTTTAAAATGAATAAAAAT
AGATTCCCTTGCGAATAGCGATAGACTTTTACGTTCAAAAAGGGGAATAA
ATGGCAATGATAAAATGAATAGCAAGTGTTAAAAACAGGCTGAAAAATAT
TTTTTAATAATGTTCTGTGTCTAAGCACTAGTGCAATGAATACGAGGTCA
CATCTAAAACACCTGTACATACAAGATTTGTTGGTTCTATATATTCTCCA
TATTAAATAATATCCAGTACGAAAAATGTGAACTGAAAAAATGTCGTAGA

exon 11
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TAAGTCGGTCGGGTCGTTTTCGTAAGCAGTTGAGTACCCTTTCCCCCCTT
AGTATGGACTTGATTTTGCAGGACACACACACACACAAAAAAAACTTTCT
GTGGATCGCCAAGATACAATTAAAGTAATTATTTGATTGTTAATTTAACT
TTAATCACAAAAGCTTTAATTTAGCAGTTTTCAAGATTGAGATCGGTTTA
TCCAAGTTTACTTTATATATATATATATATATATATATATATATATATAT
ATATATATATATATATATATATATATATATAACCCATTTGCTTTGATATT
TTCAGTCGAATGACTACAAAAAAATACAATCCTAAGTAACGCAACGAGAA
AGGATTTTTCCTTCTCATCTCAAAAAACACCTAACCTGTAAAACTAACAA
TTCAAAATATACACAATTTTATTTGAAAATGAAGATCGGGAAAATTATAA
ATAAATTAAAGTTGTAACATAAATAAATGTTTGGCATTTAAATAAAATGC
GCAGTTTTATATGATTTGGCATGTAAATGACGATGGCGATGTTTTGAAGA
AACTTGACACAAGGTGAAGGAGCTGGAAGTCGTTAAAGATGCTCATTTAA
AATTCTTAAGCAGATGAGCGTCTTATCAGATTAAATGTAGCCTACTCAGT
AAAAGAAAAGTGGGTGCTTTCTCTCCCGCGAAATAATCACGGGCCGAAAG
TGTATACCTCGCCAAAGTAATATACCTCGCCAAAGTGCTTTTAATCCTTA
TATTAAATTATATAAAATGAATACAAGCCTGAATAAACTTAACTTTAACT
TGAATATTTTTTTCCTAATATGATTTTTTTTTATTAGGCCTCTGTTTATC
ATTTATGATTAAACTTTTATATGGGACAGGTTTACTTGAAAAGAAAGAAA
GAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGT
AAGAAAGAAAGAAAGATAGAAAGAAAAACAAACAAACAAACAAACAAACA
AAAACAAAAGTATTTGACACTGTCAATTCAAGCTAATGAATAATAATAGA
TAATAATAATAATAAATAAAACATTTTGTGCAGTTGTTTAGTCTGTGTTT
GTTAAGTCTGGTGAAATTGTTTTATTGACGACAGAACTCTCTAAAGTTAC
AACGCTAATAATACGCTTTATTTTGTTATAATAGCTGCTGAGAAAACCTA
ACCTGGGTTTTGAGCGTCAGGTGTACCATGATAAATGTTAAGTGATGTTA
AATCAAGTGAATGCACGGTTTTTTTATTTACATGTTTTTAGAGAGATAGA
AAAACATCTCAAACTGCATAGGCTGCATTTTCTCATTTCTTGGGCCGATT
CATAGTCGGTTTGCCATAAAAGCTGACATGTATAGGGTTTAATGTTCCGT
CAGATTGAGGGCGGAGTTTGTGACGTCAGGACGCATAGAGCAGCTCGGTT
GGACAGATAGAGGGACAGCTGAAATGAAGAGCGAGGGCTGTGATGTGCAG
GAGAGTGTGTGTGTATGCAAGTGGATATAATATCACATACCTGTCCCTGT
CACTCTGGCTCTCCTTGCTCTCGGCTGAAACCGAGATATCTTTTACCCAG
TCGAAACGGGAAAAAAATCTTTCCTTAACACTGGGCTTGTTTAATCATAT
TTTTTTATTATTAAAGCCGTTTCAGGAGTGTCGCTTTTAGTGGTTTAAAT
GAGAAAGGAGCACTGGCAACGCTTGCCGATACTTCACTGCTGGACACATT
CGTTTCTTTCTTTCTTTTATTTCTTTTATTTATTTATTTATCTGTATTTG
TGACCTGCGCTGAGGAAGTTATAGCTGCTTGCGAGCCGTCGGTAAATCGC

TGAGGAGATTTTTAACTTGAGTGTTTTTGGTTTTGGTGTCAGCTATCATT
AAGTGTTCTTCTCGAGAAATAAACATTTTAAAACTTCGCTCGGTGTGAAA
ACAGAGTGGGTTAGCCGACAGAGCGAGCCATGTAAATATATCAAGAGGTG
GAACAGGCAGTTGATTCGTAGGGCTATTGAAATGAGCTACATAAGTCATA
CCCTTTGACAGGACTTTATTTACTTAAATTGTTTGTGAAAATGTGGGCTT
CACGAATGTTTACACAGTGGCAACTGCGCTTTGTACAGAATAGAGCAAAC
ATTCCCAAACTACAATGTCATTGCTTTCGTGTGATAAAAAAATGCATGCT
GCATTTATGGCGGTTAAAATATTTTCTAAATCCTGCATTAGCATTTGAAC
ATTGAATTTTTACCGGTACTGTTGGCTTTGCCAGAAAAAAGGATGTTAGG
ATGTTAAAACGAGCGTTATAATAAATTTAATTCAGGAACATCATTAATTA
AATTTCGCCCGTTAAATTGTTACCAGGGAACCAACTTGTTATGTTACCAT
GATGTCAAATATCTTCAATTCAATAAAAAGGAATTAGAGATTTGTCTCCC
TCACGCACACTTCTCTAATGTGTCAAAACCGTGCCTGAAGCTTGTTCCTC
TGCAATTAAATATTTGTTTAAAAAGAGTGTTTCCTTTTGCATTACag

AGTTTGATAAATAAAATTACAAGAAAATAATATGTGATATAACCCTAAAT
ATTTTTATAGTTTTTCTTTTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTGAATTAAATCTATTATTTA
CTATTAAAATTCAACATAGCCTATCAGCTTAATGCTGAATTAAACGTAAC
GTAATTTTAGTGCATATTTCATAGATCCACTAACAATAAAAATAAAGATA
TATTTCTGAAATATATATTTTTTTGCGTTGTTGTATGTGTTTTACATGTA
AATATTTTGTTCATACATTAACTTACTTTTTAGCTAGTCTAATATGCAGG
CGCTGCATTCTATGCTTGCTAATTTTCCATAACGTTAATTGGGTTGCATG
CTAAATATGATTTTGTTTAATTGTTTAAATAAAAAAATCTGTCATTGTAT
GTTAAGAGGCTAATTATAGGTGAGTCAAATTGTTTGCAATCAACACGAAA
TAAAGACTGACGCCCAAACGATGACTGACTTTAATGGAGTCACACAGTCG

57-UTR

exon 111

exon 1V

58



CCTTTTAAGAGGTGCAAAGCTTTTATTTTGTGATTGTCATTCTCGTGTTG
TATATACTTAGGGTTAGTGTGTCTCCGCCTGCTTAGCGAGAATACACATT
TAAAGCGTCGGGCGCTAAAAGTCTGAATGTGTATTGGGATTCCCGGGATC
AGACAAGATTCCGGGTGACTGATAAAAAGTGACTTAATTAGGGAACCTAA
CTGAGTTTGACACCACCACCCATATCATTTATCTAGCCTACCTAAAACAA
ACGGAGCAGTCCGTGTTGTTCTAACTCGATGACAGTCTTGCATTGCTTTA
GATAGACTAATTAATTATGTAGGCTAATTCTTTTCTACAATTGTTGCag

TAAGAGACGACTGTAGAATTTACAATCCGAATCCCAGGAA
CAAGAGACTTCACTTTTTGTTTCAATGGCACTAGAAGAATAAACCACTGA
AACGCGTCCAATCCTGTGATGGAATGTCAAGCGGGAACGGAAGGCAAAGG
CTCCATTGCTAATAAGATTTGTTCTCTACACTAGCAAGTGCACACTAGCC
AGTGAAGAGATTAGGATACCACAATATTTAACAACAAAAAAAATCTCATT
TATTTTGACGTTTCAATTTTGGACAGTAATTGACTGAACGGTTGTATATA
GGCTATACATATATCTTAATATCATCTCCAATTTGTAGAAGCGAAAGCTC
TAACTCTTAAGCATTTTCAAGAATTCAGTTCAACACAGCATGTGGAAAAC
TTACAGGAATCATGTCTTGCTTGCGATCAAGGGAATGTACATACTAAACG
CACCAGTCGTGTGTGATATTATAAATTTATTATTAAATGTCTGTGTGAAT
ATAGATCTAGAATAGCAACCCTGGGTAATAATACGCAAATGTTTCTGCGA
AATGAACTTGGTTTTTGCTCTGTGTATAATATTTGGTACGGAATTTTTGT
TTCGTTTTTCAACATCCCAAAAATAAACTATTGTGTTTTATTTAATGGAA
GTAAATATATTGTTCTAAAACATTTCAGAACGTTTTCTTCACAATTATTG
AATTCAATTATTGATGGTTGTATGTGGCACACAATTGTGGCATTTCTACG
GTTTATAAAGACTCAGAGGGAAGGAAAAAGTATCTAATACACATCAGCTT
GACATGAGTCCGGTGAAGAGGGCGAGATGTCCCGAGCAGATTAGGAGTCG
AATATACAAGACTGACTAGAGGCTGGGCCTCCAGTGATCAGCGACGCTTG
AAATAACAGCAATAAGATCAGGCCAGGATGGACCACACATCACTGGACCA
TCTGCCAGCTGAACTCCTTTAAAAAAATTAATATGAAGTGATACATGATT
GTCCAGTATTAAGCTCAATAGAACGTGTGCAAGTTGAAAACAAGGCTCAT
GTGTCATATGAATTATGGATTACTTAGAATAATATATAAACCGCCATCCC
ACTGTGCAAACAAAACTGCATTTTTAGCAGACTCGCAGTAGGCGCGTGTA
ATTACAAGTGATCGCGACAATGAGTGTCAATTGACTGGCTGTTTGTAAAC
AAAGAAATCTCACAGCGTCAAATTACTGTATGGAAACGGTTTTAAAATAG
AGTTAAGAGGATTAAGGGAAATGTATCGCCCTAATAGAACATAACTGCGT
TTGTGATTGGTACAGTTATTTAACTCCAGCTCAATAATAACTTATTGTCT
TTCACGGGAAATCCTTATACTGCACTATTGTTAGCCGCCCTCTGTTGTCC
ATCATTAACTTCGCTGAAGTATAGCGGATAAAGTACTTAATAGAACGGAC
AATGACATTCATTGAAAGCCAATCAAAACAAAGGCAGGTATGCCACATAG
ACAGGCGTTTGTATGAGTGTGATTCTATCCATGAAATTCATGTCACAGCG
CGTACAGAACAGGATGAGAGAAGAACATGTACTTTGAGTAGTGTGGTTGG
AACAACACAAGCGTGCTGTTAAACATGAATACTCTCATATAGTGATGATT
AATGGAGCAGACAGAACAAGGGTGGAGAAAACAGTAAAATTGAATGCTAC
AATTACATTTATTCGAAATAATAGCGTGCTGTTATTGAATGAAAACTAAA
ACGCCTTCGCTAATTTATAGCGTCTCCGTTAAAACAACAAATGCTTGTCT
AAAATCCACAGATCGTAAATCATCCGTTTTCAGGTGTACATGCTCCTGGT
TCTCTCAGTGAAGAGCTCTCAATCTAACCAGGCCTAAATTATTCATTCCC
TGCAACATGACGGTCTGGGGTCCCAATACACATCTCAATAAACACTGTGA
GCGGGGGGCCCACGGGAGCAATACATAGCAGATTCAGAGAGGAACCCTTC

exon V

37-UTR

59
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FIGURA 7: Secuencia genomica de Ptx2 de Danio rerio. Destacado en amarillo la region 5° y
3’ no traducida, en verde se indica la secuencia de cada exon, en nimeros romanos el numero de
cada exon, en rojo sitios de empalme intron-exon, y en azul secuencias promotoras predichas por

el programa Proscan: Version 1.7.
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A. Humano B. Zebrafish
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FIGURA 8: Esquema de la organizacion gendmica de Ptx2 humano y zebrafish. (A)
Organizacion gendmica de Ptx2 y esquema de las cuatro isoformas de Ptx2 descritas en humano,
las isoformas a y b se producen por empalme alternativo, y la isoformas ¢ y d por la utilizacién de
un promotor alternativo y por empalme alternativo (B) Organizacion gendmica de Ptx2 zebrafish
y esquema de las dos isoformas de Ptx2 descritas en D. rerio, la isoforma a se genera por
empalme altenativo y la isoforma c por utilizacion de un promotor alternativo.

Panel (A) adaptado de Cox et al., 2002.
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Las secuencias parciales de Ptx2 de C. carpio se alinearon y se analizaron respecto a las
secuencias Ptx2 de D. rerio (Fig. 9). En la secuencia Ptx2a de D. rerio (AccN°. AF156906) se
aprecia la secuencia de los cuatro exones que lo conforman: La region 5’ no codificante, una
region 3’ no codificante mas extensa que la de C. carpio, y la region codificante, en la cual
solapan parcialmente las secuencias de C. carpio. Las tres secuencias parciales Ptx2 de C. carpio
abarcan 531 pb de la region codificante, que corresponde a aproximadamente 66% de la region
codificante, con respecto a Ptx2 isoforma a de Danio rerio, el codon de término, la secuencia 3’
no traducida de 208 pb y una cola de 21 adeninas.

Las secuencias del clon pcPtx2-23 y pcPtx2-38 solapan en 24 pb y el clon pcPtx2-7 con
pcPtx2-23 solapan en 299 pb, confirmando las secuencias entre ellos. Las letras pc antes del
nombre de cada clon indican que corresponde a DNA plasmidial recombinante, conteniendo una
secuencia de C. carpio. Las diferencias en pares de bases que causan el cambio en los
aminoacidos,de SaT,deNaT,dePasS,ydeAaT, las cuales son sustituciones conservadas o
semi-conservadas (Fig. 10, destacado en azul y verde), indican la presencia de dos secuencias de
Ptx2 de C. carpio. El andlisis realizado indicé dos secuencias Ptx2 de C. carpio y por lo tanto se
efectud el empalme de las secuencias de los clones pcPtx2-23 con pcPtx2-38 la cual se hombrd
Pitx2 gen-l y se depositd en el banco de datos GenBank bajo el nimero acceso EF051103. La
secuencia del pcPtx2-7 se depositd como gen-Il bajo el nimero de acceso EF061104. Las
secuencias aminoacidicas derivadas del gen-1'y el gen-11 muestran un 95,9% identidad entre ellos
y 96,2% de identidad con respecto a la secuencia de D. rerio en la region que solapan (Fig. 10).
En la Tabla 2 se indican los nombres y nimeros de acceso de cada secuencia utilizada para el
alineamiento de la Figura 11, en la cual destaca la conservacion del homeodominio entre las

diferentes especies (Fig. 11).



acgagccactctctgegtctttgecgecggaaaaaaagttccagtcgtgtaggctetgcaaa

AP-1 GATA-1
aaatgagttactaaagcaacttgttaggttgtaactgcaaacactctgggttgaagataa
Pit-1

tatattcatgttttagtgttgtttaaaagaacccagagatatcccttaacgttcecgtty
aggaagaagaggttacgctccttttggacctggcagcaagagtttatgtacccggacatc
Atcaagggcaagglﬁgiactttttcagaggtgtggaatttatcttttttaaagagagaaa
atcaagactggcacggctgcaaagcaacgcttttcaacaaccactggtaaacaacatata

aCCtaCtaaATGGACTCCCACTGCCGCAAACTTGCATCAACGTGTGCTCAATTAékGAAA
M DS HZ CRIKILASTT CA AU QTULE K

GAAAAGGGACAAAGTAAAAACGAAGATTCGAACGATGACCCGTCGAAAAAGAAGAGACAA
E K G Q S K NEDSNDUDP S K K K R Q

AGGCGGCAACGAACGCATTTTACTAGCCAGCAGTTACAGGAACTGGAGGCCACTTTTCAG
R RQRTHTFTSOQOQLG OQETLTEATTFQ

AGGAATCGCTATCCGGACATGTCGACTAGAGAGGAGATCGCCGTTTGGACAAATTTAACA

R NRY P DWMSTIREE 1T AV WTNILT
R K R E R
pcPtx2-7 v AGAAAAAGGGAGAGG

GAGGCCAGAGTCCGAGTGTGGTTCAAGAATCGACGGGCAAAATGGAGAAAAAGGGAGAGG
E ARVRVWZFIKNIRRAIKWRKR ER

N QQATETLTGCIKNGTFGPO QFNGTLWMDQ
AACCAACAGGCCGAGCTGTGTAAAAACGGTTTCGGCCCTCAATTCAACEEACTIATEEAS
AATCAACAGGCTGAGCTGTGTAAAAACGGTTTCGGCCCTCAATTCAACGGACTTATGCAG
N QQATETLTGCI KNGTFGPO QTFNGTLWMDQ

P YDDMY P S Y TYNNWAAIKGTLT
pcPtx2-23 CCAGCTACACGTACAACAACTGGGCTGCAAAGGGGCTCACG
CCCTACGATGACATGTATCCCAGCTATACTTACAACAACTGGGCTGCAAAGGGGCTCACG
CCCTACGATGACATGTATCCCAGCTATACGTACAACAACTGGGCTGCAAAGGGACTCACG
P YDDMY P S Y TYNNWAAIKGTLT

S ASL STKSFPFFNSMNVNPL
TCGGCCTCTCTGTCTACCAAAAGCTTCCCCTTTTTCAATTCCATGAACGTCAATCCGCTG
TCGGCCTCTCTGTCAACCAAAAGCTTCCCCTTTTTCAATTCCATGAACGTCAATCCGCTG
TCGGCCTCTCTGTCTACCAAAAGCTTTCCTTTTTTCAATTCCATGAATGTCAATCCGCTG
S ASL STIKSFPFFNSMNVNPL

s S QT MFSPPNSI SSMSMS S S
TCTTCTCAGACCATGTTCTCCCCACCTAACTCCATCTCTTCAATGAGCATGTCCTCCAGT
TCGTCTCAGACTATGTTCTCCCCACCTAACTCCATCTCTTCAATGAGCATGTCCTCTAGT
TCGTCCCAGACCATGTTCTCTCCACCTAACTCTATCTCTTCAATGAGCATGTCCTCCAGT
s S QT MFSPPNSI SSMSMS S S

M Vv PSS AV TGV P G S S L NsSs;TL NN L
ATGGTTCCGTCTGCTGTCACTGGCGTGCCCGGATCAAGCTTAAACAGCCTCAATAACTTG
ATGGTTCCGTCTGCGGTCACCGGCGTGCCCGGATCAAGCTTAAACACCCTCAATAACTTG
ATGGTTCCGTCTGCTGTCACCGGTGTACCAGGATCAAGTTTAAACAGCCTCAATAACTTG
M Vv PSS AV TGV PGS S L NS LNNL

N NL S TSNP S L NS G V P TS;PA;TC P Y A
AATAACCTCAGCACCCCCTCTCTAAATTCGGGGGTTCCAACGTCGGCGTGCCCTTACGCC
AATAACCTCAGCAACCCCTCTCTAAATTCGGGGGTTCCCACGCCGACGTGCCCTTACGCC
AATAACCTCAGCAACCCCTCTCTAAATTCGGGGGTTCCCACGCCGGCGTGCCCTTACGCC
NNL S NPSLNSG GV PTZPATZCUPYA
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exon V
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P P TPWPY VY RDTT CNSSILASILR
CCACCGACACCTCCGTATGTCTACCGGGACACTTGTAACTCCAGTCTTGCCAGTCTGAGA
CCACCGACACCACCGTAT
CCACCGACGCCTCCGTATGTTTACCGGGACACTTGTAACTCCAGTCTTGCCAGTCTGAGA
p P TPWPY VY RDTT CNSSILASILR

L K AKQHSSFGYASV QNP ASN
pcPtx2-38 AAT
CTGAAAGCCAAGCAGCACTCGAGTTTTGGATACGCGAGCGTGCAGAATCCGGCCTCCAAT
CTGAAAGCCAAGCAACACTCGAGTTTTGGATACGCGAGCGTGCAGAATCCGGCCTCCAAT
L K AKQHSSFGYASV QNP ASN

L S ACOQYAVDRPYV
CTCAGCGCTTGCCAGTACGCAGTGGATAGACCGGTGTAAGAGACGATTGTAGAATTTACA
CTCAGCGCTTGCCAGTACGCA
CTCAGCGCCTGCCAGTACGCAGTGGATAGACCGGTGTAAgagacgactgtagaatttaca
L S ACQYAVDUR RUZPV *

atcccgaatcccaggaacgagagactacactttttgtttcaagggcactagaagaattaac
atc-cgaatcccaggaacaagagacttcactttttgtttcaatggcactagaagaataaac

cactgaaacgcgtccaatcccgtgatggaatgtcaaacgggaatggaaggcaaacgcgcc
cactgaaacgcgtccaatcctgtgatggaatgtcaagcgggaacggaaggcaaaggctcc

atttccaataagatttgttctctacactagcaagtgcacactagccagtgaagagtttag
attgctaataagatttgttctctacactagcaagtgcacactagccagtgaagagattag

gataccgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaGTTGTTACCACTCT
gataccacaatatttaacaacaaaaaaaatctcatttattttgacgtttcaattttggac
agtaattgactgaacggttgtatataggctatacatatatcttaatatcatctccaattt
gtagaagcgaaagctctaactcttaagcattttcaagaattcagttcaacacagcatgtg
gaaaacttacaggaatcatgtcttgcttgcgatcaagggaatgtacatactaaacgcacc
agtcgtgtgtgatattataaatttattattaaatgtctgtgtgaatatagatctagaata
gcaaccctgggtaataatacgcaaatgtttctgcgaaatgaacttggtttttgctctgtg
tataatatttggtacggaatttttgtttcgtttttcaacatcccaaaaataaactattgt
gttttatttaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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cPtx2-8S

Ptx3-a

cPtx2-9s

zPtx2-4a

oligo dT anclador

FIGURA 9: Secuencias Ptx2 de C. carpio comparadas con D. rerio. Secuencias nucleotidicas

de cDNA,; negro: Ptx2 isoforma a D. rerio (Acc.N°.AF156906); rojo: pcPtx2-7; azul: pcPtx2-23;

violeta: pcPtx2-38. Secuencias aminoacidicas derivadas: arriba en negrita y en el color

correspondiente del cDNA de C. carpio; abajo del cDNA de D. rerio; en gris destaca la regién

homeodominio. Las flechas indican la ubicacion de intrones respecto al gen Ptx2a de D. rerio.

Destacado en amarillo: oligonucledtidos sentido, en verde: oligonucleotidos antisentido, en azul:

posibles sitios de union de factores de transcripcion.
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AGAAAAAGGGAGAGGAACCAACAGGCCGAGCTGTGTAAAAACGGTTTCGGCCCTCAATTC
R KRERNUG QO QATETLTCIKNTGTFGTPOQF

S YT Y NNWA

---------------------------------- CCAGCTACACGTACAACAACTGGGCT

AACGGACTTATGCAGCCCTACGATGACATGTATCCCAGCTATACTTACAACAACTGGGCT
Kk

NG L MQPY DDMYPSYTYNNWA

A K GL TSASLSTIKSFZPFFNSWM
GCAAAGGGGCTCACGTCGGCCTCTCTGTCTACCAAAAGCTTCCCCTTTTTCAATTCCATG
GCAAAGGGGCTCACGTCGGCCTCTCTGTCAACCAAAAGCTTCCCCTTTTTCAATTCCATG

A K GLTSASLSTIKSFZPFZFNSM

NV NPLSSQTMZFSPPNST1T S SM
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NV NPLSSQTMEFSPPNSI S SM

Ss M sSSSsSMVPSAV TGV PGS S LN
AGCATGTCCTCCAGTATGGTTCCGTCTGCTGTCACTGGCGTGCCCGGATCAAGCTTAAAC
AGCATGTCCTCTAGTATGGTTCCGTCTGCGGTCACCGGCGTGCCCGGATCAAGCTTAAAC

Ss M sSSSsSMVPSAV TGV PGS S LN

S LNNLNNLSTWPSILNSGVFPTS
AGCCTCAATAACTTGAATAACCTCAGCACCCCCTCTCTAAATTCGGGGGTTCCAACGTCG
ACCCTCAATAACTTGAATAACCTCAGCAACCCCTCTCTAAATTCGGGGGTTCCCACGCCG
*

Kk kK

T LNNILNNLSNWPSLNSG GV P TP
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GCGTGCCCTTACGCCCCACCGACACCTCCGTATGTCTACCGGGACACTTGTAACTCCAGT
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TCPYAPPTPPY

L ASLRLIKAKI QHSSZFGYAS SV
CTTGCCAGTCTGAGACTGAAAGCCAAGCAGCACTCGAGTTTTGGATACGCGAGCGTGCAG

NP AS NL S ACOQY AV DR PV
AATCCGGCCTCCAATCTCAGCGCTTGCCAGTACGCAGTGGATAGACCGGTGTAAGAGACG
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FIGURA 10: Secuencias de cDNA y aminoacidicas derivadas de Ptx2 de C. carpio. En

violeta: Ptx2 gen-1 GenBank numero acceso EF051103, resultado del empalme de las secuencias

de los clones pcPtx2-23 con pcPtx2-38; arriba en negrita secuencia aminoacidica derivada del

gen-1. En rojo: Pitx2 gen-11 nimero de acceso GenBank EF051104, secuencia correspondiente al

clon pcPtx2-7, abajo en negrita: la secuencia aminoacidica derivada del gen-11. En azul cambios

conservados de aminoacidos y en verde los semi-conservados. “*” indica bases idénticas.
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mRNA, parcial cds

Nombre Acc.N° sec. Tipo de molecula, Acc.N° sec N° de
comun Nombre Cientifico nucleotidica parcial o total aminoacidica aa
derivada
Zebrafish Danio rerio AF156906 Pitx2a mRNA, AAD40180.1 269
total cds
Pez-Espinoso | Gasterosteus aculeatus AY517635 Pitx2 gen, parcial AAS91493.1 150
cds
Pez-Fletan Hippoglossus AY999687 Pitx2 mRNA, AAY18081.1 283
hippoglossus parcial cds
Pez-Hirame Paralichthys olivaceus AB050722 pitx2 mRNA, total BAB69053.1 312
Hippoglossus olivaceus cds
Rana Africana Xenopus laevis AJ005786.1 XPtx2a, mRNA, CAA06696 326
total cds
Humano Homo sapiens NM_153427 Pitx2, variante 1, NP_700476.1 271
MRNA, total cds
Ratén comln Mus musculus NM_001042504 | Pitx2, variante 1, NP_001035969 271
MRNA, total cds
Carpa comin Cyprinus carpio EF051103 Pitx2 gen-I, 145
MRNA, parcial cds _
Carpa comin Cyprinus carpio EF051104 Pitx2 gen-I1, 131

TABLA N° 2: Lista de secuencias Pitx2 extraidas del GenBank



M. musculus RKLVSACVQLEKDKGQQGKNEDVGAEDPSKKKRQRRQRTHFTSQQOLQELEATFQRNRYPD 65

H. sapiens RKLVSACVQLEKDKSQQGKNEDVGAEDPSKKKRQRRQRTHFTSQQOLQELEATFQRNRYPD 65

X. laevis 1SDTSSPDTADKDKSHQTKNEDSSTDDPSKKKRQRRQRTHFTSQQLQELEATFQRNRYPD 120

C. carpio Gen-l1 ——— -

G. aculeatus = -

D. rerio RKLASTCAQLEKEKG-QSKNEDSN-DDPSKKKRQRRQRTHFTSQQOLQELEATFQRNRYPD 63

H. hippoglossus VSDTSSPESVEKEKNQSKND--DSSDDPSKKKRQRRQRTHFTSQQLQELEATFQRNRYPD 90

P. olivaceus VSDTSSPESVEKEKNQNKND--DSSDDPSKKKRQRRQRTHFTSQQLQELEATFQRNRYPD 108

C. carpio Gen-1l  ——— -

M. musculus MSTREE IAVWTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMY 125

H. sapiens MSTREE IAVWTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMY 125

X. laevis MSTREE IAVWTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAEL CKNGFGPQFNGLMQPYDDMY 180

C. carpio Gen-I ——————————— — ————————

G. aculeatus = = - PYEDMY 6

D. rerio MSTREE IAVWTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYDDMY 123

H. hippoglossus MSTREE IAVWTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAEL CKNGFGPQFNGLMQPYEDMY 150

P. olivaceus MSTREE IAVWTNLTEARVRVWFKNRRAKWRKRERNQQAELCKNGFGPQFNGLMQPYEDMY 168

C. carpio Gen-I1 - RKRERNQQAEL CKNGFGPQFNGLMQPYDDMY 31

M. musculus PGYSYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSPPNS1SSMSMSSSMVPSAV 185

H. sapiens PGYSYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSPPNS I SSMSMSSSMVPSAV 185

X. laevis PSYSYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQSMFSSPNS I SSMSMSSGMVPSAV 240

C. carpio Gen-1 -SYTYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQTMFSPPNS I SSMSMSSSMVPSAV 59

G. aculeatus PSYTYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQTMFSPSNS1S--SMTSSMVPSAV 64

D. rerio PSYTYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFNSMNVNPLSSQTMFSPPNS 1 SSMSMSSSMVPSAV 183

H. hippoglossus PSYTYNNWAAKGLTSASLSSKSFPFFNSMNVNPLSSQTMFSPPNS1S--SMTSSMVPSSV 208

P. olivaceus PSYTYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFENSMNVNPLSSQTMFSPPNS1S--SMTSSMVPSAV 226

C. carpio Gen-11 PSYTYNNWAAKGLTSASLSTKSFPFFENSMNVNPLSSQTMFSPPNS 1 SSMSMSSSMVPSAYV 91
* - : :***__**** **:*_****:*

M. musculus TGVPGSSLNSLNNLNNLSSPSLNSAVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQH 245

H. sapiens TGVPGSSLNSLNNLNNLSSPSLNSAVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQH 245

X. laevis TGVPGSGLNSLNNLNNLSNPSLNTAVPTSACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQH 300

C. carpio Gen-1 TGVPGSSLNSLNNLNNLSTPSLNSGVPTSACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQH 119

G. aculeatus TGVPGSSLNSLNNLNNLSNPSLNSGVPTSACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQH 124

D. rerio TGVPGSSLNSLNNLNNLSNPSLNSGVPTPACPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQH 243

H. hippoglossus TGVPGSSLNSLNNLNNLSNPSLNSGVPTPTCPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQH 268

P. olivaceus TGVPGSSLNSLNNLNNLSNPSLNSGVPTPTCPYAPPTPPYVYRDTCNSSLASLRLKAKQH 286

C. carpio Gen-11 TGVPGSSLNTLNNLNNLSNPSLNSGVPTPTCPYAPPTPPY - ——————————————————— 131

KKk - . -, *k*k - ECE o

M. musculus SSFGYASVQNPASNLSACQYAVDRPV 271

H. sapiens SSFGYASVQNPASNLSACQYAVDRPV 271

X. laevis SSFGYATVQTPGSNLSACQYAVDRPV 326

C. carpio Gen-1 SSFGYASVQNPASNLSACQYAVDRPV 145

G. aculeatus SSFGYASVQNPATNLSACQYAVDRPV 150

D. rerio SSFGYASVQNPASNLSACQYAVDRPV 269

H. hippoglossus SSFGY--VQNPATNLSA--—————-— 283

P. olivaceus SSFGYASVQNPATNLSACQYAVDRPV 312

C. carpio Gen-1l ——————mmmm
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FIGURA 11: Alineamiento de secuencias aminoacidicas derivadas de cDNA Pitx2 de
distintas especies mamiferas y de peces. En gris se destacan los 60 aminoacidos del
homeodominio. “*” aminoacidos idénticos; ":" sustitucion por aminoacidos conservados,

“.” Sustitucion por aminoacidos semiconservados. En azul se destacan las 2 secuencias de

C. carpio.
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4.1.2 Deteccidn de transcritos Ptx2 en hipdfisis de C. carpio

Para saber en que regién de la hipofisis de carpas adultas se expresa el factor de
transcripcion Ptx2 y si existe una diferencia significativa en su expresion al comparar carpas

aclimatizadas a invierno y verano, se utiliz6 la metodologia de hibridaciéon in situ.

En un esquema de la hipofisis (Fig. 12, A), se puede apreciar las distintas zonas que
conforman la hipdfisis, indicando la localizacion de las células lactotropas, que producen PRL, en
la rostral pars distalis (RPD), las células somatotropas, que producen GH en la proximal pars
distalis (PPD) y la region de la produccién de SL en la pars intermedia (Pl).

La hibridacion molecular detectd claramente reaccion especifica en la pituitaria, al
utilizar la sonda Ptx3-a, con una mayor intensidad en la regién PPD, menor en Pl y muy leve en
RPD (Fig. 12, B). Esa relacion de la intensidad de la sefial en las distintas &reas se observo en
todos los individuos analizados. No se registré reaccion en el control con el oligonucleétido
sentido (Fig. 12, C).

El analisis de la reaccion en PPD en carpas aclimatizadas, revela mayor reaccion en las
carpas de la estacion fria, en comparacion con las de verano (Fig. 12, C). La evaluacion
semicuantitativa con el programa Image-Pro-Plus en los cortes histologicos de cuatro individuos
indica una diferencia significativa, aproximadamente el doble en invierno respecto a verano (n=4,

student’s T-test P<0,08) (Fig. 12, D).
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FIGURA 12: Analisis de la expresion de Ptx2 por hibridacion in situ. Deteccion de transcritos
Pitx2 con oligonucledtido Ptx3-a en cortes sagitales de pituitaria de carpas aclimatizadas a
invierno y verano. (A) Esquema de la organizacion morfofuncional de la glandula pituitaria del
teledsteo C. carpio. (B) Reaccion Ptx2 especifica en PPD y levemente en Pl. (C) Reaccién Ptx2
especifica en PPD. EIl inserto muestra la reaccion control con la sonda sentido, oligonucleotido
Ptx2-s. (D) EIl grafico presenta el promedio de la densidad Optica integrada (IOD), con su
respectiva desviacion estandar de la reaccion en PPD en cuatro individuos. Student’s t-test

P<0,08. RPD: rostral pars distalis, PPD: proximal pars distalis, PI: pars intermedia .
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4.1.3 Caracterizacion de secuencias gendmicas de Pitx2 de Cyprinus carpio por analisis de
Southern Blot

Se investigd la presencia de secuencias Pitx2 en el genoma de C. carpio por analisis de
Southern blot de DNA gendmico de carpa. Un fragmento de 441 pb ubicado en el exon 5 del gen,
se amplificé por PCR, a partir del clon pcPitx2-7, se fracciond y se aislé del gel de agarosa,
obteniendo un porcentaje de recuperacion de DNA desde el gel de agarosa de aproximadamente
75% (Fig. 13). El fragmento se marco con **P por “Random Primer” obteniendo una actividad
especifica de aproximadamente 2 x10%cpm/pg. La secuencia de 441 pb se analizd con el
programa WebCutter, encontrando dos sitios de restriccion para la enzima Hindlll, y ningln sitio
de restriccion para Pstl.

El DNA gendmico de tres individuos se digiri6 con Hindlll y la aparicion de una
sombra de fragmentos indica la digestion completa (Fig.14, A). En la doble digestion
Hindl11/Pstl se observa una mayor cantidad de fragmentos de menor tamafo (Fig. 14, C). En
estos tres individuos se detectd una Unica banda del mismo tamafio con la sonda Pitx244; en la
digestion Hindlll y en la doble digestion Hindlll/Pstl (Fig. 14, B, D). También se realiz6 una
digestion de DNA gendmico con Pstl, pero es dificil distinguir la bandas en el Southern Blot (no
mostrado). La presencia de un fragmento de un tamafio en los ensayos realizados en las
condiciones descritas no permitio distinguir el nimero de genes y hace necesario complementar

con otras enzimas de restriccion y un mayor numero de individuos.
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441 pb -
441 pb—p

FIGURA 13: Amplificacion y purificacion del fragmento 441 pb para preparar sonda Pitx2
especifica. Fraccionamiento en un gel de agarosa al 1% en TAE 1 X del producto de
amplificacion con los oligonuclettidos Ptx2-s y Ptx3-a en DNA pcPitx2-7. (A), carril 1:
fragmento de 441 pb, Carril 2: 0.5 ug DNA estandar A Hindlll, carril 3: control negativo sin
templado. (B), carril 1: producto de amplificacién purificado desde el gel en (A), carril 2: 0.5 ug

DNA estandar A HindllII.
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FIGURA 14: Analisis de Southern Blot de Pitx2 en DNA genomico de C. carpio.
Fraccionamiento en un gel de agarosa al 1% de la digestién de DNA gendmico de tres individuos,
Carril 1. Estandar DNA AHindlIll, carril: 2, 3 y 4: individuos, #1, #2, #3. (A) Digerido con
Hindlll, (C) digerido con Hindlll/Pstl, (B) y (D) hibridacion en Southern Blot con la sonda

Ptx2441p0 del gel en (A) y (C), respectivamente.
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4.2 Rpx de Cyprinus carpio

4.2.1 Secuencias de Rpx de Cyprinus carpio y analisis comparativo con Danio rerio

Las secuencias Rpx se aislaron por PCR a partir de DNA genémico y cDNA de hipofisis
de C. carpio, para lo cual se disefiaron oligonucleétidos, usando como patron la secuencia de
D. rerio, debido a su gran homologia con las secuencias de carpa (Tabla 3 y Fig. 15). La
temperatura de fusion (Tm) de cada oligonucle6tido se calculé en base a la regla de Wallace
(Tabla 3). Segun el alineamiento la region méas conservada de Rpx se ubica hacia el 37, regidn en
la cual se logré obtener productos de amplificacion, al utilizar los oligonucleétidos en las
distintas combinaciones (Fig. 15).

En un primer acercamiento se utilizaron oligonucleétidos degenerados disefiados a partir
de una region conservada entre los distintos miembros de la familia Rpx, ANF1-s y ANF3-a. Con
estos oligonucle6tidos se amplificé un fragmento del tamafio esperado, de 334 pb en DNA
genémico de carpa (Fig.16, A). El producto de amplificacion fue clonado en el vector
pGEMT-Easy y la secuencia confirmo que corresponde a Rpx de carpa (Anexo 7.4).

Los oligonucledtidos internos ANF-1s y zRpx-4a que abarca el sector 3’ codificante,
amplificaron un fragmento de 264 pb en cDNA de hipofisis de carpa, la amplificacion con estos
oligonucledtidos se optimizo, a través de la temperatura de apareamiento (Fig.16, B) eligiendo el
producto de amplificacion con una temperatura de asociacion mas alta de 56.9°C para ser clonado
en pGEMT-Easy y secuenciado el DNA de tres clones; pcRpx #60, #63 y #64 (Anexo 7.8, 7.9y
7.10). La region 5 no codificante se obtuvo con el kit 5’RACE, en dos rondas de PCR, con un
oligonucledtido antisentido especifico y los oligonucle6tidos OUTER e INNER pertenecientes al

kit. En la primera ronda de PCR se utiliz6 el oligonucle6tido OUTER y cRpx-3a, después de 35
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Nombre Secuencia de oligonucledtidos pb %GC | Tm
ANF1-s, |5’-TGAACTGGTACATMGGSMGSAGGCC-3’| 25 nd nd
ANF3-a 5-CTGGATYCKGTCCTCATC-3". 18 nd nd
ZRpx-2s 5-AATGGCTTCTCTTGCAAAC-3 19 42 54°C
cRpx-3a 5-GCAAGTTCTTCACGTATATC-3" 20 40 56°C
zRpx-4a 5-CTCTCAGTGTTCTTCTCTGC-3 20 50 60°C

TABLA N° 3: Oligonucledtidos para caracterizar secuencias Rpx. nd: no determinado; M:A o

C:S:GoCY:ToC:K:GoT.
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463 pb
264 pb
153 pb
118 pb
INNER ZRpx-2s ANF-1s  CcRpx-3a ANF-3a ZRpx-4a
,,  334pb

Il

FIGURA 15: Esquema del disefio de oligonucledtidos para amplificar secuencias Rpx de C.
carpio. Las flechas indican la ubicacion de los oligonucledtidos en la secuencia Rpx, las lineas y
los nimeros indican tamafios esperados en una amplificacion por PCR en cDNA de hipdfisis de
C. carpio. Los numeros en verde indican los productos de amplificacion secuenciados, las flechas
rojas la ubicacion de los oligonucledtidos degenerados, —# 224> | tamafio esperado en una

amplificacion por PCR en DNA gendmico de C. carpio.
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2028 pb
2322 pb:;
500 pb—p

200 pb—p
100 pb—p

< 250 pb
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< 360 pb

FIGURA 16: Productos de amplificacion Rpx de C. carpio. Fraccionamiento electroforético de
productos de amplificacion de carpa, en geles de agarosa al 1%. Productos de amplificacion con
los oligonucledtidos: (A) ANF-1s y ANF-3a, usando DNA gendémico de carpa como templado y
una temperatura de reasociacion de 50°C, carril 1: St A Hindlll, carril 2: producto de
amplificacion de 360 pb carril 3: control negativo, sin templado. (B) ANF-1s y zRpx-4a,
gradiente de temperatura para la determinacion de la temperatura optima de reasociacion, carril 1:
St 100 pb, en los carriles 2, 3, 4 se utiliz6 como templado un cDNA de hipdfisis de carpa, en
carril 2: 51.8°C, en carril 3: 54.2°C, en carril 4: 56.9°C, en carril 5 se usa como templado cDNA
sintetizado con el kit 5’RACE a 50.3°C, carril 6: control negativo, sin templado. (C) segunda
ronda de PCR 5'RACE, utilizando los oligonucleétidos INNER y cRpx-3a, en carril 1 St 1 kb,

carril 2: 60.3°C, carril 3: 62.9°C, carril 4: control negativo, sin templado.
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ciclos a una temperatura de reasociacion de 55°C, no se obtuvo amplificacion aparente, por lo que
una alicuota de esta reaccion se utilizé para la segunda ronda de PCR semianidado, con los
oligonucleotidos INNER y cRpx-3a, 30 ciclos y una temperatura de reasociacion de 60.3°C y
62.9°C, obteniendo productos de amplificacion de 460 pb aproximadamente (Fig 16, C). Se eligid
la reaccion que en el gel se aprecia una mayor intensidad de banda, para ser clonado,
obteniéndose tres recombinantes, clones pcRpx #46, #49 y #50, que fueron secuenciados (Anexo
75,76y7.7)

La secuencia del gen Rpx de zebrafish se obtuvo por clonamiento insilico y se
identificaron 4 exones (Fig. 17). Cabe mencionar que las secuencias de zebrafish, especialmente
las gendmicas, todavia estan en proceso de ser mejoradas y eso podria explicar las incongruencias
en el alineamiento de “contigs” que contenian los exones Rpx, por lo tanto se presentan las
secuencias de cada “contig” encontrado en el banco de datos (Fig. 17). Al alinear la secuencia de
cDNA obtenida por empalme in silico del DNA genémico con el cDNA Rpx (Acc.N°
NM_131349) se encontrd un gap de 10 pb en la regién del microsatélite, ademas el alineamiento
de estas secuencias arrojo 8 cambios puntuales a nivel nucleotidico en la zona codificante, y
cuatro de estos cambios dan origen a sustituciones en la secuencia aminoacidica derivada
(Fig. 18). Esto indica que la secuencia cDNA obtenida del DNA genémico no es la misma del
transcrito secuenciado y sugiere que existen dos genes en zebrafish.

Las secuencias parciales de Rpx de carpa se alinearon y se analizaron respecto a la
secuencia de Rpx Danio rerio (Fig. 19), donde se aprecia claramente la diferencia en el extremo
5, por lo que probablemente el oligonucledétido disefiado en el inicio de la traduccion zRpx-2s no
logré amplificar la secuencia esperada a partir del cDNA. A pesar de esto se logré amplificar la

region 5° incluyendo la region no codificante, al utilizar la metodologia de 5° RACE, y se
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TCAAACAAACAAGCAAAAACAAAACAACTCGCTGAACGAGCAGCGTTCTTTCGTTTTTTT
TGTAAGGTGCACTCAAATGCTTATTTAAAAACTTTTTTAAAAGTCTATTTTATTTATTTC
TGGACACTTTATTAGAGTATTTCAAATATATATAAAAGCAGACTTTAGGAAAGGTTATTC
AACTAGTTTGGAAACTTTCCATATTAAACTGATATTAGCTATACATAATCTCAAAAGTGG
ATTCTTATCTGGATTCTTAAAATACGTATTAAATACATTTTTCACTTTCAATTATTTTTT
ACTTTCAACCACAGAATAAATATCTCAAAAAATTATTCAATAATGGAAATATTTATAAGT
CTATATGAATAAGTGCCACCAGAATTTTTCTTCTAAACTGAGCACTTTTGTGTGTGTAGA
TATAGTAATTTTACTTTTAAGGCAGAAAATTGGTAATTTACAGTGATTTTAAAGCAAACA
CGGAAGGCTAAAAAAGGCTCTATCTCTGTCTGTCTATCCATCCATCTCTATCTATCTATC
TTTCTGTCTGTCTTTCAGTCTATATCTATCTGTCTCTGTCTGTCTTTCTGTCTGTCTGTC
TGTCTGTTTGTCTATCTTTCTGACTGTCTGTTCGTCCGTCCGTCCGTCCGTCCGTCCGTC
CGTCCGTCCGTCCGTCCGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTC
TTTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTTTGTCTATCTTTCTGACTGTCCGTCCGTCTGTCCGTC
CGTCCGTCCGTCCGTCCGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTTTGTCTGTC
TGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTATCTATC
TATCNATCTGTCTATCTGTCTATCTATCTGTCTGTCTGTCTTTCTGTTCGCCCGTCCGTC
CATATTTTTATTTTAATAAAAATGTATTTATTAAAATAATTTTAGAGTCCAAACACCTTT
AGAAATTGAATTTATTTAAAATTTTCTCACTTCTCTTGATTTTTCCTAATTTTTTAATTT
ATATTTAATATTTTTCTATAACACATAAATTTGGCTGTACTAGTTTTTGGACCGTTATCG
TAAGTTATTTTGTTAGATTAGCTCCAGATTAGGCTTCAGTACTGACTAATCTAATGCATA
TGCACAAATATAATATTAAAAATATGAATCTAAAAGATAGATTTGTGAGGGGTGTACTTA
TATATGCTGAGCACTGTATTAACATTTAAACCCTATAATGAGCTCCGTCAAACTCTCCAA
ACGTGGATTATCTCTGCAGAGTTAAACATAAATTGCTTGCATTGTCATTTAAGTGATTTG
ATATTCATTTCTAATTGGTCTACATTTTTGCTTTGCATTTAAACAAGTCTAATTGGTAAT
TTCTCAGCAAAACAATGGCTCCGCAGGGGCCGCGCTTGTGTCCTCGGCGCTCTCCGAGAA
GCCAAGACAAATAAACAAGCAAGTCATTTATTAAAAGCAGCCAAGCAGCCAACAGAGATC
AATTCAGAGCTGAATGAGACAATTATTACATGCTGCTTCCAGCAAATTGCCAAGCGGCCA
TTGTGCTTTTGTGAAGCCGAGCATCTTCCTCCATGCATGTCAACAGAGAGAATGGGAATA
TTCAGCAGGATTAGTTTTAAACAGCATTATAGGCTTTATTATTTTAAACTCGTGTGCTAG
AAAAATAAAGTAAATAAGATTAGCCACTAGTTGACTGCTTCCTCATAATGGCGGAGATGT
GGAAGAAGGAAATAAGGAGAGGATAAATCCTGGGAACGGGGCCTAATTTTCTACCTGGTG
AGTAAAGAGAATGGCACGTCAGCCGTGTTTTGTCCCTTTCAATAGCAGGTTTAAGGGATT
CAGTGTCTCCAGAAGATAACAGGTTGCTTTTTCAGGTTGAAACGCCTTACTTGGACCCCG
AATTACCTGCAGTCCAAGGGCCCCATGCGGAGGACCAGGCGATTCACATGTAAAACACTG
GCTTTAATTAGTGACGTTTTGGGGGCAGTGTGAAGATATAAATAAGACTCAACACAAGCT
TTCAGATCACATCAGTTGGAGTTAAATTAAAGGACTTGAGTTTAGCAATGGCTTCTCTTG
CAAACAGCCCGTCTGTGTTTACCATCGACAGCATCCTGGGACTGGATCGACCGGAGCAGA
GAACATGICCITTACAGGCCCTGGACAGtAAAACAACACCCTTCATGCACTCATATACCT
TTAATATACCTTGTTAGACATATTTATTGCTTGATAAGATGCTTAATTTAACTTATCTTT
AATGTAAAAGCGACCGAGGCAATTTCTTGTATGTGAGCCACTTTCGGTTTCAGGCTTTTG
TTTATTTACTTCATGTGTCTGTTGTGCTGCTCGATGTGGTATTTAGTTTTAAATAATAAT
CATAAACATGCTGGCGAAATATATATTATGATTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

(NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN) N

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAC
TTCATGTTATTTTTTAAAATAAATGCTATCTTTTGACAATAATATTGTAAAAAGTATTAA
TAATAAATGCAACTTTTGACAATTTGAATAATTCTGAGCGAAGACTCTGTTTACTGAACC
AATTCTCTGTAGTGACTCGTTTGAACAAATTGTACTAACATTATTTTTATTATCTATTTA
AAATGTGAAGCTAGCCTTTTTATACATTATTACTAGTAAAAAATTTATTTAGATGTTATT
TTTCCTATTTTGACAATTTTTCTGCATTAAAAAAAAATCGACCACAATAACACATTGTCT
ATTATTGTAATATTACAAATAATTTAATATTATTTTTTTAACATAAATCTTGTATTTTAA
CATTGTTAATATTGTGTAAAATATTAATAACAAACAATTTTTGACAGTTTTGATGACTCT
GAATAATTTTGAGTGATGACTCGGTTTACTGAACTGATTCTCTATAGCGACTTGTTCGAA
CAAATTGATACGCTACCTCGTACTAATATAATTTTTATTGCTATTTAACCATGAAGCCAG
TCTGTTAATATACTGTTAATAGTAAAAAAAGCAGCGTAATTATATGTTATTTAGCCTATT
TTGACTATTTTTGTGCATTAATAAAAAAACGACCACAATAATTCCATAGTATCTATCTTT

5% UTR
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GCAATATTACAAATAATTTAATATTACTAGTAAAGATTATGTTAAGATTTAGTTAAGATT
ATGTAAAATATTAATAATAAACGCAACTTTTGACAGTTTGACATCCGTAATAATTATGAG
CACTGACTGAAACGACTCTGTGAAGCGACTCGTTCAAATAAATCGAGACCCTCGAGATGA
TTTACCATCATCATAATATCTACCATTGTTTGTTTTGTTTCagACGTGAAGCCAGCATGT
CAGAATCGTCGAGTGGTGACAGAAAATGATGCTCCAGTGGATGTGAGAGGAAATGAAGAT
GGTAAATCTTTCAGTAAATCACCAACTGACTCGTACAGGAGAACACTAAACTGGTACATT
GGGCGCAGGCCGAGAACAGCCTTCTCCAGTGTTCAGOTAAAATACCCAGTCTATGAAAAT
ATCCTGTCAAGGTTTGTCAAGTATGCCAACATTGAAATGGGCTAAAAGCCTATGGATATA
ACATTAAATCTAAACCCATATGGTATTAAAAAAAAAAAAAATATATATATATATATATAT
ATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATGAACAATTTTTGTT
TATTTAACTATATTTTGCAACGTATTTAAATGTATATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TATACACACAAACACATTTAAACACGTTGTAAAATAAACAAAAATTGGCAAAAAAAAAAG
TTTTCGGCCATTTTTGAATATTTAGCAATAAACCTGTTAAAAAAAATAAAGGGAACACTT
GGAGTTACATTGTGTTGTTTAAGTGTTCCCTTTATTTTTGAGCAAAATATTTTCTGCAAA
CACATTTTTGGACCGTTTTTGGAAAAAAATTTTTAAAAATATATTTCAAAATCATTTTAA
ATTTAATTTACCCTCCATATATTGCAATACAAGGAGATAAATGCACATTTTAATACATAT
ATAATACATATTTAATACACAATGCAGATATCACACCAATCAAGCAAGGAATAAACTTAG
ATAATTTTACAAACTTTATATAATTTATATATACATTACAAAAGAATAAACATGAATTAA
TTCTTGCTAAACCTTTGGTTCTGTTTTATTCTTTGTATATGTATATTTTTTATATATTGT
TTAAATAGTGGATACTTTAATATTTTCTTCACCTTAAAATATATTTTGAAATATGTTTTG
GATTAAATGAAATGTATCTTCAATTAAAAAAAAAAATTAAGTTTAAGTAAACATCACAGA
TACAACATGTATTTAGCATGTATTTCAAATATATTTTGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

(NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN) N
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GTGAGGGGTGTNNNNNNNNNNNGATCAATTCAGAGCTGAATGAGACAATTATTACATGCT
GCTTCCAGCAAATTGCCAAGCGGCCATTGTGCTTTTGTGAAGCCGAGCATCTTCCTCCAT
GCATGTCAACAGAGAGAATGGGAATATTCAGCAGGATTAGTTTTAAACAGCATTATAGGC
TTTATTATATATATATATATATATATATATATATATATATATGAACAATTTTTGTTTATT
TAACTTTATTTTGCAACGTATTTAAATGTATATGTGTGTGTGTGTGTGTGTATACACACA
AACACATTTAAACACGTTGCAAAATATATTGTAAAATAAACAAAAATTGGCAAAAAAAAA
ATGTTTTTGGCCATTTTTGAATATTTAGCAATAAACCTGTTTAAAAAAATAAAGGGAACA
CTTGGAGTTACATTGTGTTGTTTAAGTGTTCCCTTTATTTTTGAGCAGAATATTTTCTGC
AAACACATTTTTGGACCGTTTTTGGAAATAAATTTTTAAAAATATATTTCAAAATCATTC
AAATATTCAAATTGCAATACAAGGAGATAAATGCACATTTTAATACATATATAATACATA
TTTAATACACAATGCAGATATCACACCAATCAAGCAAGGAATAAACTTAGATACTTTTAC
AAACTTTATATAATTTATATATACATTACAAAAGAATAAACATGAATTAATTCTTGCTAA
ACATTTGGTTCTGTTTTATTCTTTGTATATGTATATTTTTATATATATATTTTTAAATAG
TGGATACTTTAATATTTTCTTCACCTTAAAATATATTTTGAAATATGTTTTGGATTAAAT
GAAATGTATCTTCAATTAAAAAAAAAATAAATTAAGTTTAAGTGAACATCACAGATACAA
CATGTATTTAGCATGTATTTCAAATATATTTTGGCCAGGAAAAAAATATATTTTTACCAT
ATGCAAATGCTTAAGACAAAATGTGTTTTTAAATGTACTTTTACTCATTATTATTTTTTT
TGTCGTTTACCTCCagATCAAGATATTAGAGAGTGTTTTCCAAGTGAACTCATACCCAGG
TATTGATATACGTGAAGAACTTGCGAAGAAGCTTCATTTAGATGAGGACAGAATCCAGgt
GAACACTGATTTAAAATCTCAAATATTGCATCATTTACTGTAAACATATCATTTTGTCTG
ATTTTTTATGTCTGATTTATTATTATATATTTTAATCCAATATTAATGTGTAAAAATTCT
AAGTAAAATAATGTAAAAAGTCCAATTTTGCACAAAAGTCTTATATTTTGTGGACAAGAA
TATATTTTAGCAGTACTGTAGCTATAGCCAAAAATAGACAGATTTTTCTTTTATGGCAAA
ATTATTAGAAATATAAGATAATATGACGTCCCATGAAGATGTTTAGTTCATTTTCTACTG
TAAATATATCAAAACGTAATTTTTCATTAGTAATATTAATTGAAGAACTCAACTTGTTCA
ACTTTAAAGGTGATTTTCTCAATGTTTACATTTTAGGATTCCAGACAAAATATTGATCCA
ACCAATTTCTGTTTAACAGAGAGCAGATTTTTTTCAGCACATTTCTAATCATAATATTTT
TAATAACTCATCTCTAATAACTGATTTATTTTATCTTTGCCATGATGACAGTAAATAATA
TTTGACTACATATTCTTCAAGACACTTCTATACAGCTTAAAGTGACATTTAAAGGGTTAA
CTAGGTTAATTAGGTTAACTAGGCAGGTTAGGGTAATTAGGCAAGTTATTGTATAATGAT
GGTTTGTTCTGTAGACTATTGAAAAGAAATATAGCTTAATGGGGCTAATAATATTGACCT

Exon 11

Exon 111

80



TAAAATGGTGTTTAAAAAATTTAAAACTGCTTTTATTCAACAAAAAAAGACTTTCTCTAG
AAGAAAAAATATTATCAGACATACTGTGAAAATTTCCTTGCTCTGGTAAACATCATTTGG
AAAATATTTAGAAAAGAAAAAAAAAATCAAAGGGGGCTAATAATTCTGACTTTAACTGTG
TGTTTTATATTTTTTCTTTagATTIGGT TCCAGAACAGAAGAGCAAAGCTGAAGCGTTCG
CACAGAGAGTCCCAGTTCCTCATGGTGAAAAACGTCCTCAGCGATTTACAAACCGGCAGA
GAAGAACACTGAGAGTAGAACTACATTTCTTTATTATTATTATTATTATTATTATTATTA
TTATTATCATCATTATTATTTCTCTGTTACCAAATTGTAATTTATTAAATGTCTTTATTA
GTTATGTCTTTTTATGATTTAAATGATAAAAATACCTATTGTTATTTTTTATTGTGTGTG
TTTGGTCAAAATATAAATAAATAATTCTAAAACTTATTCTAACGTTTTAAGTGAAATCTT
TAAACTTTCCCTGGGTCTGAATGAAGGAAAGTTAACATTATTTTCTGCCAGCTGTTAAGC
AAACACATCACCCCCACCTACAAATTAATTAGCGCCTTGTAACGAGTGCTCAGTAAGCCT
ATTAGGTATTGATTGGGTCACAAAGGGGCTGCACTGAGGGGGGCTTTCATACAGGACAGC
ATTTGCATTTGAGTCACTTGTTGGATTCCAGCAACATTTGCAGGTTTTTTTTTACATGTT
ATTTTTCTGACATACTATAATTGTGCCATATGCATATTCTCATCACTACAATTATATGCA
TATACAATTTTGCATAACTGGAAGCATGATTTTATAGCACATTATGTAAAATAAAATGAT
ATAATATTGGCAAATTTGCAAACACTTGATGGCGCTGTTGTTCATTTGTGCTCTGAAATA
TTTTTTTAAAACAAAGAAATCACAAAATGTAAAAACAAATATTTTTTTGTTTATTTTTTG
TGGATGTTTTGAGGATATGCACATGTTTTGCATATCTGGAAGAATGTTATTTTGTATAAT
AGTATATAAAATAATATAATATATATAAATATGGCCAAATTTGCAAACACTTGGTGGCGC
TTTTGAATATGCAAATGCAAACACATGCACAAGTTATGCATATCTGGAAGATTTTTTAAT
GCATATGTAAAAAATATATAGTATAAAATAAAATTGAAAAATTTGCAAACTCTTAGTGGC
GCTTTTATGTTAAAATGTGATCTGAAATAGTTTTTTGTTCTCAAATGAATTTAAAAAGTT
CATTTAACAAAAGCAAAAAGACAAAATATATAAACCAAATATTTTTTTGCATGTTTGTTT
TTTATATGTTGTGAACAAATGCCAACACATGCACAAGTTATGCATATCTGGAAGATTTTT
TTAATGCATATGAATACAAATATAACATAATGTAATATTGCCAAAATGCGCAAACACTTG
GTGGCGCTGTTGTTTTAATTTGTCCTCTGAAATAGTGATTTTTTTCTCCTTAAATGTAGT
TAAAGTGTTTTTTTTTAAACAAATTAAAGACAAAATATAAAAACAAACATATTTTTCGCA
TGTTTTTTTCTAATATACTATAACAAAATTATTTAGCCAATTATATTGTTGTGAACATAT
GCAAACACATGCAAAACGTGCATATCTGGAAGAATTCTTTAATATAATATAATATAATAT
AATATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATAC
AATATAATACAATATAATATAATATAATAATATAATATAATATAATAATATAATTTAATA
TAATATAATATAATATAATATAATATAATAATATAATATAATAATATAATATAATATAAT
ATAATATAATATAATATAATATAATATAATACAATATAATACAATATAATATAATATAAT
ATAATATAATATAATATAATATAATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATAT
AATATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATAATATAATATAATATAATATAA
TATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATATAATATCC
AAACACTTGATGTCGCTGTTGAATTCATTTGTGATCTGCAATAGTGATTTTTCTTTTCAA
ATGTATTTAAATCGATATTTTAATGAATATATATAAAAACAATCATATATTTTTTTTAAA
TAAAGCCATTACTTTATTTCTTATACAAAAATAATCTATCACAGCAATCTTTAAAAACTT
TACAAATTTCATCCAGAAAGAGAGACAAATATTTATCATTTGTCCAGAATATCAAGACTT
AATTTTTTAATGGCATATTACGTTTTAATACTGCAGTAAAGACTTTTAATTTTATCATTT
TTATCACAAATAAACACTAAAGTTTTTTTCAGTCCTTCAAAAAAGTATGCATTAGTAAGC
ACTTTAATAATAAGTAAATACTAAAATCTAAAATAATGTAGAGTATTACAGTGATGTGCA
AAATGTAATGTTCAGCATTTTTGAAAATTATTTAAAAATTTAATATAATTTTTTTCATGG
AATGAACATATTTAATTGTACATAAATATATATATATATATATTTTTTTAATTTAATTAT
TAATATTTATATATAATTTAATTATTAATATTTATATATATTAATTCATTTTCTTTTCGG
CTTAGTCCCTTTATTAATGCGGGGTCGCCACAGCGGAATGAACTGCCAACTTATCCAGCA
AGTTTTTACGCAGCCGATGCCCTTCCAGCCGCAACCCATCTCTGGGAAACATCCACACAA
ACTCATCACACTCACTACGGACAATTTAGCCTACCCAATTCACCTGTACCGCATGTCTTT
GGACTGTGGGGGAAACTAGAGCACCTGGAGGAAACCCATGCGAACACAGGGAGAACATGC
AAACTCCACACAGAAATACCAACTGACCCAGCCGAGGATCGAACCAGCGACCTTCTTGCT
GTGAGGCGACAGCACTACCTACTGCACCACTGCGTCACCTATATATATATATATATATAT
ATATATATTGGTCTTTGCATGTGTGCACATGTTTAAAGCTGCACACAAAAGCATCTTCTC
GTGTGTGTTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAACAGAAGTGCACCTG
AAATATGATCTGGGTGTTTCTGTAGAGTCAGAGGCTCAGATGATTCCTCAGGCCTTCAGA
TTTCTGTCTTTGATCTGAAACAGGAGATCTGGATGTGCATTAGGACTGCTGGCGAACTTT
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FIGURA 17: Secuencia gendmica de Rpx de Danio rerio. Destacado en amarillo la region 5’ y
3’ no traducida, en verde se indica la secuencia de cada exon, en numeros romanos el nimero de
cada exon, en rojo sitios de empalme intron-exon. (N)n: secuencia desconocida.

Localizacion base de datos: Zv6 _NA1842.1, localizacion gendmica: Zv6 _NA1842

Localizacion base de datos: Zv6_scaffold1632, localizacién gendmica:11
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FIGURA 18: Alineamiento de secuencias cDNA Rpx de Danio rerio. Rpx 1: secuencia
empalmada in silico del gen Rpx D. rerio. Rpx 2: cDNA Acc.N°. NM_131349.1. Destacado en
negrita los codones que codifican para un amino&cido diferente en cada secuencia y solamente se
indican los respectivos aminoécidos en la parte superior e inferior de cada secuencia. Destacado
en calipso codon de inicio y término. “*” indican nucleétidos idénticos, las flechas indican la

ubicacion de los intrones, los nimeros romanos corresponden a cada exon.
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FIGURA 19: Secuencias Rpx de Cyprinus carpio comparadas con Danio rerio. Secuencias

nucleotidicas de cDNA; negro: Rpx D. rerio (Acc.N°.NM_131349); fucsia: pcRpx-46; azul claro:

pcRpx-49; verde: pcRpx-50; naranjo: pcRpx-60; azul oscuro: pcRpx-64; lila: pcRpx-63.

Secuencias aminoacidicas derivadas; arriba correspondiente al cDNA de C. carpio, en negrita y

en rojo los aminoacidos que no se encuentran o son diferentes en la secuencia de D. rerio,

destacadas en calipso el cambio de un aminoacido entre las secuencias de C. carpio y su

respectivo codon. Abajo del cDNA de D. rerio, en negro correspondiente a D. rerio. Destacado

en gris la region homeodominio, en amarillo los oligonucledtidos sentido, en verde los

oligonucleotidos antisentido. Las flechas indican la posicién de los intrones con respecto al gen

Rpx de D. rerio.
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obtuvo la region codificante, con respecto a Danio rerio (Acc.N° NM 131349) excepto los 14
nucledtidos del 3” codificante.

El marco de lectura abierta permite el inicio de una cadena aminoacidica derivada a partir
de un ATG en 19 bp (Fig. 19). Sin embargo, el alineamiento con la secuencia correspondiente de
D. rerio coincide claramente con la secuencia aminoacidica derivada del segundo ATG (Fig. 19).
La frecuencia del la utilizcion de codones en carpa no descarta la posibilidad de que la secuencia
comience en el primer ATG en 19 pb.

En las secuencias parciales Rpx de carpa se aprecian 18 pb (alternativamente 51 pb si
empieza del 2° ATG) de la regidn 5 no codificante y 538 pb de la regidn codificante (6 505 pb si
se empieza del segundo ATG) que corresponde a mas del 97% de la region codificante. La
secuencias de los clones del extremo 5'solapan en 73 pb con los clones de la regién 37, lo cual
confirma la secuencia entre ellas. Sin embargo s6lo dos secuencias son idénticas en la regién que
solapan, por lo que sélo se pudo realizar un empalme de éstas para ser depositado en el banco de
datos GenBank bajo el nimero acceso EF051105. Las diferencias en pares de bases, en los
distintos clones, que causan el cambio de los aminoécidos, N a D, RaC, S a T (Fig. 19,
destacado en calipso), sugieren la presencia de dos genes Rpx de carpa.

El andlisis de las secuencias aminoacidicas derivadas de C. carpio y de D. rerio mostrd
78% de identidad, y el alineamiento de secuencias aminoacidicas derivadas de Rpx de diferentes
especies, muestra la regién mas conservada hacia el carboxilo terminal, en el homeodominio y las
secuencias flanqueantes (Fig. 20). En la tabla namero 4 se indican los nombres y numeros de
acceso de cada secuencia utilizada para el alineamiento de las secuencias aminoacidicas en la

figura 20.
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FIGURA 20: Alineamiento de secuencias aminoacidicas derivadas de cDNA Rpx de

mamiferos y de peces. En gris se destacan los 60 aminoacidos del homeodominio. “*”

aminoacidos

idénticos;

sustitucion por aminoacidos conservados,

“.” Sustitucion por

aminoacidos semiconservados. En azul se destaca la secuencia de Cyprinus carpio y en rojo la

secuencia de Danio rerio.



Nombre Acc.N°sec. | Tipo de molécula, | Acc.N°sec N°
comun | Nombre Cientifico | nucleotidica parcial o total aminoacidica | de aa
derivada
Raton Mus musculus NM_010420 Hesx1, mRNA total NP_034550 185
cds
Conejo Oryctolagus cuniculus AF102132. ANF, mRNA parcial AAD11791 175
cds
Zebrafish Danio rerio NM_131349 DANF, mRNA, total NP_571424.1 161
cds
Humano Homo sapiens NM_003865. Hesx1 mRNA, total NP_003856.1 185
cds
Carpa Cyprinus carpio EF051105 Rpx mRNA, parcial _ 179
comun cds

TABLA N°4: Lista de secuencia Rpx extraidas del GenBank
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4.2.2 Deteccidn de transcritos Rpx en hipdfisis de Cyprinus carpio

Para saber en que region de la hipofisis de carpas adultas se expresa el factor de
transcripcion Rpx y si existe una diferencia significativa en su expresion al comparar carpas
aclimatizadas a invierno y verano, se realizé una hibridacion in situ.

En un esquema de la hipdfisis (Fig. 21, A), se puede apreciar las distintas zonas que
conforman la hipofisis, indicando la localizacion de las células lactotropas, que producen PRL, en
la rostral pars distalis (RPD), las células somat6tropas, que producen GH en la proximal pars
distalis (PPD) y la region de la produccion de SL en la pars intermedia (PI).

La hibridacion detectd claramente reaccion especifica en la pituitaria, al utilizar la
ribosonda Rpx antisentido, con una mayor intensidad en la regién PPD, menor en Pl y escasa en
RPD. Esa relacion de la intensidad de la sefial en las distintas &reas se observd en todos los
individuos analizados. En el control con la ribosonda sentido no se registré reaccion (Fig. 21, B).

El analisis de la reaccion en PPD en carpas aclimatizadas, mostré mayor reaccion en las
carpas de la estacion fria, en comparacion con las de verano (Fig. 21, C). La evaluacion
semicuantitativa con el programa Image-Pro-Plus en los cortes histologicos de cuatro individuos
indicd una diferencia significativa, aproximadamente el doble en invierno respecto a verano (n=4,

P<0.09) (Fig. 21, C).
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FIGURA 21: Analisis de la expresion de Rpx por hibridacion in situ. Deteccidn de transcritos
de Rpx con la ribosonda Rpx antisentido en cortes sagitales de pituitaria de carpas aclimatizadas
a invierno y verano. (A) Esquema de la organizacion morfofuncional de la glandula pituitaria del
teleosteo C. carpio. (B) Reaccién Rpx especifica en PPD. El inserto muestra la reaccién control
con la sonda sentido. (C) El grafico presenta el promedio de la densidad dptica integrada (10D),
con su respectiva desviacion estandar de la reaccion en PPD en cuatro individuos. Student’s t-test

P<0,09. RPD: rostral pars distalis, PPD: proximal pars distalis, PI: pars intermedia (P1I).
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5. DISCUSION

Ptx2 y Rpx son factores de transcripcion de tipo homeobox, altamente conservado en la
zona carboxilo terminal, que incluye la region de unién al DNA (Kazanskaya et al., 1997; Drouin
et al., 1998). Por lo tanto el alineamiento multiple de las secuencias de cDNA de Ptx2, entre las
distintas especies mamiferas y la secuencia conocida de Danio rerio, permitié el disefio de
partidores especificos que pertenecen a regiones consenso. Todas las secuencias de los partidores
tanto de Ptx2 como de Rpx son 100% idénticas a la secuencias de Danio rerio, debido a que es
una especie cercana, perteneciente a la familia cyprinidae, al igual que la carpa comun,
Cyprinus carpio (Elgar, 2004; Christoffels et al., 2006). En peces no estaban anotados los genes
Ptx2 y Rpx, y para revelar la organizacion genémica se clonaron in silico, a partir de la secuencia
del genoma de Danio rerio, lo que permitio interpretar mejor las secuencias de las isoformas de
estos factores de transcripcion en teledsteos (Smidt et al., 2000; Cox et al., 2002).

En mamiferos se observan dos mecanismos en la produccién de las isoformas Pitx2, por
empalme alternativo y por uso de un promotor alternativo. (Smidt et al., 2000; Cox et al., 2002).
En zebrafish se conocen dos isoformas y el analisis de las secuencias sugirié que la isoforma
Ptx2a se genera por empalme alternativo y la isoforma Ptx2b por el uso de un promotor
alternativo. Eso sugiere que a pesar de tener un numero diferente de exones respecto a mamiferos
(Cox et al., 2002), el mecanismo de la formacidon de isoformas esta conservado.

Al realizar el anélisis de las secuencias parciales de Ptx2 de carpa se identificd el 66% de
la region codificante, con respecto a la isoforma Ptx2a de D. rerio (Acc.N° AF156906), estas
secuencias parciales corresponden a la region 3°, dentro del exon 5 de D. rerio, por lo que en

C. carpio no fue posible determinar a que isoforma correspondian los transcritos clonados. Los
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distintos tamarios de insertos obtenidos durante el clonamiento del extremo 3’ no codificante de
Ptx2 de carpa sugiere que existen variantes en el largo de esta region en C. carpio. Las secuencias
de cDNA Ptx2 D. rerio, a las que se puede acceder en el banco de datos, hasta ahora muestran
diferentes tamafios en la region 3’-no codificante pero no se puede concluir si los transcritos
tienen diferente tamafio en el 3’ o les faltan una parte en el recombinante (Essner et al., 1999).
Por otro lado se podria explicar la diferencia de tamafio entre los distintos clones, si fueran
transcritos de distintos genes como se ha visto en multiples ejemplos de genes duplicados en
carpa (Arends et al., 1998; Figueroa et al., 2005; Christoffel et al., 2006; Quezada et al., 2006).

Las diferencias en la secuencia codificante corroboran que hay transcritos de dos genes.
En el andlisis comparativo de las secuencias parciales de Ptx2, obtenidas por PCR usando como
templado cDNA de hipdfisis de carpa, se observaron catorce cambios a nivel nucleotidico
ampliamente distribuidos, cuatro de estos cambios producen diferencias en la secuencia
aminoacidica derivada, dos de ellos son sustituciones conservadas y dos son semiconservadas.
Esto indica claramente la presencia de dos genes de Pitx2 en el genoma duplicado de la carpa.

En el clonamiento in silico de la secuencia genémica de Rpx D. rerio, se identificaron 4
exones, lo que difiere de la organizacion génica de hesx1/Rpx en raton, el cual tiene 5 exones,
(Thomas et al., 1995). En el andlisis de las secuencias Rpx parciales obtenidas a partir de cDNA
de hipdfisis de C. carpio mostr6 multiples cambios puntuales a nivel nucleotidico ampliamente
distribuidos incluyendo la regién homeodominio; tres de ellos dan origen a cambios en las
secuencias aminoacidicas derivadas, en la region del homeodominio y uno de estos cambios
nucleotiditos en la region carboxilo terminal, también da origen a un cambio en la secuencia
aminoacidica derivada, ademas uno de los clones que abarca la region 3’ codificante posee un

gap de 21 nucledtidos lo que se traduce en la pérdida de 7 aminoacidos, dentro de los cuales se
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incluyen 2 aminoacidos pertenecientes al homeodominio. Ninguno de estos cambios puntuales, ni
el gap de 21 nucle6tidos en una de las secuencias, causa un codon de detencion, ni un corrimiento
en el marco de lectura, lo que nos indica que no se trata de pseudogenes (Zhang, 2003). En suma,
el andlisis de las secuencias indica la presencia de transcritos de dos genes Rpx activos, como se
ha visto en variados ejemplos de genes duplicados en C. carpio (Arends et al., 1998; Figueroa et
al., 2005; Kausel et al., 2006). Ademas, las diferencias aparentes al alinear la secuencia de cDNA
Rpx zebrafish con la del cDNA obtenido por empalme in silico de la secuencia de DNA
gendmico de zebrafish sugiere dos genes de Rpx en este pez, que corrobora la duplicacion
gendmica en teledsteos (Hoegg and Meyer, 2005).

C. carpio es una especie tetraploide y se estima por un analisis de microsatélites que la
duplicacion del genoma ocurrié hace 12 millones de afios (David et al., 2003). Con el analisis de
los genomas de Danio rerio, Oryzias latipes, Takifugu rubripes y Tetraodon nigroviridis se
confirmd la tercera ronda de duplicacion gendmica (3R) en la evolucion a los peces teledsteos
(Hoegg and Meyer, 2005; Steinke et al., 2006). En peces, anfibios y plantas la duplicacién
gendmica es muy frecuente y se relaciona con adaptacion a habitats nuevos y/o extremos (Ohno,
1970). Sorprendentemente se ha reportado el primer mamifero con un genoma duplicado, la rata
viscacha, Tympanoctomys barrerae, un pequefio roedor que habita un ambiente extremo en los
salares de Argentina (Gallardo, 1999). Hasta el descubrimiento de este animal se habia pensado
que la duplicacién genémica en mamiferos como algo imposible, debido a la determinacién del
sexo a través de cromosomas sexuales (Gallardo, 2000). En la gran mayoria de los peces el sexo
se determina por factores ambientales como la temperatura y acceso a alimentos (Gilbert, 2003).
Sin embargo, la posibilidad de estudiar la funcion de genes duplicados amplia las posibilidades

de encontrar nuevas funciones, principalmente en términos de regulacion y la importancia de
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caracterizarlos por separado en un organismo con el genoma duplicado como en el pez C. carpio
(Elgar, 2004).

Para genes duplicados existen los siguientes destinos; pérdida y pseudogenizacion,
conservacion de la funcion, subfuncionalizacion y el desarrollo de una nueva funcién (Zhang,
2003). La subfuncionalizacién de genes duplicados puede ser espacial o temporal, como ocurre
en la expresion sito especifico con los transcritos de los dos genes para somatolactina (SL) de
D. rerio en hipdfisis de peces adultos, la forma SLa en la region méas posterior de la pars
intermedia y la forma SLf en la region anterior de la pars intermedia cercana al limite de la pars
distalis (Zhu et al., 2004). En el caso de la expresion de los dos genes de POMC, se vi6 que es
afectada en respuesta al estrés producido por cambios de temperatura, se produce una variacion
en la proporcion de la expresion de transcritos de POMC I: POMC Il, en hipdfisis de C. carpio
(Arends et al., 1998). Recientemente mostramos una expresion diferencial de los genes
duplicados de Pit-1, con mayor expresion del gen-I respecto al gen-11 en la pituitaria de carpas
aclimatizadas a la estacion fria (Kausel et al., 2006). Esto demuestra la ventaja de estudiar la
regulacién de expresion génica en el genoma de un pez tetraploide ya que puede facilitar
discriminar funcién y regulacién especifica (Elgar, 2004).

Al evaluar la reaccion especifica para Ptx2 y Rpx obtenida por hibridacion in situ en
hipdfisis de carpas adultas aclimatizadas a invierno, con respecto a la obtenida en aquellas
aclimatizadas a la estacion célida se encontré que en invierno hay aproximadamente el doble de
transcritos que en verano. Para otros genes expresados en hipdéfisis hasta ahora estudiados, como
PRL, GH y Pit-1, se ha observado mayor expresion en carpas aclimatizadas a verano respecto al
invierno (Figueroa et al., 1994, 1997; Kausel et al., 1998, 1999, 2006). Ademas, los genes de

caracter ubicuo, B actina y CK2 subunidad 3, que mostraron variacion de la expresion a nivel de
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transcripcion en respuesta a cambios ambientales, exhibieron mayor expresion en higado de
carpas aclimatizadas a verano respecto a invierno (Sarmiento et al 2000; Vera et al., 2000). Sin
embargo, a través de diferencial display se observaron mas genes con mayor numero de
transcritos en invierno respecto a verano, uno de los cuales se identificO como nucleolina
(comunicacion personal). En higado de C. carpio, existe un aumento de la expresion de
nucleolina en invierno, respecto a verano, que esta relacionado con una segregacion del nucleolo
e inhibicion de la expresion de los genes de rRNA en la estacion fria (Alvarez et al., 2003, 2004).

La presencia de transcritos de Ptx2 en las distintas regiones de la glandula pituitaria de
carpa sugiere una funcion en la regulacion la expresion de genes especificos de estas regiones. En
la hibridacién in situ la reaccion de mayor intensidad se detect6 en la PPD, lo cual sugiere que
Ptx2 podria estar involucrado en la regulacion del gen GH que se expresa en esta region de la
pituitaria de carpa (Figueroa et al., 2005). Sin embargo, se correlaciona negativamente la
presencia de GH que es mayor en verano comparado con invierno y se necesitan estudios
funcionales para conocer la interaccion y regulacion en este modelo (Figueroa et al., 2005). En
peces no hay estudios funcionales respecto a una posible regulacién del gen de PRL o GH con
Ptx2, regulacion que se ha mostrado en modelos mamiferos (Quentien et al., 2002a, b). Estudios
de unidn y de trans-activacién en los promotores humanos de PRL, GH, y Pit-1 mostraron que
Ptx2 es capaz de unirse a estos promotores y activarlos (Quentien et al., 2002b). Al cotransfectar
células que no expresan Pit-1 o Ptx2, con el promotor de PRL de rata o humano frente el gen de
luciferasa y con un vector que expresa Ptx2, o Pit-1, 0 ambos, se vio la capacidad de activar este
promotor y que Ptx2 y Pit-1 en conjunto lograban un fuerte sinergismo en la activacion de la

expresion, mediada por el promotor de PRL (Amendt et al., 1998, 1999; Quentien et al., 2002a,
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b). Para los promotores de GH y Pit-1 humanos, se vi6é un efecto aditivo al cotransfectar células
CV1 con Ptx2 y Pit-1(Quentien et al., 2002b).

En ratas adultas se encontr6 por un lado la presencia de transcritos Ptx2 en casi todas las
células del 16bulo anterior e intermedio de hipofisis y por otro lado en estudios funcionales se
demostro la actividad trans-activadora de Ptx2 (Smidt, et al., 2000). Claramente las tres isoformas
descritas en rata fueron capaces de estimular la expresion del gen reportero luciferasa en tres
constructos: (a) a-GSU-Luc, el promotor del gen alfa-GSU, (b) 3CE3-Luc, el promotor minimo
de POMC incluyendo tres veces la secuencia CE3 que une especificamente a los miembros de la
familia Ptx, y (c) -480/+63 POMC-Luc, la region proximal del promotor POMC. La més
eficiente para trans-activar estos promotores fue la isoforma Ptx2a, seguida por Ptx2c y de una
forma menos eficiente Ptx2b (Smidt et al., 2000).

También se ha mostrado una regulacion diferencial de la expresion génica mediada por las
distintas isoformas de Ptx2 en otros promotores; en el promotor de PRL, y dos promotores de
genes que no se expresan en la hipéfisis como son PLOD1, cuyo gen codifica la enzima que
cataliza la formacion de hidroxilisina en colageno, que tiene un rol en la especificidad de la
matriz extra celular y entrega la base de la formacion de tejidos y érganos, y DIx2, cuyo gen
codifica un factor de transcripcion expresado en el mesénquima y células epiteliales de la region
mandibular y maxilar, y en el diencéfalo (Cox et al., 2002). Transfecciones transientes en tres
tipos celulares revelaron activacion de los promotores de PLOD1 y DIx2 mediado por Ptx2a y
Ptx2c, sin embargo Ptx2b es inactivo. En contraste Ptx2b es mas eficiente para trans-activar el
promotor de PRL que Ptx2a o Ptx2c. Interesantemente la cotransfeccion de Ptx2a o Ptx2c con

Ptx2b resulta en una activacion sinérgica en los promotores de PLOD1 y DIx2. También se
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demostro que las isoformas de Ptx2 tienen actividades transcripcionales distintas, dependiendo
del tipo celular utilizado para la transfeccion (Cox et al., 2002).

En cuanto a las interacciones proteina-proteina, en Ptx2 humano, todas las isoformas de
Ptx2 son capaces de formar homodimeros, Ptx2b es més eficiente al formar heterodimeros, con
las isoformas a y ¢ (Cox et al, 2002). Ptx2 también es capaz de formar heterodimeros con Pit-1, y
se postula que a través de este mecanismo ocurre la actividad sinérgica de trans-activar el
promotor de PRL humano (Amendt et al., 1999). En la carpa se mostré en el presente estudio la
expresion de Ptx2 en las regiones PPD y Pl de la hipofisis donde se expresa el factor de
transcripcion Pit-1 que sugiere que estos factores podrian interactuar en las células productoras de
GH y SL (Kausel et al., 1999; Figueroa et al., 2005; Lopez et al., 2001).

En cuanto a Rpx no hay estudios funcionales en adultos. En el desarrollo se ha mostrado
la interaccion proteina-proteina, donde Rpx es capaz de formar homodimeros y heterodimeros
con el factor de transcripcién Prop-1, reprimiendo la propiedad activadora de Prop-1, cuando esto
ocurre no hay activacion de la expresion Pit-1 (Olson and Rosenfeld, 2002; Olson et al., 2003).

Los resultados obtenidos permitieron establecer como conclusion que se logré amplificar
por PCR en cDNA de pituitaria de carpas adultas, secuencias parciales de Ptx2, y Rpx las cuales
presentan un alto grado de identidad con respecto a las secuencia de Danio rerio, con lo que se
cumplié el primer objetivo especifico de aislar secuencias génicas de Ptx2 y Rpx, factores de
transcripcion de Cyprinus carpio y realizar un andlisis comparativo de las secuencias. El anélisis
de las secuencias de los clones de Ptx2 de carpa mostré claras diferencias en la region codificante
por lo que se identificaron dos genes que se transcriben activamente. Las secuencias parciales de

Rpx indican la presencia de mas de dos transcritos.
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En el presente trabajo se muestra por primera vez la expresion a nivel de transcripcion
sitio especifico de los factores Ptx2 y Rpx en hipofisis de carpas adultas. Por hibridaciones
in situ, se estableci6 que los transcritos de Ptx2 y Rpx se expresan principalmente en la PPD, en
menor grado en la Pl de hipdfisis de Cyprinus carpio.

Claramente se observd mayor presencia de transcritos de Ptx2 y Rpx en hipo6fisis de
carpas aclimatizadas a invierno respecto a verano. El analisis semicuantitativo la hibridacion
in situ, detectd alrededor del doble de transcritos en las hipdfisis de carpas aclimatizadas a
invierno. Cabe destacar que cuando se encuentran pocos transcritos de Pit-1, en invierno hay
mayor presencia de Rpx y viceversa, lo que concuerda con que en el desarrollo de la pituitaria la
expresion de Pit-1 surge s6lo cuando disminuye, en forma significativa la expresion de Rpx, lo
que indica una regulacién de la expresion de Pit-1 por Rpx y Prop-1 (Olson et al. 2003, 2006).

Estos nuevos hallazgos, de una baja expresion de las secuencias génicas de los factores de
transcripcion Rpx y Ptx2 en verano, estacion en la cual otros genes estan fuertemente expresados
y por lo tanto es més dificil distinguir un efecto estimulador, sugieren la utilidad de Ptx2 y Rpx

para indicar efectos ambientales a la expresion de factores hipofisiarios en verano.
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En los anexos lal 10 las secuencias indicadas en negrita corresponden al vector

pGEMT-Easy, las secuencias destacadas en amarillo corresponden a la ubicacion de los

oligonucleotidos sentido utilizados para la amplificacion, destacado en verde la ubicacion de los

oligonucle6tidos antisentido, entre paréntesis tamarfio del inserto.

7.1 Secuencia nucleotidica del clon nimero 7 de Ptx2 de C. carpio. S: puede ser C oG, W: Ao T,

Y: ToC.

>pcPtx2-7 600 pb; Ptx2s y Ptx3a (441 pb)

TCCCATATGGTCSWYCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGTTACACSTGTCCCT
GTAGACATACGGTGGTGTCGGTGGGGCGTAAGGGCACGTCGGCGTGGGAACCCCCGAATT
TAGAGAGGGGTTGCTGAGGTTATTCAAGTTATTGAGGGTGTTTAAGCTTGATCCGGGCAC
GCCGGTGACCGCAGACGGAACCATACTAGAGGACATGCTCATTGAAGAGATGGAGTTAGG
TGGGGAGAACATAGTCTGAGACGACAGCGGATTGACGTTCATGGAATTGAAAAAGGGGAA
GCTTTTGGTTGACAGAGAGGCCGACGTGAGCCCCTTTGCAGCCCAGTTGTTGTAAGTATA
GCTGGGATACATGTCATCGTAGGGCTGCATAAGTCCGTTGAATTGAGGGCCGAAACCGTT
TTTACACAGCTCGGCCTGTTGGTTCCTCTCCCTTTTTCTCCACTTTGCCCGACGATTCTT
GAACCAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAA
TTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTG

7.2 Secuencia nucleotidica del clon nimero 23 de Ptx2 de C. carpio, correspondiente a la region

3 codificante.

>pcP1tx2-23 SP6 600 bp; Ptx2-1s y zPtx2-4a (462 pb)

GGGAGCACTCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGCCCTACG
ATGACATGTATCCCAGCTACACGTACAACAACTGGGCTGCAAAGGGGCTCACGTCGGCCT
CTCTGTCTACCAAAAGCTTCCCCTTTTTCAATTCCATGAACGTCAATCCGCTGTCTTCTC
AGACCATGTTCTCCCCACCTAACTCCATCTCTTCAATGAGCATGTCCTCCAGTATGGTTC
CGTCTGCTGTCACTGGCGTGCCCGGATCAAGCTTAAACAGCCTCAATAACTTGAATAACC
TCAGCACCCCCTCTCTAAATTCGGGGGTTCCAACGTCGGCGTGCCCTTACGCCCCACCGA
CACCTCCGTATGTCTACCGGGACACTTGTAACTCCAGTCTTGCCAGTCTGAGACTGAAAG
CCAAGCAGCACTCGAGTTTTGGATACGCGAGCGTGCAGAATCCGGCCTCCAATCTCAGCG
CTTGCCAGTACGCAGTGGATAGACCGGTGTAAGAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGC
GGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCAC
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7.3 Secuencia nucleotidica del clon nimero 38 de Ptx2 de C. carpio, ubicada al extremo 3 del
cDNA, incluyendo la regién no codificante.

>pcPtx2-38 420 pb; cPtx2-9s y dT anclador (305 pb)

CTTGGGCCGCTCCAGCTCCCGGCCCCTGGCGGCCCGGGAATTCGATTGCAGTGGTAACAC
ITTTTTTTITTTTTITTITTITTTTCGGTATCCTAAACTCTTCACTGGCTAGTGTGCACTTGCT
AGTGTAGAGAACAAATCTTATTGGAAATGGCGCGTTTGCCTTCCATTCCCGTTTGACATT
CCATCACGGGATTGGACGCGTTTCAGTGGTTAATTCTTCTAGTGCCCTTGAAACAAAAAG
TGTAGTCTCTCGTTCCTGGGATTCGGGATTGTAAATTCTACAATCGTCTCTTACACCGGT
CTATCCACTGCGTACTGGCAAGCGCTGAGATTGGAGGCCGGATTCTGCACGCAATCCTAG
TGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCAATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATA

7.4 Secuencia nucleotidica del clon nimero 14 de Rpx de C. carpio. Las bases destacadas en
cursiva corresponden al intron, en rojo sitios de empalme intron-exon

>Rpx-14 480 bp; ANF-1s y ANF-3a (334 pb)

CCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCGCCGGGAATTCGATTTGACTGGTACAT
AGGGAGGAGGCCGCGAACGGCGTTCTCTAGTGTTCAGGTAAACGTTCACATATACATGTG
ATTTACCAGAATTTGTCTAAATATGTCCCGGCTAATAAAAATATGTTCTAAGAATGAAAG
CTCATATTGGACTATTTGTGATTTCTGTATAATAACTAAAAAGTAAATTGTGTTTTCACC
CTGTCCATTTTGTCACCTATAAATTTTTTTCAATGTCCAGATCAAGATATTGGAGAGTGT
GTTTCAAGTGAACTCACACCCGGGCATTGATATACGTGAAGAACTTGCTAAGAAACTGCA
TCTAGATGAGGACCGGATCCAGAATCACTAGTGAATTCGCGGACCGCCTGCAGGTCGACC
ATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCCTATAGTGTCACCTA

7.5 Secuencia nucleotidica del clon numero 46 de Rpx de C. carpio, correspondiente a la region
5°del cDNA, incluyendo la region no codificante.

>Rpx-46-Sp6 600 pb; Oligonucledtido INNER y cRpx-3a (458 pb)
GGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGCAAGTTC
TTCACGTATATCAATGCCTGGGTATGAGTTCACTTGAAACACACTCTCCAATATCTTGAT
CTGAACACTAGAGAAAGCTGTCCGCGGTCTGCGGCCGATGTACCAGTTCAGTGTTCTCCT
GTAAGAGTCTGCTGGGGGTTTACTGTAAGATTTACTGTCTTCATTCACCCTCACATCCAC
TGAAGCACCACTGTCTGCCACCACGCCACGGTTCTGTCCCGCTGGTTTCACGTCTGTCCA
GGGTCGGTAAGGTGCTGACAGGACGGTTCTGGGGTCCGGTCTGTCGAGTCCCAGGATGCT
GTCGATGGTGAAGGCACACTGTCTGGGCATCGAGCGGXTCTGATGCGTGCTCACTGTGAG
AGAAGCCATCTGGAGATCCAGTCCTCTTCTTCTGGTTTTCATCAAAGCCAGCAACGTTCC
ATCAAAGCCAGCAAACGCAGCGTCTGGATCAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCG
GGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCC
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7.6 Secuencia nucleotidica del clon namero 49 de Rpx de C. carpio, correspondiente a la region
5°del cDNA., incluyendo la regién no codificante.

>Rpx-49-SP6 600 pb; Oligonucledtido INNER y cRpx-3a (459 pb)
GCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTEGC
AAGTTCTTCACGTATATCAATGCCTGGGTATGAGTTCACTTGAAACACACTCTCCAATAT
CTTGATCTGAACACTAGAGAAAGCTGTCCGCGGTCTGCGGCCGATGTACCAGTTCAGTGT
TCTCCTGTAAGAGTCTGCTGGGGGTTTACTGTAAGATTTACTGTCTTCATTCACCCTCAC
ATCCACTGAAGCACCACTGTCTGCCACCACGCCGCGGTTCTGTCCCGCTGGTTTCACGTC
TGTCCAGGGTCGGTAAGGTGCTGACAGGACGGTTCTGGGGTCCGGTCTGTCGAGTCCCAG
GATGCTGTCGATGGTGAAGGCACACTGTCTGGGCATCGAGCGGTTCTGATGCGTGCTCAC
TGTGAGAGAAGCCATCTGGAGATCCAGTCCTCTTCTTCTGGTTTTCATCAAAGCCAGCAA
ACGTTTCATCAAAGCCAGCAAACGCAGCGTCTGGATCCGCGAATCGAATTCCCGCGGCCG
CCATGGCGGCCGGGGAGCATGCGAACGTCGGGGCCCAATTCGCCCATCGAATTCCCGCGG

7.7 Secuencia nucleotidica del clon nimero 50 de Rpx de C. carpio, correspondiente a la region
5°del cDNA, incluyendo la region no codificante.

>Rpx-50-Sp6 576 pb; Oligonucledtido INNER y cRpx-3a (459 pb)
GCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTEGEC
AAGTTCTTCACGTATATCAATGCCTGGGTATGAGTCCACTTGAAACACACTCTCCAATAT
CTTGATCTGAACACTAGAGAAAGCTGTCCGCGGTCTGCGGCCGATGTACCAGTTCAGTGT
TCTCCTGTAAGAGTCTGCTGGGGGTTTACTGTAAGATTTACTGTCTTCATTCACCCTCAC
ATCCACTGAAGCACCACTGTCTGCCACCACGCCACGGTTCTGTCCCGCTGGTTTCACGTC
TGTCCAGGGTCGGTAAGGTGCCGACAGGACGGTTCTGGGGTCCGGTCTGTCGAGTCCCAG
GATGCTGTCGATGGTGAAGGCACACTGTCTGGGCATCGAGCGGTTCTGATGCGTGCTCAC
TGTGAGAGAAGCCATCTGGAGATCCAGTCCTCTTCTTCTGGTTTTCATCAAAGCCAGCGA
ACGTTTCATCAAAGCCAGCAAACGCAGCGTCTGGATTCGCGAATCGAATTCCCGCGGCCG
CCATGGCGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATT

7.8 Secuencia nucleotidica del clon nimero 60 de Rpx de C. carpio, correspondiente a la region
3" codificante del cDNA.

>Rpx-60-Sp6 360 pb; ANF 1-s y zRpx-4a (243 pb)

GCGTTGGGAGCTCTCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTCTC
TCAGTGTTCTTCTCTGCTGGTTTGTAAATCACTGAGGACATTCTTCACCATGAGACGCTT
CAGCTTCGCTCTTCTGTTCTGGAACCAAATCTGGATTCTGTCCTCATCTAGATGCAGTTT
CTTAGCAAGTTCTTCACGTATATCAATGCCCGGGTGTGAGTTCACTTGAAACACACTCTC
CAATATCTTGATCTGAACACTAGAGAAAGCTGTCCGCGGCCTCCTCCCGATGTACCAGTT
CAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCG



113

7.9 Secuencia nucleotidica del clon nimero 63 de Rpx de C. carpio, correspondiente a la region
3" codificante del cDNA.

>Rpx-63-SP6 420; ANF 1-s y zRpx-4a (264 pb)

GCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTCT
CTCAGTGTTCTTCTCTGCTGGACTGTAAATCACTGAGGACGTTCTTCACCATGAGAAACT
GAGATTCTCTGTGTGAACGCTTCAGCTTCGCTCTTCTGTTCTGGAACCAAATCTGAATCC
TGTCTTCATCTAGATGCAGTTTCTTAGCAAGTTCTTCACGTATATCAATGCCTGGGTATG
AGTTCACTCGAAACACACTCTCTAATATCTTGATCTGAACACTAGAGAAAGCTGTCCGCG
GCCTCCTCCCGATGACCAGTTCAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCGGGAGCAT
GCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTT

7.10 Secuencia nucleotidica del clon nimero 64 de Rpx de C. carpio, correspondiente a la region
3" codificante del cDNA.

>Rpx-64 SP6 420; ANF 1-s y zRpx-4a (264 pb)

TGGGAGCTCTCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTTGAACTG
GTACATAGGGAGGAGGCCGCGGACAGCTTTCTCTAGTGTTCAGATCAAGATATTGGAGAG
TGTGTTTCAAGTGAACTCATACCCAGGCATTGATATACGTGAAGAACTTGCTAAGAAACT
GCATCTAGATGAAGACAGGATTCAGGTTTGGTTCCAGAACAGAAGAGCGAAGCTGAAGTG
TTCACACAGAGAATCTCAGTTTCTCATGGTGAAGAACGTCCTCAGTGATTTACAGTCCAG
CAGAGAAGAACACTGAGAGAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATTGGCGGCCGGGAGCATGC
GACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTA
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