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INTRODUCCION

Las proteinas de reconocimiento de gametos son moléculas ubicadas en las
superficies del espermatozoide y del ovocito que median la unién especifica de especie
de ambos gametos durante el proceso de fertilizacion. Estas proteinas son un importante
objeto de estudio debido a que pueden conducir al establecimiento del aislamiento
reproductivo entre especies, ya que un cambio en dichas proteinas podria restringir la
libre interaccion de los gametos, generando asi barreras para la reproducciéon. Como
consecuencia de tal fendmeno se puede promover la formacidn de especies. (Palumbi,
1994; Metz, 1994; Lee et al. 1995).

Las evidencias de que las proteinas de gametos pueden estar involucradas en el
mecanismo de especiacion en el mar provienen de estudios realizados en abulén y erizo
de mar, que son los tUnicos dos grupos en los cuales las secuencias del acido
desoxirribonucléico codificante (ADNc) son conocidas para la misma proteina de
reconocimiento en varias especies congenéricas (Lee y Vacquier, 1991; Metz y Palumbi,
1996). Las proteinas de reconocimiento de gametos que han sido estudiadas a nivel de
secuencias de nucledtidos en invertebrados marinos son: la proteina bindin presente en el
espermatozoide del erizo de mar (Vacquier ef al. 1995) y la proteina lisina, presente en
el espermatozoide de abuldn (Lee y Vacquier, 1992; Lee ef al. 1995).

El proceso de fertilizacién en abulén incluye varias etapas:

1) La reaccion acrosomal del espermatozoide libera las proteinas ubicadas en una
vesicula localizada en la p:exrte anterior del espermatozoide llamada acrosoma; 2) las

proteinas del acrosoma interaccionan con la capa externa del ovocito, también llamada



capa vitelina; 3) el espermatozoide penetra la capa vitelina; 4) las membranas
plasméticas de ambos gametos se fusionan. Las proteinas que median las etapas de este
proceso son llamadas proteinas de fertilizacion . Estas proteinas son importantes ya que
son responsables en gran medida del éxito reproductivp del organismo.

En el acrosoma del espermatozoide de abulon se encuentran dos proteinas
involucradas en el proceso de fertilizacion, una llamada lisina que es una proteina de 16
kilodaltones (kDa) y la otra de 18 kDa (Fig.1). La proteina lisina, estd localizada en la
parte posterior del acrosoma y crea un orificio en la capa vitelina mediante un
mecanismo no enzimatico (Lewis ef al. 1982). Dicho mecanismo rompe los enlaces de
hidrégeno que mantienen unidas las moléculas de glucoproteinas filamentosas de la capa
vitelina, creando asi un orificio a través del cual el espermatozoide pasa hasta llegar a la
membrana plasmética del ovocito. La interaccion de lisina con la capa vitelina es un
proceso especifico de especie, es decir, el espermatozoide fertiliza a los ovocitos de la
misma especie mas efectivamente que a los ovocitos de diferente especie (Vacquier ef
al. 1990; Vacquier y Lee, 1993). Es este proceso en particular el que hace a esta proteina
desempefiar un papel importante como proteina de reconocimiento de gametos en
abuléon. La proteina de 18 kDa, estd localizada en la parte anterior de la vesicula
acrosomal, ésta cubre la superficie del acrosoma y su funcion parece estar relacionada
con la fusién de los gametos (Swanson y Vacquier, 1995b), aunque esta actividad no se
ha probado que sea especifica de especie (Vacquier ef al. 1997).

La comparacién de |as tasas de sustitucion de nucleétidos en diferentes regiones
del ADN puede ayudar a entender los mecanismos de evolucién molecular. Varios

estudios han comparado la divergencia de la secuencia de los nucledtidos en genes
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Fig. 1: Localizacion de las proteinas lisina y 18 kDa en el espermatozoide de abuldn.
Granulo acrosomal (GA), nicleo (N), mitocondria (M) y flagelo (F). Adaptado de
Vacquier y Lee (1993).



codificantes de proteinas acrosomales en espermatozoides de invertebrados marinos que
desovan directamente en el agua de mar. Uno de estos estudios se ha realizado en la
proteina bindin la cual es una proteina que media la unién especifica de especie del
espermatozoide al ovocito en erizo de mar (Moy y Vacquier, 1979). Los anélisis de las
secuencias del ADNc de bindin en diferentes especies han mostrado que ésta se ha
diferenciado extensamente entre especies, aunque comparten un dominio idéntico
(Vacquier et al. 1995). Las regiones que flanquean este dominio contienen elementos
repetitivos y son extremadamente divergentes entre especies (Vacquier ef al. 1995).
Estos elementos repetitivos multiples revelan numerosas inserciones y deleciones
(indels) y rearreglos cuando se comparan diferentes especies o géneros (Metz et al;
1998). Metz y Palumbi (1996), encontraron en secuencias codificantes de bindin en tres
especies de erizo del género Echinometra una regién de 40 codones que mostraba un
patrén inusual de variacion de nucledtidos, en el cual la proporcién de sustituciones de
nucledtidos que alteran aminoacidos es mayor que la proporcion de sustituciones que no
alteran los aminoéacidos de la proteina. Este patrén de variacion sugiere la accién de
seleccién positiva favoreciendo la diversificacion de bindin. Sin embargo, Metz ef al.
(1998), no encontraron este patrén en las secuencias de bindin del género Arbacia.

En el analisis de las secuencias codificantes de lisina y 18 kDa de diferentes
especies de abulon éstas han mostrado ser altamente divergentes cuando se comparan
entre especies. Las proteinas 18 kDa son aproximadamente 2.5 veces mds divergentes
que las proteinas de lisina. La proporcion de cambios de aminoécidos en 18 kDa puede
ser la mas alta descubierta en proteinas con secuencias completas de aminoécidos

(Vacquier et al. 1997). Sin embargo, a pesar del alto grado de variacién existe



conservacion del tamafio y polaridad de los aminoécidos en ambas proteinas. Mas ain,
los analisis de la estructura secundaria de ambas proteinas deducida de su ADN
codificante muestran que la posicién y longitud de las hélices alfa de lisina y 18 kDa
coinciden excelentemente cuando son comparados, demostrando una estructura
secundaria similar (Fig. 2). Estos resultados apoyan la hipétesis de que estas proteinas
acrosomales son homélogas y surgieron por duplicacion de un gen ancestral (V acquier ef
al. 1996).

La divergencia evolutiva del ADN codificante puede ser evaluada por las tasas
de dos tipos de sustitucién de nucleétidos o cambios de nucleotidos: Sustituciéon no
sinénima por sitio no sinénimo (dn) y sustitucién sinénima por sitio sindnimo (ds). En
dn un nucledtido es sustituido por otro el cual provoca que el codén codifique un
aminoécido diferente al original, es decir, es una sustitucion que altera aminodcidos. En
ds un nucleétido es sustituido por otro pero el codén contintia codificando el aminoécido
original, este tipo de sustitucién es también llamada sustitucion silenciosa. Los valores
obtenidos de dichos analisis pueden dar una indicacién de la manera en la que la
seleccion esta actuando debido a que las sustituciones sindnimas tienen poco o ningun
efecto en la proteina codificada, es por ello que éstas proveen una medida de evolucién
neutra contra la cual las sustituciones no sinénimas pueden ser comparadas (Hughes y
Nei, 1988).

Cuando ds es mayor que dn la seleccion estd actuando en contra de las
mutaciones no sinénimas, en este caso, un cambio en la secuencia de nucleotidos es
desventajoso para la funcion de la proteina por lo que hay una tendencia de conservar la

secuencia de nucleétidos. Cuando la secuencia de una proteina presenta este tipo de
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Fig. 2: Alineaci6n de la secuencia de aminodcidos de lisina y 18 kDa en abul6n rojo.. Los
residuos subrayados muestran la estructura secundaria obtenida mediante simulacién
computacional en ambas proteinas; la posicién de las hélices alfa detectadas por el anélisis
de la estructura cristalina estan indicadas por o; los puntos indican identidad y los guiones
estdn incluidos para alineacién (Datos tomados de Vacquier et al. 1997).



patrén se dice que se presenta una "limitacién funcional", debido a que la funcion
apropiada de la proteina depende de la conservacion de la secuencia de nucleotidos
original (Li y Graur, 1991).

Cuando dn es igual a ds, no hay seleccion en contra o €n favor del cambio de
amino4cidos de la secuencia de la proteina, en otras palabras, se presenta una evolucion
neutra. Ejemplos de secuencias que presentan evolucién neutra son las secuencias no
codificantes tales como pseudogenes, regiones no traducidas y la mayoria de intrones.
Debido a que éstas secuencias no codifican ningiin producto proteico éstas regiones no
estan sujetas a una limitacion funcional y son libres de acumular mutaciones al azar. En
éstas secuencias no codificantes, todas las sustituciones de nucleétidos son silenciosas,
esto es, cualquier nucledtido puede ser sustituido debido a que carece de funcién, por lo
tanto, solo es posible calcular sustituciones sinénimas por sitios sinénimos (Li y Graur;
1991). La divergencia o diferenciacion en secuencias no codificantes puede ser
comparada con las sustituciones sinénimas de secuencias codificantes.

La seleccion positiva es otro tipo que favorece a los nuevos alelos mutantes que
son ventajosos aumentando asi la diversidad a nivel de aminoacidos. Este tipo de
seleccion se ha encontrado en proteinas involucradas en procesos de reconocimiento
extracelular, como las proteinas del sistema inmune (Hughes y Nei, 1988). La actividad
de la seleccion positiva puede ser entendida en términos de interacciones "huésped-
patogeno" en proteinas. Estas interacciones pueden ser consideradas como una "carrera
de armas", esto es, un cambio en el ligando de una proteina confiere una ventaja
selectiva a su poseedor (huésped), la que a su vez causa en los patégenos una presion

para adaptarse a dicho cambio, de tal modo que sean capaces de interactuar con su



huésped. De esta manera se conduce a un proceso evolutivo rapido. En este caso las
sustituciones que alteran aminoécidos son ventajosas para la funcion de la proteina, por
lo que éstas exceden la tasa de sustituciones sinénimas o silenciosas, donde dn es mayor
que ds (Hughes y Nei, 1988).

En el abulon, las secuencias codificantes de lisina y 18 kDa han sido
extensamente estudiadas. La seleccién positiva promueve los cambios de aminoécidos
en ambas proteinas alcanzando uno de los niveles mas altos que se conocen (Vacquier et
al. 1993; Swanson y Vacquier, 1995). Atn se desconocen las fuerzas selectivas
causantes de este tipo de evolucion, sin embargo, existen varias hipotesis para explicar
este fenémeno: 1) Reforzamiento: la seleccion favorece la diferenciacion de los sistemas
de reconocimiento en los gametos para hacerlos mas especificos y prevenir la
hibridizacién. 2) Diversificacion funcional de las dos proteinas acrosomales: después de
su origen por duplicacién del gen ancestral, la seleccion ejerce una presion para generar
en las dos proteinas recién surgidas funciones diferentes en cada una de ellas. 3)
Antagonismo sexual: los ligandos en la superficie de los ovocitos son alterados para
reducir la polispermia, a su vez la seleccién ejerce una presion en el espermatozoide
para alterar sus proteinas de reconocimiento de manera que éstas puedan ser afines a los
ligandos cambiantes de los ovocitos. 4) Seleccién sexual: en este caso la seleccion actia
en las variantes de una proteina en el espermatozoide las cuales tienen diferentes
afinidades a los ligandos de la superficie del ovocito. 5) Autorreconocimiento-No
Autorreconocimiento y Defensa Inmunolégica: la seleccién actia en las proteinas de la
superficie del ovocito de manera que la colonizacién por microbios puéda ser evitada y

eventualmente ésta causa una presion selectiva en las proteinas del espermatozoide para



que se logren adaptar a los ligandos modificados de la superficie de los ovocitos,
(Vacquier et al. 1997).

A pesar de que los ADN codificantes de lisina y 18 kDa han sido ampliamente
estudiados se conoce poco acerca de la estructura genética de estas proteinas incluyendo
sus intrones. Un intrén es una secuencia transcrita que es eliminada durante el proceso
de maduracién del ARNhn (heterogéneo nuclear) para dar lugar al ARNm (mensajero),
por lo que ésta no posee ninguna informacién codificante de polipéptidos. Un patron
comtin encontrado en la mayoria de los genes es una alta variacion de las secuencias no
codificantes. La comparacion de las secuencias de ADN de diversos organismos ha
mostrado que la tasa de sustitucion de nucleétidos varia considerablemente dependiendo
de la region de ADN examinada y que entre mayor es la importancia de la funcién de la
regién menor es la tasa de sustitucién, esto es, si la funcién es central para la célula,
tiene menos cambios permitidos (Kimura y Ohta, 1974). La relacién inversa de la
limitacion funcional y la tasa de sustitucion de nucleétidos se basa en la observacion de
secuencias de intrones, pseudogenes y regiones flanqueantes. Un ejemplo de la variacion
en secuencias de intrones se encuentra en las comparaciones hechas en el gen humano de
la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), y en genes homoélogos de mamiferos (Yang
et al. 1984). Se han encontrado intrones en los genes de la proteina bindin en erizo de
mar en los cuales se ha detectado una divergencia elevada también en diferentes
especies (Metz y Palumbi, 1996; Metz et al. 1998). Se ha sugerido que la répida
acumulacién de cambios de'nucledtidos es un patron general en la evolucidn de intrones.
Debido a la informacién que nos puede brindar el estudio de intrones es interesante el

planteamiento de numerosas preguntas, por ejemplo: ;Se presenta algin patron de
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evolucion molecular en regiones no codificantes de proteinas bajo seleccion positiva? El
estudio de este proceso evolutivo en proteinas de reconocimiento de gametos tales como
lisina y 18 kDa en invertebrados marinos sera util para el entendimiento de como este
tipo de evolucién esta involucrada en el establecimiento de barreras de aislamiento
reproductivo y la especiacion en organismos invertebra;ios marinos.

Los patrones de evolucion molecular en intrones de lisina y 18 kDa no han sido
estudiados previamente. Por lo tanto, con el fin de incrementar el entendimiento sobre la
evolucién de las proteinas de reconocimiento de gametos, en este estudio se
secuenciaron y analizaron varias regiones de intrones de abulén rojo (Haliotis

rufescens), abulén rosa (H. corrugata) y abulon azul (H. fulgens).



OBJETIVOS

a) Obtencion y secuenciacién de regiones no codificantes de lisina mediante las técnicas

de PCR y secuenciacion automatizada. .

b) Identificar las posiciones de intrones en las secuencias codificantes de las proteinas de

lisina y 18 kDa de las especies de abulén, H. rufescens, H. corrugatay H. fulgens.

¢) Comparar la evolucién molecular en las secuencias codificantes versus secuencias no

codificantes de los genes de lisina y 18 kDa.

d) Medir patrones de evolucién molecular en intrones como mutaciones puntuales,

inserciones, deleciones y secuencias repetitivas.

11



ANTECEDENTES

Ensayos de especificidad de especie en lisina y 18 kDa:

Vacquier et al. (1990) desarrollaron ensayos para determinar la especificidad de
especie de lisinas de abulén rosa y rojo para disolver capas vitelinas aisladas y marcadas
con I's, Los resultados mostraron que la lisina de abuldn rosa disuelve capas vitelinas de
abuldn rosa y rojo, pero es necesarid una cantidad mayor de lisina de abulén rosa para
disolver 50% de capas vitelinas de abuldn rojo que la utilizada para disolver 50% de
capas vitelinas de abulén rosa. Otro tipo de ensayo es el espectrofotométrico en el cual
se abordé la disolucion especifica de especie de manera cuantitativa. Se purificaron
lisinas de abulén negro (H. cracherodii), rosa (H. corrugata), rojo (H. rufescens) y
midieron su capacidad de disolucion de las capas vitelinas de abulén negro, rosa , rojo y
pinto (H. kamtschatkana) de manera cruzada, esto es, una especie contra si misma y
contra las otras. Los resultados mostraron que aunque la mayoria de los ensayos de
disolucién entre diferentes especies no mostraron una espeficidad de especie absoluta
estos claramente demostraron una selectividad de especie cuantitativa en la accion de las

lisinas, como se muestra en la fig. 3, Vacquier y Lee (1993).

Estudios de ADN codificante de lisina y 18 kDa:

Vacquier et al. (1990) obtuvieron por primera vez el ADN codificante a partir del
ARN mensajero maduro del abulén rosa y rojo mediante clonacién. Posteriormente
establecieron su secuencia. Los ADN codificantes de otras especies de abulén fueron

amplificados por la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) usando

12



Fig. 3a Fig. 3b
C.V. de Abulén Negro C.V. de Abulén Rojo
40, 30W
25
304
20
204 15
10
104
54
0
HLisina Ab. Rojo HLisina Ab. Rosa HELisina Ab. Rojo HLisina Ab. Rosa
DOLisina Ab. Negro OLisina Ab. Negro
15 301
25
10 20
154
5 104
54
0. 0
ElLisina Ab. Rojo+ MLisina Ab. Rosa ElLisina Ab. Rojo HLisina Ab. Rosa
OLisina Ab. Negro OLisina Ab. Negro*
Fig. 3c Fig. 3d
C.V. de Abulén Rosa C.V. de Abulén Pinto

Fig. 3: Resultados de los ensayos de disoluci6n de capas vitelinas especifica de especie
que muestran la cantidad de microgramos necesitados para disolver: Fig. 3a: 50% de
capas vitelinas (C.V.) de abulén negro; Fig. 3b: 50% de C.V. de abulodn rojo; Fig. 3c:
50% de C.V. de abulén rosa, (+) la més alta cantidad de lisina (45pg) disolvié <20% de
las C.V.; Fig. 3d: 50% de C.V. de abulén pinto, (*) la lisina de abulon negro es inefectiva
para disolver C.V. de abulén pinto. (Datos adaptados de Vacquier y Lee, 1993).



"primers" (oligonucleétidos de ADN) universales disefiados a partir de regiones
conservadas del ADNc de abulones rojo y rosa (Fig.4). Lee et al. (1995) y Lee y
Vacquier (1995) secuenciaron y analizaron el ADNc de 27 especies diferentes de
diversas partes del mundo. Las secuencias de aminoacidos deducidas de las 27 lisinas
varian en longitud desde 126 a 138 residuos.

Swanson y Vacquier (1995), aislaron el ADNc de las proteinas 18 kDa y
obtuvieron las secuencias de aminoacidos de cinco especies de abulén de las siete
reportadas hasta el presente en California. A partir de la secuencia del producto de PCR
del abulén rojo se obtuvo la secuencia de aminoacidos de la cual se disefiaron los
"primers" para amplicar el ADNc de las otras cuatro especies encontrando que las

proteinas maduras de 18 kDa varian en longitud desde 132 a 146 residuos.

Analisis de Secuencias:

A partir de la alineacién de las secuencias de aminoécidos deducidos de las
proteinas y 18 kDa se han determinado mediante el método de Nei y Gojobori el nimero
de sustituciones no sinénimas por 100 sitios no sinénimos (drn), y el nimero de
sustituciones sinénimas por 100 sitios sinénimos (ds) (Lee ef al. 1995 y Swanson y
Vacquier, 1995). La tabla I muestra los valores de dn y ds obtenidos en lisina y 18 kDa
en comparaciones de las siete especies de abulon reportadas para California. Cabe
destacar que la proporcién dn/ds varia desde 1.08 a 3.82 en las comparaciones de lisina

en tanto que en las comparaciones de 18 kDa la proporcion tiene un rango mas



Codon Codon

Pri . de de
rimer Inicio Terminacion 3’ UTR

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

5'UTR Péptido Seiial Region Codificante de Lisina 4—

Fig. 4: Esquema del ADNc de lisina, donde se muestran las regiones conservadas: regiones no traducidas 5’ y 3’(UTRs), péptido

sefial, codon de inicio y de terminacion. Los oligonucleotidos ("primers") F y R fueron disefiados a partir de los UTRs con el proposito
de obtener la region codificante de lisina. Tomado de Lee y Vacquier (1992).



Tabla I: Porcentaje de identidad y proporcion dn/ds de las
proteinas de lisina y 18 kDa comparadas en diferentes
especies Hr: H. rufescens, Hs: H. sorenseni | Hk: H.
kamtschatkana, He: H. corrugata; Hf: H. fulgens. Datos
tomados de Vacquier et al. 1997.

Comparacion Porcentaje Proporcion

de Especies de Identidad dn/ds
Lisina
Hr-Hs 92 3.62
Hr-Hk 83 3.82
Hr-Hc 80 1.38
Hr-Hf 67 1.17
Hs-Hk 86 2.55
Hs-Hf 67 1.20
Hs-Hc 84 1.38
Hk-Hc 74 1.85
Hk-Hf 65 1.08
Hc-Hf 60 1.50
18 kDa
Hr-Hs 87 4.50
Hr-Ha 75 3.78
Hr-Hc 31 0.95
Hr-Hf 34 1.04
Hs-Ha 77 4.67
Hs-Hf 35 0.92
Hs-Hc 33 0.97
Ha-Hc 31 0.89
Ha-Hf 35 1.02

Hc-Hf 27 0.76
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amplio de variacién que va desde 0.76 a 4.67, esto significa que la seleccion positiva
actia mas significativamente en las proteinas de 18 kDa.
Otras Comparaciones de Secuencias de Exones e Intrones:

Para tener una referencia de la variacién de nucleétidos en las secuencias de
exones e intrones en diferentes proteinas, la tabla II presenta varias comparaciones de
genes de ratén (Mus musculus) y rata (Rattus norvegicus) donde se calculan valores de
dn y ds en exones y la tasa de sustitucién de nucledtidos total, d, en secuencias de
intrones de los mismos genes.

En la gran mayoria de los genes la tasa de sustituciones sinénimas excede la tasa
de sustituciones no sinénimas. La tasa de sustitucion de nucleétidos en intrones es
también variable entre genes pero ha mostrado ser muy similar a la tasa de sustituciones

sin6nimas en exones (Li y Graur, 1991; Hughes y Yeager, 1997).



Tabla II: Variacion de nucledtidos en exones (sustituciones no sinénimas por 100
sitios sindnimos, dn; sustituciones sindnimos, ds; y proporcion dn/ds) comparados
con sustitucion de nucleotidos por 100 sitios en intrones (d) en genes de raton
(Mus musculus) y rata (Rattus norvegicus). Datos tomados de Hughes y
Yeager, 1997.

Exones Intrones

Gen dn ds dn/ds d
Citocromo P-1-450 2.6 13.8 0.18 16.3
Hormona Liberadora
de Gonadotropina 5.1 16.4 0.31 16.7
Cadena Ligera C-K
de Inmunoglobulina 10.9 19.1 0.57 17.2
Proteasa de Célula 14.7 26.5 0.55 254
Cebada
Periferina 23 20.8 0.11 15.4
Preprosomatostatina 6.7 15.7 0.42 15.4
Receptor V-3 de 9.9 244 0.40 11.6
Célula T
Péptido Natriurético 12.2 214 0.57 204

Renina 10.5 25.8 0.40 23.0



METODOS

Se colectaron tres especies de abuldn en aguas costeras de California, abulén rojo
(H. rufescens), abulén rosa (H. corrugata) y abulén azul (H. fulgens) los cuales fueron
proporcionados por el Dr. Victor D. Vacquier del Instituto de Oceanografia Scripps

(SIO).

I.- Extraccion de ADN genémico y Preparacion de Templete para PCR:

El ADN gendmico se extrajo a partir de uno o dos teptéculos del epipodio del
abulén los cuales fueron desprendidos con un hemostato previamente esterilizado con
etanol al 95% y secado a la flama. Este procedimiento no causé dafios fatales a los
organismos.

Los tentdculos fueron colocados en un tubo de centrifuga de 1.5 ml
manteniendolos en hielo, se removio el exceso del agua de mar, luego los tentaculos se
lavaron con 150 pl de solucién de Tris 10 mM- EDTA (TE) 10 mM pH 7.6, se agitaron
en "vortex" por 2 0 3 seg y se centrifugd por 5 sega 14 000 rpm y se le agregaron 150
pl de TE. El extremo de una punta de pipeta de plastico fué derretida y usada como
instrumento para macerar los tentaculos dentro de los tubos.vDespués de macerados, los
tentaculos se agitaron en vortex brevemente, se les agregd 100 pl de una suspensién al
10% de Chelex 100 (Sigma) en agua destilada y se hirvieron por 5 minutos. Chelex es
una resina quelante que remueve cationes polivalentes tales como Mg™ y Ca™, que
funcionan como cofactores para las enzimas degradantes de ADN ayudando a mantener

la integridad del ADN. Inmediatamente después de que los tentdculos hirvieron se
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enfriaron en cama de hielo durante 2 minutos, después fueron agitados con vortex y
centrifugados por 30 segundos a 14 000 rpm. El sobrenadante de cada muestra de
tentdculos se almacend a -20°C hasta su uso como templete en reacciones de PCR
subsecuentes.

Las muestras de ADN gendmico altamente purificado se obtuvieron a partir de
espermatozoides de abulén proporcionados gentilmente por el laboratorio del Dr. Victor

D. Vacquier.

I1.- Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR):

La reacciéon en cadena de la polimerasa es una técnica molecular. que permite la
sintesis de una determinada regiéon de ADN, usando moléculas de ADN desnaturalizadas
como templetes y dos "primers". Cada "primer" es complementario en secuencia y
flanquea la regién a amplificarse de cada hebra. La sintesis de ADN esta dirigida por una
polimerasa termoestable. La reaccidn generalmente es repetida durante 20 a 35 ciclos, lo
que es determinado por el usuario y en cada ciclo el ADN se amplifica en forma
exponencial.

Cada ciclo de PCR esta compuesto por tres etapas principales:

1) Desnaturalizacién: Debido a que la reaccién requiere como templete o molde ADN
de hebra sencilla, es necesario separar las dos hebras de la doble hélice de ADN
mediante la aplicacién de altas temperaturas. El tiempo dependerd del tipo de ADN

usado como templete de manera que se obtenga una desnaturalizacion eficiente.
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2) Alineamiento: Una vez que las hebras de ADN estén separadas, la temperatura debe
disminuirse a un nivel que permita el apareamiento de los "primers" a la secuencia
especifica complementaria en el templete de ADN.

3) Extensién: Esta etapa involucra la; elevaciéon de la temperatura desde aquella
relativamente baja de apareamiento hasta una temperatura donde la ADN polimerasa
trabaja mas efectivamente. La ADN polimerasa comienza a sintetizar la nueva hebra de

ADN en la terminacion 3' del "primer".

ITa.- Preparacién de la mezcla de PCR:
La mezcla para cada reaccion de PCR efectuada fué preparada de acuerdo a lo
sugerido por Kessing ef al. (1989), la cual consta de:
50 pul de 10x Taq Extender Buffer (Stratagene)
50 pL 8 mM dNTPs (2.0mM de dATP, dGTP, dCTP,dTTP)
20 pL 10mM del "primer" 1 (Tm: 50-70°C) (Operon)
20 pL 10mM del "primer" 2 (Tm:50-70°C) (Operon)
360 pL de Agua destilada, filtrada a través de membranas milipore yv
esterilizada con luz UV.
1.8 uL (9 unidades) de Taq Extender (Stratagene)
1.8 puL (9 unidades) de Taq ADN polimerasa (Sigma)
Taq Extender es un aditivo de PCR el cual se agregd a la mezcla de PCR con el
fin de incrementar la eficiencia con la que la Taqg ADN polimerasa desarrolla las

reacciones de extension en segmentos especificos de ADN en cada ciclo de PCR.
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Esta mezcla de reacciéon hace 500 pL, la cual fué dividida en 10 tubos de PCR
conteniendo cada uno 50 pL, a estos se les agregd de .026 a .038 ng de templete de ADN

genomico y 1 o 2 gotas de aceite mineral para prevenir la evaporacion de la muestra.

IIb.- Condiciones de PCR:

1) Desnaturalizacién : 94°C por 30 segundos.
2) Alineacion: 55°C por 30 segundos.
3) Extensién: 72°C por 3 minutos.

Numero de Ciclos: 35

La temperatura de alineacion utilizada fué menor que la Tm requerida para
algunos "primers" disefiados, sin embargo, es una temperatura promedio que demostrd
ser efectiva en las reacciones de amplificacion y secuenciacion.

En los casos en los que no se disponia de suficiente templete de ADN el numero
de ciclos era incrementado de manera que se obtuviera una mayor amplificacion.

Con el fin de saber si existia alguna secuencia de intrones en el gen de lisina se
corrieron PCRs usando los dos pares de "primers", tLA-rLC y r4-r12, disefiados a partir
del ADNc de esta proteina. Estos "primers" fueron proporcionados por el laboratorio del
Dr. Victor D. Vacquier, en donde se utilizaron en estudios previos del gen de lisina de
abulén. La figura 5 muestra esqueméticamente la ubicacion de los pares de "primers" en

la secuencia codificante de lisina.



Codon

. . de
Primer rLA Primer r4 Terminacion

Péptido Seital Codon Primer rLC Primer r 12
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Inicio

Fig. 5: Esquema de la region codificante de lisina que muestra la posicion de los dos pares de oligonucledtidos empleados
para multiplicar las secuencias de los intrones. Las secuencias de los "Primers" se muestran en la Tabla III.
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IIL.- Deteccion y Aislamiento de los Productos de PCR:

IITa. Electroforesis en Gel de Agarosa al 1%:

Los productos de PCR fueron detectados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% (lgr de agarosa Ultra Pura en 100 ml de Tris Borato-EDTA (TBE) al
0.5% con 3 pL de bromuro de etidio 10 ng/ml), (Sambrook ef al.1989)

El gel se colocd en una camara de electroforesis que contenia solucién de TBE al
0.5% con 6 pL. de bromuro de etidio.

Se tomaron 20 pL de las muestras de los productos de PCR los cuales se tifieron
con 2-3 pL de azul de bromofenol 6x (Sambrook et al. 1989), y posteriormente fueron
cargados en los pozos del gel de agarosa evitando contaminaciéon de una muestra con
otra. Para tener una referencia del peso molecular de los productos se corrié en el mismo
gel un marcador de peso molecular standard de 500 pb (Mc Frugals Inc.). En el

corrimiento de los geles se aplicaron 110 voltios durante 45 minutos.

IITb.- Deteccion de Bandas y Purificaciéon de DNA:

Después de realizada la electroforesis, se detectaron las bandas en el gel
utilizando un transiluminador de luz UV (260 nm). El gel fué expuesto al menor tiempo
posible para la observacién y corte de las bandas, con ello se redujo el riesgo de
degradacion del ADN.

El ADN de las bandas se extrajo y se purificé con el Kit de Extraccién de Gel
(Quiagen Inc. 1997), que es un sistema que emplea la propiedad del ADN de adsorberse

a membranas de silice en presencia de altas concentraciones de sales caotropicas y pH
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menores de 7.5 y eluirse en condiciones basicas y a concentraciones bajas de sales. Las

muestras de ADN obtenidas fueron almacenadas a -20°C, para usos posteriores.

IIIc.- Cuantificacion de ADN:

Una de las etapas previas a la secuenciacion de ADN es su cuantificacion la cual
se determino mediant¢ espectrofotometria con luz UV, utilizando procedimientos
estandars (Sambrook et al. 1989).

(A260)(F.D)(K)= X pg/ml DNA
A260= Lectura a 260 nm
F.D.= Factor de Dilucion

K=50 pg/ml

IV.- Reamplificacion de ADN:

En los casos en que las bandas de ADN resultaban ser demasiado tenues y/o las
concentraciones de ADN eran demasiado bajas para permitir la secuenciacion del ADN,
entonces se efectuaban reamplificaciones del producto deseado de manera que se
incrementara la concentracién de la muestra. Debido a que la técnica de PCR es muy
sensible, en las reamplificaciones se utilizaban concentraciones de .0026 a .0038 ng del
templete de ADN. La preparacion de la mezcla y las condiciones de PCR, extraccion y

purificacion de ADN fueron las mismas que las previamente descritas.
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V.- Diseiio de '"Primers'' Especificos para Intrones:

Una vez que se detectaron intrones en el gen de lisina, se disefiaron "primers"
especificos para los intrones de manera que se permitiera el avance en la secuenciacion.
En el disefio se consideraron los siguientes aspectos, los cuales son recomendados por
Kessing et al. (1989):

1) Longitud: Los "primers" se disefiaron con una longitud aproximada de 20 a 24 pb, los
cuales mostraron una especificidad adecuada en las reacciones de secuenciacion.

2) Composicién de nucledtidos: Se disefiaron de manera que poseyeran una cantidad
similar de bases de Guanina+Citosina y de Adenina+Timina, con una Tm que oscilaba
entre 50°C - 70°C. Para disminuir problemas de mal apareamiento o dimerizacién se
evitaron repeticiones internas de bases y la presencia de bases apareables en los
extremos.

El programa de computadora Amplify (Engels, 1993) fué usado para confirmar y
optimizar la efectividad de los "primers". Este programa permite: detectar la posibilidad
de apariciéon de dimeros, apareamientos multiples de "primer"-templete, deteminar la
direccion y la posicion de los "primers" en la secuencia y los posibles apareamientos en

entre los pares de "primers" (autocomplementaridad).

VI.- Secuenciacion Automitica de ADN:
El proceso de secuenciacidon y el registro de lecturas se llevd a cabo en un
secuenciador automatico del Instituto de Oceanografia Scripps, de la Universidad de

California en San Diego.
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La secuenciacién automatizada es una técnica que permite la determinacion de
nucleoétidos de un fragmento de ADN. Este fragmento es amplificado por una ADN
polimerasa que coloca cuatro teminadores de color a la hebra que est4 siendo sintetizada.
Cada terminador es especifico para cada una de las bases de ADN. Una vez que el
terminador estd incorporado a la nueva hebra de ADN la sintesis es suspendida. La
detencion ocurre al azar, de manera que existen hebras que continiian polimerizandose;
al final de los ciclos de secuenciacion es posible encontrar hebras de ADN de todos los
tamarfios. Los fragmentos de ADN son corridas en un gel y los terminadores de color son
detectados por un rayo laser el cual excita la fluorescencia particular de cada terminador
identificando asi a cada una de las bases. Finalmente, la secuencia completa de
nucleotidos de la hebra de ADN es grabada en un archivo de computadora, llamado
cromatograma, el cual registra la intensidad de la fluorescencia de cada base.

Para ejecutar la secuenciacion se prepararon de 50 a 100 ng de muestra de ADN
de las diferentes especies de abuldn, usandose el kit ABI PRISM FS (Perkin Elmer Co.,
1995). Las condiciones de secuenciacion y precipitacion de ADN fueron seguidas de

acuerdo al protocolo del fabricante.

VII.- Analisis de Secuencias:

Para el analisis de las secuencias se utilizaron varios programas de computadora,
éstas fueron alineadas usando el programa "Seq Ed" (Applied Biosystems Software). Las
sustituciones silenciosas de nucledtidos de secuencias no codificantes y las distancias
genéticas de las secuencias de diferentes especies fueron calculadas usando el progama

"Molecular Evolutionary Genetic Analysis" (MEGA) (Sudhir et al. 1993) . Las
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comparaciones de la variacién de secuencias en regiones codificantes y no codificantes
fueron representadas graficamente usando el programa "DNA Sequence Polymorphism"
(DNAsp) (Rozas y Rozas,1997) y los anélisis de la estructura secundaria en secuencias
no codificantes fueron elaborados usando el programa "Genetics Computer Group"

(GCG, 1991).



RESULTADOS

I) Productos de PCR:
Lisina:

En abulo6n rojo el producto de PCR obtenido al utilizar el par de "primers" rLA-
rLC (Fig. 5) fué de aproximadamente 2800 pb (Fig. 6), en abulén rosa el tamafio del
fragmento fué aproximadamente de 2500 pb. En abulén azul éstos oligonucledtidos
sintetizaron una banda muy pequefia y difusa de aproximadamente 4500 pb que no se
amplificaba consistentemente en reacciones subsecuentes, por lo que se opté por utilizar
un nuevo "primer" que tuvo una mayor amplificacion y se presentaba consistentemente
en cada una de las reacciones efectuadas. El par de "primers" que funcioné fué 16.Aintbf
- rL.C, el cual produjo una banda de aproximadamente 3000 pb.

El par r4 - r12 (Fig.5) sintetizé un producto de PCR de aproximadamente 1500
pb en el abulén rojo (Fig. 6) y un fragmento de aproximadamente 750 pb en el abuldn
rosa. En el abulon azul este par de "primers" no amplificé ningln fragmento, por lo que
se disefio un nuevo oligonucledtido equivalente en posicién al r12 a partir de la
secuencia de ADNc del abuldn azul, el par de "primers" utilizado fué r4 - Gr12, el cual

produjo un fragmento de aproximadamente 1600 pb.

IL.- Posiciones de Intrones:
Los productos de PCR fueron secuenciados con los mismos "primers" utilizados
en la amplificacion de fragmentos de ADN genomico. La secuencia obtenida fué

comparada con la de ADNc de manera que se pudieran identificar las regiones donde

29



30

Ia Ib Ila 11b I

Fig. 6: Gel de agarosa que muestra los productos de PCR obtenidos a partir del ADN
genomico de abulon rojo, utilizando los pares de "primers", rLA-rLC y r4-r12. Par rLA-
rLC: 1a) Reamplificacidn del producto. Ib) Amplificacion original. Tamafio aproximado
del producto: 2800 pb. Par r4-r12: Ila) Recamplificacion decl producto. 1Ib)
Amplificacion original Tamafio aproximado del producto: 1500 pb. ) Estandar de

peso molecular: 0.5 kb,
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terminaban los exones y empezaban los intrones, de esta manera se determinaron las
posiciones de los intrones. El comienzo de cada intrén fué identificado por la presencia
del dinucledtido GT y el término por la presencia del dinucleétido AG (Li y Graur,
1991). Se encontraron dos intrones en la region comprendida por el par de
oligonucleétidos rLA - rLC, y un intrén en la regién comprendida por el par r4 - r12. Se

nn

disefiaron ""primers" de las regiones adyacentes a las secuencias de los "primers" rLC y
r4 con el fin de determinar la presencia de intrones en la region media del ADN
codificante de lisina. La mayoria de ellos no amplificaron ningtin fragmento de ADN.
Aquellos que funcionaron produjeron bandas muy tenues de alto peso molecular, que
cuando se secuenciaron mostraron cromatogramas con picos altamente traslapados,
haciendo las secuencias ilegibles. Los PCRs de larga extension realizados para
amplificar esta regién producen una banda de alto peso molecular, lo cual sugiere la
presencia de un intrén de gran tamafio en esta region media. Suponiendo la existencia de
este intrén en la regién media del ADNc, se convino en denominarsele el nimero 3, la
figura 8 muestra la ubicacion de este intrén aun no determinado.

En la proteina 18 kDa se encontraron dos intrones en la regién rLA-rLC, uno en
la region comprendida por el par de "primers" r4 -r12, y un intrén mas en la region
comprendida por el par rLC y r4 (region media). La figura 7 muestra las posiciones de
los intrones en las regiones codificantes de lisina y 18 kDa los cuales fueron detectados a
partir de las reacciones de secuenciacion realizadas. Cabe sefialar que los intrones

comparten posiciones idénticas cuando sus secuencias de aminoacidos son alineadas de

acuerdo a su estructura secundaria.
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Fig. 7: Alineacién de la secuencia de aminodcidos de lisina y 18 kDa con las posiciones
de los intrones indicadas por flechas. El signo de interrogacién sugiere la presencia de un
intr6n mds en el gen de lisina.
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IIL.- Secuencia de Intrones:

El disefio de "primers" especificos para intrones permitié obtener las secuencias
de éstos en las tres especies de abulon. La figura 8 muestra el nombre y la localizacién
de los oligonucledtidos usados en cada especie y la tabla III sefiala la secuencia de los

"primers" especificos de intrones.

IIIa) Alineacion de Secuencias de Intrones:

Las secuencias de intrones obtenidas fueron alineadas usando el programa de
computadora "Seq Ed" (Applied Biosystems, Inc., 1995) medianfe la alineacién de las
secuencias que primero se obtuvieron y luego se fueron afiadiendo-las nuevas secuencias
obtenidas de manera progresiva. La figura 9 muestra la alineacion de las secuencias
parciales obtenidas del intrén 1 y la figura 10 muestra las secuencias totales del exén 4 e
intron 4 de las tres diferentes especies. En el intrén 1 del abulén rojo 2300 pb del total
de 2800 pb que mostrd tener la banda amplificada, fueron secuenciadas, y 1200 pb del
total de 2500 pb indicadas por el tamafio de la banda en el mismo intrén en abuldn rosa.
En el abulén azul no fué posible determinar la unién de exon-intrén debido a que el
"primer” rLA no funcioné en esta especie y un "primer" especifico de intrén, 16.Ainbf,
fué utilizado en su lugar. En el abul6n azil 920 pb fueron secuenciadas del total de las
3000 pb indicadas por el tamafio de la banda amplificada. De la alineacion de secuencias
de los intrones 1y 4 es evidente que estos son inusualmente similares en las tres especies

de abulon.
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Fig. 8: Posicion y nombre de los oligonucledtidos ("primers") usados para amplificar las secuencias de los intrones del gen de

lisina de las especies de abulon rojo, rosa y azul. El asterisco (*) indica la region media de los exones que puede contener un tercer
intron.



Tabla III: Nombre y secuencia de bases de los primers utilizados en la
amplificacion de intrones del gen de lisina.

PRIMER

rLA
16.Aintlf
16.Aintbf
16.Aintcf
16.Aintdf
16.Aintef
16.Aintff
rLC
16.Cint2r
r4
16.4int3f
16.4intbf
16.4intcf
16.4intzf
rl2
16.12int4r
G-rl2
G-4int2f

SEQUENCIA
5’-AAG ATG AAG CTG TTG GTG CT-3’
5’-GTT TGA ACG CTT TCC ATA ACC-3’
5’-TCA GGA TTT ATC ATC ATA GGA CA-3’
5’-GAT TGG TTC GAG ATT GGA GAC-3’
5’-GTT TTC TGT CTC GAA GTC GTC G-3°
5’-CGA TCA AAT ATC GGA CGA GGG-3’
5’-ATT TAT GTA GGT GTT ATC GAT-3’
5’-ATA GAC GTT ACA TGC AGA CCC AC-3’
5’-AAA AAT CAC AAC TCT TAC TCG-3’
5’-GTT AGG TCG CGA AAT TGG A-3°
5’-CAC CAC AATAAT GAA GCA CTC-3’
5’-CTG GAC TAT TGC TGA ATG CG-3’
5’-AAG TGG GAT CTG GTC GTC AT-3’
5’-ATC ATAT CAG CTA GGA CTG-3’
5’-ATG CGC CCG GCA GAT GTC CCA GTT-3°
5’-CAA ACA AGT ATG GAC TGG GCT-3’
5’-AAC TGG GAC ATC TGCCGGGCG CAA-3°
5’-ATC ACT TGA CTC TGC CGA CA-3’
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Rojo

Fig. 9: Alineacion de la secuencia parcial del intrén 1 de las especies de abulén rojo
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GGAAATAATT
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b

rosa y azul usadas para calcular distancias genéticas. Los puntos indican identidad, y los
signos de interrogacion inserciones/deleciones o informacion faltante.
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1
Rojo GATATGGCTT ACTTTTACGA CTTCCTGAAA GATAAGAACA TGATCCCAAA ATATCTGCCA
Azul ....... TA. TT...... A. .. ... TCC .GG.GA..A. ........ CC ...CAG....
Rosa ........ A T.o.o.... A, oo C .GG.G.vvit it i e e

Azul ..T....C.A ..C..... L )

Rojo TTAATGGAGA TGTAAACGTA AATCCCGATG TGCAGACAGC GAAAATCTGC TACATGCGGG
Azul .......... LL.Colna B 2222227272,

Rojo CTTACACAGT GATCTCAGTA TGTTAATGGA GATGTAAACG TAAATCCCGA TGTGCAGACA
Azul .2727272727272272 2727222222727 2722222272272 2272727272727277 22772227227 227272727

............................................................

Rojo CGAGAAATCT GCTACATGCG GGCTTACACA GTGAAAAAAA GTTAACTGTA CTGCACAGAT
Azul 2272727222227 22222272727 27 227227

............................................................

Rojo CTATAGTCAG CCAAAAGTTA ACAATAGTTC GCAAGTTGGC GTGGCCTAAG ACGGTGACCA
Azul .G..272722272 222227227227 272°222°? G..

.......................................................

Rojo TTTTGGGGCT TTTTGCTAAT TTTGCTATAT GTTATCACTT GACTATTCGG ACGATCCAGG
Azul 2 2277272277227 222222272727 227 ....C.G.C. ..A....G..

........................................

Rojo CAGAATAGGT CTTCAGCAAC CCATGATTGC CGTAAAAGGC GACTTTACTT GTCGTAAGAG
Azul A .. .iiih i i, ...C.C.... Coliia 222222727 2222222227

Fig. 10: Alineacion de las secuencias del exén 4 e introén 4 de las especies de abuldn
rojo, rosa y azul usadas en el calculo de distancias genéticas. Los puntos indican
identidad, los signos de interrogacion indican inserciones/deleciones o informacion
faltante. Las bases subrayadas indican repeticiones directas. La flecha indica término del
exon 4 e inicio del intrén 4.
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Fig. 10: Continuacion.
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IV.- Andlisis de las Secuencias de Intrones:
IVa) Distancias Genéticas:

La diversidad de nucledtidos de las secuencias no codificantes de lisina y 18 kDa
en las tres especies fueron calculadas usando el parametro de distancia-p provisto en el
programa de analisis de secuencias MEGA. La distancia genética se define como el
nimero acumulado de diferencias de nucledtidos por sitio. El pardmetro de distancia-p
calcula el promedio del nﬁmero de diferencias de nucleétidos por cada 100 sitios en dos
secuencias. Este es un pardmetro "no corregido” y fué utilizado para calcular la
diversidad de nucleétidos debido a la similitud de las secuencias de intrones y el tiempo
relativamente corto de divergencia evolutiva de las especies de abulén, el cual se
sugiere que es de 5 a 25 millones de afios (Vacquier y Lee, 1993). Por lo tanto, es poco
probable que haya ocurrido mas de una sustitucion en cualquier sitio de la secuencia de
nucledtidos. El numero de diferencias observado al comparar las secuencias debe ser
cercano al nimero real de sustituciones. De esta manera, es innecesario hacer
correcciones para sustituciones multiples de nucledtidos como se recomienda en
secuencias altamente divergentes.

Para calcular las distancias genéticas entre especies en el intrén 1 se utilizé una
alineacion de 738 nucleétidos de las secuencias totales obtenidas (Fig. 9), se empled
este nimero de nucledtidos debido a que este es el tamafio de la secuencia que es
bastante confiable en las tres especies de manera que se calculara una distancia genética
lo mas acertada posible . El intrén 4 fué secuenciado completamente en las tres especies.
Para la comparacién de las secuencias codificantes y no codificantes en las tres especies

se utilizaron las secuencias completas del exén 4 e intrén 4. La longitud total de la
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secuencia fué de 1643 pb, los primeros 90 nucleétidos es secuencia del exén y los 1533
nucleétidos restantes corresponden a la secuencia del intron, (Fig. 10). Para obtener las
distancias genéticas en los abulones rojo y azul de la proteina 18 kDa se utiliz una
porcion del intrén 4 previamente secuenciada en el laboratorio del Dr. Vacquier. La
tabla IV muestra comparaciones de las distancias en diferentes especies de abulén en las
proteinas de lisina y 18 kDa. En las comparaciones hechas en lisina se observa una
mayor variacion en sustituciones no sindénimas que aquella en sustituciones sin6nimas
para exones, esta caracteristica es mas acentuada en la proteina 18 kDa, al comparar
sustituciones sindnimas de exones contra sustituciones en intrones ambas proteinas

coinciden en presentar una mayor variacion en exones que en intrones.

IVb) Ventanas Deslizantes:

La comparacion de la diversidad de nucleétidos en exones e intrones en las
diferentes especies fué representada graficamente utilizando el programa de
computadora denominado DNA sp que utiliza el método de la ventana deslizante (Rozas
y Rozas, 1997). En este método se selecciona un segmento de ADN (ventana) de un
determinado numero de nucledtidos que es deslizado a lo largo de la secuencia
dependiendo del tamafio asignado para el espacio entre ventanas, que también es de un
numero de nucledtidos definido. La diversidad de nucledtidos es calculada en cada
ventana y este valor de diversidad es asignado al nucleétido localizado en el punto
medio de la ventana. La variacién de nucleétidos en intrones en las tres especies fué
representada utilizando dos diferentes valores para el tamafio y espacio entre ventanas

para ambos intrones, el primer par de valores fué: un tamafio de ventana de 100
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nucledtidos y un espacio entre ventanas de 25 nucleétidos, el segundo par de valores
fueron 50 nucledtidos para el tamafio de ventana y 10 nucledtidos para el espacio entre
ventanas. Cuando el tamafio y el espacio de las ventanas son reducidos la variacion de
nucledtidos es calculada con mayor frecuencia y mas especificamente, por lo que los
picos de variacion pueden ser detectados con mayor detalle. Las figuras 11a y 11b
muestran las dos diferentes graficas obtenidas para el intrén 1. Las figuras 12a y 12b
muestran las graficas obtenidas de la comparacion de la variacidon de nucledtidos en el
ex6n 4 e intron 4. La ventana deslizante 100/25 en el intrén 1 muestra picos donde la
diversidad de nucleétidos es tan baja como 1.4% y tan alta como 6.5%, mientras que la
ventana deslizante 50/10 muestra regiones con 0% de variacion y regiones con 8.6% de
variacion. Independientemente del tamafio de las ventanas se puede observar que la
variacion de nucledtidos se mantiene baja a lo largo del intrén 1. En la comparacion de
la variacion de nucleétidos en el exén 4 e intrén 4 se encontré un patrén inusual de
variacion de nucledtidos: altos niveles de variacion de nucledtidos dentro de la secuencia
del ex6n, 18% en la ventana deslizante 100/25 y 22% en la ventana deslizante 50/10, la
cual disminuye abruptamente en la secuencia del intrén 4. Este mismo patrén de
variacion se mantiene en las dos diferentes ventanas deslizantes. La variacion de
nucleétidos del intrén 4 es similar al encontrado en el intrén 1. Los picos de mayor
variacion encontrados en la secuencia del intron 4 (13%, 11% y 10%) son
considerablemente menores que los encontrados en la secuencia del exén. En el intrén 4
se encuentran también regiones sin variacion de nucledtidos las cuales no se encuentran

en la region del exon.
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Fig. 11a: Ventana deslizante que muestra proporcion de diferencias de nucledtidos en el
intron 1 del gen de lisina en especies de abuldn rojo, rosa y azul. Tamaiio de la ventana:
100 nt; Espacio entre ventanas: 25 nt.
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Fig. 11b: Ventana deslizante que muestra proporcion de diferencias de nucleétidos en el
intron 1 del gen de lisina en especies de abulén rojo, rosa y azul. Tamafio de la ventana: 50
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Fig. 12a: Ventana deslizante que muestra proporcion de diferencias de nucledtidos en el
exon 4 e intron 4 del gen de lisina en especies de abulén rojo, rosa y azul. Tamafio de la
ventanta: 100 nt; Espacio entre ventanas: 25 nt.



Exon

0.3

Proporcion de diferencias de nucleotidos

0.0

0 1000 2000
Posicion de nucleotidos

Fig. 12b: Ventana deslizante que muestra proporcion de diferencias de nucledtidos en el
exon 4 e intron 4 del gen de lisina en especies de abuldn rojo, rosa y azul. Tamafio de la
ventana: 50 nt; Espacio entre ventanas: 10 nt.
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IVc) Marcos de Lectura Abiertos y Secuencias de Repeticiones Invertidas:

Los marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en inglés) son secuencias
potencialmente traducibles a proteinas y las secuencias de repeticiones invertidas son
caracteristicas de las secuencias de ADN que pueden definir estructuras secundarias;
estas caracteristicas estin comunmente relacionadas con la funcionalidad de las
secuencias de ADN.

La bisqueda de ORFs en las secuencias del intrén 4 de lisina en las tres especies
de abulén se realizé utilizando el programa de computadora GCG. Este programa
identifica los codones de iniciacién y de terminacion en los tres marcos de lectura de
cada una de las hebras de la doble hélice de ADN. Se encontraron pequefios marcos de
lectura abiertos con poca posibilidad de codificar un producto proteico, para el abulén
rojo el marco de lectura abierto de mayor tamafio fué de 98 aminoécidos (aa), para el
abulon rosa de 66 aa y para el abuldn azul de 95 aa, (ver figuras 13a, 13b y 13c). En el
intrén 4 de las proteinas de lisina y 18 kDa de las diferentes especies se encontraron
pocas secuencias de repeticiones invertidas de tamaiio reducido lo cual indica que existe
poca probabilidad de que los intrones desempeiien un papel estructural en dichas

proteinas.

IVd) Inserciones y Deleciones:
Las inserciones y deleciones (Indels), o repeticiones directas, en la alineacion de
los intrones 1 y 4 de las tres especies de abulon fueron pocas y de tamafio reducido. El

intrén 4 presenta indels mas numerosos y mas largos que el intron 1 cuando las tres
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Fig. 13a: Gré'ﬁca que muestra los resultados de la busqueda de marcos de lectura abiertos (ORFs) en la secuencia del intron 4
del abulén rojo, en l‘os- tres posibles marcos de lectura para ambas hebras de ADN. Las barras sobre la linea horizontal
muestran codones de iniciacién y las barras bajo la linea horizontal muestran codones de terminacién. Escala: 12 mm: 100 pb.
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Fig. ’13b: Grafica que muestra resultados de la bisqueda de marcos de lectura abiertos (ORFs) en la secuencia del intron 4 del
abul6n rosa, e.n-lo§ tres posibles marcos de lectura para ambas hebras de ADN. Las barras sobre la linea horizontal muestran
codones de iniciacién y las barras bajo la linea horizontal muestan codones de terminacién. Escala: 12 mm: 100 pb.



Fig. 13¢c: Gréfica que muestré resultados de la bisqueda de marcos de lectura abiertos (ORFs) en la secuencia del intron 4 en
abulén azul, en los tres posibles marcos de lectura para ambas hebras de ADN. Las barras sobre la linea horizontal muestran
codones de iniciacion y las barras bajo la linea horizontal muestran codones de terminacién. Escala: 12 mm: 100 pb.
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especies son comparadas, pero esto puede ser resultado de la diferencia en el tamaiio de

las secuencias de los ambos intrones (Fig.10).



DISCUSION
L.- Posicion de Intrones:

Los intrones encontrados en los genes de lisina y 18 kDa son del tipo clasico,
esto es, presentan los sitios conservados de unién exdon-intrén (Fig. 10) el dinucledtido
GT se presenta al comienzo del intrén y el dinucleétido AG se presenta al final del
iﬁuén (Rogers, 1990).

Swanson y Vacquier (1995), sugirieron que las proteinas lisina y 18 kDa
provienen de la duplicacion de un gen ancestral fundamentando la hipdtesis en la
semejanza que muestran las estructuras secundarias de ambas proteinas cuando son
alineadas, lo cual indica una posible estructura terciaria similar en ambas proteinas.
Estos resultados sugieren una homologia evolutiva de las dos proteinas, sin embargo,
esto no ha sido completamente comprobado. Los resultados de este estudio mostraron
que el nimero y posicion de los intrones en los genes de lisina y 18 kDa estan
conservados lo cual representa un punto de apoyo adicional a la hipdtesis antes citada,
ya que es poco probable que dos proteinas compartan una estructura secundaria similar,
numero y posicion de intrones solo por azar, sin estar evolutiva y funcionalmente
relacionadas. A partir de estos resulta&os surgi6 la hipdtesis de que el gen ancestral de
lisina tenia dos funciones: 1) la de disolver un orificio en la capa vitelina y 2) mediar la
fusién de membranas. Después del evento de duplicacion del gen, por efectos de la
mutacion y la seleccion, los genes originados se diferenciaron hasta especializar las

funciones de las proteinas en el proceso de la fertilizacion de los gametos de abulon.
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en moluscos primitivos, (2) el evento genético que condujo a la duplicacion de este gen
y (3) la localizacion de ambas proteinas en el genoma de abulon. Estos temas de
investigacion se espera, ayudaran a entender el proceso y la importancia de los eventos
de duplicacion de los genes en el surgimiento de nuevas funciones en las proteinas en

general.

IL.- Evolucion Molecular en Exones e Intrones:

Los resultados obtenidos permiten concluir respecto al ADNc de lisina que las
distancias genéticas, d, calculadas en las secuencias de los intrones 1 y 4 en las
diferentes especies, son mas pequefias que la dn calculada en el ADNc de lisina, como se
muestra en la tabla I'V.

Las comparaciones efectuadas muestran que hay una menor divergencia en las
secuencias de los intrones que en las secuencias de los exones. La diferencia es mucho
mayor que la variaciéon de nucledtidos en intrones. Esto también es evidente en el
método de ventanas deslizantes (Fig. 12a y 12b), donde el intron 4 presenta picos mas
bajos de variacion que los que se presentan en el exon 4 en la comparacion de las tres
especies.

Dicho patrén de variacion en secuencias, es inusual, ya que lo comunmente
observado en comparaciones similares, es el patron opuesto. Esto es, alta variacion en
secuencias de intrones y baja variacion en secuencias de exones debido a que
representan las regiones codificantes de los polipéptidos. Generalmente, se supone que
los intrones son secuencias no codificantes y la tasa de mutacion esperada es alta,

mientras que los exones se mantienen bajo una limitante que les restringe la variacion
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Tabla IV: Comparacion entre especies del nimero de sustituciones no sinénimas (dn) y
sinénimas (ds) por 100 sitios en la secuencia codificante y sustituciones de nucleotidos

por 100 sitios (d) en los intrones 1 y 4 de los genes de lisina y 18 kDa en abulon rojo
(Hr), rosa (He) y azul (Hf).

Comparacion dn en ds en
de Especies Secuencias secuencias d en intrén 1 d en intrén 4
Codificantes codificantes
Lisina
Hr-Hc 14.6+2.3 10.6£3.5 2.98+0.6 3.9+0.6
Hr-HF 24.9+£3.2 21.3£5.3 4.2+0.8 7.7£0.9
Hc-Hf 24.0+£3.2 16.0+4 .4 5.3£0.9 7.4+0.9
18 kDa

Hr-Hf 81.1+8.5 78.2+15.4 3.4+£0.9 6.8+1.5
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(Li y Graur, 1991). Debido a que los intrones mutan rapidamente en la mayoria de los
genes, dn en exones es menor que d en intrones. En 18 kDa dn es bastante mayor que d
(Tabla IV). Este patron poco comun de variacion puede ser explicado en términos de una
seleccion positiva que actia en los sitios no sinénimos de los exones para alterar la
secuencia de aminoacidos y de esta manera conducir a un rapido proceso de evolucion
de estas proteinas.

Existen solo dos casos publicados con un patrén de variacion de nucleétidos
similar, que se han encontrado en genes que codifican para la fosfolipasa A2 (PLA2)
presentes en dos diferentes especies de viboras (Nakashima et al. 1993 y John et él.,
1994). En las regiones codificantes de estos genes los niveles de dn son mayores que los
niveles de ds, esto es, tal como se observa en la tabla IV para lisina y 18 kDa, estos
estén sujetos a seleccion positiva. En este caso, el principio denominado "carrera de
armas" puede explicar la accion de la seleccion positiva en los genes de PLA2 del
veneno de vibora: existe una presion selectiva en los genes que codifican para el veneno
de manera que se mantenga su efectividad en contra de la presa, sin embargo, la presa
puede desarrollar resistencia al veneno, la cual a su vez, provoca que los genes del
veneno se mantengan cambiando. Esto conduce a un rapido proceso evolutivo tanto en
los genes del veneno como en los receptores del veneno de la presa. En los genes de
PLA2 el alterar la secuencia de aminoacidos tiene un valor adaptativo, sin embargo, en
los genes de lisina y 18 kDa no existe una explicacion para la alta variacion de
nucledtidos presente. Se han propuesto varias hipdtesis (Vacquier et al. 1997) pero
ninguna ha sido probada atn. La pregunta sigue sin resolver: ;Que ventaja selectiva

confiere la rapida evolucién de las proteinas de fertilizacién a los gametos de abuldn?
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Este topico es un amplio campo abierto para futuras investigaciones. Su estudio serd de
ayuda en la determinacioén de los mecanismos que intervienen en la creacion de barreras
para la fertilizacién heteroespecifica, aislamiento reproductivo y especiacion de
invertebrados marinos en un ambiente que carece de barreras geograficas evidentes.

La seleccién positiva puede explicar la alta variacién de nucledtidos en los
exones, pero ;como puede ser explicada la baja variacion de nucleétidos en los intrones
de estas proteinas? John er al. (1994) y Clark et al. (1996) han sugerido que la
conservacion de los nucleétidos en intrones se debe a un importante papel desarrollado
por los intrones en la estabilidad del ARNhn y/o en el prc;cesamiento de éste. Si los
intrones desempefian un papel critico en en los procesos de maduracion del ARN se
esperaria encontrar en estas secuencias una estructura secundaria definida. Con el fin de
conocer si este era el caso de las secuencias de intrones de lisina y 18 kDa se realizaron
analisis para determinar estructuras secundarias y se encontraron pocas secuencias de
repeticiones invertidas, esto significa que existe poca probabilidad de que estos intrones
intervengan en la formacién de alguna estructura secundaria involucrada en dichos
procesos. Hay una posibilidad de que la conservacion de nucleétidos en la secuencia de
intrones se deba a un papel codificante de algiin producto, sin embargo, la busqueda de
ORFs no mostraron evidencia para apoyar esta idea. Otra explicacion probable para esta
baja variacion en intrones es que las tasas de mutacion en tales genes son bajas. En los
intrones las mutaciones ocurren al azar y algunas se pierden y otras se fijan como en
cualquier proceso neutral, sin embargo, en los exones se fijan mas mutaciones de las que
se pierden debido a que éstas de alguna manera confieren una ventaja selectiva a los

gametos en el proceso de fertilizacion.
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En la mayoria de los genes, ds es aproximadamente igual a d (Li y Graur,1991)
debido a que se supone que los cambios en sitios silenciosos y lo sitios de los intrones
reflejan la tasa de mutacién del gen, sin embargo, en las proteinas de lisina y 18 kDa las
sustituciones sinénimas (ds) son mayores que d en los intrones. En los genes de PLA2 se
puede observar un patréon similar, la variacion de nucledtidos en intrones es
aproximadamente un cuarto de las sustituciones sindnimas (Nakashima et al. 1993). Aun
no existe una explicacion para este patron, pero puede estar relacionada con los altos
niveles de dn presentes en los exones. Estos resultados indican que esta variacion
pudiera ser un patron general de las proteinas sujetas 'a altos niveles de seleccion
positiva. -

El presente estudio muestra que el analisis de la evolucion molecular de proteinas
que se encuentran bajo la accién de seleccion positiva es un campo novedoso con
caracteristicas unicas que puede ayudar a entender los procesos evolutivos de proteinas
que intervienen en el desarrollo de funciones vitales para el organismo. En las proteinas
de fertilizacion tales como lisina y 18 kDa dicho estudio puede arrojar informacion
valiosa para la comprension de mecanismos bioldgicos relevantes como lo son: la
especificidad de especie en los procesos de fertilizacién y la especiacion en los

invertebrados marinos.



CONCLUSIONES

1) Se determiné la presencia de intrones en las proteinas de lisina, se establecié su
secuencia y se les analiz6 con programas computacionales. Estos fueron comparados con
los intrones de la proteina 18 kDa. En el gen de la lisina se ubicaron tres intrones. Uno
mas permanece adn sin determinarse.

2) La alineacién de las secuencias de aminoécidos de las proteinas lisina y 18 kDa
indica que las posiciones de los intrones determinados en lisina coinciden notablemente
con tres de los intrones de 18 kDa.

3) A partir del anélisis citado en el punto anterior, surge la hipétesis de que las proteinas
lisina y 18 kDa provienen de un evento mutacional de duplicacion de genes.

4) La tasa de sustitucion de nucledtidos no sinénimos (dn) en exones de lisina y 18 kDa
es mayor que la tasa de sustitucion de nucleétidos (d) en intrones, lo cual indica un
patron de variacidon de nucledtidos inusual: mayor variacion de nucle6tidos en exones
que en intrones.

S) Los resultados del analisis de la estructura secundaria y la bisqueda de ORFs en el
intrén 4 de lisina muestran poca evidencia del desempefio de algiin papel funcional de

estas secuencias.
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COMENTARIOS FINALES

i) Una probable explicacidon para esta baja variacion en intrones es una baja tasa de
mutacion en el gen de lisina, sin embargo, un mayor nimero de mutaciones quedan fijas
en los exones que en los intrones debido a la accion de la seleccion positiva, originando

este inusual patron de variacion.

ii) Se han encontrado ejemplos de este patron de variacién en los genes de PLA2 que
codifican para el veneno en dos especies de vibora, por lo que se puede proponer que
este es un patron general que se presenta en proteinas con altos niveles de seleccion

positiva.

iii) Las fuerzas selectivas que promueven este patron en las proteinas de lisina y 18 kDa

aun son desconocidas y se requiere el desarrollo de estudios futuros en estas importantes

proteinas de fertilizacion.
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