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RESUMEN

. El:presente. trabajo tuvo como objetivo aislar y secuenciar un fragmento del gen
asociado a la produccién de Gonadotrofina (GnRH) involucrada en la reproduccion de los
vertebrados, del charal Chirostoma humbodtiarnum,

Las GnRH's son moléculas pertenecientes a una superfamilia de genes que tienen
cn comin una regién que codifica para un decapéptido. Actualmente se han descrito 9
moléculas de esta familia, de las cuales sicte corresponden a vertebrados y dos a
procordados. En C. humboldtianum no sec ha descrito esta hormona, por lo que en este
trabajo empleando la técnica de amplificacién ripida de extremos de cDNA (“RACE"),
aislamos y secuenciamos un fragmento de DNA que tuvo una homologia, en la regién del
decapéptido, del 90% con otras sccuencias conocidas.

Consideramos que este trabajo es relevante ya que sentard las primeras bases del
conocimiento de la fisiologia reproductiva de una especie endémica, con fines de que en el
futuro se logre su cultivo, con todos los beneficios que de ello deriven.
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INTRODUCCION

Los sistemas acuaticos tienen un papel importante, en el desarrollo de las culturas
pues, representan una fuente primaria de recursos. La pesca es una alternativa que ofrece en
principio, alimento, ademas dc ingresos econémicos. Sin embargo, la sobreexplotacion de
estos recursos, asi como su deterioro derivado de la actividad antropogénica, ocasionan una
disminucién considerable en la productividad de diversos ecosistemas acudticos en México.

La acuacultura es una alternativa que permite elevar la produccién, asi como ayudar
a recuperar las poblaciones naturales de organismos, de la misma manera, impulsa la
transicion de la actividad exclusivamente extractiva a una actividad productiva
econémicamente rentable, que permita el uso racional y sustentable de los recursos (Ruiz-
Dura, 1993).

No obstante la actividad pesquera en aguas interiores tiene como base Ia explotacion
y cultivo de especies introducidas, por lo que es de fundamental importancia dirigir
esfuerzos de investigacion hacia el desarrollo de tecnologias y métodos adecuados de
cultivo, sobre la base del control reproductivo de diversas especies de peces (Aguilar,
1993).

El género Chirestorna es un grupo de peces que incluye al pescado blanco y los
charales. Se encuentran distribuidos en el sistema Chapala- Lerma — Santiago y enlos
Valles de México y el Mezquital, :

Una de estas especies es el charal (Chirostoma humboldtianum), que forma parte
de la ictiofauna exclusiva en México, por lo que se considera una especie endémica y su
importancia es significativa, desde el punto de vista ecoldgico, econémico, evolutivo y de
conservacion (Barbour, 1973).

Sin ecmbargo, se conoce poco de su Biologia, dinamica poblacional y potencial
reproductivo. Las expericncias de captura, muestreo, transporte y confinamiento realizadas
por Alvarado y Ruiz (1996), sugieren que la capacidad de adaptacién y resistencia -al
mancjo de C. hiumboldtianum, es mayor que la de las especics mas cercanas y de talla més
grande, por lo que los ensayos experimentales, tendientes hacia el cultivo de esta especie,
son de gran importancia (Maldonado, 1996).
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Entre los trabajos realizados en esta especic se tienen la determinacion del espectro
tréfico durante un ciclo anual en la presa las tazas, Estado de México, donde sc
determinaron que ésta estuvo compuesta por nueve grupos alimenticios: cladéceros,
anfipodos, copépodos, calanoidcos y ciclopoideos, dipteros, coledpteros, hemipteros, peces
y rotiferos, correspondiendo la preferencia de éstos al orden en el que sc mencionan
(Fucntes, 1997).

La reproduccién de los telosteos, esta influenciada por factores ambientales que
promucven su madurcz sexual (Peter, et al, 1993). El proceso reproductivo esta controlado
por el eje hipotalamo-pituitaria-gonada (Sherwood, et al, 1997). Este sistema esta modulado
por hormonas de naturaleza peptidica y esteroidca. Los moduladores més importantes son
las hormonas liberadoras de gonadotropinas (GnRH 's), producidas principalmente en el
hipotilamo. Esta bien descrito que las GnRH's jucgan un papel principal en la regulacion
de la secrecion de las gonadotropinas (GtH s) de la pituitaria, en las hembras un incremento
de la GtH en suero ocasiona la maduracién de los ovocitos, incrementa la sintesis de
esteroides y la ovulacién espontinea, entre otras cosas, en los machos se incrementa la
espermatogénesis y la produccién de testosterona. En ambos sexos se han observado
cambios en la conducta reproductiva cuando los niveles de GtH's se incrementan.

El gen que codifica la GnRH pertenece a una superfamilia de genes que producen
un decapéptido con una similitud muy alta entre los vertcbrados y los precordados (Sower,
1997).

La Biologia Molecular contemporanea se ocupa principalmente de la comprension
de los mecanismos responsables de la transmisién y expresion de la informacién genética
que en el Gltimo término determinan la estructura y funcién celulares. Los avances iniciales
de Biologia Molecular se lograron aprovechando el rapido crecimiento y la facilidad de
manipulacién del genoma de bacterias sencillas como £, coli y sus virus (Cooper 2002).

Recientemente se han aplicado con éxilo en eucariotas no sélo los principios
fundamentales sino también muchos de los abordajes experimentales desarrollados
inicialmente en procariotas (Cooper 2002).

El desarrollo de las técnicas de ADN recombinante ha tenido un tremendo impacto
en la Biologia Molecular, permitiendo el aislamiento y camctenzacnén en detalle de genes
eucariotas individuales (Cooper 2002). . .
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. La técnica de amplificacion por PCR (dc sus siglas en inglés Polymerase Chain
Reaction) fue desarrollada a mediados de los aiios 80°s por Mullis. El PCR puedc usarse
para reproducir o amplificar una secuencia de DNA in vitro sin el uso de células durante el
proceso. Sin embargo, el procedimiento solo puede ser usado si las sccuencias de
nucledtidos flanqueantes de la regién de interés es conocida, ya que el PCR involucra el uso
de oligonucleotidos sintéticos complementarios a dichas secuencias conocidas donde se
alincan (hibridan) a la regién de interés para sintetizarla por una amplificacion enzimatica;
este alincamiento dependerd de la complementariedad del oligonucleotido a la regién
blanco, de la concentracién dc bases y la temperatura a la cual ocurre la hibridacién.

El PCR involucra tres pasos, cada uno repetido muchas veces para producir los
ciclos de amplificacidon. Fase 1 : La desnaturalizacion del DNA genémico generalmente
a94°C. Fase 2 : El DNA desnaturalizado, se alinea a un exceso de oligonucleotidos a una
temperatura que varia de los 37°C a los 60°C. Fase 3 : Una DNA polimerasa termoestable
es usada para replicar el segmento de DNA hacia los extremos 3‘de los oligonucleotidos,
los cuales proveen el extremo 3°OH libre requerido para la extensién. El producto del
primer ciclo de replicacion es nuevamente desnaturalizado, alineado a los oligonucleotidos
y replicado nuevamente por la DNA polimerasa. El ciclo es repetido muchas veces hasta
que se alcanza el nivel de amplificacion requerido. El procedimiento de amplificacién tiene
varias ventajas como un rendimiento exponencial ya que para el fin del primer ciclo el
sedimento de DNA se ha duplicado, al fin del segundo ciclo al cuadruplicado, etc, de tal
modo que para ¢l décimo tendremos aproximadamente 1024 copias a partir de cada
templado original.

Inicialmente la elongacion de las cadenas en el PCR se llevaba a cabo con el
fragmento Klenow de la DNA pol I de E. coli, lo que presentaba la desventaja de que en
cada ciclo de desnaturalizacién del DNA la polimerasa también se desnaturalizaba, lo que
obligaba a la adicidn de nucva enzima al final de cada paso de desnaturalizacién. El mayor
avance en ¢l PCR vino con el descubrimiento de una polimerasa termoestable aislada a
partir de una bacteria termdfila Thermophilus aquaticus. Esta polimerasa fue llamada Tagq
polimerasa. Esta enzima ticne una temperafura Sptima de polimerizacién de 72°C,
temperatura a la cual las cadenas del templado permanecen separadas, por lo que el paso de
elongacion de las cadenas sc lleva a cabo esta temperatura. Pero la ventaja mas grande que
ofrece cs que solamente ticne que ser adicionada al inicio de la reaccion, ya que no pierde
su actividad aan durante el paso de desnaturalizacién (Gardner 1994).

Cada vez son mas las aplicaciones del principio de amplificacién por PCR en la
Biologia Molecular donde se han desarrollado variantes de esta técnica como RT-PCR y
RACE. -



RT-PCR (Amplificacion en cadena de la polimerasa acoplada a la sintesis de

cDNA): Esta técnica nos permite obtener una secuencia en particular de cDNA a partir de
RNA; para lograr esto, es necesario incubar 'RNA con transcriptasa reversa (RT) en
presencia de un oligonucieotido de timinas (oligo dT) u oligonucleotidos al azar, que
scrviran de cebadores para que la enzima sintetice la primera cadena de cDNA.
Posteriormente, ¢l hibrido es desnaturalizado y se afiude dos oligonucleotidos especificos y
la taq polimerasa, para asi iniciar PCR tipico (life Technologies 1996).
La amplificacion rapida de extremos de cDNA (RACE), es un procedimiento para la
amplificacion de RNA mensajero cntre un sitio interior definido y cualquiera del extremo
3’6 5" de éste. Esta metodologia de amplificacion con especificidad de un solo lado ha sido
descrita como un PCR unidireccional 6 PCR de anclaje y requiere de transcriptasa reversa.
Los productos obtenidos sc amplifican por un PCR tipico.

La técnica del RACE ha sido usada para amplificacién y clonacion de RNA's
mensajeros no descritos y pueden ser cmpleados para crear bibliotecas de cDNA.
Adicionalmente ¢l producto del RACE puede ser directamente sccuenciado sin ninguna
fase intermediaria de clonacién. También los productos pueden ser utilizados para preparar
sondas. Los productos generados por ¢l procedimiento de RACE 3’y 5° pueden ser
combinados para generar cDNA s completos. (Life Tecnologies, 1996).

Con lo que respecta a C. iumboldtianum cabe mencionar que no existen trabajos de
Biologia Molecular. Bajo eslc contexto, el presente trabajo se orienta a contribuir al
conocimicnio de aspectos reproductivos de C. humboldtianum, desde una perspectiva
genética mediante técnicas de Biologia Molecular (RT-PCR, PCR, RACE), con la finalidad " -
de aislar una secuencia parcial del gen asociado a la produccién de gonadotrofina (Gn-RH), -
involucrada en el ciclo reproductivo.
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ANTECEDENTES

Los aspectos reproductivos de los peces, no sélo han sido estudiados como parte de
la historia natural, sino también asociados con estudios de dindmica poblacional,
caracteristicas genéticas, produccion y problemas de repoblacién (Nikolsky,1963).

Los estudios reproductivos de los peces forman parte bdsica de su Biologia,
especialmente de aquellos que soportan una presidén pesquera importante. El conocimiento
del estado de madurez de los individuos de una poblacién y la estimacién de la fecundidad,
son importantes en los estudios del ciclo reproductivo (Caillet,1986). -

Al jgual que los mamiferos, la reproduccién en peces 6seos es controlada por
factores medio ambientales que promueven Junto con la adquxsxclén de clerta talla del pez y
la madurez sexual (Peter, 1997). o

La reproduccion en los teledsteos es similar al patron general de los vertebrados cn, .
sus aspectos fundamentales, pero presenta caracteristicas que son unicas de la‘clase’y un
gran desarrollo de variacioncs inter especificas en estructuras de las génadas y en-las-
hormonas que éstos producen (Lance, 1978; en Peralta, 1991). :

El control de desarrollo gonadal implica cuatro procesos: “medioambiental,
nutricional, de conducta y hormonal. Los sistemas nervioso y endocrino de los vertebrados
actitan concertadamente para coordinar los eventos reproductivos. Los eventos neurales
predominan en las primeras etapas, mientras que las etapas posteriores son de naturaleza
hormonal (Harvey y Hoar, 1980).

La pcrcepcién de estimulos ambientales, como la percepci()n del dfa (fotoperiodo),
la temperatura y la época de lluvias, csta regida por el sistema nervioso e mc]uye el paso de -
1a informacion de los receptores sensoriales hasta el cerebro.

En general la reproduccién se encuentra regida por ¢l eje hipotilamo - hipdfisis -
génada y en ella participan hormonas de naturaleza peptidica y esteroidea. Entre las
peptidicas destacan las hormonas liberadoras de gonadotropinas (GnRH) controladas por el
hipotilamo y las gonadotropinas (GtHs) producidas por la hipéfisis, mientras que las

esteroideas son producidas fundamentalmente por la gonada.
6
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La informacion neural al llegar al hipétalamo determina la aclividad de la hipéfisis
por medio de mensajeros quimicos denominados factores liberadores de godanotropinas
(GnRH), éstos a su vez estimulan la hipéfisis para liberar a la circulacion general unas
hormonas Ilamadas godanotropinas (GtH-1 y GtH-II), cuyo destino es la gdénada; su efecto
cs- estimular la produccion de esteroides scxuales en la goénada, esteroides que
posteriormente son responsables de la maduracidn de los gamctos (Harvey y Hoar, 1980).

La GnRH son moléculas pertenecientes a una stiper familia de genes que dan como
resultado la formacion de un decapéptido activo con un alto grado de similitud entre los
vertebrados y de algunos cordados inferiores (Sherwood,1997).

Actualmente se tienen descritas nueve moléculas de esta familia de las cuales siete
corresponden a vertebrados y dos a procordados (Sower,1997),

La primera forma de GnRH descrita para peces fue la encontrada en el salmén
Oncorhynchus keta y fue determinada como (Trp 7, Leu 8)-GnrH, u hormona liberadora de
gonadotropinas de salmén (sGnRH) (Sherwood;1994), pues varia en los aminoacidos que
posce en las posiciones 7 y 8 con respecto a la GnRH del mamifero (mGnRH)(Matsuo et
al; 1971;Burgus, et al; 1972), que fue la primera en describirse para cualquier tipo de
organismo y cuya secuencia es pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2. Otras
formas moleculares identificadas en el cerebro de teledsteos son (His5,Trp7,Tyr8)-GnRH
denominada como GnRH de pollo II (¢cGnRH II) (Miyamoto et al;1984), la misma GnRH,
la (His5,Leu7,Asn8)-GnRH descrita para el bagre (cfGnRH), y la (Ser8)-GnRH descubierta
originalmente en ¢l genero Sparus (sbGnRH) (King;1995),otras secucncias reportadas para
peces son pez gato GnRH (His5,Asn8)( GnRH,cf GnRH)(Bogerd et al; 1992;
Ngamubongchon et al; 1992), pez perro GnRH(His5,Trp7,Leu8)GnRHdf, (Lovejoy et al;
1992), y para la lamprea GnRH-HI(His5,Asp6,Trp7,Lys8) GnRH-L,(Sower et al; 1993).

Estas GnRH's han sido identificadas en extractos ccrebrales de vertebrados y
constituyen una familia de decapéptidos estructuralmente asociados. Durante-los 500
millones de afios de evolucion de los vertebrados la estructura primaria de GnRH ha sido
conservada, .



La existencia de miltiples formas moleculares de GnRH ha sido bien documentada
en teledsteos y en especies como Clarias gariepines, Claries macrocephalus, Haplocromis
burtoni, Sparus sparus, Morone saxotilis, Carassius_auratus y para varias especies de
salmonidos del genero Oncorhynchus. Su secucncia ha sido confirmada por técnicas de
Biologia Molecular y para C. garapines, C. Macrocefalus, H. Burtoni, se han reportado tres
formas diferentes de GnRH en el encéfalo de estas especies , mientras que cn bagres y pez
dorado sc reporta la presencia de dos formas distintas de GnRHs en sus cerebros. Esta
coexistencia de mas de una forma de GnRH en el cerebro de teledsteos, ha conducido a
estudios sobre bioactividad, distribucion y regulacién de las mismas, pucs en varias de las
especies descritas anteriormente, las diferentes fonnas de GnRH pueden estimular la
secrecion de GtH (Yu, 1997).

Esta bien establecido que la secrecion de GtH es estimulada por GnRH y las
godanotropinas inducen directamente fenémenos gonadicos como son : la vitelogénesis, la
maduracion del ovocito, aumento de la esteroidogenésis y la evolucién espontanea en el
caso de las hembras y la estimulacion de la espermatogénesis y la produccién de
testosterona en machos, asi como el comportamiento reproductivo en ambos. (Peter, 1997).

Al ser las GtHs moléculas grandes, de tipo dimérico, no resulta muy factible él
poder utilizarlas en la induccién de la reproduccion en peces, pues su costo es muy elevado
por lo que ¢s mas accesible ¢l uso del gen GnRH en auxilio de la sincronizacién de la
reproduccién entre ambos y el fomento de la calidad y cantidad de gametos por parte de los
reproductores. (Peter, 1997).

£l gen de GnRH costa de cuatro exdnes y codifica para los péptido seiial, GnRH y
un péptido asociado (GAP). El ex6n 1 tiene el UTR 5°, el exén 2 codifica para el péptido
sefial, GnRH y un trozo de GAP, cl exdén 3 codifica la parte media del GAP y el exén 4
codifica la parte final de GAP y contiene el UTR 3°. En el extremo 5° del gen se han
identificado 2 recgiones promotoras y 4 motivos para unién de estrégenos (ERE). (Yu,
1997).

La similitud de nucledtidos entre los diferentes cDNA's que codifican para las
diferentes formas de GnRH en teledsteos son entre el 23.6 y el 33%. Un porcentaje de
similitud parecido existe al comparar las secuencias de nucledtidos entre las GnRH's de
peces y la de mamiferos o pollo. (Peter, 1997).

A la fecha se han realizado estudios sobre la biologia reproductiva ¢ histologia de
las gonadas del Chirostoma humboldtianum, :sin embargo no se han reportado estudios
sobre la fisiologia reproductiva de la especxe desde una perspectiva genética mediante
técnicas de Biologia molecular.



OBJETIVOS

Objetivo general:

Aislar y caracterizar una secuencia parcial de cDNA que codifica para la hormona
de reproduccién (Gn-RH) del charal Chirostoma humboldtianum.

Objetivos particulares:

Obtener - una. coIeccxén de RNA total de dlferentcs organismos del pez C
/] umboldtmn um, B . .

Dlseﬁar 'y smteuzar ohgonucleohdos a pamr de secuencias conocidas del gen que P
»codlf ica'para la hormona de reproduccnon (GnRH)de dlferentes organismos medlante el
: programa Ohgo

Aislar una secuencia del Gen asoc:ado ala producclén de la gonadotroﬁna (Gn RH) S
" 'mediante la técnica de obtencion rapida de extremos’ de'cDNA (RACE,
total de C, huumboldtianiem, .

Caracterizar mediante secuenciacién autom tica la secuencia del Gen que codlf'ca
para la hormona asociada a la produccxon de gonadolrofna (Gn RH)
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METODOLOGIA

Los peces se capturaron en la presa “Las Tazas” que pertenece al niunicibio de
Ixtlahuaca, se encuentra ‘geograficamente entre los 99° 42° 44"y 99° 42° 15" de Iongltud :
oeste y a los 19° 41°16"" de laulud norte a una alutud de 2534m snm. :

Se mcluye en'la’ reglon hldroléglca Lerma-Chapala-Santlag ue _pertéheée ala
provmcna del eje ncovolcamco y a la subprovincia de lagos y volcanes de Anéhuac i

kEl clima scgﬁn Képpen y modificado por Garcia en 1964 pertenece al Ci(wl) (w) b
(i") 8, siendo el mas seco entre los templados con Iluvias en verano .

Las temperaturas medias mensuales maximas se presentan en los meses de abril,
mayo y junio, teniendo junio la maxima de 17.4 °C. De marzo a septiembre la temperatura
media mensual es superior a 14.2°C. Las temperaturas méximas promedio se presentan en
los mismos meses anteriormente mencionados. La temperatura méxima promedio se
presenta en el mes de mayo siendo de 28.7°C y en los meses de marzo a octubre oscilan de
27.5°C a 30.3°C. Las temperaturas minimas promedio oscilan de 1.5 a 8.5°C en los meses
de marzo a julio, cn los meses de agosto a octubre son superiores a 1.7°C.

De acuerdo a las temperaturas, los meses mds célidos se presentan durante la primera
parte del afio antes dc los meses de [luvia que se inician a mediados del afio y se contintian
hasta octubre.

La precipitacién total anual de acuerdo a los dalos es de 760 mm. presentandose el
méximo en cl mes chulxo con 175, 8 mm._ .

La parte correspondxente a la zona forestal en la reglén corresponde ala provmcxa
templada en Ia cual se encuentra Enclno. Palo Blanco, Madroﬁo entre otras (Cetenal 1970)
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MUESTRA BIOLOGICA:

Se realizaron colectas periddicas cada 30 dias. Cabe resaltar que en el presente
trabajo unicamente se utilizaron organismos de la estacién de primavera debido a que en
cste periodo del aio los peces alcanzan la mayor talla y peso.

El muestreo se llevo a cabo considerando abarcar diversas zonas ubicadas a la orilla
de la presa, utilizando un chinchorro playero de tipo charalero de 28 metros de longitud
aproximadamente con una caida de 1.5 metros y una abertura de malia de 0.8cm.

Una vez obtenidos los peces, fueron anestesiados con MS 222 al 0.5%, hasta que el
movimiento opercular se detuvo. Fueron decapitados y ¢l cerebro completo recolectado en
tubos “Eppendorf” de 1.5 ml esterilizados y puestos en hielo seco para su traslado al
laboratorio, y posteriormente almacenado en un ultra congelador a -70°C, hasta su
utilizacién. ;

OBTENCION DE RNA total DE TEJIDO:

El RNA total se obtuvo mediante la técnica del Trizol ( GIBCO/BRL Gaitherburg,
MD) basado en el método de extraccion de isotiosanato de guanidina — fenol ~ cloroformo
(Chomczynski and Sachi, 1987). El tejido se¢ congeld inmediatamente después de su
aislamiento, posteriormente se homogenizo de 50 a 100 mg del tejido con una jeringa de 3
ml y con una aguja de 20 G y se resuspendid en la solucion de isotiosanato de guanidina,
incubandose la muestra 5 min. a temperatura ambiente. Se adicioné 0.2 ml de cloroformo y
¢l producto se centrifugd a 15 Krpm durante 15 min. a 4°C. Se transfirié la fase acuosa a
otro tubo y el RNA se precipité con isopropanol. La pastilla de RNA se lavé dos veces con
ctanol al 70% y sc resuspendié en 20-50 pl de agua tratada con dietilpirocarbono, por
ultimo se incubd a 55°C para que la pastilla se resuspenda completamente y se almacend a
-70°C. )



S comda TBE 11X,

“adhesiva; Se colocé el cai-ro en la cémara elcctroforeu' 'y, 5e cu la’ soluclén de“‘ &

En un trozo de paraf' ilm se mezclaron 2pl dc colorante de comda y lOpl de la
muestra de RNA o cDNA. Se tomé la mueslra con'una mncro plpela ‘y.se depos:lé en el e
pozo del gel. : ; : o

Se sometid la cimara elcclroforeuca a corriente e]éclnca durante 60 mm uuhzando y
un voltaje de 100 a 120 volts. Una vez terminada la electroforesis se observé el gel en un
transiluminador de luz ultra violeta (U.V) de onda corta y se tomé una folograﬂa con una
céamara Polaroid modelo MP-4+,

Concentracion e integridad del RNA

La concentracion y pureza del RNA se determiné mediante espectrofotometria de
luz ultravioleta (UV). El RNA es capaz de absorber luz ultravioleta, a una longitud de onda
de 260 y 280 nandmetros, mediante esta propiedad fue posnble calcular la conccntrac16n y
pureza de las muestras. ]

Concentracion.

Esta se obtuvo tomando col

La mtegndad del RNA

minutos.



-Diseiio de oligonucleotidos

En base a la sccuencia reportada en la literatura del. gen que codifica para la

- hormona de reproduccién (GnRh) del salmén (Xin —Wei, 1995) se eligicron tres regiones,

procurando que por lo menos una cllas se hallase mas conservada filogenéticamente y en

base a esto, se disefiaron mediante el programa ohgo. tres ohgonucleoudos para flanquear
la regién deseada. ; T

Oligo “RACE 1" Direccién 5° CAG CAC TGG TCA TAC GGT TGG C 3'
Oligo “RACE 2" Direccién 3' CGC TCA CAT TTA ATA TTT ATT TTA G 5°

Oligo “RACE 3" Direccién 3 TGA TGG ATT CTG GTT ATG 5°

Amplificacion rapida de extremos de cDNA (RACE)

Esta técnica se desarrolla bajo el siguicnte protocolo:

Sintesis de la primera cadena de cDNA a partir de RNA total.

El RNA se amplificé utilizando la técnica de RACE. Basicamente ésta consistié en
generar cDNA de doble cadena, a partir de RNA total. En un tubo de 0.2 ml. se pusieron
2.5 ul equivalentes a 2.5 pg de RNA, se adicionaron 2 pl del oligo “RACE 1%, a una
concentracién de 100 picomoles y se adicionaron 11 pl de agua tratada con DEPC. La
mezcla se incubd en un termociclador “GenecAmp PCR System 9700 de la marca Applied
Biosystems™ a 70°C por 10 minutos inmediatamente después se colocé el tubo en hielo por
lo menos | minuto, posteriormente se adiciond al tubo la siguiente mezcla:

Componente Volumen por reaccién.
“Buffer10x * 2 pl
Cloruro de magnesio (MgCl,) 2 pl.
Meczcla de dNTP's I pul
DTT 0.1M. ) 2 ul
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La mezcla se concentré en el tubo, por centrifugacion y se incubé 5 min. a 42°C. Se
agrego 1 pl de la enzima SuperScript I RT (trascriptasa reversa) , se incubé a 42°C por 50
minutos, 15 minutos 70°C . A continuacion se adicioné 1 pl de inhibidor de RNA’asa y se
incubé 20 minutos a 37°C. El volumen final de 25 pl se almacend a —20°C hasta su uso.

Sintesis de la segunda cadena de cDNA.

La sintesis de la segunda cadena se realizé por PCR utilizando umcamente el 10%
del volumen final de reaccidn de la primera cadena. o
En un tubo eppendorf de 0.2 ptl se preparé la siguiente mezcla:

Componente Volumen por reaccién
Agua bidestilada 39 ul. '
“Buffer 10x” 10ul.

Cloruro de magnesio (MgCl,) Gpl.

dNTP s (mezcla) 40l

Oligo 1 “1ul,

Oligo 2 ; C1pl

cDNA 2.5l

Tagq. Polimerasa 0.5l

Volumen de reaccién final 100pl,

Se incubd en un termocnclador “GeneAmp PCR System 9700 de la marca Apphed T
Biosystems” con las siguientes condiciones: :
Desnaturalizacién inicial: 94°C, 7 minutos ( 1 ciclo).

Desnaturalizacién 94°C, 1 minuto, alineamiento 50°C, 1 minuto, polimerizacién 73°C, 1.5

minutos (35 ciclos.).
Extensién 73°C, 7 minutos ( 1 ciclo).

Obtencion ¢ integridad de Ia banda de cDNA.

Alicuotas de los productos de amplificacion obtenidos mediante el “RACE" fueron
sometidas a electroforesis en geles de agarosa al 1%, utilizando como marcador de peso
molecular escalera de 123 pares de bases (GIBCO-BRL).

14
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‘Extraccién y purificaciéon de la banda de cDNA.

Para extraer la banda de interés del gel de agarosa sc utilizé el “kit QIAquick Gel
extration” (Quiagen). Este protocolo fue disefiado para la extraccién y purificacién de
c¢DNA de 70pb a 10kb de geles de agarosa. La banda de interés se aislé del gel con una
navaja de bisturi esterilizada, procurando minimizar ¢l tamafio removiendo el exceso de
agarosa. Se pesO y se colocé en un tubo eppendorff. Se adicionaron tres voliumenes de
“buffer” QG por un volumen de gel, en base a la relacion, por cada 100 mg se adicionaron
300 pl. La mezcla se incub6 a 50°C por 10 minutos agitando con vortex cada 2-3 minutos
durante la incubacién. Una vez que la agarosa sc disolvié (la mezcla debié mantener un
color similar al “buffer” QG), se adicioné un volumen de isopropanol proporcional al peso
del fragmento del gel y se mezclaron. A continuacién la mezcla se transfirié a una columna
(incluida en el kit) y se puso sobre un tubo colector, centrifugindose a 6000 rpm por |
minuto. Se climind el volumen eluido del tubo colector y se colocé nuevamente la columna
dentro de este tubo. Se adiciond 0.75 ml de “buffer” PE y se centrifugé 1 minuto a 6000
rpm. Se descart6 el volumen eluido y se volvid a centrifugar a 13000 rpm durante 1 minuto.
Se colocé la columna dentro de un tubo eppendorf de 1.5 mililitros y se le adicionaron 50
pl del “buffer” EB y se centrifugd a maxima velocidad durante 1 minuto para eluir el DNA.
Para obtener una mayor concentracién se realizé un lavado adicional agregando 30 pl de
“buffer” EB, centrifugando a maxima velocidad durante ! minuto.

Cuantificacién y concentracién de cDNA

Como se ha mencionado antes, el DNA es capaz de absorber luz ultravioleta a una
longitud de onda de 260 nm. Mediante esta propiedad del DNA es posible calcular la
concentracion y pureza de las muestras, con ayuda de un espectrofotometro. .

Concentracién

Esta se obtiene tomando como base la siguiente relacion: .
1 D.O a 260nm =40mg/pl.

: ;'Pu'rqza.

. Es(a se obtiene haciendo la division del valor de la absorbancia a 260nm sobre la
,“absorbancm a280nm, que es la longitud de onda a la cual absorben las proteinas. La pureza

~adecuada cquivale a una relacién 260/ 280nm; igual a 1.8
= . 15
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Secuenciacién automaética

La secuenciacién automadtica de los fragmehtos, se Ilévo a cabo utilizando. el kit
- BigDye (Applied Biosystems) los productos fueron le{dos en.un secuencmdor automatxco B
.. ABI Prism 377 (Applied Biosystms). e :

Esta técnica se basa en el pnncnplo a reaccién de “Sanger Exxslen nucleoudos
marcados con fluorescencia los cuales son mcorporados dentro de’ los productos de que se
estan polimerizando a pamr de un ohgonucleoudos cebador -

En un tubo “eppendorf” estenllzado de 0. 2 ml se reallzé la mguwme mezc]a

Componente S Volumen por rcacclon ]
Oligo “RACE” 1 e 73.2ul
Oligonucleotidos fluorocromados * " -, 2, Opl. *

CDNA (10-40 ng/ul TR 2.0M
Agua bidestilada : ]4 Sp!

La reaccién se someué a, un clclo de 94°C d anle l minuto, 35 cnc]os a: 94°C !
minuto, 50°C, '1 mmuto, 73°C,1.5 m'nutos y.un. cwlo final de 73°C duran!e -1 mmuto en
un termociclador “,‘Ggr}e‘ A

B anahsls via* ‘internet’ mediante el programa “Blast™, (hltp www ncbl nih, gov/BLAST/)



RESULTADOS

El objetivo dc este lrabz\;o m;hcé en’ la amphﬁcacnén y secuenciacion de un
fragmento del gen para Ia hormona dc rcproduc ion (GnRH) cn ‘el pez. Chirostoma
humboldtianim

En el presente trabajo se utilizaron organismos de la temporada de primavera,
dcbido a que en este periodo se obtuvieron los ejemplares de mayor talla y peso.

El RNA se extrajo a partir de cerebros conservados en un ultracongelador,
utilizando trizol, como se describe en métodos. Su concentracién se determind por
espectrofotometria a 260 y 280 nm como se comenta en métodos. En la tabla 1 se muestran
las concentraciones de RNA total obtenidas de 7 muestras analizadas. Las concentraciones
obtenidas oscilaron de 1600-5500 ng y. La integridad de cada una de las muestras fue
verificada mediante electroforesis en geles de agarosa. En la figura 1 se muestra el
resultado de la electroforesis de 2 muestras con las concentraciones mas altas de RNA
obtenidas.

MUESTRA. 260 nm. 280 nm. RAT.
A 2.816. 1.574, 1.817.
B 1.613. 0.814. . : : 1.846.
c 2804 : ;1.5‘7'2.'7 ™ 1v.‘a4:1.>
0 188070 f"“_‘o‘érsz;.i et A 1.982.
E a1z s 0.15‘5‘1'.‘ e ‘ 2._615.
F 0.843. .5 i T 0.42'9'.', See i L ggg, o
G 6.1140.. s T 1972,

1685 ng.

CONCEN-
~“TRACION *
~(ng/u) .

.- 5632ng

[ 280ng

TABLA 1::-Muestra = la Icclura ‘de . las concentraciones en pgJ/ul de RNA -por .

espcc(rofotomctrfa de luz ultra vnolcta a260 y 280nm.
17
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Figura 1. Electroforesis de RNA total de Chirostoma humboldtianum. Alicuotas de RNA
total se someticron a electroforesis en geles de agarosa al 0.8% tefiidos con bromuro de
etidio como se describe en metodologia. Al margen s¢ indican los tamafios de las bandas

ribosomales.
18
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Con la finalidad de verificar la integridad de los oligonucleotidos, éstos fueron
sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1%. En la figura 2 sc observa una banda para
cada oligonucleotido, lo cual indica que cada uno de éstos tiene un solo producto. Por otro
lado las concentraciones de los 3 oligonucleotidos son similares.

Figura 2. Electroforesis de oligonucleotidos, alicuotas de 2pl. Los oligonucleotidos se
sometieron a clectroforesis en geles de agarosa al 0.8% tefiidos con bromuro de etidio como: -
se describe en metodologia. Carril 1 oligonucleotido RACE 3, carril 2 ollgonuclcoudo .
RACE 1 y carril 3 oligonucleotido RACE 2. :

En la figura 3 se muestran los productos de cDNA obtenidos mediante la técnica'de
amplificacién rdpida de extremos de cDNA (“RACE™). Como se puecde observar se
obtuvieron bandas de aproximadamente 369 pb. 2
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369 pb
246 pb

>123 pb

Figura 3. cDNA de Chirostoma humboldtianum. El cDNA del candidato a ser el gen
asociado a la produccién de GnRH de este organismo se obtuvo como se describe en
metodologia. Alicuotas de los productos fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa

al 1%. Carril 1, 2 y 3 oligonucleotidos RACE 1, 2 y 3 respectivamente. Carril 4, 5y 6

controles negativos. Carril 7 y 8 cDNA de C. humboldtianum . M marcador peso
molecular, escalera de 123 pb (Gibco-BRL),

20
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Con la finalidad de tener una mayor cantidad del producto amplificado para su
posterior purificacién, se disefo una variacion cn los pozos, de tal manera que el 90%
restante del producto obtenido por RACE, se depositard en su totalidad. En la figura 4 se

muestra el resultado obtenido.

369 pb
246 pb

123 pb

Figura 4. Electroforesis del los productos totales del cDNA de C. humboldtianum. Los

- productos totales de 2 reacciones de sintesis de cDNA se separaron por electroforesis en gel
de agarosa al 1%, como se describe en metodologia. Carril 2 y 3 ¢cDNA‘'s de C.
humboldtianum. M marcador peso molecular, escalera de 123 pb (Gibco-BRL) y el carril |
muestra una alicuota degradada.

21
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Los productos amplificados fueron purificados del gel como se describc en metodologia.
Posteriormente, para la sccuenciacién automdtica de los productos de cDNA, se
cuantificaron por espectrofotometria 7 productos de la purificacion de cDNA del gel de
agarosa. Los valores obtenidos se muestran en la tabla 2.

MUESTRA. 260, Nm 280. Nm RAT . CONCEN- -
:  TRACION
: (ng/pl)
A 0.002. 0.001. .. 2.000. 50.
B 0.010.  0.009. ERTTI 250
c 0.007. S 0.006. S AT s
D 0.005. 0.003. » 1.660, - 128,
E. 0.012. 0.010. 1200, 30.,0.
F oofe. - . - o001 - 1,056, e 47.5.
G 0009. - . 0.008. 1800, 225.

Tabla 2: Cdncentkracvioh‘es de cDNA's de divéx_’éas mdcstra de C. humboldtianumns.
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Una vez obtenido el fragmento de nucledtidos de aproximadamente 369 pb, por medio de
secuenciacion automaética, se secuencié un producto de 240 pb,  que se describe en la figura
5.

5" TTAAAACCCTTTGGACGGCCCACGACGGTTTCTGATAGTCTTGGAACCTCGGACTTTCGTTC
TTGATTAATGAAAACATCTTGGCAAATGCTTTGCGTTTCGTCCGTATTGCGCCGATCCAAGAAT
TTCAGCTCTAGCGGCCAATACTAATGCCCCCGGCCGGCCATCTTAATCAAGGCTTCATTTTACA

GCACACATCCTACGGATGGCTACCAGGTACTTTCATTCTTATCCCAACC 3°

Figura 5. Secuencia parcial del gen asociado a la produccién de GnRH. de C.~
humboldtianum. Los nucleétidos subrayados y en letra cursiva corresponden-a‘la reglén :
conservada de la hormona.

La region secuenciada (240 pb) fue consultada en la base de datos “Blast”,
obteniendo como resultado una poco homologia con otras secuencias ya reportadas. Sin
embargo al comparar nicamente la secuencia que codifica a la hormona, ésta resultd tener
un alto porcentaje de similitud del 90%, con otros peces (fig 6).

CAG CAC TGG TCA TAC GGT TGG CTT CCG GGT Oncorhiynchus keta (Salmén)
gln his trp ser tyr gly tp leu pro gly

CAG CAC TGG TCC TAC GGA TGG CTA CCA GGT  Pagrus major ( Pez rajo)
gin his up ser tyr gly tp leu pro gly

CAG CAC TGG TCC TAC GGG TGG CTA CCA GGC  Porichthys notatus___(Aleta Clara).-
gln  his tp ser tyr gly tp leu pro gly

CAG CAC ACA TCC TAC GGA TGG CTA CCA GGT C humboldtianum. ___(Charal)
gln  his thr ser tyr gly tp lew pro pgly

Flgura 6. Comparacién de la reglén conscrvada de la secuencia de cDNA de la hormona

GnRH de diferentes organismos.
23
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Otro anilisis comparativo fue realizado con “Fasta™ Inicialmente se comparé
exclusivamente la regién del decapeptido (30 pb) obteniendo una similitud del 90 % con la
hormona GnRH de peces. Sparus aurata, salmon-type g, Pagrus major, Sparus aurata,
Haplocliromis burtoni, Oryzias latipes, Dicentrarchus labrax, Oryzias latipes, Porichitlys
notatus y Verasper moseri, por mencianar algunos.

Al hacer la comparacidon de los nucledtidos localizados hacia el extremo 3° del
decapéptido, que en ¢l caso de la hormona corresponde a la regién GAP, no se encontré
homologia con ninguna secuencia. Con lo que respecta con los nucledtidos (189 pb)
localizados hacia la region 5°del decapéptido, que corresponde al péptido sefial en la
hormona GnRH, sc obtuvo un 82 % de homoligia con la region 18S rRNA para diversos
peces.

La homologia de la secuencia completa aislada en este trabajo fue del 82.4 al 84.6
% con respeclo a la secuencia 185 rRNA de los peces Oreochromis esculentus,
Chrysophrys major, Salmo salar, Cyprinus carpio, Oncorhynclus mykiss, entre otros.

24
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Resultats de FASTA.txt

>» Sparus aurata salmon . (1972 nt)
90.000%  identidad 90. 000%.

10 20 <3

query - CAGCACACATCCTACGGATGGCTACCAGG

gbIUBO TTGGCGTTGGTGGTTCAGGTCACCCTGTCCCAGCACTGGTCCTACGGATGGCTACCAGG

1590, !W' 1600 - 1510 1630 164

gb|U30 GGGAAGAGAAGCGTGGGAGAGCTGGAGGCAACCATCAGAATGATGGGTACAGGAGGAGT

1650 1670 S 1680 1690 170
0 §
>> Pagrus major = (442 nt)
1.90.,000% identidadv90.000%

‘. e 10 200 73
0" . S e e
.. Query " CAGCACACATCCTACGGATGGCTACCAGG
T Sl R T T L

gb|D26 GGGAAGAGAAGTGTGGGAGAGCTGGAGGCAACCATCAGAATGATGGGTACAGGAGGAGT

120 120 . 130 140 - 150 . 160
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Resultats de FASTA.txt

>> Sparus aurata . (264 nt)
90.000% .identidad 90.000%

10

;:: >3 Haplochromls ~burton
a1 667%" 1dent1da

10

- "\l‘

bl

~| 1"||t( _;“é
...-.-———-‘"""""“

20 i 37

20

e sanaep 8 it o)
4
{\v ‘,\
[FRBEE -
v

vt

- Query LA L CAGCACACATCCTACGGATGGCTACCAGG
- DIENEE PR S i G e

TQuery . I TaTin e T OAGCACACATCCTACGGATGGCTACCAGG

s



Resultats de FASTA.txt

>> Oryzias latipes
86.667% identidad 86.667%

10 - 20 - 3

CAGCACACATCCTACGGATGGCTACCAGS

foy che trarchus labrax . (575.nt)
86.667% identidad 86.667% - . .

210 e S20 T 3

CAGCACACATCCTACGGATGGCTACCAGG

" gb|AF2 GGGAAGAGAAGTGTGGGAGAGCTAGAGGCAACCATCAGGATGATGGGTACAGGAGAAGT

2100 0 220 0 230 250 1260
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Resultats de FASTA.EXt

>Oryzias 1atipesri (418 nt}):
86.667% identidad B6.667%
o 10 20 3

¢

Query CAGCACACATCCTACGGATGGCTACCAGS
T , I T N

gb|ABO TTGGCGTTGGTGGTTCAGGTCACCCTGTGCCAGCACTGGTCCTATGGATGGCTACCAGG
T S v R R = EEpnas

" »> Porichthys noAta't:usv;’s(al‘m'o‘n ::1(46:0_1Aht') S
© 86.207% identidad 86.207% . -

0.
Query
T
" 'gb|U4l TTGGCATTGGTGCTTCACGCCGTCC
R < I N S
gb|U41 GGGAAGAGAAGCGTGGGAGAGCTGGAGGCCACCATCAGGATGATGGGTACAGGCGGTGT

1500180 T 170 180 7 190 - 200




Resultats de FASTA,txt

>>» gonadotropina. - (460 .nt)
86.207% identidad 86.207%

10 - 20~ 03

Query : CAGCACACATCCTACGGATGGCTACCAGG
- ; , , SRtk T

83 333% 1dent1dad\§3 333%,
100 200 30

‘Query T . .CAGCACACATCCTACGGATGGCTACCAGE

gb|ABO GGGAAGAGGAGTGTGGGGGAGCTGGAGGCGACCATCAGGATGATGGGCACAGGCGGAGT

‘140 - 150 7160 19




DISCUSION

La base experimental de este trabajo radica en el aislamiento y. amplifcziciéri'de un
fragmento del gen asociado a la hormona de reproduccxon GnRH ‘en el pez C
humboldtianim. . .

Como se menciona en metodologia, se realizaron colectas penodlcas en el drea de
estudio, cabe resaltar que en el presente trabajo se emplearon organismos del periodo de
primavera debido a que en esta temporada el C._humboldtianum, alcanzé su mayor talla .y
peso, y por tanto un indice gonadosométlco consxderable, indicativo de la época
reproductiva (Rodriguez 1992). :

Es importante sefialar que en la época de ‘primavera se da un aumento en el
porcentaje de zooplanton (recurso alimenticio de especies icticas) (Navarrete y Chazaro, .
1992), recurso que al ser aprovechado al maximo se traduce en una eficiente conversién
fisioldgica del alimento (Palohemio de Dickie, 1966) para un mayor y ripido crecimiento
del charal.

Originalmente se trato de aislar y caracterizar una secuencia del gen que codifica

para la hormona (GnRH) por medio de la técnica de amplificacién rapida de extremos de_ - :

cDNA (RACE) utilizando un oligonucleotido adaptador en ¢l extremo 3° poly Ay un:
oligonucleotido degenerado para un sitio interno de la secuencia, disefiado en base al gen
asociado a la produccién de la GnRH del salmén. X

Se realizaron miltiples ensayos con esta técnica obteniendo una_ diversidad -d¢.
bandas. Algunas fueron purificadas y secuenciadas. Ninguna de ellas tuvo homologia con
la secuencia de la hormona. :

Posteriormente se decidié utilizar una estrategia dxferenle para el 3’ *RACE" la cual
\ consisti6 en disefiar otros dos oligonucleotidos, que a nuestro criterio resultarian ser mas
especificos, un oligo “RACE!” para un sitio interno que resulta ser la regién conservada,
que en este caso resulto ser la secuencia de 1a hormona (GnRH), no solo en el salmén sino
en otras especies de peces ya reportados. El segundo oligonucleotido “RACE 2" fue

disefiado para flanquear la regi6n del extremo 3"poly “A™.
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El cDNA obtenido a partir de RNA mensajero por “RACE” consistié en un
fragmento de aproximadamente 360 pb. Este producto fue secuenciado y se obtuvo una
lectura de 240 pb que se sugicre pertencce a la siper familia de decapéptidos. Esta
secuencia también tiene un patrén de repetidos de timinas (figura 5) reportada en el gen
GnRH de otros peces como el salmén.

En esta secuencia sc¢ puede notar que la homologia de nucleotidos con otros
telosteos es baja, sin embargo, para la regién conservada (hormona GnRH) encontramos
una homologia de hasta el 90% con las secuencias reportadas para otras especies de peces,
el 10 % restante difiere a consecuencia de una mutacién con sentido equivocado, dandose
ésta cn el tercer triplete (TGG por ACA) de C. humboldtianum, csto confirma que la
diversidad genotipica entre los organismos esta establecida por el proceso evolutivo.

Con esta metodologia se pudo obtcner la regién de la secuencia de la hormona
GnRH tal como se puede ver en resultados, si bien es cierto que la técnica de “RACE™ es
relativamente rapida para tener amplificaciones de DNA, la dificultad radica en obtener una
region de cDNA especifica, esto sucede cominmente cuando se desconoce el tamafio de
esta, debido a la utilizacion de oligos degenerados que resultan no ser especificos y por ello
hibridar en diversos sitios. Esto pude haber ocurrido con el fragmento que nosotros
descabamos aislar, ya que sc encuentra una alta homologia con una regién que tiene una
similitud con el gen GnRH, por este motivo se sugicre complementar este trabajo con
diversas alternativas como son, el disefio de oligos que amplifiquen una regién mas extensa
con respecto al decapéptido, con la finalidad de encontrar las regiones asociadas al
decapéptido, ya que no se descarta la posibilidad de que estas regiones se encuentren en
otro sitio. .

Otra alternativa seria el uso de sondas genémicas o de cDNA correspondientes a
secuencias relacionadas con la hormona GnRH de otros organismos, para usarlas en
ensayos de hibridacién Nothern o Southern.

Los estudios de Biologia Molecular en peces no solo permiten contribuir al mejor
aprovechamiento de especies para alimento humano, sino que ademés ofrece otras
posibilidades como modelos sobre el conocimiento de enfermedades genéticas y
desarrollos aplicables a otros vertebrados incluido el hombre. Quizds una de las
aplicaciones menos explotada, es la utilizacion de los animales acuacultivados para la
produccién de sustancias de elevado valor econémico por ejemplo la produccién de
insulina y colidgena humana a partir de tilapia genéticamente modificada, Otro ejemplo
destacable es el salmén del Atlantico genéticamente modificado en el gen relacionado con
la hormona de crecimiento, que ocasioné un incremento en su peso corporal hasta casi un
1000 % (Hackett 2000).

Este trabajo cs una de las primeras contribuciénes al conocimiento Molecular de

Chirostoma k., que permitird iniciar una caracterizacion mas precisa de la Biologia de esta
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especie, lo que podra redituar en un mejor conocimiento de la Fisiologia reproductiva de
esta especie, con fines de que en el futuro se cuente con bases suficientes para su cultivo, -
con todos los beneficios cconomicos y sociales que ello confiera, ademds  los
conocimientos adquiridos por esta investigacién se podran aplicar a especies cercanas en
un mejor aprovechamiento de csta especie.
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APENDICE

Reactivos:
Agua “DEPC"” (dietilpirocarbonato).
Colorante de carga’ par'a'ggblc's de agarosa : '

Azul de bromofenol (b.25 %) ’
Xilencianol . - :(0.25 %) -
Glicerol - .- . '(30.0 %)

Anestesia :

Ms222al 0.5 %

Reactivos para extraccién de RNA :

Trizol
Cloroformo
Isopropanol
Etanol 75 %

“Buffer” TBE 5X (amortiguador dc b(jratos_)

Trisbase = 5410 gr
Acido borico S 275 gr
EDTA = - S 465gr

Agua destilada . 1000 ml.



“Buffer” TBE 1X (buffer de boralds)

Agua destilada 400 ml.

Buffer 5§ X : 100ml.

Total ! 500 ml. -

Lavado de camara elcc\trofyokretikca pﬁr'a eliminacion de RNA'sas

Hidroxido de sodio (NaOH) 10N

Geles de agarosa par'ai cor'rimi‘c‘ntojelectro‘forpétic:o al1%

Agarosa 0.'6g7r" e

Buffer TBE 1X 30ml .

Bromuro de etidio 1.0pl

Kit para la primera caden‘a"de cDNA

Oligo “RACE 1™ : 100 picomoles.
Agua DEPC : PR T
“Buffer” : : 10X

Cloruro de magnesio (MgCl2) 25mM .
Mezcla de dNTP's -10mM

DTT L -0.1IM
Transcriptasa reversa. (superScript IIRT) 200U,
Inhibidor de RNA "sas. S
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Kit para la segunda cadena de c¢DNA

Agua bidestilada

“Buffer”

Cloruro de magnesio (MgCI)
Mezcla de dNTP's

Oligo “RACE 2"

Oligo “RACE 1"

cDNA

Taq polimerasa.

Kit para extracci6 de agarosa

“Buffer” QG.
Isopropanol
“Buffer” PE
“Buffer” EB

Kit para purificacién de c¢DNA .

 Columna de mici‘qﬁ,ltr’ado.("Dye Ex™)

- Tubo'colector: -

secuenciacién automatica.

ligonuclcotidos floracromados
~ DNA
7 .Agua bidestilada

10X

50 mM
2mM
100 pm
100 pm

10 mM,

100 pnr.
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