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RESUMEN.

Las calpainas son cistein-proteasas no lisosomales dependientes de calcio y/o
dependientes de sodio (calpaina 3), que pertenecen a la super familia de la papaina. Se
consideran moduladores intracelulares de proteasas y gobiernan varias funciones celulares
asi como de transduccion de sefiales y morfogénesis celular (por ej. remodelado del tejido
muscular), desempefian un papel crucial en la induccion de la entrada en la célula en una
fase de reposo funcional. Se sabe que participan en el debilitamiento de las miofibrillas del
sarcoOmero post mortem, dando como resultado la suavidad de la carne. Se ha establecido
que las calpainas estan presentes en el pollo y en musculo de guajolote teniendo un papel
similar en los procesos antes mencionados. Sin embargo, hasta ahora se carece de
estudios genético moleculares de ésta enzima en el guajolote domesticado de traspatio en
México. El objetivo de éste estudio fue caracterizar el ADNc del gen de calpaina 3 (CAPN3)
que se expresa en tejido muscular de guajolote domesticado de traspatio Meleagris
gallopavo gallopavo, realizar un analisis de comparacion del ADNc del gen de CAPN3 con
las secuencias gendémicas y del ARNm predicho reportados previamente para M. g.
gallopavo, y realizar un andlisis de comparacion del ADNc de CAPN3 con las secuencias
de genes publicadas en bases de datos internacionales.

Se aisl6 el ARN total de muestras de tejido muscular de pechuga y muslo de un individuo
adulto de guajolote de traspatio obtenido de una parvada de Huiramba, Michoacan. La
amplificacion ADNc se realizé mediante RT-PCR, utilizando el ARN total y oligonucledtidos
disefiados con base en la secuencia del gen de calpaina 3-like, identificado en un genoma
de guajolote reportado en base de datos. Los productos de amplificacion se ligaron en el
vector pCR4-TOPO vy los pladsmidos obtenidos se introdujeron en la cepa TOP10 de
Escherichia coli.

El analisis clustal permitio la identificacion de los dominios y la deteccién del cambio de un
aminoécido dentro del dominio catalitico CysPc (Ser/Pro**°) y otro en el dominio C2L
(Ser/Gly*"®). El andlisis filogenético de CAPN3 a nivel de nucledtidos y a nivel de
aminoacidos deducidos, utilizando las secuencias de predichos de ARNm o ADNc de genes
reportados en bases de datos internacionales, mostré que se trata de un gen ortologo para
las especies analizadas. La topologia de los arboles filogenéticos mostré a las CAPN3 de
los tele6steos Danio rerio e Hippoglossus hippoglossus como monofiléticos basales
ancestrales y una separacion de mamiferos y aves en dos clados, y se observo a M.
gallopavo como especie hermana de G. gallus dentro de un subclado de Galloanserae. Los
arboles mostraron topologias parafiléticas debido a la poca cantidad de genes de CAPN3
reportados.

El modelo 3D realizado con CAPN2 humana como templado, mostr6é una proteina inestable
(aunque se minimizé la energia), no asi, el modelo del sitio catalico realizado con el
templado de la calpaina 9; respecto a las comparaciones entre modelos de la proteina que
abarca tres sitios (dominio CysPC, C2L y EF-hand), encontramos varias estructuras que
difieren entre calpaina 3-like de M. gallopavo con la CAPN3 del estudio y con CAPN3 de G.
gallus.

Palabras clave: proteasas moduladoras, calpaina 3, guajolote domesticado de
traspatio, suavidad de la carne.




ABSTRACT.

Calpains are non-lysosomal, calcium dependent and sodium dependent (calpain 3) cysteine
proteases, belonging to the papain superfamily. Calpains are considered intramolecular
modulators of proteases and are involved in several cellular functions like signal
transduction and cellular morphogenesis (e. g. muscle tissue remodeling), also play a
crucial role in the induction of the cell to enter into a functional repose phase. Calpains are
known to participate in the weakening of sarcomere myofibrils post mortem, giving
tenderness to the meat as result. It has been established that calpains are present in
chicken and turkey muscle having a similar role in the previously mentioned cellular
processes. Nevertheless, there is a lack of genetic-molecular studies for this enzyme in
domesticated backyard turkey from Meéxico. The objectives of this study was the
characterization of calpain 3 (CAPN3) cDNA with genomic and mRNA predicted sequences
reported for M. g. gallopavo, and to realize a comparative analysis of CAPN3 cDNA with
gene sequences published on international database.

RNA was isolated of an adult backyard turkey breast and thigh muscle tissues obtained of a
flock from Huiramba, Michoacan. cDNA amplification was realized by RT-PCR, using RNA
total and oligonucleotides designed over a calpain 3-like gene which was identified in a
turkey genome reported in database. The PCR products were ligated in a pCR4-TOPO
vector and the obtained plasmids were introduced into TOP10 Escherichia coli strain.
Clustal analysis allowed the identification of domains and detection of one change of an
aminoacid inside the catalytic domain CysPc (Ser/Pro*°) and another one inside the C2L
domain (Ser/Gly*").

Phylogenetic analysis of CAPN3 at nucleotide and deduced aminoacid sequence level,
using mMRNA predicted sequences or cDNA of reported genes on international database,
showed that CAPN3 is an orthologous gene for the analyzed species. The topology of of
phylogenetic trees showed CAPN3 of teleostei Danio rerio and Hippoglossus hippoglossus
as monophyletic, basal and ancestral clade and the separation of mammals and birds in
another two clades, also M. gallopavo was observed beside G. gallus inside a subclade of
Galloanserae. The trees showed paraphyletic topologies probably because the low quantity
of reported CAPN3 genes.

The 3D model, made with human CAPN2 as template, showed an unstable protein but the
catalytic core, which was modeled over a human calpain 9; with regard to de comparisons
between protein model over three sites (CysPC domain, C2L and EF-hand), we found few
structure differences between calpain 3-like of M. gallopavo, CAPN3 found in this study and
CAPNB3 of G. gallus.

Keywords: modulating protease, calpain 3, backyard domesticated turkey, meat
tenderness.




l.  INTRODUCCION.
Actualmente, el estudio del genoma a través de la biologia molecular ha

revolucionado la investigacion sobre los seres vivos, y gracias a ésta disciplina se han
agregado conocimientos nuevos para comprender los procesos quimico-biolégicos que
rigen la vida (Dunner y Cafion, 2004). Aunado a lo anterior, y con la generacion de
nuevas tecnologias en especies de interés productivo, es inminente la investigacion
para generar el conocimiento de procesos quimicos-bioldégicos que impactan en
caracteristicas de interés productivo, ejemplo de ello, la transformaciéon de musculo a
carne y como fin dltimo, una carne de calidad (caracteristicas organolépticas). En
bovinos, porcinos y ovinos la terneza o suavidad de la carne se ha asociado con la
descomposicion por una familia cistein-proteasas intracelulares dependientes de calcio
y/o dependientes de sodio (calpaina 3), llamadas Calpainas, a las cuales también se les
conoce como proteasas moduladoras. Las calpainas gobiernan varias funciones
celulares asi como de transduccién de sefales y morfogénesis celular (por ej.
remodelado del tejido muscular), desempefian un papel crucial en la induccion de la
entrada en la célula en una fase de reposo funcional, es decir, juegan un papel
importante dentro de la homeostasis. Se sabe que participan en el debilitamiento de las
miofibrillas del sarcomero post mortem, dando como resultado la suavidad de la carne.
(Ferguson et al., 2001). También estan implicadas en numerosas enfermedades como
distrofia muscular y otras enfermedades degenerativas (Sorimachi et al., 2010).

Las calpainas estan también presentes en el pollo y en el musculo de guajolote,
teniendo un papel similar en los procesos antes mencionados (Northcutt et al., 1998a,;
Zhang et al. 2008, 2009). Por ello, actualmente ha cobrado importancia la investigacion
sobre la correlacion entre el polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) de las calpainas
CAPN1 y CAPNB3, para el sabor, densidad de la fibra y suavidad de la carne en pollo
(Zhang et al. 2007, 2008, 2009). Sin embargo, a pesar de que se ha determinado la
presencia de calpainas en pechuga de pavos de linea comercial, no se han realizado
estudios genético moleculares para caracterizar a éstas enzimas en guajolotes

domesticados de traspatio.




.  ANTECEDENTES.
[I.1. Meleagris gallopavo
En México se encuentran las dos especies conocidas de guajolote, Meleagris
ocellata (Guajolote del Monte), que se localiza solamente en el sureste de México y en
zonas colindantes de Guatemala y Honduras, y Meleagris gallopavo (Guajolote
Nortefio), de la cual procede el guajolote doméstico (Leopold, 1990). El guajolote

nortefo tiene la siguiente taxonomia asignada, segun Linnaeus 1758:

Reino: Animalia Orden: Galliformes

Filo: Chordata Familia: Phasianidae
Subfilo: Vertebrata Subfamilia: Meleagridinae
Clase: Aves Género: Meleagris
Superorden: Neognathae Especie: Meleagris gallopavo

Se considera que de acuerdo con la distribucion geografica, la morfologia y
algunos estudios con marcadores moleculares, M. gallopavo comprende seis
subespecies: M. g. gallopavo (doméstico), M. g. intermedia (Rio Grande), M. g. merriami
(Merriam), M. g. mexicana (Gould), M. g. osceola (de la Florida) y M. g. silvestris
(Silvestre) (Stangel et al., 1992; Mock et al., 2002).

Se propone que el proceso de domesticacién de M. g. gallopavo ocurrié entre los
afios 200 y 700 AC (Crawford, 1992), por diferentes grupos prehispanicos como los
aztecas, purépechas y otras etnias mexicanas, sin embargo, se desconoce si existieron
uno o varios centros de domesticacién. Los Mayas y Aztecas lo utilizaban como una
fuente de carne, sus plumas eran utilizadas como piezas ornamentales y sus huesos
como herramientas, pero también tuvo importancia religiosa, aunque en el periodo
Clasico la perdi6 (Valadez et al., 2001). Los guajolotes domésticos llegaron a Espafia a
principios del siglo XVI y de ahi pasaron a Inglaterra y a otros paises europeos, en los
gue se realizaron diversos trabajos de seleccion. Los guajolotes o pavos domésticos

(lineas comerciales) actuales en Estados Unidos, con los cuales se establecio el inicio




de la avicultura doméstica, descienden de ejemplares importados de Europa (Becerril,
2000).

En México, M. g. gallopavo ademas de ser un recurso zoogenético es
considerado un recurso social, ya que forma parte de la cultura nacional. Persiste
actualmente en rancherias o é&reas suburbanas, en sistemas de produccién de
traspatio, como fuente importante de alimentacion, como medio de subsistencia
econdémica, y como parte importante de la cultura de las familias rurales (Medrano,
2000; Lépez-Zavala et al., 2008); su permanencia parece deberse principalmente a su
rusticidad y resistencia, lo cual les ha permitido adaptarse a condiciones de manejo
rural, bajo practicamente todas las condiciones ecoldgicas, ademas de que su crianza
es una actividad tradicional que se transmite de generacion en generacién (Mallia,
1998; Losada et al., 2006).

[I.2. Caracterizacion fenotipica, productiva y socioeconOmica del guajolote
doméstico de traspatio en Michoacan

En varias regiones del estado de Michoacan, M. g. gallopavo son criados bajo un
sistema de produccién no tecnificado (94.3%), es decir, mantienen a las aves en
traspatios sin cobertizos o gallinero y durmiendo en arboles secos o vivos (Lopez-
Zavala et al., 2008a). Con base en los estudios de poblaciones de M. g. gallopavo
realizadas en las cinco regiones fisiograficas del estado de Michoacan, se determin6
que el rango del tamafio de la parvada es de 2 a 57 individuos, siendo mayor en la
regiobn Bajio, intermedio para las regiones Sierra y Costa, y el mas bajo para las
regiones Faja Volcanica Transmexicana y Balsas, con una unidad productiva (UP)
promedio de 7 a 15 aves. Se trata de una especie poligama donde las hembras se
cruzan con varios machos y viceversa (Krakauer, 2008), pero de acuerdo a los
productores existe una sistema de apareamiento de 4 hembras por 1 macho. El peso en
adultos mayores de 12 meses es de 6.70 a 8.90 Kg machos y 2.90 a 4.35 Kg hembras,
las aves mas pesadas se localizaron en las regiones de clima templado. En las
unidades no tecnificadas, el esquema de vacunacion es poco o nulo y sin utilizacién de

variedades mejoradas, lo que indica que el tipo genético de guajolote es autdctono, por
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lo que es un fondo genético propio. Los adultos alcanzan su madurez sexual al primer
afio. Los nacimientos ocurren en todas las estaciones del afio, preferentemente en
primavera-verano, principalmente en las regiones Sierra y Costa. El rango del numero
de huevos es de 12 a 15 por evento de anidamiento que ocurre hasta tres veces al afo
(LOpez-Zavala et al., 2008a).

La proporcion del color del plumaje es similar en todas las regiones fisiogréficas
encontrandose el negro (38%), negro con blanco (20%), blanco con negro (20%), café
(7%), blanco (5%) y gris (2%). El motivo principal de crianza de los guajolotes de
traspatio es por tradicion familiar y la mujer es la que lleva a cabo las labores de crianza
y atencion, proporcionandole una alimentacion basada principalmente en maiz (entero,
quebrado, nixtamalizado, tortilla), frutos segun la region, ademas de lo que obtienen al
pastorear cuando estan libres en los pastizales o huertos (L6pez-Zavala et al., 2008b).

La caracteristica morfolégica del largo de cuerpo promedio fue similar para
cuatro de las regiones, mientras que en la region Costa fue menor tanto en hembras
como machos al igual que su peso y envergadura, esto sugirid una estructura 6sea mas
pequefia que marca una diferencia morfométrica de ésta region con respecto a las otras
cuatro. Con relacion a la region Sierra, se registr0 una envergadura que no fue
proporcional con los pesos registrados y su peso promedio fue bajo y similar al de las
aves de la region Costa (LOpez-Zavala et al., 2008b).

Los individuos de M. g. gallopavo pueden vivir 10 a 12 afios, pero a los 5 afios de
edad ya son considerados viejos, la mortalidad anual es del 50% en la poblacion es
comun (Snyder, 2007).

[1.3. Estructura del masculo esquelético (estriado)

Las fibras musculares se mantienen en su lugar debido al tejido conjuntivo que
actua como envoltura y division. El epimisio es la funda del musculo, mientras que el
perimisio, rodea a los grupos de fibras y cada fibra es rodeada por el endomisio; y el
sarcolema es la membrana celular del masculo (Fig. 1).

La funcionalidad de los musculos recae en el correcto ensamblaje de miofibrillas,

organelos cilindricos unidos a la parte externa de la membrana celular, las cuales
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corren de extremo a extremo de la célula. Las miofibrillas estdn compuestas de series
en tdndem (estrias que dan su aspecto al musculo estriado) de unidades bésicas
funcionales llamadas sarcomeros. El sarcomero se divide en cuatro componentes
principales: bandas-Z, bandas-I, bandas-A y linea-M. Los sarcOmeros se identifican

como los segmentos entre dos lineas-Z (Fig. 2).

Periostio

Tendon

Fascia
Muasculo

Epimisio

Perimisio

Fasciculo

Endomisio

Fibra muscular

Estriaciones

Sarcolema

Sarcoplasma Nuacleo

Filamentos Miofibrillas

Figura 1. Estructura del musculo.

Las bandas-Z anclan los filamentos delgados (actina) de la banda-l, la linea-M
los filamentos gruesos (miosina) de las bandas-A. Los filamentos delgados se
componen de filamentos de actina y las proteinas asociadas troponinas (Tns) (TnC, Tnl
y TnT) y tropomiosinas (Tm), rodean a los filamentos gruesos formando hexagonos
(cada filamento grueso esta rodeado por 6 filamentos finos), si se hace un corte
transversal de la miofibrilla a nivel de la banda | o de la zona de la banda A donde se
encuentran. Los filamentos de actina son el principal componente de las bandas-I, y se
unen a las lineas-Z mediante a-actinina, y se les conoce como complejo I-Z-l. Los
filamentos finos se organizan durante el desarrollo en su posicién gracias a la nebulina,

una proteina inextensible paralela a ellos y que se ancla en el disco Z. En la cara
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interna de la membrana celular se encuentra la distrofina, que une a los filamentos de
actina de las miofibrillas periféricas de la célula muscular con proteinas de la membrana
celular como el distroglicano que se une, a su vez, a las proteinas de la matriz
extracelular (laminina). La tropomodulina termina y estabiliza al filamento fino en el

centro del sarcomero (Clark et al., 2002).

i linea-M Iineatz

Miosina Titina

Actina

Figura 2. Principales compartimientos del sarcomero y las proteinas asociadas a éste,
modificado de Laing y Nowak (2005).

Los filamentos gruesos estdn compuestos por miosina, y se encuentran
conectados desde la linea-M hasta la linea-Z por titina; la miosina esta compuesta por
dos cadenas pesadas de miosina (MHCs) y cuatro cadenas ligeras (MLCs). La zona
central del filamento grueso es mas gruesa y esta unida con las de los filamentos
gruesos vecinos por medio de una proteina denominada miomesina y otra denominada
proteina C, éstas zonas centrales gruesas unidas entre si forman la linea M. Los
filamentos de desmina y vimentina, forman una red alrededor de la miofibrilla a nivel del
disco Z y enlazan miofibrillas vecinas de la misma fibra muscular. Los discos Z de las

miofibrillas periféricas se unen, por medio de proteinas como la vinculina y la talina, a la
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matriz extracelular a través de proteinas de membrana, conocidas como integrinas
(Laing y Nowak, 2005).

El tercer sistema de filamentos de masculo estriado consiste en la gran proteina
modular, titina. Después de la actina y miosina, la titina (también conocida como
conectina) es la tercera proteina muscular mas abundante y la mas grande proteina
identificada hasta ahora, con 34,350 amino&cidos. La titina es la responsable de la
resistencia al estiramiento que presentan las miofibrillas y del mantenimiento de los
filamentos gruesos en la posicién central del sarcomero (Maruyama et al., 1977). El
extremo N-terminal de la titina, de sarcomeros adyacentes, se sobrelapa en la linea-Z.
Las moléculas hacen puente en bandas-l y bandas-A, y su extremo C-terminal termina
sobrelapado en la linea-M, formando asi un sistema continuo de filamentos en
miofibrillas. Muchas propiedades estructurales Unicas establecen a la titina como un
componente sarcomérico multifuncional crucial. Primero, diferentes componentes
estructurales de la titina en la region de la banda-l tienen propiedades elasticas; asi la
titina parece ser una molécula que gobierna algunos aspectos de la rigidez miofibrilar.
Segundo, la estructura de motivos repetidos de la estructura de la titina, son
ensamblados en los estadios tempranos de la miofibrilogénesis, y su interaccion con
varios componentes sarcoméricos y regulatorios, la hacen un candidato primario para
actuar como templado sarcémerico y estabilizador. Tercero, el extremo C-terminal
contiene un dominio Ser/Thr cinasa cuya funcidn continua sin conocerse, pero cuya
presencia sugiere que titina estd también involucrada en rutas de sefializacion (Clark et
al., 2002). La titina tiene un papel principal en el proceso de ensamble del sarcomero,
es una proteina multifuncional que contiene multiples sitios de unién para las proteinas
estructurales y de sefializacion, asi como un dominio cinasa inherente. La N-terminal de
la titina se extiende por el disco Z y contiene varios pequefios motivos, repeticiones de
45 aminoéacidos cada una, llamados Z, intercalada entre regiones flanqueantes que
contienen dominios Ig. Para la vinculacion de ésta region se demostro que GFP y el Z,
juegan el papel mas importante en la seleccién de fragmentos de la titina para el disco
Z mientras que la sobre-expresion de éstas repeticiones, produce un efecto negativo

dominante asociado al desensamble miofibrilar; existe la propuesta que el dominio
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cinasa en el extremo C-terminal de titina fosforila teletonina/T-cap, que es parte del
complejo N-terminal, y puede estar implicado en el control de miofibriogénesis (Boateng
y Goldspink, 2007). Por otra parte, cabe sefialar que la titina contiene, en las cercanias
del dominio N2A, regiones homoélogas a calpastatina, que se han propuesto para ser
inhibidores potenciales de calpaina 3 (Taveau et al., 2003).

La linea-M y banda-l para titina, contienen un sitio de unién para la calpaina
3/p94 especifica de musculo esquelético. El sitio de unidn a titina en p94 ha sido
mapeado hasta su dominio I1S2, una secuencia Unica que también alberga una sefal de
localizacion nuclear, sugiriendo que p94 puede unir funciones nucleares con
componentes sarcoméricos. Asi, la actividad proteolitica de p94 es critica para la
funcién normal de musculo esquelético (Sorimachi et al., 1995).

La fibra muscular esquelética contiene varios nucleos alargados situados en la
zona periférica de la célula, esto se debe a la fusion durante el desarrollo embrionario
de multitud de células (mioblastos). Ademas, las cisternas del reticulo sarcoplasmico
rodean a cada miofibrilla, hay cisternas que rodean a la banda A de la miofibrilla y otras
gue rodean a la banda | de la miofibrilla. Cada cisterna esta formada por una red de
canaliculos, y esta red estd formada por tubos longitudinales, anastomosis
transversales y anastomosis terminales. El reticulo sarcoplasmico se encarga de
almacenar Ca®* por un mecanismo de transporte activo (bomba de calcio, Ca**-
ATPasa).

Entre dos cisternas del reticulo endoplasmico liso (REL) adyacentes de reticulo
sarcopladsmico se sitia una invaginacion de la membrana celular que produce
expansiones transversales al eje celular llamadas tubulos transversos o tubos T, a este
grupo de dos porciones de anastomosis terminales de REL y un tubo T se le denomina
triada (Clark et al., 2002). Ademas, las chaperonas estan involucradas en el proceso de
ensamble del sarcomero y aparato contractil del musculo esquelético en vertebrados,

falta por dilucidar la forma de accion en éstas funciones (Boateng y Goldspink, 2007).
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[l.4. De muasculo a carne, suavidad de la carne

La calidad de la carne es el término genérico utilizado para describir las
propiedades organolépticas de la carne como el color, sabor, textura, suavidad y
jugosidad. La suavidad ha sido considerada por los consumidores como el atributo
organoléptico mas importante de la carne fresca, afectada por varios factores como
sexo, edad, variedad, manejo antes y después del sacrificio, entre otros, sin olvidar el
grado de protedlisis de las proteinas miofibrilares del musculo (Uzcategui-Bracho y
Jerez-Timaure, 2008; Motter et al., 2009). Los musculos que son flexibles y extensibles
a la muerte del animal, pronto se vuelven rigidos (rigor mortis), como resultado de un
acortamiento de las miofibrillas y en algunos casos contraccion lateral; ademas, el pH
disminuye sustancialmente.

En la siguiente fase post rigor, la suavidad de la carne es progresiva, los cambios
post mortem son similares en diferentes especies, pero la escala de tiempo difiere
considerablemente. Por ejemplo, el rigor mortis dura mas de 24 horas en el ganado
vacuno y ovino, pero soélo 6 horas en pechuga de pollo (Lee et al., 2008). En cerdos,
durante las primeras 72 horas de maduracion de la carne se produce hasta el 80% de la
suavidad méaxima posible, por efecto de una alta actividad de la calpaina 1 y baja
actividad de la calpastatina (inhibidor de las calpainas tipicas), y en pollo esto ocurre
durante las primeras 8 horas (Koohmaraie et al., 1991; Geesink et al., 2006).

Después de la muerte, el musculo deja de recibir oxigeno, produciéndose acido
lactico a partir de glucoégeno, la acumulacién de acido lactico hace descender el pH de 7
hasta 5.4 0 5.8 en un tiempo de 15 a 36 horas post mortem (en bovinos, corderos y
cerdos). Este descenso de pH junto con la baja temperatura a la cual se almacena la
carne (4 a 5°C), favorece la accion de las calpainas, proceso anterior conocido como
maduracioén de la carne (Motter et al., 2009). En conjunto, las calpainas tipicas y la
calpastatina, regulan el grado de protedlisis segun sus concentraciones. Algunos
estudios realizados en ganado bovino muestran que a altas concentraciones de
calpastatina, hay un menor grado de suavidad de la carne; en este punto entraria en

accion la calpaina 3 por ser tejido especifica de musculo y estar anclada a titina.
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Debido a su influencia potencial sobre el crecimiento del masculo y su papel en
la organizacién miofibrilar el gen de la calpaina 3 ha cobrado importancia como gen
candidato para el disefio de esquemas de SAM o Seleccidon Asistida por Genes (SAG).
Los genes principales (major genes) son genes individuales que contribuyen con una
proporcion significativa en la variacion de caracteristicas econOmicamente importantes,
y la biologia molecular puede utilizarse para detectar y caracterizar a estos genes
(Dekkers, 2004; Van Eenennaam, 2004; Lopez Zavala et al., 2007). Sin embargo, gran
parte de la informacion disponible acerca de este gen proviene de estudios en
humanos, ratones y otras especies de mamiferos, y podria no ser directamente
aplicables a las aves de corral (Zhang et al., 2009).

Por lo anterior, se ha investigado la correlacion entre el Polimorfismo de un Solo
Nucleotido (SNP) de CAPN1 y CAPN3, y el sabor, densidad de la fibra y suavidad de la
carne en pollo (Zhang et al., 2007, 2008, 2009). Pero a pesar de la aparente asociacion
de estos SNPs con caracteristicas de la carne en pollo, no se ha descrito el origen de
estas diferencias a nivel de proteina porque se carece de estudios genético moleculares

de los genes.

[I.5. Calpainas tipicas o convencionales

Las calpainas fueron descritas por primera vez en 1964 por Guroff en el cerebro
de ratas, y purificadas finalmente por Ishura en 1978. El nombre de calpaina se escogio
por contraccién de los vocablos calcio y papaina. Las calpainas fueron denominadas
inicialmente como CANP por su nombre en inglés Calcium Activated Neutral Protease.
La primera en purificarse fue la calpaina 2 (m-calpaina) en 1976, posteriormente,
Murachi y colaboradores purificaron la calpastatina. En 1984, Ono cloné ADNc de
calpaina en conejo. La primera vez que se uso el término 4 y m-calpaina fue en 1989,
haciendo referencia a la concentracion de calcio que requieren para su activacion por
autolisis parcial en la presencia de calcio; una autolisis prolongada puede inactivarlas
(Guroff, 1964; Sorimachi et al. 2010, 2011).

Las calpainas (CAPNs) pertenecen a la superfamilia de la papaina (dominio

conservado cd00044 papain-like), la cual estd compuesta de tres familias distintas: la
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familia de las CAPNSs, la de papainas y la de bleomicin hidrolasas (Berti y Storer, 1995).
Las CAPNSs son cistein-proteasas dependientes de Ca®" intracelulares (Clan CA, familia
CO2, EC 3.4.22.17) que se encuentran en la mayoria de los eucariotes y algunas
bacterias. Las calpainas pu y m, son proteinas heterodiméricas de aproximadamente 80
kDa (subunidad catalitica) y un mondmero de 30 kDa, una subunidad reguladora
conservada en las calpainas convencionales. Las secuencias de aminoacidos de las
calpainas en mamiferos son altamente conservadas con mas del 90% de homologia
(Goll et al., 2003; Sorimachi et al., 2010). Estas proteinas, poseen secuencias de
aminoacidos similares a los dominios de proteasa de la p-calpaina humana (llamada
actualmente calpaina 1), la principal proteasa dependiente de Ca?*. Ademas de los
dominios de proteasa, las CAPNs poseen una amplia variedad de dominios entre los
cuales se incluyen dominios C2 y C2-like, Zn finger y PEF-hand. Entre las CAPNs mejor
estudiadas en mamiferos estan la calpaina 1 y m-calpaina (llamada actualmente
calpaina 2). La estructura cristalografica de las calpainas convencionales o tipicas

revela 4 dominios en la subunidad de 80 kDa:

1) Secuencia NH2 terminal de 19 aminoéacidos (donde ocurre una autolisis parcial
para la activacion).

2) Dominio CysPc (cd00044), que constituye el sitio activo (PC1 y PC2).

3) Dominio tipo C2 (C2L), de unién a calcio.

4) Dominio PEF (penta EF-hand).

El dominio Il o CysPc, se caracteriza por un residuo de cisteina (Cys) en la
posicion 115 (CAPN1) o 105 (CAPN2), que es el sitio activo, en conjunto con un residuo
de histidina (His) en la posicion 272 (CAPN1) o 262 (CAPN2), y un residuo de
asparagina (Asn) en la posicion 296 (CAPN1) o 286 (CAPNZ2); estos residuos forman
una triada catalitica, caracteristica de las cistein-proteasas (tales como papaina o
catepsinas). El aminoacido Cys se encuentra en PC1, mientras que His y Asn que
constituyen el resto de la triada catalitica, se encuentran en PC2. Esta distribuciéon da

como resultado la formacion de un bucle al momento de la unién del calcio, activando
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asi a la calpaina. La homologia de secuencia entre las especies varia de 85 a 93% para
este dominio.

El dominio C2L, tiene 8 cadenas antiparalelas 3, es de union a calcio y puede
estar involucrado en la union a fosfolipidos y en la regulacion de la actividad de la
calpaina, por su participacion en interacciones electrostaticas.

El dominio PEF(L), al igual que el dominio VI o PEF(S), la secuencia es
homologa a calmodulina (24 a 44% de identidad y 51 a 54% de similitud para CAPN1 y
CAPN2), involucrados en la dimerizacion de la subunidad catalitica y regulatoria. La
homologia de secuencia entre las especies varia de 65 a 93% para este dominio (Goll
et al., 2003; Ono y Sorimachi, 2011).

En la subunidad regulatoria de 30 kDa, en la region del NH2 terminal se
encuentra el dominio GR (dominio hidréfobo), rico en aminoacidos de glicina, sugiriendo
que tiene un papel de interaccién con las membranas celulares y/o a otras moléculas.
La mayor parte de éste dominio se encuentra autolisado durante la activacion (Suzuki et
al., 2004; Pal et al., 2001). En el COOH terminal de ésta subunidad, se ubica el dominio
VI o PEF(S), de unién a calcio (Fig. 3).

Cys His Asn PEF(L) PEF(S)
C2L

-termlnal rotease Core domam C2-like PEF Gly-rich PEF
Region (CysPc Domain) Domaln Domain Domain Domain

Figura 3. Dominios de calpainas convencionales, tomado de Ono y Sorimachi (2011).

Desde el punto de vista estructural, las CAPNs homologas en vertebrados se
pueden dividir en dos clases. El primer grupo consiste en las tipicas o clasicas,
altamente similar en las subunidades cataliticas de las CAPNs convencionales. El
segundo grupo (calpainas atipicas) contiene varias proteinas que tienen un dominio de
proteasa con dominios extra que no muestran similitud con los dominios C2L y PEF

(subfamilias PalB, SOL y DEK1). Se considera que éstas CAPNs atipicas tienen modos
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de acciéon diferentes a los de las CAPNSs tipicas (Sorimachi et al., 2010; Ono y
Sorimachi, 2011). Ademas, también se pueden clasificar segun su tejido/6rgano de

distribucion en ubicuas o tejido especificas (Fig. 4).
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Figura 4. Clasificacion estructural de la superfamilia de calpainas. Simbolos: PC1 y PC2,
dominios proteasa basicos 1 y 2 del dominio CysPc; C2L, dominio tipo C2; PEF, dominios
penta-EF-hand; GR, dominio hidréfobo rico en glicina; MIT, interaccién de microtibulos y motivo
de transporte; C2, dominio C2; Zn, dedos de Zn; SOH, dominio homdlogo de SOL; TM, dominio
transmembrana (Sorimachi et al., 2011).

Las CAPNs convencionales o tipicas estan localizadas principalmente en el
citosol, muestran expresion ubicua y exhiben actividad proteolitica dependiente de
calcio a pH neutro. Su modo de accion es procesando o degradando los sustratos por
uno o un limitado nimero de sitios que modulan sus estructuras y sus actividades
(DuVerle et al., 2010). Por ello, las CAPNs son consideradas como moduladores
intracelulares de proteasas y gobiernan varias funciones celulares, asi como de
transduccion de sefales y morfogénesis celular (desempefian un papel crucial en la
induccion de la entrada en la célula en una fase de reposo funcional) (Sorimachi et al.,
2011).
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Se ha sugerido que la base estructural de reconocimiento de sustratos por las
calpainas, son las denominadas secuencias PEST, secuencias ricas en residuos de
prolina (P), acido glutamico/acido aspartico (E), serina (S) y treonina (T) (Lopatniuk y
Witkowski, 2011).

Las fitocalpainas dentro de la subfamilia DEK 1, estan involucradas en el
direccionamiento de las partes de la planta, es decir, en la correcta formacion de las
partes de la planta, su falla o sobreexpresion resulta en deformacién o malformaciéon de
la misma (Lid et al., 2002; Liang et al., 2013).

II.6. Calpastatina

El control de la actividad de las CAPNs convencionales esta determinado por las
concentraciones de calcio y por la presencia de calpastatina, hasta el momento el Unico
inhibidor enddégeno conocido. Ambas proteinas acttan como un sistema
calpaina/calpastatina en el masculo estriado, después de la muerte este sistema es el
principal responsable de la suavidad de la carne (Koohmaraie et al., 1991). La
calpastatina estd codificada por el gen CAST, a partir del cual se pueden expresar
cuatro isoformas proteicas diferentes, debido a la existencia de cuatro promotores
distintos en bovinos. La calpastatina se acumula cerca del nucleo en estructuras
granulares sin membranas. En cambio, las calpainas se localizan en forma difusa en el
citosol (Motter et al., 2009).

La interaccion calpaina/calpastatina es regulada por calcio (Goll et al., 2003;
Melloni et al., 2006), pero puede ocurrir también en la ausencia de calcio o en bajas
concentraciones, lo que indica las condiciones fisiolégicas en las que la calpaina
conserva su estado conformacional inactivo libre de calcio. La regién de unién no
inhibitoria de la calpastatina, esta localizada en el dominio L (secuencias de
aminoacidos codificadas por los exones 4-7); ésta regidn reconoce una secuencia de la
calpaina situada cerca del extremo del dominio CysPc. A nivel funcional, la interaccion
calpaina/calpastatina a una concentracion fisiolégica de calcio (micro y mili molar),
representa un mecanismo para el control de la cantidad de la forma activa de las

proteasas, generadas en respuesta a la afluencia intracelular de calcio. Aunado a lo
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anterior, la fosforilacion por la proteina cinasa C (PKC) en dos sitios incluidos en éstas
secuencias de calpastatina, reducen ésta asociacion; siendo un mecanismo adicional
para la regulacion de la calpaina mediante el control de la velocidad y el grado de
activacion de enzima (Melloni et al., 2006).

Las modificaciones conformacionales en el proceso de activacion de las
calpainas, son seguidas por una degradacion autoproteolitica que elimina la regién N-
terminal de los dominios | y GR. Regulada por la calpastatina, la cual tiene una
estructura molecular que consiste en una regién N-terminal (L-dominio) y cuatro
unidades repetitivas inhibidoras, cada uno con tres regiones altamente conservadas
llamado A, B, y C (Fig. 5). La regién B contiene la secuencia consenso de calpaina, las
secuencias A y C no parecen ser necesarias para la expresion de la actividad
inhibidora, pero pueden ejercer otras funciones tales como la interaccién con los
dominios PEF (L/S) en la presencia de calcio o la reduccién de éste (Melloni et al.,
2006; Motter et al., 2009).

Calpastatin

XL L . y : .
. . Domain1 Domain2 Domain3 Domain4
Domain Domain
«—>» <« » <€ >» <€ » <€ » <€ >

GEDDETIPSEYR GERDDTIPPEYR

Figura 5. Estructura del dominio de la isoforma mas larga de calpastatina humana. Se muestran
cuatro unidades inhibidoras repetitivas (dominios de 1 a 4). Exones que codifican dominios XL y
L son sometidos a splicing alternativo (Ono y Sorimachi, 2011).

En presencia de calcio, una molécula de calpastatina puede inhibir hasta cuatro
moléculas de calpaina, ya que se forman «-hélices en los subdominios Ay C de la
calpastatina y se evidencian estructuras abiertas en la superficie de los dominios PEF
(L/S) de las calpainas, promoviendo la interaccién entre ambas proteinas, quedando el
subdominio B préximo al sitio activo de las calpainas, bloqueando el acceso de los

sustratos al mismo. Cabe destacar, que la calpastatina no inhibe a CAPN3, mas bien,
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es un sustrato de ésta. Debido a lo anterior, se sugiere que CAPN3 es un posible
regulador de las calpainas convencionales (Ono et al., 2004).

Los tratamientos con B-agonistas adrenérgicos, incrementan la actividad de la
calpastatina, es decir, hay aumento en masa muscular pero no va ser suave (Geesink
et al., 2006).

El gen CAST tiene un tamafo de 17040 pb y se localiza en el cromosoma Z de
M. gallopavo, para el que hasta ahora se han reportado dos transcritos predichos de 21
exones y otro de 19 exones con un tamafio similar de 1584 pb que codifica para 528 aa
(NCBI ENSMGAG00000008039).

[1.7. Calpaina 3

La primera calpaina tejido especifica descrita en 1989 por Sorimachi y
colaboradores, fue la calpaina 3 (conocida como CAPN3 o CAPN3/p94), misma que
presenta el 60% de identidad a CAPN1 y CAPN2 (Sorimachi et al., 1989). Actualmente,
la CAPN3/p94 es la méas estudiada en mamiferos ya que esta involucrada en
calpainopatias, siendo un regulador del tejido musculo esquelético (procesos como la
generacion de fuerza, adaptacién a la respuesta al ejercicio, estiramiento o la
proteccion durante la contraccidon). En 1995, las mutaciones en CAPN3 demostraron ser
responsables de la distrofia muscular de cintura tipo 2 (LGMD2A), la cual parece ser
causada principalmente porque la actividad de la proteasa se ve comprometida, en
lugar de dafios en propiedades estructurales (Richard et al., 1995). Asociado a lo
anterior, se puntualiz6 la importancia que tienen las secuencias de insercion
caracteristicas de la CAPN3, con respecto a la distrofia LGMD2A, ubicadas en el exdn 6
(IS1) y en los exones 15y 16 (I1S2), afectan la actividad autolitica de la calpaina para su
activacion (Stockholm et al., 2001). Ademas, la isoforma que carece del exén 6
predomina durante el proceso de regeneracion temprana. Por lo tanto, la calpaina 3
completa desempefia un papel en el servicio de limpieza de fibras inervadas intactas o
un papel regulador, mientras que la isoforma sin exén 6 podria desempefiar un papel
durante la multiplicacion y la diferenciacion de células precursoras del musculo
(Stockholm et al., 2001).
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La CAPNS3 no es dimérica, contiene tres regiones caracteristicas, NS, 1S1 e IS2.
En el extremo N-terminal se encuentra la region NS, entre PC1 y el dominio PC2 esta la
secuencia de insercion 1 (1IS1) y entre los dominios C2L y PEF(L) se ubica la secuencia
de insercién 2 (I1S2) (Fig. 6). CAPN3/p94 se expresa de manera predominante en
musculo esquelético (interviene en la homeostasis) y se expresa diez veces mas que
las CAPNs convencionales. También se caracteriza principalmente por su rapida
autolisis (posee vida media menor a 10 minutos in vitro), comenzando con Su
autoproteolisis en las regiones NS y IS1. La autolisis en IS1 genera una transicion
estructural del sitio activo, liberando las restricciones dentro de la molécula e
impedimentos estéricos, liberando la hendidura proteolitica. Esta autolisis es
dependiente de la presencia de las regiones IS1 e IS2 y de inhibidores como la
leupeptina. Esta autolisis parece ser dependiente de Na' en ausencia de Ca*,
mostrandose como el primer ejemplo de una enzima intracelular dependiente de Na*
(Ono et al., 2010).

Ademas, la CAPN3/p94 posee una sefial de localizacién nuclear en la region 1S2
y se localiza en el ndcleo o en el citosol. Esta CAPN se une especificamente a la
proteina gigante del mudsculo, la titina, a través de la region cercana de IS2. La actividad
de proteasa de CAPN3/p94 esta suprimida in vivo por la unién de la titina en la regién
N2A (también se une a la linea M del sarcomero, tiene dos sitios de unién a titina), (Ono
et al., 2006; Ono et al., 2004).

Cys His Asn PEF (L)
CAPN3[p94] [N PC2 12l w1 | miN| Nl

Figura 6. Dominios caracteristicos de CAPN3, modificado de Ono (2011).

El mecanismo de activacion CAPN3 es similar a la activacion de CAPN1 y
CAPNZ2, y corresponde a una autolisis en el sitio activo de la proteasa, iniciando por una
autolisis intramolecular seguida por una intermolecular, que amplifica la sefial para
activar a otras moléculas de CAPN3 (Taveau et al., 2003). La CAPN3 permanece en un

estado inactivo en el musculo esquelético a través de la union a titina. Tras la recepcion
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de una sefial de activaciéon, un subconjunto de moléculas de CAPN3 se somete a
autolisis intramolecular en NS e 1S1, seguido de una autolisis intermolecular de otras
moléculas CAPN3 que no han recibido la sefial de activacion. Este Gltimo paso genera

una cascada de amplificacion que conduce a la activaciéon global de CAPN3 (Fig. 7).

Titina
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Calpaina 3 activa
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Figura 7. Modelo de activacion de la CAPN3, modificado de Taveau (2003).

Se sabe que el gen CAPN3/p94 en humano, raton y rata, presenta un promotor
alternativo y algunos de sus productos se expresan en otros tejidos, por ejemplo Lp82
(cristalino) y Up86 (células de cerebro). Para la transcripcion de CAPN3/Lp82 y
CAPN3/Up86, CAPN3/94 tiene un promotor alternativo entre los exones 1 y 2
(Kawabata et al. 2003 y Sorimachi et al., 2011). Aunado a lo anterior, existen eventos
transcripcionales y postranscripcionales, que conducen a modificaciones en las
regiones NS, IS1 e I1S2, o C2L en ratdn. Estos eventos pueden dividirse en tres: a)
empalme de los exones que conservan el marco de traduccion; b) la insercién de dos
secuencias intronicas distintas entre los exones 16 y 17 que alteran la estructura y
traducen a una proteina incompleta, carente de dominio IV; y c) el uso de un primer

exon alternativo especifico para cristalino (Herasse et al., 1999). Ademas, se sabe que
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las células musculares se utilizan como un medio para generar multiples isoformas de
un gen determinado, por su utilizacién de splicing alternativo, ejemplo de ello, la titina.
En particular, los dos sitios de unién de titina reconocidos por CAPN3 son afectados por
splicing alternativo. Estos eventos generan en la linea N2A isoformas especificas y en
la linea M una mezcla de isoformas, cuyas proporciones varian de musculo a musculo.
La generacion de éstas isoformas sugiere que CAPNS3 interactia con otras proteinas,
por lo menos una proteina que también esté sujeta a splicing alternativo (titina), dando
como resultado un espectro de posibles combinaciones de tejidos especificos (Herasse
et al., 1999).

La disferlina, actta en conjunto con CAPN3 (asociada a membrana,
especificamente a la triada que se forma con los tubulos T, en sarcomero), M-caderina
y la B-catenina para la miogenésis del masculo estriado.

Se sabe que la union a titina, mantiene en una forma estable y previene a
calpaina 3 de degradarse autoliticamente a si misma. Se cree que CAPN3 (dentro de
sarcomero) se mantiene inactiva la mayor parte del tiempo, activandose vy
redistribuyéndose cuando los sarcoémeros son ejercitados por encima del umbral, para
interactuar con diferentes proteinas como la cadena ligera de miosina (ademas de otras
proteinas de soporte), sugiriendo un rol de la proteasa en el remodelaje de los
sarcomeros. Existe una relacion entre CAPN3 y la capacidad de regenerar fibras de
muasculo. Se ha asociado la actividad proteolitica de CAPN3 sobre la proteina
reguladora transcripcional MARP2 de respuesta a estrés, concluyendo que la pérdida
de actividad proteolitica afecta al mecanismo de reparacibn en membrana muscular,
incluso si la actividad de células satélite (nacleos del muasculo) no se ve afectada
(Hauerslev et al., 2012).

En 1995, Sorimachi y colaboradores, encontraron cuatro mRNA que codifican
para calpainas en el musculo de pechuga de pollo: p94/CAPN3 (tejido especifica),
CAPN1 y CAPN2 (ubicuas), y una cuarta CAPN caracteristica de aves, a la cual se le
llamo p/m-calpaina (actualmente CAPN1.5). Esta dltima, es sensible a concentraciones
intermedias de calcio entre las calpainas 1 y 2; desempefia un papel especial en el

proceso post mortem en el musculo de pollo, que explica su rapida suavidad, en
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comparacién con otras especies (Lee et al., 2008). Posteriormente, en el pollo se
identificaron estos mismos cuatro genes de la familia de las CAPNs que presentaron
polimorfismos (CAPN1, CAPN2, CAPN3 y CAPNL1.5) (Okumura et al., 2005). Ademas,
se han realizado algunos estudios para establecer la correlacion entre el polimorfismo
de un sdlo nucledtido (SNP) de CAPN1 y CAPNS, el sabor, la densidad de la fibra y la
suavidad de la carne en el pollo (Zhang et al. 2007, 2008, 2009).

Se ha determinado la presencia de CAPN en M. gallopavo en pechuga de pavos
de linea comercial, evaluando su actividad proteolitica dentro de las primeras 24 horas
post mortem (Northcutt et al., 1998b). Sin embargo, hasta ahora no se han realizado
estudios bioquimicos o moleculares de las CAPNs en guajolote doméstico de traspatio.

Recientemente se publico la secuencia del genoma de M. gallopavo a partir de
una hembra de una linea comercial, en el banco de datos internacional NCBI. Dentro de
la informacion publicada, se cuenta con la secuencia del cromosoma 5 donde se ha
localizado la posicién de un gen similar a calpaina 3 (calpain-3-like) con un tamafio de
23,892 pb (No. de Acceso: LOC100546035). De acuerdo a un analisis de prediccion
mediante el software Ensembl genebuild, se establecio la secuencia de dos probables
ARNmM, (Numeros de Acceso: ENSMGAP00000012038 y ENSMGAP00000017351) que
llevan una secuencia codificante similar a CAPN3 con un tamafio predicho de 2948 b y
qgue codifican para 810 aa. Sin embargo, hasta ahora no se ha realizado el aislamiento
y estudios de la calpaina 3 expresada en tejido muscular esquelético de M. g.
gallopavo. Por otro lado, tampoco existen estudios para la identificacion de

polimorfismos tipo SNP que pudieran estar relacionados a la suavidad de la carne.
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. JUSTIFICACION.

Debido a su influencia potencial sobre el crecimiento del masculo y su papel en
la organizacion miofibrilar, el gen CAPN3 ha cobrado importancia como gen candidato
para el disefio de esquemas de SAM o Seleccion Asistida por Genes (SAG). Sin
embargo, gran parte de la informacion disponible acerca de éste gen proviene de
estudios en humanos, ratones y otras especies de mamiferos, y podria no ser
directamente aplicable a las aves de corral.

Por otro lado, las aproximaciones al estudio de las calpainas en ganado se
basan en la busqueda de SNPs correlacionados con la calidad de la carne en el ganado
(QTLs), incluyendo Gallus gallus. Sin embargo, este tipo de estudios no contempla el
aislamiento y analisis de los genes candidatos, sino solo el estudio de fragmentos de
ADN (exones e intrones) amplificados a partir de los genes y su analisis para la
basqueda de SNPs, sin considerar los efectos de éstos cambios sobre el
funcionamiento de las proteinas. A pesar de su importancia econdmica, para M.
gallopavo no existe ningun estudio genético molecular, aunque se dispone de la
secuencia genémica de un gen similar a calpaina 3 localizado en el cromosoma 5 de
Meleagris gallopavo y del predicho la secuencia de dos ARN mensajeros. Se considera
entonces, que la identificacion, aislamiento y andlisis del gen CAPN3 de M. gallopavo
contribuye al conocimiento basico y aporta informacion util en futuros estudios de ese

gen como candidato para SAG.
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IV. OBJETIVOS.

Objetivo general

Caracterizar el gen de la calpaina 3 de Meleagris gallopavo gallopavo.

Objetivos particulares

Identificar y aislar el ADNc de un gen que codifica para la calpaina 3 de Meleagris
gallopavo gallopavo de traspatio de Michoacan.

Realizar un analisis de comparaciéon del ADNc del gen de calpaina 3 con las
secuencias genomicas y del ARNm predicho reportados previamente para
Meleagris gallopavo gallopavo.

Realizar un analisis de comparacion del ADNc de calpaina 3 con las secuencias de
genes o proteinas de CAPN3 publicadas en bases de datos internacionales.
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V. MATERIALES Y METODOS.
V.1. Material biologico
Para la obtencion de ARN total, se colectaron muestras biologicas de tejido de
musculo esquelético (pechuga, muslo y pierna) de M. g. gallopavo (de un afio de edad),
del municipio de Huiramba, Michoacan, México. Para garantizar la integridad del ARN,
se almacenaron las muestras en nitrogeno liquido y posteriormente a — 80°C hasta ser

utilizadas.

V.2. Purificacion de ARN total

Se realiz6 extraccion de ARN total de tejido, por el protocolo TRizol (Invitrogene),
como se describe a continuacion: Se tomé 100 mg de tejido y tritur6 en mortero con
nitrogeno liquido, hasta formar un polvo fino y se coloc6 en un microtubo de 1.5 ml
estéril previamente lavado con agua dietilpirocarbonada estéril (H.Opgpc), se adiciond 1
ml de TRizol (fenol e isotiocianato de guanidina) y se homogenizé, se incubé durante 5
minutos a temperatura ambiente, después se afadié 200 ul de cloroformo, se agité en
vortex durante 15 segundos, y se incubé de 2-3 minutos a temperatura ambiente, se
centrifugd la muestra a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se recuperé la fase
acuosa en un tubo nuevo, se afiadid6 500 pl de isopropanol absoluto, se incub6 a
temperatura ambiente durante 10 minutos y se centrifugd a 12000 rpm durante 10
minutos a 4°C. Se recupero la pastilla y se lavé con 1 ml de etanol al 75%, se centrifugo
a 7500 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se secO la pastilla a temperatura ambiente
durante 5-10 minutos, se resuspendié en 50 ul de H,Opegpc mezclando por inversion, se
incubo a 55-60°C durante 10-15 minutos y se almacend a -80°C.

Para revisar la integridad del ARN, la muestra se separé por electroforesis en gel
de agarosa al 2% tefiido con Sybr Safe (Invitrogene), en TAE 1X (Tris-acetato 40 mM,
EDTA 1 mM pH 8), con una corriente de 60 voltios (volts) durante 45 minutos. El gel fue
visualizado en un fotodocumentador de luz UV (Logic 200, Imagin System) a 254 nm
utilizando el software Kodak Gel Logic 2000. Se midi6 la concentracion ARN purificado

en un espectrofotometro (BioPhotometer plus Eppendorf).
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V.3. Sintesis de ADNc y amplificacién por RT-PCR

Se trat6 a la muestra con DNasa | (Invitrogene); se agreg6 a un microtubo de 0.2
ml estéril 1 ug de ARN total, 1 pl de buffer de reaccion para DNasa [, 0.2 ul de DNasa |
y H2Opepc hasta un volumen total de 10 pl, se mezclé por inversion y se incubd 15
minutos a temperatura ambiente. Para la inactivacion de la reaccion se adicion6 1 pl de
EDTA 25 mM, se incub6 a 65°C durante 10 minutos, se transfirié a hielo y se centrifugo
brevemente.

Para la amplificacion del gen de CAPN3 se utilizd el kit de origen comercial
SuperScript® Il One-Step RT-PCR System with Platinum® Taqg High Fidelity
(Invitrogene). En un microtubo de 0.2 ml estéril, se prepard la siguiente mezcla de
reaccion: 1 ug de ARN total, 12.5 pl de reaccién mix (buffer con 0.4 mM de cada dNTP,
2.4 mM de MgSQOy), 1 pl (10 pmol) de cada oligonucledtido, 0.5 yl de enzima mix
(SuperScript® I/ Platinum® Taq High Fidelity) y agua destilada, desionizada, estéril
(H2Ogge) hasta un volumen de 25 pl. El microtubo con la mezcla de reaccion se incubo
en un termociclador (Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones; un ciclo de
60°C por 30 minutos y 94°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizaciéon a
94°C por 15 minutos, alineamiento a 60°C por 30 segundos, y extension 68°C por 3
minutos; y una extension final de 68°C por 5 minutos.

Se disenaron juegos de oligonucledtidos especificos con base en la secuencia
del ARNm predicho para calpain-3-like (No. de Acceso: ENSMGAP00000012038) de M.
gallopavo (Cuadro 1), mediante el software DNASTAR. Como control positivo se
amplifico un fragmento de 876 pb del gen de la B-actina utilizando los oligonucledtidos
directo 5'-ATGGTGGGAATGGGTCAGAA-3" y reverso 5-TCGTACTCCTGCTTGCTGA-
3’, reportados previamente (Torner et. al., 1999).

Los productos de amplificacion se separaron por electroforesis en geles de
agarosa al 2% en buffer TAE 1X, tefiido con Sybr Safe (Invitrogene), utilizando el
marcador de tamafio molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogene), con una corriente

de 70 volts durante 45 minutos. ElI gel fue visualizado y registrado en un
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fotodocumentador de luz UV (Logic 200, Imagin System) a 254 nm utilizando el
software Kodak Gel Logic 2000.

Cuadro 1. Oligonucledtidos utilizados para amplificar ADNc de CAPN3-like.

Nombre Secuencia Tm (°C) E;?)?arrnazrc])t?pb)
Directo PMgc3I-A 5" CACACTGGGTCGGCACAC 3 55.0°C 1156
Directo PMgc3I-B 5" GAGAACTGAACTAGATGGGATTGT 3 55.1°C 1298
Reverso PMgc3I-R 5" GTAATTGGGGATCGATGGAGTTCA 3’ 52.8°C 927
Directo PMgc3I-IF 5" CGATGGAGGACTTCACTGGAGGAG 3’ 57.9°C 1013
Reverso PMgc3-IR 5" CTGGTGGGGTTCGTATGTGGATG 3’ 57.9°C 1013
Directo PMgc3I-DIF 5" GAAAATCCGTCTGCAACACAAG 3 53.9°C 975
Reverso PMgc3I-DIR 5"  GTCCATTCCACTCCACCTGTCC 3 56.8 °C 782

V.4. Clonacion de productos de amplificacion

Los productos de amplificacién se ligaron en el vector pCR™4-TOPO
(Invitrogene) (Fig. 8). En un tubo de 0.2 ml estéril se coloc6 4 pl de producto de PCR
fresco, 1 pl de solucién de sales, vector 0.5 pl y H2Og44e hasta un volumen final de 6 pl,
se mezcldé la reaccion y se incubé 30 minutos a temperatura ambiente (se puede

conservar a -20°C).
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LacZe initiation codon
M13 Reverse priming site | T3 priming site
[ | | [
201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

- Spe | Pst| Pmel EcoR| EcoR | Not |

oo 1 ] ]
261 GACTAGTCCT ceaberrian acdaartese corTNELNEER cecC chaTTCedaE
CTGATCAGGA CGTCCAAATT TGCTTAAGCG GGAEMMMLAILIMTTCCCG CTTAAGCGCC
'I"pvim]ngslto

M13 Forward (-20) priming site
[ e BT

311 | CCGCTAAATT CAATTCdCCC TATAGTGAGT CGTATTIJACAA TTCACTGGCC GTCGTTTTAC
GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAAAATG

Figura 8. Mapa del vector que muestra las caracteristicas y la secuencia que rodea el sitio de
clonacion TOPO ®.

Para la transformacion de la células, se adicionaron 2 ul de la reaccién de
ligacién a un microtubo con 50 pl de células competentes de la cepa TOP10 de E. coliy
se mezclé. En seguida, se incub6é en hielo durante 30 minutos y después a 42°C
durante 30 segundos e inmediatamente se transfirid a hielo. Se adicionaron 250 ul de
medio S.0.C. (2% triptona, 0.5% extracto de levadura, 0.42 mM NaCl, 0.1 mM KCl,
0.42mM MgCl,, 0.42 mM MgSOy,, 0.8 M dextrosa) y se incub6 a 37°C durante una hora
a 225 rpm en termomixer (Eppendorf Thermomixer). Finalmente, se espatulé las células
transformantes en cajas Petri con medio LBA-Amp (1 pl de ampicilina por 1 ml de

medio) y se incubd a 37°C durante toda la noche (Incubator 1545 Shel Lab).

V.5. Purificacién de pldsmidos recombinantes

Se seleccionaron las colonias transformantes, con un palillo estéril se transfirié a
un tubo de ensaye de 15 ml con 2 ml de medio LB-Amp (2 pl de ampicilina). Los cultivos
se incubaron en una incubadora orbital (Lab.line Incubator-Sharker Orbit) durante toda
la noche a 37°C y 150 rmp. La purificacion de plasmidos recombinantes se realizo

mediante el método Birnboim y Dolly (1979), como se describe a continuacion: Se
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centrifugd 1.5 ml del cultivo por 10 segundos a 13000 rpm y se descartd el
sobrenadante conservando solo 50 yl para resuspender la pastilla, se anadié 150 pl de
solucion Birnboim | (Glucosa 50 mM, EDTA 10 mM y Tris-HCI 25 mM) y 300 pl de
solucion Birnboim Il (NaOH 0.2 M, SDS 1%) y se agito cuidadosamente. Posteriormente
se afiadio 300 pl de solucion Birnboim Il (acetato de sodio 3 M pH 5.2) y se mezcl6 por
inversién, se anadié 300 ul de cloroformo mezclando en vortex hasta observar la
muestra color blanco, se centrifugd a 13000 rpm durante tres minutos y se transfirio la
fase acuosa a un microtubo estéril de 1.5 ml. Se agregd 700 ul de isopropanol frio (-
20°C), se mezclé y se centrifugd por 15 minutos a 12000 rpm, se descartd el
sobrenadante y se lavé la pastilla con 750 pl de etanol al 70% frio (-20°C), se centrifugd
tres minutos a 12000 rpm y se decanté el etanol, para después secar la pastilla durante
40 minutos en ultraconcentrador (Genevac), se resuspendio en 50 pl de HyOgqe, Y SE
agregé 1 ul de RNasa A (10 mg/ml), se incub6 por una hora a 37 °C. Se revisé la
integridad de los plasmidos por separacion en electroforesis en gel de agarosa al 1.2%
en TAE 1X, tefiido con Sybr safe (Invitrogene), utilizando el marcador de tamafo
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogene), con una corriente de 70 volts durante 30
minutos. El gel fue visualizado y registrado en un fotodocumentador de luz UV (Logic
200, Imagin System) a 254 nm utilizando el software Kodak Gel Logic 2000.

Para liberar los insertos de los plasmidos se realizé digestion enzimatica con la
enzima EcoRI (Invitrogene). En una reaccion con un volumen total de 10 pl, se agrego 8
Ml de plasmido purificado, 1 pl de Buffer 10X, 0.5 pl de la enzima y 0.5 pl de H2O4qe, S€
mezcld cuidadosamente y se incub6 durante una hora a 37°C. Los productos de
digestién se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %, teflido con Sybr
Safe, a 80 volts durante 45 minutos, utilizando el marcador de tamafio molecular 1 Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogene).

V.6. Limpieza de plasmidos con bromuro de etidio para secuenciacion
Para la secuenciacion del ADN, se realizé la limpieza de los plasmidos
recombinantes con insertos de tamafio esperado, mediante el método de Br.Et/sales

(Stemmer, 1991). Se ajustd el volumen de cada muestra a 250 pyl con H;Og4g4e. Se
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adicionaron 5 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml) y se mezclé perfectamente. Se agrego
140 pl de acetato de amonio (7.5 M) y 420 ul de Fenol/Cloroformo/lsoamilico (25:24:1),
se mezclé y se centrifugdb a 12000 rpm durante 2 minutos (Thermo). Se removio
cuidadosamente la fase acuosa y se transfiri6 a un microtubo de 1.5 ml estéril, se
adicionaron 800 pl de etanol absoluto frio (-20°C) y se incub6 5 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifugd cinco minutos a 12000 rpm para precipitar el ADN y se lavo el
precipitado con 300 pl de etanol al 70% frio (-20°C). Se decantd el sobrenadante
conservando la pastilla y se seco en ultraconcentrador (Genevac). Se resuspendio la
pastilla en 50 pl de HyOq4¢e. Se reviso la integridad de los plasmidos en un gel de

agarosa al 1% tefido con Sybr safe 1X (Invitrogen).

V.7. Secuenciacion

La secuenciacion de los plasmidos se realizé por el método de dideoxy (Sanger
et al., 1975), mediante el sistema comercial DNA Sequencing (BigDye v3.1 Terminador
Cycle Sequencing Ready Reaction Applied Biosystems) a través del servicio comercial
de Elim Biopharm y Macrogen, USA. Para la primera secuenciacion se uso el juego de
oligonucledtidos universales M13 y los oligonucleétidos especificos disefiados en este
estudio, PMgc3I-A, PMgc3I-B y PMgc3I-R (Cuadro 1). Para la secuenciacion del gen
completo se utilizaron dos pares de oligonucle6tidos especificos anidados, IF, IR, DIF y
DIR, disefiados en este estudio con base en la secuencia obtenida inicialmente y la

secuencia del ARN predicho.

V.8. Andlisis de secuencias

El andlisis de las secuencias se llevé a cabo utilizando el programa en linea
Blast, de banco de datos NCBI para una identificacion preliminar de las secuencias.
Para la identificacion de plasmidos recombinantes por la digestion enzimatica con
EcoRl, se utilizé el software Codon Code Aligner. Para edicion, alineamiento, ensamble
de las secuencias se utilizé el software, BioEdit 7.09 y Clustal W; analisis filogenéticos,
MEGADS.2, MrBayes v3.1., FigTree v1.4.0. y Dendroscope 3.2.10.; y para modelaje de la

proteina y comparacion de estructuras de proteinas, se utilizaron los software Swiss-
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Model (Swiss-PdbViewer 4.1.0) (Guex y Peitsch, 1997). Ademas, para la prediccion de
la estructura secundaria se utilizé el software J pred (Cole et al., 2008).

El analisis filogenético de la secuencias de nucleétidos y aminoacidos deducidos
de CAPNS de éste estudio y las secuencias reportadas en base de datos se realiz6 bajo
los criterios de Neighbor-joining (NJ), Maxima verosimilitud (ML) utilizando los modelos
de evolucion de GTR+G+l (General Time Reversible mas Gamma distributed with
Invariant sites) para las secuencias de nucleotidos, y el modelo JTT+G+I+F (Jones-
Taylor-Thornton mas Gamma distributed with Invariant sites with Frequences) para los
aminoacidos, y bayesianos con valores de soporte generados con 100,000 repeticiones.
En el cuadro 2 se indican las secuencias nucleotidicas y las secuencias de aminoacidos

deducidos de CAPN3 utilizadas en los analisis.
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Cuadro 2. Secuencias de genes o proteinas de CAPNS3 utilizadas para los analisis filogenéticos, reportadas en base de

datos (NCBI).

Especie

No. De acceso

Meleagris gallopavo

calpaina-3-like predicho

XM_003206475.1

Gallus gallus

calpaina 3 (p94)
CAPNB3, raza Shandi Black-bone
CAPN3, raza Black-bone

NM_001004405.1
FJ497056.1
FJ232591.1

calpaina 3
CAPN3
calpaina 3

ACL50974.1
ACI95287.1
NP_001004405.

Anas platyrhynchos

calpaina 3 (p94) predicho variante X1
calpaina 3 (p94) predicho variante X2
calpaina 3 (p94) predicho variante X3
calpaina 3 (p94) predicho variante X4
calpaina 3 (p94) predicho variante X5
calpaina 3 (p94) predicho variante X6
calpaina 3 (p94) predicho variante X7
calpaina 3 (p94) predicho variante X8
calpaina 3 (p94) predicho variante X9
calpaina 3 (p94) predicho variante X10
calpaina 3 (p94) predicho variante X11
calpaina 3, parcial

XM_005021676.
XM_005021677.
XM_005021678.
XM_005021679.
XM_005021680.
XM_005021681.
XM_005021682.
XR_217403.1
XR_217404.1
XR_217405.1
XR_217406.1
EOA99793.1

BhRrRrRBRRER

Columba livia

calpaina 3 (p94) predicho
calpaina 3

XM_005502212.
EMC83746.1

b

Falco cherruq

calpaina 3 (p94) predicho variante X1
calpaina 3 (p94) predicho variante X2
calpaina 3 (p94) predicho variante X3
calpaina 3 (p94) predicho variante X4

XM_005441052.
XM_005441053.
XM_005441054.
XM_005441055.

Falco peregrinus

calpaina 3 (p94) predicho variante X1
calpaina 3 (p94) predicho variante X2
calpaina 3 (p94) predicho variante X3
calpaina 3 (p94) predicho variante X4

XM_005243765.
XM_005243766.
XM_005243767.
XM_005243768.

Melopsittacus undulatus

calpaina 3 (p94) predicho variante X1
calpaina 3 (p94) predicho variante X2
calpaina 3 (p94) predicho variante X3
calpaina 3 (p94) predicho variante X4

XM_005143908.
XM_005143909.
XM_005143910.
XM_005143911.

Zonotrichia albicollis

calpaina 3 (p94) predicho variante X1
calpaina 3 (p94) predicho variante X2
calpaina 3 (p94) predicho variante X3

XM_005479996.
XM_005479997.
XM_005479998.

Geospiza fortis

calpaina 3 (p94) predicho variante X1
calpaina 3 (p94) predicho variante X2
calpaina 3 (p94) predicho variante X3
calpaina 3 (p94) predicho variante X4
calpaina 3 (p94) predicho variante X5

XM_005419400.
XM_005419401.
XM_005419402.1
XM_005419403.1
XM_005419404.1

B hrlpRiblrRrRRRRRRPRRER

Pseudopodoces humilis

calpaina 3 (p94) predicho variante X1
calpaina 3 (p94) predicho variante X2

XM_005522499.1
XM_005522500.1

Ficedula albicollis

calpaina 3 (p94) predicho variante X1
calpaina 3 (p94) predicho variante X2

XM_005047007.1
XM_005047008.1

Taeniopygia guttata

calpaina 3 (p94) predicho variante 1

XM_002200309.1

Chrysemys picta belli

calpaina 3 (p94) predicho

XM_005284611.1

Xenopus tropicalis

calpaina 3-like predicho variante X1
calpaina 3 predicho isoforma X2

XM_002935335.2
XP_004917296.1

Danio rerio

calpaina 3b
calpaina 3

NM_001243321.1
NP_001004571.1

Hippoglossus hippoglossus

calpaina 3

ACY78226.1

Condylura cristata

calpaina 3 (p94) predicho variante X1

XM_004687877.1

Sarcophilus harrisii

calpaina 3 (p94) predicho variante 1

XM_003756039.1

Monodelphis domestica

calpaina 3-like predicho

XM_001362793.1

Felis catus

calpaina 3 (p94) predicho variante 1

XM_003987244.1

Canis lupus fam ris

calpaina 3 (p94) predicho variante X6
calpaina 3 predicho isoforma X2

XM_005638296.1
XP_005638349.1

Heterocephalus glaber

calpaina 3 (p94) predicho variante X2
calpaina 3

XM_004861642.1
EHB10342.1

Dasypus novemcinctus

calpaina 3 (p94) predicho

XM_004481525.1

Ochotona princeps

calpaina 3 (p94) predicho variante X4
calpaina 3 predicho isoforma X1

XM_004578148.1
XP_004578202.1

Equus caballus

calpaina 3 (p94) predicho variante X7
calpaina 3 predicho isoforma X1

XM_005603111.1
XP_001503324.1

Bos taurus

calpaina 3 (p94) predicho variante X1
calpaina 3 (p94) predicho variante X5

XM_005211549.1
XM_005211553.1

calpaina 3 (p94)
calpaina 3

AAI49198.1
NP_776685.1

Bos grunniens

calpaina 3

AFP73395.1

Ovis aries

calpaina 3 (p94)
calpaina 3

NM_001009212.1
NP_001009212.1

Sus scrofa

calpaina 3
calpaina 3

NM_214171.1
NP_999336.1

Pan paniscus

calpaina 3 predicho isoforma 1

XP_003805652.1

Saimiri boliviensis boliviensis

calpaina 3 predicho isoforma 1

XP_003929010.1

Mustela putorius furo

calpaina 3 predicho isoforma X2

XP_004751249.1

Cricetulus griseus

calpaina 3 predicho isoforma 3
calpaina 3 predicho isoforma 4

XP_003498099.1
XP_003498100.1

Pongo abelii

calpaina 3 predicho isoforma 2

XP_002825393.1

Ailuropoda melanoleuca

calpaina 3-like predicho isoforma 1

XP_002913243.1

Microtus ochrogaster

calpaina 3 predicho isoforma X1

XP_005364361.1

Odobenus rosmarus divergens

calpaina 3 predicho isoforma 1

XP_004400444.1

Macaca mulatta

calpaina 3

EHH27247.1

Papio anubis

calpaina 3 predicho isoforma 1

XP_003900875.1

Loxondonta africana

calpaina 3 predicho isoforma 1

XP_003418723.1

Trichechus manatus latirostris

calpaina 3 predicho isoforma 1

XP_004380720.1

Homo sapiens

calpaina 3 predicho isoforma X1

XP_005254760.1

Otolemur garnettii

calpaina 3 predicho isoforma 2

XP_003791801.1

Macaca fascicularis

calpaina 3

EHH63011.1

Echinops telfairi

calpaina 3 predicho isoforma X1

XP_004709429.1

ictidomys tridecemlineatus

calpaina 3 predicho isoforma X1

XP_005316513.1

Orcinus orca

calpaina 3 predicho isoforma 1

XP_004273997.1

Capra hircus calpaina 3 predicho isoforma X2 XP_00 1.1
calpaina 3 isoforma a NP_031627.2
Mus musculus calpaina 3 AAIZO9791.1

calpaina 3 variante a

NM_607601.3
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VI. RESULTADOS.
VI.1. Extraccion de ARN total
Se obtuvo el ARN total del musculo esquelético de M. gallopavo. En la figura 9 se
observan las bandas correspondientes a los ARN ribosomales 28S y 18S para los tres

tejidos, lo cual indica que el ARN total extraido fué de buena calidad.

Figura 9. ARN extraidos de muestras de musculo esquelético de M. gallopavo. Gel de agarosa
al 2% en TAE 1X, tefiido con Sybr safe. A) Muslo, B) Pechuga, y C) Pierna.

VI.2. Sintesis y clonacién del ADNc de CAPN3

En la figura 10, se muestran los productos de amplificacién obtenidos de las
muestras de musculo esquelético de pierna, muslo y pechuga de M. gallopavo. Como
se puede observar, para cada muestra de tejido se obtuvo un fragmento esperado de
2818 b de acuerdo al tamafio molecular del predicho calpaina 3-like.

Los productos de amplificacién se ligaron al vector de clonacién pCR™4-TOPO y
se realizo la transformacion de la cepa TOP10 de E.coli de acuerdo a la metodologia ya
descrita. Se aislaron 21 colonias transformantes de muslo y 29 colonias transformantes

de pechuga, que fueron analizadas para la identificacién de los probables insertos de
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ADNCc de CAPN3. Previamente se realiz6 un analisis de restriccion de la secuencia del
ARNmM predicho de calpaina 3-like y se identificaron dos sitios de restriccion para
EcoRlI, por lo cual se esperaba un patron de restriccion del inserto en tres fragmentos
de 1458, 844 y 516 pb.

Figura 10. Productos de amplificacion obtenidos de musculo esquelético de M. gallopavo. Gel
de agarosa al 2% en TAE 1X, tefiido con Syber Safe. A) Pierna, B) Pechuga, y C) Muslo.
Carriles M, marcador de tamafio molecular 1 Kb DNA Plus Ladder; carriles 2, 3 y 4, producto de
amplificacién de aproximadamente 2818 b.

En las figuras 11 y 12 se muestran los patrones de digestion de los plasmidos
recombinantes aislados, a partir de los cuales se identificaron y seleccionaron 3 de

muslo y 7 de pechuga que presentaron un inserto con el patron de restriccion esperado.
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Figura 11. Productos de la digestion enzimatica de plasmidos recombinantes obtenidos de
muslo de M. gallopavo. Gel de agarosa al 1.2% en TAE 1X, tefiido con Syber Safe. Carril M,
marcador de tamafio molacular 1 Kb DNA Plus Ladder; carriles 2, 4 y 10, plasmidos
seleccionados para secuenciar. Con las flechas se indican los productos de restriccién con
EcoRI.

M 2 3 4 5 6 7 8 9 101112

Figura 12. Productos de la digestiébn enzimatica de plasmidos recombinantes obtenidos de
pechuga de M. gallopavo. Gel de agarosa al 1.2% en TAE 1X, tefiido con Syber Safe. Carril M,
marcador de tamafio molacular 1 Kb DNA Plus Ladder; carriles que presentaron los tres

40



fragmentos y carriles 3, 4, 5y 12, plasmidos seleccionados para secuenciar. Con las flechas se
indican los productos de restriccion con EcoRl.

VI.3. Anédlisis de la secuencia del ADNc de CAPN3

El analisis de comparacion de las secuencias de los insertos en los plasmidos
recombinantes BRPe62 (aislado de pechuga) y BRM61 (aislado de muslo) mostré
100% de identidad entre ellos, y la comparacion con las bases de datos internacionales
(NCBI), mostro identidad de 99% con el ARNm predicho de calpaina 3-like de M.
gallopavo, 97% con el ARNm de CAPN3 de Gallus gallus y 77% con el de Mus
musculus (Cuadro 3). Cabe destacar, que la mayoria de las secuencias reportadas en
base de datos son ARNm predichos obtenidos a partir de las secuencias gendmicas. La
secuencia del ADNc de CAPN3 de éste estudio mostré dos transiciones, T/C en el sitio
1281 pb y A/G en el sitio 1707 pb, respecto al predicho de calpaina 3-like.

La comparacion de la secuencia de aminoacidos deducidos de CAPN3 con las
secuencias reportadas en bases de datos del NCBI, mostré porcentajes de identidad en
un rango de 98% con G. gallus a 77% con el de M. musculus (Cuadro 3).

El ADNc completo del gen de CAPN3 de M. gallopavo, presenté un tamafio de
2586 pb con un marco de lectura de 810 aminoacidos (Fig. 13), un UTR 5" de 138 pb y
un UTR 3" de 15 pb. La comparacion de la secuencia de aminoacidos deducida del
ADNc de CAPN3 con la secuencia del predicho de calpaina 3-like mostr6 99% de
identidad con cambios en la posiciones 330 (Ser/Pro) y 472 (Ser/Gly). Para corroborar

éste cambio, se secuenci6 dos veces en ambas cadenas.
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Cuadro 3. Comparacion de secuencias de nucledtidos y secuencias de aminoacidos deducidos del gen de CAPNS3,
reportadas en base de datos (NCBI).

Especie Identidad No. De acceso

Meleagris gallopavo calpaina-3-like predicho 99% XM_003206475.1

calpaina 3 97% FJ232591.1
Gallus gallus )

calpaina 3 98% ACL50974.1
Anas platyrhynchos calpaina 3 (p94) predicho variante X2 92% XM_005021677.1
Columba livia calpaina 3 (p94) predicho 92% XM_005502212.1
Pseudopodoces humilis calpaina 3, predicho isoforma X1 92% XP_005522556.1
Falco cherruq calpaina 3 (p94) predicho variante X1 91% XM_005441052.1
Melopsittacus undulatus calpaina 3 (p94) predicho variante X1 91% XM_005143908.1
Zonotrichia albicollis calpaina 3 (p94) predicho variante X2 90% XM_005479997.1
Geospiza fortis calpaina 3 (p94) predicho variante X1 89% XM_005419400.1
Ficedula albicollis calpaina 3 (p94) predicho variante X1 89% XM_005047007.1
Taeniopygia guttata calpaina 3 (p94) predicho variante 1 89% XM_002200309.1
Chrysemys picta bellii calpaina 3 (p94) predicho 84% XM_005284611.1
Mus musculus calpaina 3 7% AAI39791.1

calpaina 3 variante a 7% NM_007601.3

MPSAINPAVAQQTAAGSVSSTTSTTTEGTGGGTGGIYSAISRNQPIIKVKEKTYEELHKKC
LEKNILYEDPDFPPNETSLFYSQKVPIKFEWKRPREICENPRFIIGGANRTDICQGELGDC
WFLAAIACLTLNKKLLCRVIPHDQSFIQNYAGIFHFQFWRYGDWVDVIIDDCLPTYNNQLV
FTKSSQRNEFWSALLEKAYAKLHGSYEALKGGNTTEAMEDFTGGVTEFYEIKDAPKDIYK
IMKHAIARGSLMASSIDDNLGFSYGAAPRSDIGEMIARMVKNLENAQMTHPTVDHQGTD
ERPAWTIMPMQYETRMSCGLVKGHAYPVTAVEETTFKGEKIRLIRLRNPWGQVEWNGP
WSDKSEEWNFIKEEEKIRLQHKILEDGEFWISFEDFMRHFTKLEICNLTPDTLEADKLQTW
TVSVNEGRWVRGCSAGGCRNYPDTFWTNPQYRLKLLEEDDDPEDEEVICGFLVALMQK
NRRKERKLGANLYTIGFAIYEVPKEMHGTKHHLQKDFFLYNASKARSKTYINMREISERFR
LPPSEYVIIPSTYEPHQEGEFILRVFSEKRSLSEEVENMIEADRPSKKKKGKPIIFVSDRAN
SNKELTTDEDAGKDGEKTHVDEKKRSSAKAREKSEEETQFRNIFRQIAGDDMEINAEELR
NVLNNVVKKHKDLKTEGFELESCRSMIALMDTDGSGKINFDEFRHLWDKIKSWQKIFKHY
DADHSGTINSYEMRNAVKDAGFRLNNQLYDIITMRYADKNMNIDFDSFICCFVRLDAMFR
AFHAFDKDGDGIIKLNVLEWLQLTMYA

Figura 13. Secuencia de aminoacidos deducidos de CAPN3 de M. g. gallopavo.

El andlisis de alineamiento clustal a nivel de aminoacidos con secuencias
deducidas a partir del gen CAPN3, obtenidas en base de datos, permitié la
identificacion de los dominios conservados, asi como los aminoacidos que conforman el
sitio catalitico (Fig. 14). Los dominios identificados en la secuencia son, dominio CysPc,

dominio C2L y dominio EF-hand, y por ende I1S1 e IS2. Dentro del dominio CysPc, el
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residuo de Cys (C) esta en la posicion 123, la His (H) en la posicion 327 y Asn (N) en la

posicién 351. Ademés de los cambios antes mencionados, Ser/Pro>*° y Ser/Gly*"2.

Ficedula
P_humilis
Geospiza
Z.albicollis
T.guttata
Falco

F _.cherrug
Columba
Meleagris
Fallus

Anas
M_undulatus
Chrysemys
Ovis

H_sapiens
Henopus
Danioc
Hippoglossus

Ficedula
P_.humilis
Seospiza
Z.alkbicollis
T.guttata
Falco
F.cherrug
Columba
Meleagreis
Gallus

fnas
M_undulatus
Chrysemys
COwis

B .taurus

S .=scrofa
Equus

Mus
H.sapiens
X¥enopus
Danic
Hippoglossus

Ficedula
P_humilis
Geospiza
Z.albicollis
T.guttata
Falco

F .cherrug
Columba
Meleagris
Gallus

Anas
M_undulatus
Chryvsemys
ovis
BE.taurcus

S .scrofa
Equus

Hus
H._sapiens
Xenopus
Danio
Hippoglossus

Ficedula
P_humilis
Geospiza
Z.albicollis
T.guttata
Falco

F .cherrug
Columba
Meleadgris
Gallus

Anas
M_.undulatus
Chrysemyvs
Svis
B.Caurus
S.scrofa
BEgquus

HMus
H.sapiens
Henopus
Danio
Hippoglossus

MPTATIMNARWVAROTARG—
MPTATIMNARWVAOOTA G

——ATIG-TTEGAGEGTAGIYSATIS
——ATIG- TTEGAGGEGTEGIYSATIS
——TTAG-TTEGAGEGGTGEIYSATIS
—— 8 TAG-TITEGAG-ETEE1IYSATIS
——TAAG-TTEGAGEETEEIYSATIS
——ATISTTTEGWVGGGTEGIYSATIS
——ATISTTTEGWVGGGTEGIYSATIS
—— PATSTTTEGAGEGGTGEIYSATIS
——8TTETITECGTGETSEIYSATIS
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— - ATWETTAEGTGEETEEIYSATIS
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MEYTEFSEEECDRL IRE—
MEDETHESEWPLWVEDT—
*

RHNQFPIISTE-EKTYEELHEKCLEKNTI
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RMNEAWEDAKRLETFLELRDEYLEKE

. = *. .

o

2z
50

156
156
156
156
156
157
157
157
156
156
157
157
156
162
162
181
162
162
162
153=
143=
165

=21a
=216
=216
=216
=216
=217
=217
=217
=216
=216
=217
=217
=216
222
222
221
zZz2
zZz2
Z222
2132
2032
225
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Ficedula
P_humilis
Seospiza
Z.albicollis
T.guttata
Falco

F .cherrug
Columba
Meleagris
Gallus

nas
M_.undulatus
Chrysemys
Svis
B.taurus
S.scrofa
Egquus

HMus
H.sapiens
Henopus
Danic
Hippoglossus

Ficedula
P.humilis
Geospiza
Z.albicollis
T.guttata
Falco
F.cherrug
Columba
Meleagris
Gallus

fnas
M_undulatus
Chryvsemys
Ovis

Hippoglossus

Ficedula
P.humilis
Seospiza
Z.albicollis
T.guttata
Falco

F .cherrug
Columba
Meleagris
Sallus

fnas
M_undulatus
Chrysemys
Ovis

H.sapiens
Xenopus
Danic
Hippoglossus

Ficedula
P.humilis
Geospiza
Z.albicollis
T.guttata
Falco

F .cherrug
Columba
Meleagris
Fallus

Anas
M_undulatus
Chrysemys
ovis
B.taurus

S .scrofa
Equus

Mus=
H.sapiens
Xenopus
Danio
Hippoglossus

. - TR EE E—

(ER

DTLEADEE WTY S WVHNEGRIMVESCSAGSCRNY PDTE WTHE
DTLEWDEE T SV NE R RGEC SAGSCRMNY FDTE WITE
DALEVDEE WISV HNEGREWYRGC SAGSGCRENY PDTE WTHE
DALEVDEE W SVHNEGREWYRGC SAGEGCRNY PDTE WTHE
DTLEVDEE W SVYVHNEGREWYRGC SAGSCRNE PDTE WTHE
DTLEADEL WTY S WVHNEGRIMVESCSAGSCRNY PDTE WTHE
DTLEADKTL WISV HNEGREWYRGC SAGSGCRENY PDTE WTHE
DTLEADKTL W SVHNEGREWYRGC SAGEGCRNY PDTE WTHE
DTLEADEL WTY S WVHNEGRIMVESCSAGSCRNY PDTE WTHE
DTLEADEL T SV NE R RGEC SAGSCRMNY FDTE WITE
DTLEADKTL WISV HNEGREWYRGC SAGSGCRENY PDTE WTHE
DTLEADKTL W SVHNEGREWYRGC SAGEGCRNY PDTE WTHE
DTLESDEL WL S W NEGRIW RGO S EESCRMNY FDTE WITE
DALESDEL W SV NEGRIWRGEC SAGECRMNE FDTE WITIE
DALESDEL WISV HNEGREWYRGC SAGSCRENE PDTE WTHE
W SVYVHNEGREWYRGC SAGSCRNE PDTE WTHE
WTY S WVHNEGRIW/REGCSAGSCRMNE PDTE WTHE
DALESDEL WL S W NE R RGC SAGSCRMNE FDTE WITE
DATQSDETL W SVYVHNEGREWYRGC SAGSCRNE PDTE WTHE
WTY S WVHEGRIWVESCSAGSCRMNY PDTYWTHE
W S W HNE R RGEC SAGSCRMNY FDTE WITE
WV SVYVHNEGEWYREGS SAGSGCRENE PDTE WTHE

=275
275
275
=275
275
zZ78
=276
2768
275
275
Z278
=276
275
z8=
=282
=281
z28=
zZaz
z8=
=272
Z4a8
Z270

4571
451
451
451
451
452
452
452
4571
451
452
452
451
459
459
458
458
458
458
445
294
415
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P_.humilis
Geocspiza
Z.albicollis
T.guttata
Falco

F .cherrug
Columba
Meleagris
Gallus

Anas
M_undulatus
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B.Caurus
S.scrofa
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Mus=
H.sapiens
Xenopus
Danic
Hippoglossus
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Figura 14. Alineamiento clustal de las secuencias de aminoécidos del gen CAPN3. Los
residuos de aminoéacidos conservados para el sitio catalitico se indican en cajas. En negritas y
subrayados, los aminoacidos que cambiaron en M. g. gallopavo (Ser/Pro330 y Ser/GIy472). En
verde, el dominio CysPc que incluye a IS1. En azul, el dominio C2L, seguido de I1S2 y el resto
empezando en los aminoacidos marcados con amarillo el dominio EF-hand.

VI.4. Analisis filogenético

La topologia de los arboles filogenéticos NJ, ML y bayesiano, construidos con 59
secuencias de nucledtidos (= 2818 nt), se concentré en un solo arbol, donde se observa
al pez 6seo D. rerio como monofilético basal ancestral. Ademas, la secuencia de

Xenopus tropicalis se observa monofilética basal, relacionada con un gran clado que
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incluye un subclado con reptiles y aves, y otro subclado con mamiferos. En el subclado
de las aves se observa a la secuencia de la tortuga Chrysemys picta bellii como basal
monofilética (Fig. 15). Adicionalmente, el subclado de las aves se separa en dos
subclados, uno de los cuales incluye a las secuencias de los Galloanserae (pollo,
guajolote y patos) y éstos a su vez, en Galliformes, M. gallopavo y G. gallus (pollo) y al
Anseriforme Anas platyrhynchos (patos); se observa que la secuencia de CAPN3 de
éste estudio forma un subclado con la secuencia del predicho de calpaina 3-like,
indicando que se trata de dos alelos para el mismo gen. El segundo subclado de aves
incluye a los Passeriformes Taeriopygia gutata, Ficedula albicollis, Pseudopodoces
humillis, Zonotrichia albicollis y Geospiza fortis, ademas de otras 6rdenes.

Como se esperaba, debido al bajo nimero de especies para las que se
encuentran reportadas secuencias de CAPN3, se muestra una topologia parafilética en
el clado que incluye a las secuencias de los mamiferos, indicando que el analisis
filogenético incluye al antepasado comun, pero no a todos los descendientes. Sin
embargo, se puede observar la formacion de dos subclados, uno que incluye a
roedores, marsupiales y al armadillo Daysipus novemcinctus; y otro subclado con el
perro Canis lupus, el gato Felis catus, Equus caballus y el topo de nariz estrellada
Condylura cristata.

La topologia de los arboles filogenéticos NJ, ML y bayesiano, construidos con 59
secuencias de aminoacidos deducidos y 20 secuencias de proteinas (toda la proteina),
muestra a los teledsteos H. hippoglossus y D. rerio y al anfibio X. tropicalis como
monofiléticos basales ancestrales (Fig. 16). Se observa un gran clado que incluye un
subclado con reptiles y aves, y otro subclado con mamiferos. En el subclado que
incluye a las aves se observa a la secuencia de la tortuga Chrysemys picta bellii como
basal monofilética. Las aves, a su vez se muestran separadas en dos subclados, uno
gue incluye a Galloanserae y dentro de estos a G. gallus y M. gallopavo (Galliformes),
Melopsittacus undulatus (periquito australiano), Columba livia (paloma) y Falcos
(Falconiformes). Dentro del otro subclado encontramos a los Passeriformes, F. albicollis
(papamoscas collarino), P. humillis (carbonero terrestre), G. fortis (pinzén), Z. albicollis

(gorrion gorgiblanco) y T. guttata (pinzén cebra).
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El clado de los mamiferos se separa en cuatro subclados, uno para primates, Homo

sapiens, Pan paniscus (chimpancé pigmeo), Pongo abelii (orangutan de sumatra),

Macaca fascicularis (macaco cangrejero), Macaca mulatta (macaco rhesus), Papio

anubis (papion oliva), Saimiri boliviensis boliviensis (mono ardilla boliviano) y Otolemur

garnettii (galago de garnet), otro con roedores (Heterocephalus glaber, Cricetulus

griceus, M. musculus, Microtus ochrogaster), otro para artiodactilos (B. taurus, Capra

hircus, Ovis aries y Sus scrofa) y uno con especies del orden carnivora (Mustela

putorius furo, Felis catus, Canis lupus, Odobenus rosmarus divergens, Ailuropoda

melanoleuca), que adicionalmente muestran ramas parafiléticas debido a la baja

cantidad de especies representadas.
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Figura 15. Arbol filogenético consenso de secuencias de nucleétidos del gen CAPN3. Se
muestran los valores de soporte de las tres topologias en el siguiente orden, bayesiano, ML y
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NJ, los valores se generaron con 100,000 generaciones (bayesiano) y 1000 repeticiones de
bootstraps (ML y NJ). * Valores soporte menores de 50.
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Figura 16. Arbol filogenético consenso de secuencias de aminoacidos del gen CAPN3. Se
muestran los valores de soporte de las tres topologias en el siguiente orden, bayesiano, ML y
NJ, los valores se generaron con 100,000 generaciones (bayesiano) y 1000 repeticiones de
bootstraps (ML y NJ). * Valores soporte menores de 50.

VI.5. Andlisis de la estructura proteica del gen CAPN3 de M. g. gallopavo

Se realizd una prediccién de la estructura secundaria de CAPN3 utilizando el

software en linea Jpred, donde se pueden identificar los dominios que presentan a-

hélices, laminas B-plegadas y giros (Fig. 17). Posteriormente, se realizo la prediccion de

la estructura terciaria de la proteina de CAPN3 por el modelo de homologia, utilizando

el software en linea Swiss-Model. Se plasmaron dos modelos 3D de la proteina CAPN3:
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Modelo 1) Incluye del aminoacido 31 al 809, se utilizé como templado la proteina de la
calpaina 2 humana forma Il (PDB: 1kfuL) con una identidad de 44.08% (Fig. 18),
mostrando los tres dominios conservados que se identificaron con el Clustal W, cabe
sefalar que al modelo se le realizO una minimizacion de energia libre con Swiss-
PdbViewer 4.1.0; Modelo 2) Incluye el sitio catalitico (54-410 aa), se utiliz6 como
templado la proteina de calpaina 9 humana, sitio catalitico (PDB: 1zivA), con una
identidad de 52.4% (Fig. 19), revelando los tres aminoacidos pertenecientes al dominio
CysPc. Al no haber proteinas cristalizadas de otras aves, se utilizaron como templados
calpainas humanas.

En el modelo con la proteina total se observa el dominio CysPc donde se indican
los tres aminod&cidos correspondientes al sitio catalitico (Figs. 18 B y C), el dominio rico
en lamina B-plegada corresponde al dominio C2L y el extremo contrario al dominio
catalitico CysPc, corresponde al dominio EF-hand (Fig. 18 B y C). El dominio IS1 es
dificil de identificar, pero se encuentra asociado al dominio CysPc, y el dominio IS2 se
ubica entre C2L y EF-hand. Cabe destacar la estructura de a—hélice que sobresale de
CysPc (Fig. 18) y que no se observa en la estructura de CAPN2 (Sorimachi et al., 2010;
Sorimachi et al., 2011).

En el modelo del sitio catalitico se observa a PC1 que contiene al aminoacido
C'?3 y PC2 que contiene a los aminoéacidos H**’ y N*** del dominio CysPc (Figs. 19 B y
C). Adicionalmente, se observa al dominio de IS1 que sobresale rico en
lamina p—plegada en el extremo contrario a PC1y PC2 (Figs. 19 Ay C).

La estimacion de la calidad de los modelos tridimensionales (Anolea, Qmean y
Gromos) predichos de CAPN3 de M. g. gallopavo se muestra en las figuras 20 y 21. Se
estimo su calidad por el diagrama de Ramachandran, el cual realiza un célculo de las
distintas combinaciones de angulos de torsion que estan prohibidos debido a choques
estéricos (excepto glicina) y los angulos en zonas permitidas (a-hélice con giro a la
derecha e izquierda y laminas B-plegada), para la prediccion de una proteina mas
estable.

Para el sitio catalitico, la mayoria de las interacciones de los aminoacidos indican

energia libre negativa (barras en color verde) es decir, que la estructura modelada es
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estable (Fig. 20) y es mas facilmente encontrarla de forma natural, ademas, el diagrama

de Ramachandran mostré un 2.2% de aminoacidos en regiones no permitidas.

Para la proteina total, se observa un mayor nivel de energia libre positiva (barras

rojas) y por lo tanto una estructura inestable, ya que, se tendria que aplicar energia al

sistema para que se formard la estructura predicha; ademas en el diagrama de

Ramachandran mostré 5.1% de aminoacidos en regiones no permitidas (excluyendo

Gly), sugiriendo que el analisis basado en la estructura cristalizada de CAPN2 humana

es til pero no suficiente para la prediccion del modelo de CAPN3, debido a la ausencia
de los dominios NS, I1S1 e IS2 (Fig. 21).
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Figura 17. Prediccién de la estructura secundaria de la secuencia de aminoacidos del gen
CAPN3 de M. g. gallopavo. H= a-hélice, E= B-plegada y (=) son giros.
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Figura 18. A) Estructura tridimensional de CAPN3 de M. g. gallopavo. B) y C) Estructuras que
muestran los aminoécidos del sitio catalitico en esferas verdes (C123, H327 y N351) y los
cambios ocurridos en las laminas 3 dentro del dominio CysPc y dominio C2L (lamina  plegada
al centro en amarillo y esferas azules); modelos obtenidos por el software Swiss-PDBV 4.10.
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PC2

Figura 19. A) Estructura tridimensional del sitio catalitico de CAPN3 de M. g. gallopavo. B) y C)
Estructuras que muestran los aminoacidos del sitio catalitico en esferas verdes (C123, H327 y
N351) y cambio en la lamina $ dentro del dominio CysPc (esferas azules); modelos obtenidos
mediante el software Swiss-PDBV 4.10.
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Figura 20. Estimacion de la calidad del modelo tridimensional para el sitio catalitico de CAPN3.
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A continuacion, se comparé el modelo sobrelapado de CAPN3 con las
estructuras terciarias del predicho calpaina 3-like de M. gallopavo y CAPN3 de G.
gallus. Como se puede observar en la figura 22, la estructura en azul es compartida por
los tres modelos, la estructura en gris combinado con blanco es compartida por CAPN3
y calpaina 3-like de M. gallopavo, la estructura en blanco es especifica de CAPN3 de
éste estudio, la estructura en gris es especifica de calpaina 3-like, y la estructura en
amarillo es especifica de CAPN3 de G. gallus. En verde se indican los cambios de
Ser/Pro®*° y Ser/Gly*’?, CAPN3 de éste estudio. Para corroborar la posible formacién de
las oa-helices y laminas B-plegadas de la estructura terciaria del dominio CysPc de las
tres proteinas, se realiz6 un andlisis de prediccion de estructura secundaria y
alineamiento (Fig. 23). Como se puede observar, las tres estructuras son similares
desde el aa I*° hasta N?** | pero en el dominio PC2 del aa L*** a A?”° CAPN3 de G.
gallus presenta lamina B-plegada ausente en las secuencias de M. gallopavo. A

R?"™ a N**° |as estructuras de M. gallopavo presentan a-hélice, en

continuacion del aa
cambio en éste dominio G. gallus presenta lamina p-plegada del aa E*® a R?%
Adicionalmente, G. gallus presenta lamina p-plegada desde el aa T?®* a D%, ausente
en el mismo dominio de las proteinas de M. gallopavo. Por lo anterior, la estructura
secundaria y el modelo 3D sugieren un cambio de a-helice (gris con blanco) en las
proteinas de M. gallopavo a laminas B-plegadas en G. gallus en el dominio PC2 de
CysPc. Adicionalmente, las estructuras de M. gallopavo presentan una a-helice en el
dominio IS1 que no esta en G. gallus.

Finalmente, se realizé el modelo sobrelapado de la estructura del sitio catalitico
de CAPN3 de M. g. gallopavo, el predicho calpaina 3-like de M. gallopavo y CAPN3 de
G. gallus (Fig. 24) usando de nuevo como plantilla el dominio CysPc cristalizado de

CAPN9 humana (se indica el cambio de Ser/Pro*°

). Como se puede observar, la a-
hélice de PC2 de las CAPN3 de M. gallopavo se desplaza hacia adentro de la
estructura haciéndola mas compacta. Sin embargo, no se observa la lamina B-plegada

gue presenta PC2 en G. gallus en la estructura secundaria y el modelo de la proteina
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completa, sugiriendo que la plantilla de CAPN9 humana modifica la lamina B-plegada a

a-hélice debido a que en la misma posicion presenta una estructura similar.

Figura 22. Comparacion del modelo tridimensional de CAPN3 con calpaina 3-like de M.
gallopavo y CAPN3 de G. gallus. En azul, estructura compartida por los tres modelos, en verde
se indica el cambio Ser/Gly*”* y Ser/Pro**® en CAPN3 de este estudio, en gris con blanco,
estructura compartida por CAPN3 y calpaina 3-like, en gris, estructura especifica de calpaina3-
like y en amarillo laminas B-plegadas especificas de CAPN3 de G. gallus.

56



Calpaina 3—1ike
M. . gallopaveo

&. galillus

Calpaina 3—-1ike
M. g. gallopavo
. g=iius

Calpaina 3—-1ike
M. g. gallopavo

. gallus

Calpaina 3-1like
M. . gallopavo

. gallus

Calpaina 3—1ike
M. . gallopaveo

. galilius

Calpsaina 3-1iks
M. . gallopave

. g=iius

Calpaina 3-1ike
M. g. gailopave

. gallus

Calpaina 3-1ike
M. g. gailopave

&. galillus

Calpaina 3-like
M. o. gallooavo

&, gallus

Calpaina S-like
M. . ge2llopaveo

&. gailus

Calpaina 3-like
M. . gellopave

. g=llus

Calpaina S-like
M. . g=llopave

&. gailus

C=lp=in= 3-like
M. . g=llopaveo

=. geiius

Calpaina 3-like
M. o. gallooavo

&, gallus

calp=aina 3-like
M. o. gallopavo

=. geiius

Calpaina 3-like
M. . gellopave

. g=llus

40

31

38

=21

81

=21

131

131

131

181

181

181

=231

=31

=31

=81

=281

=81

331

231

331

381

231

381

431

431

431

as1

as1

a81

531

531

531

5831

531

531

S31

S31

=31

=31

=31

581

731

FEL

FEL

781

781

781

I

EETEEIYSAT
hhhhhhhh
SaT

LEYSQKVEPIK
h

TLEYSOEVETK
n

LEYSQKVEIK

CLTLNEELLC

NOTLVE TKSSO
=== ===
NOLVE TKSSQ
=== ===
NOTLVE TKSSO

EFYEIKDAPK
===
EFYEIKDAFK

ARMVENLENZ
hhhhhhhhh

ARMVKNLENSD
hhhhhhhhh

ARMVENLEMNZ

==

VITAVEETTYK
ssssssss=s
VIAVEETTFEK
Sssssssss=
VITAVEETTE K
ssssssss=s

COHKIREDGSER
CHEILEDSEER
OHEILEDGSEFR
WVRGCSAGGEC
vRecsneec
TvRecsnesc
=

NRARKE RKLER
NRARKE RKLER
NRREERKLGS

INMREISERE

AKAREKSEEE

h
AKAREKSEEE
AKAREKSEEE

FELESSRSMI
hhhhhhhh

FELESCRSMI
hhhhhhhh

FELESCRSMT
hhhhhhhh

INSYEMRNAY

MFRAFHAFDE
hhhhhhhh

MERAFHAFDK
hhhhhhhh

MFRAFHAFDK
hhhhhhhh

ISRNOQPITKY
sss
ISRNOQFITKY
===
ISRNOQPITKY
EEE]

FEWKREPRE I C
=== hhhh
FEWHRPRETI <
=== hhhh
FEWKREPRE I C
=== hhhh

RVIPHDQSFE T
h
RVIFHDOSFE T
h
RVIFHDOSFE T
h

RMNEFWSATLE
hhhhhh

RNEFWSALLE
hhhhhh

RMNEFWSATLE
hhhhhh

DIYEIMEKHAT
hhhhhhhhh

DIYKIMKHAT
hhhhhhhhh

DIY¥KIMKHAT
hhhhhhhhh

QMTY STVDX o
OMTHETVDHCO

QMTHPTVDHCQ
s===s

SEKMRLVRLRE
sssssssss

GERKIRLIRLER
Ssssssssss

GERKIRLIRLRE
sssssssss

WISEEDEMRH
ssshhh
WISFEDEMRH

RN¥PDTEWIN
RNYPDTEWTIN
RNYPDTEWTHN

NLY TISFRTY
sssss=ss
NLY TIGFRTY

RLPEPSEYVII
== ssssss
RLEPESEYVIT
== ss=s=ss==
RLEFEFSEYVII

KGEPIIFVSD
hhhh
EGEPIIFVSD

KGEPIIFVSD

TOQFRNIFRQT
hhhh

TOQFRNIFRQT
hhhhhhhhh

TQFRNIFRQT
hhhhhhhhh

ALMDTDGSGK
h ==
ALMDTDSSG K
h
ATMDTDSSGK
h ==
KDAG FRLNMNO
=== h
KDAGFRLNNQ
h
KDAGFRLNNQ
===
DEDEIIKLNY
h
DEDSITKLNY
h
DEDE I T KLN W
h

KEKTYEELHK
hhhhhh
KEKTYEELHK
hhhhhh
KEKTYEELHK
hhhhhh

ENPREFIIGGR
ENPREIIGGR

ENPREFIIGGR

QNYASIFHEQ
ss==
CNYASIFHEO

KAYAKLHGSY
hhhhhhh
EAYAKRLHG SY
hhhhhhh
KAYAKLHGSY
hhhhhhh

ARG SLMaS ST
ss===
ARG SLMAS ST

GTDERPAWTI
GTDERFPAFETI

GCTDEREPORWETI

EEEETT

NEPWGOWVEWNG
NPWRGEQVEWNG

NEPWGOWVEWNG

FTHKLEICNLT
sssss=

FTHELEICHNLT
ss=sss

FTELEICNLT

FPQ¥ RLELLEE
Sss=sss
FPOY RLELLEE
Sss=sss
FOY RLELLEE

EvVE KEMHS TK
==
EvVE KEMHS T K

==
EVE KEMHG TK
==

PSTY¥EFPHQES
sss=s =
ESTYEPHOQES
==== =
FSTYEFHQES

PANSNEELTT
hhhhh
RPANSNEELTT
hhhhhhhhhh
RaNSNEELTT
hhhhhhhhhh

AGDDMEICRE
==s=h

AGDDMEINOE
s=sh

AGDDMEINDE
s=sh

INFDEFRHIW

LYDIITHMRYEA
hhhhhhh
LYDIITHMRYR
hhhhhhh
LYDIITHMRYR
hhhhhhh
LEWLOQLTM
hhhhhh
TEWLOLTMY —
hhhhhh
TLEWLOQLTMMY —
hhhhhh

KCLEENILYE
hhhhh
KCOCLEKNILYE
hhhhh
KCOCLEKNILYE
hhhhh

NRTDICQGETL
s==
NRTDICQGEL

NRTDICQGETL
===

F R Y & DWW DV
=== ss===
FTHR Y& DY DV
s== sSs=s=s
F R Y & DWW DV
=== s=sss

EATKSSNTTE
h

DDNLGE 8 ¥ G5
DDNLGE S ¥ &R

DDNLGE S¥Go

MPMOQYETRMS
MEPMOYE TRMS
MPMQYE TRMS

PSS DKSEE RN
PWSDKSEEWN

PSS DKSEE RN

FPDTLEARDKLO
PDTLERDKLG
PDTLEADKELO

DODDPEDEEVI

DCODPEDEEVI

DODDEPEDEEVI

HHLQEDFF LY
hhhhh
HHLQEDFF LY
hhhhh
HHLQEDFF LY
hhhhh

EFILRAVES EK
Sssssss
EFTILRVES EK

DEDAGEDG EK
hhhhhhhh
DEDAGEDG EK
hhhhhhhhh
DEDAGKDG EK
hhhhhhhhh

ELRMNWVLNN VY
hhhhhhh
ELRMNVLNN VY
hhhhhhh
ELRMNVLNN VY
hhhhhhh

DEIKSWQEIF
hhh hhhh
DEI KSWOQKEIF
hhh hhhh
DEI KSWQKEIF
hhh hhhh

DENMNIDE DS
=s= hhh
DENMNIDE DS
=s= hhh
DENMNIDE DS
=== hhh

DEDFFPPNETS

DEDFFFNETS
hi
DEDFFPPNETS

GCDCWELRRIR
hhhhhhh

GDCWELESTR
hhhhhhh

GCDCWELRRIR
hhhhhhh

IIDDCLETYN

AMEDE TSSWVT
hhhh ==
AMEDF TG SWT
hhhhh ==
AMEDE TSSWVT
hhhhh ==

APRSDIGELI
hhhhhhhh

APFRSDIGEMI
hhhhhhhh

APRSDIGEMI
s==

CELVKEGHRYS
==

CELVHSHRYE

CELVKEGHRYS

==

FIDEEEKTRL
FIKEEEKIRL
FIKEEEKIRL

THTVSVNEGR
EEEE
THTVSVNEGR

CEFLVALMQE
Sssssssssss
CEFLVATMORE

SsssssssssS

CEFLVATMOE
ss=ss=ssss==

NAS KAaRS KTY
NAS KAaRS KTY
HNASEAaRS KTY

RELEEEVENM

THVDEKKRS =
hhhh

THVDEKKRS S
THVDEKKRS S

KEHEDLETES
KEHEDLETES
KEHEDLETES

EHY¥DRDHSGT
h

KHYDBRDHSET
o

KHYDRDHSET

FICCEVRLDS
hhhhhhhhhbh
FICCEVRLDR
hhhhhhhhhbh
FICCEVRLDR
hhhhhhhhhbh

Figura 23. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la comparacion de los modelos
tridimensionales de CAPN3 de M. g. gallopavo, G. gallus y calpaina 3-like de M. gallopavo. En
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color verde se indican los cambio Ser/Gly*”® y Ser/Pro®°. h= a-hélice, s= lamina B-plegada.

*Similitud de aa. Ausencia de * o . (punto), refieren que hay cambio de aa en las secuencias.

Figura 24. Comparacion del modelo tridimensional del dominio catalitico CysPc de CAPN3 de
M. g. gallopavo con el predicho calpaina 3-like de M. gallopavo y CAPN3 de G. gallus. En color
verde se indica el cambio Ser/Pro®*°, y se visualiza un sitio de unién a calcio (punto negro).
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VIl.  DISCUSION.
VII.1. Caracterizacion del gen CAPN3 de M. g. gallopavo

Con base en la secuencia del predicho para calpaina 3 reportado en NCBI (No.
de Acceso: ENSMGAP00000012038), ubicado en el cromosoma 5 de M. gallopavo, se
logro el aislamiento del ADNc del gen CAPN3, que presenté un tamafio de 2818 pb en
su regioén codificante (2586 pb incluyendo parte de los UTRS). Este es el primer ADNc
de CAPNBS aislado e identificado que confirma la expresion del gen en tejido muscular
de M. g gallopavo. El andlisis de comparacion de la secuencia del ADNc de CAPN3 con
la secuencia del ARNm predicho de calpaina 3-like, mostré6 una similitud de 99%,
indicando que se trata de dos alelos diferentes para el mismo gen de M. g. gallopavo.
La identificacion de un nuevo alelo fue congruente con la descripcién de CAPN3 como
un gen multialélico en G. gallus (Zhang et al, 2009), pero también en M. g. gallopavo
donde en un trabajo previo se identificaron polimorfismos de un sélo nucleétido (SNPs)
en secuencias del gen calpaina 3-like amplificadas a partir del ADN de 24 individuos de
trapatio de las cinco regiones fisiograficas de Michoacan. Uno de estos SNPs genera
cambios en tres aminoacidos dentro del sitio C2L (Contreras-Campos, 2013).

Respecto a las diferencias que se presentaron en la secuencia de aminoacidos
de CAPN3, Ser/Pro®** (dominio CysPc) y Ser/Gly*’? (domino C2L), son cambios a nivel
de grupo. La Ser pertenece al grupo de aminoacidos polares sin carga, teniendo un
indice hidropatico de -0.8, es decir, se presenta en un ambiente acuoso. La Pro y Gly
son del grupo de amioacidos apolares alifaticos, con un indice hidropatico de -1.6 y -
0.4, respectivamente. El grupo secundario (imino) de la Pro, se mantiene en una
conformacion rigida que reduce la flexibilidad estructural de la proteina en este punto,
no asi con la Gly, ya que tiene la estructura del aminoacido mas sencillo, de ahi el
minimo impedimento estérico, lo que permite mas flexibilidad estructural en la proteina
(Lehninger, 2009). Lo anterior sugiere, que los cambios encontrados podrian dar las
caracteristicas especiales a la CAPN3 respecto a su dependencia de sodio ademas de

calcio. El numero de secuencias de nucleotidos de genes de CAPN3 en bases de datos
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(58) reportados en bases de datos, es mayor en comparacion con las secuencias de
proteinas (20) y no hay proteinas de CAPN3 cristalizadas disponibles.

La comparacion por alineamiento clustal mostré que las secuencias deducidas
de aminoacidos de genes y de proteinas de CAPN3 de todos los organismos
analizados (aves, reptil, peces, anfibios y mamiferos) incluyendo CAPN3 de este
estudio, conservan el dominio NS, el dominio catalitico CysPc incluyendo el IS1, asi
como los tres aminoacidos del sitio catalitico (C, H y N), el dominio C2L, el IS2 y EF-
hand, independientemente de su tamafio, como se reporté previamente (Goll et al.,
2003; Sorimachi et al., 2010).

VII.2. Analisis filogenético

A pesar de la poca cantidad de secuencias de genes y de proteinas de CAPN3
con que se contd para el analisis filogenético, se pudo corroborar el proceso evolutivo
propuesto en los arboles filogenéticos construidos a partir de citocromo C (Lehninger,
2009). En el caso de la tipologia del arbol construido con secuencias de nucleétidos, se
observd una separacion clara en un clado que incluye a los mamiferos y otro clado
donde se encuentra a anfibios, reptiles y aves. El pez 6seo (teleosteo) D. rerio, se
mostré como ancestro basal. Por otro lado, el anfibio X. tropicalis y la tortuga C. picta
bellii se mostraron como ancestros basales del subclado que incluye a las aves.
Adicionalmente, el subclado de las aves se separa en subclados de Galliformes,
Falconiformes y Passeriformes. El andlisis filogenético de éste estudio fue congruente
pero mostré mejor resolucion comparado con el realizado previamente por Macqueen y
colaboradores (2010), quienes usaron pocas secuencias de peces teleosteos, entre
ellos H. hippoglossus, D. rerio, que forman un clado, y las secuencias del anfibio X.
tropicalis, del galliforme G. gallus y de H. sapiens que forman otro clado.

Debido al bajo nimero de especies para las que se encuentran reportadas
secuencias de CAPN3, se present0 una topologia parafilética para los mamiferos. A
pesar de lo anterior, se pudo observar la formaciéon de un subclado con roedores y

marsupiales.
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En el &rbol filogenético construido con las secuencias de aminocidos, se
observa a los teledsteos y anfibios como monofiléticos basales ancestrales de reptiles,
aves y mamiferos. Por otro lado, similar al andlisis con secuencias de nucledtidos, los
reptiles se observan como ancestrales a las aves y éstas se separan en un subclado
que incluye a Galliformes (primeras aves en diferenciarse) y Falconiformes (los més
recientes) y en otro subclado a las Passeriformes.

Corroborando los resultados con el analisis de secuencias de nucleoétidos, la
topologia muestra al clado de los mamiferos separado en tres 0 mas subclados con
ramas parafiléticas debido a la baja cantidad de especies representadas. Sin embargo,
se observa la formacién de un subclado para los primates y el agrupamiento de

artiodactilos y roedores.

VII.3. Andlisis de la estructura proteica del gen CAPN3 de M. g. gallopavo

El anadlisis estructural de las proteinas puede ser una herramienta importante
para el estudio de la evolucion de los organismos, ya que las diferencias estructurales
pueden reflejar propiedades importantes como la especificidad de sustrato de enzimas
y otros que no pueden inferirse a partir del analisis de secuencias de aminoacidos
solamente.

La prediccion de los modelos de la proteina CAPN3 de M. g. gallopavo,
resultaron en un modelo inestable debido a que se utilizé un templado de calpaina 2 de
humano, cuya identidad es de 44.08% debido a la ausencia de los dominios NS, IS2 e
IS2. Sin embargo, se pudieron detectar los dominios caracteristicos de CAPN3. La
prediccién del modelo del sitio catalitico resulté en una estructura estable, similar a la
reportada previamente para el modelo de CAPN3 en G. gallus donde también se utilizé
como templado la calpaina 9 humana (Walker et al., 2008). La calpaina 9 es una
calpaina tejido especifica de tracto gastrointestinal (carente de los dominios de
insercion IS1 e I1S2 caracteristicos de la calpaina 3.

La comparaciéon de la estructura secundaria y el modelo 3D de CAPN3 con el
predicho de calpaina 3-like de M. gallopavo y CAPN3 de G. gallus, mostré que las

proteinas de M. gallopavo presentan una a-hélice en PC2 del dominio CysPc, que
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cambia a lamina B-plegada en G. gallus. En el modelo 3D sobrelapado ambas
estructuras secundarias se desplazan hacia fuera de nucleo de PC1, corroborando la
inestabilidad de los modelos debido a que la plantilla de CAPN2 humana utilizada en el
modelaje es insuficiente para el analisis. EI modelo del dominio catalitico CysPc
sobrelapado para las tres proteinas, mostré que la a-hélice en PC2 de CAPN3 y
calpaina 3-like de M. gallopavo se desplazé hacia adentro del nucleo del dominio,
sugiriendo que ésta es la posicidon estable, sin embargo, la lamina B-plegada en PC1 de
G. gallus parece modificarse a a-hélice, debido probablemente a que la CAPN9 humana
utilizada como plantilla, presenta una a-hélice. A pesar de que CAPN9 permitié obtener
un modelo estable del dominio catalitico CysPc para las tres CAPN3 analizadas, es
necesaria una proteina cristalizada que permita conocer la verdadera estructura de la

proteina.

62



VIII.

CONCLUSIONES.
Se aislo e identifico el gen de CAPN3 de M. g. gallopavo, de un tamafio de 2586
pb con un marco de lectura de 810 amino&cidos y se detectaron cambios en
Ser/Pro**° (dominio CysPc) y Ser/Gly*’? (dominio C2L) respecto al predicho de
calpaina 3-like y otras secuencias de CAPN3.
La comparacion de secuencias nucleotidos y de aminoacidos deducidos con las
bases de datos, mostré 99-77% de identidad con las secuencias reportadas, las
cuales son principalmente predichos.
En el andlisis clustal se identificaron los dominios: NS, CysPc (C123, H327 y
N351) que incluye a IS1, C2L, IS2 y EF-hand.
En los arboles filogenéticos, se observo claramente la division de dos clados
(aves-reptiles y mamiferos), con ancestros comunes.
La prediccion del modelo 3D del sitio catalitico de la proteina, utilizando el
templado PDB: 1zivA, generd una estructura estable.
La prediccion del modelo de la proteina completa usando como templado la
calpaina 2 de humana, generd una estructura inestable, aun con la minimizacién
de energia.
La comparaciéon estructural de CAPN3 con calpaina 3-like de M. gallopavo y
CAPN3 de G. gallus, mostré divergencias estructurales en PC2 del dominio

catalitico CysPc.
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