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RESUMEN

El fiandu (Rhea americana) y el choique (Pterocnemia pennatta) son aves corredoras de gran tamafio autoc-
tonas de Sudamérica, pertenecientes al orden Rheiformes. El objetivo de este trabajo fue identificar las secuencias
gendmicas de la apolipoproteina tipo Il (apoVLDL-II), constituyente de la lipoproteina de muy baja densidad que
es la encargada del transporte de triglicéridos al vitelo en formacién. Se tomaron muestras de sangre de fiandudes y
choique del “programa de cria de rheidos en cautiverio” de la EEA INTA Bariloche. Estos animales derivan de un
ndcleo formado a partir de huevos de animales silvestres. Se amplificé la region gendémica de apoVLDL-II con 2
juegos de cebadores disefiados a partir de secuencias de aves presentes en el GenBank. Los fragmentos se clona-
ron, secuenciaron y analizaron. Las secuencias de aminoacidos de apoVLDL-II de choique y fiand(l con respecto
al resto de las aves presentaron un rango de similitud del 56.6% al 91.5%. El andlisis filogenético de las secuen-
cias aminoacidicas de apoVLDL-II mostré que choique y fiandd, junto a emu, forman un grupo bien fundamenta-
do. Estas son las primeras secuencias de apolipoproteina en estas especies. El estudio de caracteristicas de interés
productivo es necesario para respaldar una futura mejora genética de la especie.

Palabras clave: Apolipoproteina; ApoVLDL-II; VLDLY; Rhea americana; Pterocnemia pennatta.

INTRODUCCION

El fiandu (Rhea americana) y el choique (Pterocnemia pennatta) son aves corredoras de gran tamafio autoc-
tonas de Sudamérica, pertenecientes al orden Rheiformes; junto con el emu y el avestruz, pertenecen al superor-
den Palaeognatae y son considerados las aves vivientes mas primitivas.

El interés sobre el conocimiento de estas especies ha crecido notablemente en los Gltimos afios, debido a la
concientizacion sobre la importancia de la conservacion de especies nativas y a su desarrollo como alternativa
para la produccion de gran cantidad y variedad de insumos para diferentes industrias (frigorifica, peletera, orna-
mental, etc.)™*3%, Las caracteristicas genéticas, que dan base a las caracteristicas productivas y reproductivas, son
practicamente desconocidas en el choique y en el fiand(. Dentro de estas caracteristicas, las proteinas participantes
de la vitelogénesis son de particular interés debido a la importancia del vitelo tanto para la reproduccién como
para la produccion en las aves®!,

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) constituyen un grupo dentro de los complejos macromolecu-
lares encargados del transporte de lipidos en el organismo. Estas poseen un diametro de 30 a 70 nm y se encargan
principalmente del transporte de triglicéridos de sintesis enddgena a los diferentes tejidos™. En las aves existe un
grupo particular de VLDL encargada de transportar y depositar triacilglicéridos endogenos directamente al vitelo
(yema de huevo) en formacion, denominada VLDLy*!. Esta macromolécula se sintetiza en el higado, y en las
gallinas de postura hace que la yema del huevo crezca desde los 7 mm hasta los 35 mm de diametro en los 7 dias
previos a la ovulacion.

Algunas propiedades peculiares de la VLDLY, como su didmetro de 25-44 nm (tres veces menor a la VLDL
plasmatica) y su resistencia a la actividad lipolitica de la lipoproteinlipasa plasmatica le permiten ser endocitadas
de manera intacta por los foliculos ovéricos en desarrollo y depositarse en el vitelo sin ninguna disminucion de su
contenido lipidico®. Estas propiedades de la VLDLYy se deben a la presencia de dos proteinas de sintesis inducida
por estrégeno en su membrana anfotérica: la apolipovitelenina-l o apolipoproteina tipo 11 (apoVLDL-II) y la apo-
lipoproteina B (apo-B) que forman polimeros (apoVLDL-II: apo-B) en una proporcion de 46:1 moléculas®*®. Se
postula que apoVLDL-II es la encargada de proteger a los triglicéridos transportados por la VLDLY de la accion
de la lipoproteinlipasa durante el trayecto desde el higado al oocito, asi como también limitar el crecimiento de la
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VLDLy, originando una particula de menor tamafio y de facil endocitosis. De esta manera, apoVLDL-II se consti-
tuye en una proteina fundamental para el deposito de los lipidos en la formacién del vitelo. Este proceso es de
gran importancia, ya que es el alimento del futuro embrion y ademas influye sobre otras caracteristicas producti-
vas como por ejemplo, la incubabilidad™.

El objetivo del presente trabajo fue obtener y analizar las primeras secuencias de apoVLDLII en fiandd y
choique como un primer acercamiento al estudio de los caracteres productivos de estas especies.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Se utilizaron fiandues y choiques adultos pertenecientes al “programa de cria de rheidos en cautiverio” de la
EEA INTA Bariloche. Estos animales derivan de un nucleo formado a partir de huevos de animales silvestres.

OBTENCION DE MUESTRAS

Se tomaron muestras de sangre entera con EDTA por puncion de la vena braquial de las aves, en la cara in-
terna del ala. Se utilizaron 20l de sangre para extraer el ADN gendmico, mediante el kit comercial Illustra blood
genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) con el que se obtuvieron entre 30 y
90 pg de ADN de excelente pureza.

DISENO DE CEBADORES Y AMPLIFICACION DE SECUENCIAS

Debido a la escasa informacion genética disponible sobre las apolipoproteinas aviares, se realizé un alinea-
miento mdltiple a partir de la totalidad de las secuencias de apoVVLDLII publicadas en la base de datos GenBank?.
Las secuencias utilizadas de ganso comdn (Anser anser), pato salvaje (Anas platyrhynchos), codorniz (Coturnix
coturnix) y gallo (Gallus gallus), corresponden a las regiones codificantes obtenidas por trascripcion reversa del
ARN mensajero del gen (ADNcopia o ADNCc). Se utiliz6 ademas una segunda secuencia del gallo proveniente de
las secuencias genémicas completas (contig genomico) obtenidas en el proyecto “Genoma Pollo”. A este alinea-
miento se le agregd la secuencia nucleotidica codificante que hemos podido predecir a partir de la secuencia poli-
peptidica disponible de apoVLDL-11 de emu (Dromaius novaehollandia)®. La importancia de esta ltima secuen-
cia se debe a que esta especie pertenece al superorden Paleognathae, al igual que el fiandl y el choique. Las se-
cuencias se empalmaron utlizando el programa BioEdit v7.0.99° y se alinearon mediante el programa Clus-
talX10%; el alineamiento obtenido se corrigié manualmente utlizando el programa BioEdit v7.0.9°.

A partir del andlisis de estos alineamientos, se seleccionaron las regiones mas conservadas del gen para dise-
fiar los cebadores que se usaron para amplificar, por PCR, el gen completo de apoVLDL-II del fiandd y del choi-
que.

Se disefiaron dos pares de cebadores que permiten amplificar dos segmentos solapantes. El par de cebadores
denominados 2-3 directo (5'-CGCGGGGCTGAACTGGTAC-3) y reverso (5'-
CAGCATCCGCCAAGAACTGACCA-3") permite amplificar la secuencia comprendida entre los nucle6tidos
3201 al 3767 del contig gendmico del gallo (N° de Acceso NW_001471529), en el extremo 5' del gen, constituido
por los exones 2 y 3y el respectivo intron. El par de cebadores 3-4 directo (5'-TGGTTGGTCATCCCCGATGCA-
3") y reverso 5'-CATCCTTTGGTCTTTGATGCTGGGTT-3") permite amplificar la secuencia comprendida entre
los nucledtidos 3721 al 4601 en el extremo 3' del contig genémico del gallo, constituido por los exones 3 y 4, mas
el correspondiente intron. Las regiones amplificadas se esquematizan en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema del gen de la apoVVLDL-II: Se puede observar la posicion del sitio de union de los cebadores 2-3 directo
(2-3d) y reverso (2-3r), 3-4 directo (3-4d) y reverso (3-4r). Los segmentos amplificados por PCR de choique y fiandd estan
representados como lineas punteadas entre flechas. Se aprecia la superposicion del extremo 3" del fragmento 2-3 con el ex-
tremo 5" del framento 3-4. Se esquematizan los exones de algunas de las secuencias utilizadas en el disefio de cebadores: los
exones como lineas macizas y los intrones como lineas punteadas.
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La amplificacion por PCR de ambos segmentos se realizé en un volumen final de 50ul de buffer Taq 1X que
contenia: 100-500 ng de ADN molde, 25 picomoles de cada cebador, 25mM de dNTPs, 2mM de CI2Mgy 5 U de
Taqg Polimerasa (Invitrogen Co, Carlsbad, EE.UU.). La reaccion se llevo a cabo en un termociclador Techne
TC412 (Barloworld Scientific Ltd., Staffordshire, Reino Unido) bajo un programa que consistia en 35 ciclos de un
minuto a 94°C, un minuto a 58°C y un minuto a 72°C, mas una extension final de 10 minutos a 72°C. El resultado
de la reaccion se controld por electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
Los productos obtenidos de los tamafios esperados se purificaron utilizando el kit QiaExIl Gel extraction Kit
(Qiagen, Hilden, Alemania), se ligaron en el vector pGEM T-Easy (Promega Co, Madison, EE.UU.) y se clonaron
en E. coli IM109.

SECUENCIACION Y ANALISIS

Se seleccionaron 8 clones de fiandu y 8 clones de choique que contenian los amplicones de interés. Estos se
purificaron mediante el kit Wizard Miniprep Extraction Kit (Promega, Madison, EE.UU.) y se enviaron para su
secuenciacion (Macrogen Inc, Seul, Corea del Sur). Las secuencias se analizaron con los programas de bioinfor-
mética ClustalX*, BioEdit v7.0.9° y BlastNZ. El analisis filogenético se llevé a cabo mediante el método de ma-
xima parsimonia, utilizando el programa TNTZ. El soporte de los grupos se calcul6 con el método de Bootstrap y
Jackknifing usando 100 repeticiones en cada caso.

RESULTADOS

Se amplificaron en forma exitosa los segmentos 2-3 (625 bp) y 3-4 (1068 bp) de apoVLDL-1I de fiand( y de
choique. Las secuencias obtenidas se corrigieron manualmente de acuerdo con sus respectivos cromatogramas y
mostraron coincidencia en sus regiones solapantes. Esto permitié empalmar las secuencias de los dos segmentos,
de forma de generar una Unica secuencia consenso para fiandd y otra para choique, con una longitud total de 1595
bp cada una.

Se pudo demostrar la identidad de las secuencias de nucleétidos de apoVLDL-II tanto de fiandi como de
choique. Sin embargo, el calculo de homologia no pudo realizarse debido a que las secuencias aviares disponibles
en las bases de datos son escasas y en su mayoria parciales y de distintos largos. Por este motivo, se opt6 por rea-
lizar estos estudios sobre las secuencias aminoacidicas de apoVLDL-II disponibles en la base de datos GenBank.
Para esto se eliminaron las regiones intronicas y se tradujo la secuencia aminoacidica de apoVLDL-II de fiandu y
choique. Se obtuvo un marco de lectura abierto de 108 codones, que es el marco de lectura completo y coincide
con las secuencias polipeptidicas de otras aves. Los porcentajes de homologia obtenidos con respecto a las se-
cuencias disponibles de cada especie aviar, se muestran en la Tabla 1, agrupados segun los grupos naturales defi-
nidos por la base de datos Taxonomy Browser®,

Tabla 1. Porcentajes de similitud entre las secuencias polipeptidicas de apoVVLDL-II.
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La region codificante de esta proteina mostré una alta conservacion; solo se encontraron dos sustituciones
aminoacidicas entre fiandd y choique, una ubicada en la posicion 4 (serina por tirosina) y la otra en la posicion 13
(leucina por isoleucina). Ambas posiciones corresponden al péptido sefial de la proteina. Las secuencias del choi-
que y del Aandd mostraron 7 sustituciones con respecto a la secuencia del emu, en las posiciones 44, 47, 55, 63,
68, 92 y 96. Las secuencias de fiandud, choique y emu presentan un aminoacido de mas, asparagina en la posicion
32. Las distintas sustituciones en las secuencias de aminoacidos pueden observarse en la Figura 2.
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Figura 2. Alineamiento de las secuencias polipeptidicas de apoVLDL-II aviares: La secuencia de fiandu se utiliza
como base del alineamiento. Con (.) se representan los aminoacidos idénticos a la secuencia de fiandu. Las
sustituciones se marcan con las letras correspondientes al aminoacido en codigo de una letra. Con (-) se representa
al bache generado por un aminoacido ausente.

A partir de estas secuencias se realiz un analisis filogenético que mostrd la formacion de tres grupos biolé-
gicos diferentes. Uno de estos agrupa a los conocidos taxondmicamente como Galliformes (gallo, pavo y codor-
niz), el otro redne a los Anseriformes (ganso, pato salvaje y pato criollo) y el Gltimo agrupa a los Rheiformes
(Aandu y choique) junto con el emu (Casuariiforme), los tres pertenecientes al superorden Paleognathae. El &rbol
de filogenia se puede observar en la Figura 3.
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Figura 3. Arbol filogenético de las secuencias proteicas de apoVLDL-II: Se observa el agrupamiento de las
secuencias en tres grupos biol6gicos. Los valores indicados en los nodos corresponden a los valores de
soporte de ramas (Boostrap y Jacknife).

DISCUSION

Cuando comenzamos a trabajar sobre las secuencias de apoVLDL-II de fiand( y choique, encontramos que no
habia secuencias disponibles de especies relacionadas como el avestruz o el emu; de esta Ultima sélo encontramos
una secuencia parcial de aminoécidos, obtenida a partir de la secuenciacion de la proteina cristalizada®. Esta falta
de informacién nos llevo a buscar una especie que sirviese como referencia gendmica.

En el estudio de genes y proteinas aviares se utiliza el gallo doméstico (Gallus gallus) como referencia, posi-
blemente por ser la especie mas estudiada a nivel internacional. Sin embargo, las secuencias polipeptidicas tanto
de flandd como de choique mostraron un porcentaje de homologia con respecto al gallo del 69,8%, mientras que
con respecto al grupo de los anseriformes (pato y ganso) fue del 86,7%. Estos resultados nos indican que otras
especies de aves como el pato y el ganso serian mas apropiadas que el gallo como referencia genémica para futu-
ros estudios moleculares en Rheiformes.

Los porcentajes de homologia referidos en el parrafo anterior, se traducen como 28 y 27 sustituciones ami-
noacidicas entre las secuencias de ApoVLDL-II del fiand( y choique, respectivamente, en comparacion con la
secuencia del gallo. Estas diferencias decrecen a 13 sustituciones cuando se comparan las secuencias de Apo-
VLDL-II del fiand( y choique con respecto al pato salvaje, y a 12 sustituciones respecto al ganso comun. Por otra
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parte, el analisis de las secuencias muestra la presencia de un aminoacido de més (asparagina en la posicion 32) en
el Aandl y el choique que aparece ademas en la proteina perteneciente a emu, lo que sugeriria una variante propia
de las aves del superorden Palaeognathae, aunque se requieren estudios adicionales para su comprobacion. Resul-
ta de interés estudiar si este aminoacido extra podria estar involucrado en un cambio conformacional o funcional
de la proteina.

CONCLUSIONES

Este trabajo constituye el primer informe de la secuencia gendmica y de la caracterizacién molecular y filo-
genética de la apolipoproteina Il proveniente de fiandd y de choique.

Las proteinas de interés productivo y reproductivo, como son las involucradas en la vitelogénesis, poseen una
gran importancia. La caracterizacion de los genes que codifican para estas proteinas podria aportar informacion
valiosa para futuras mejoras genéticas en el fandd y en el choique y para su aprovechamiento productivo, sin des-
cuidar su conservacion como especies autoctonas de Sudamérica.
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