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Introduccion. En las ostras perleras el metabolismo de
calcio tiene wun papel muy importante y puede
considerarse como el centro de la actividad fisiolégica(1 .
Durante la formacion del nacar, la matriz proteica puede
controlar la mineralizaciéon de aragonita y de esta forma
controlar el tamano, cantidad, arreglo y estructura de los
cristales de CaCOs;. En algunas especies de ostras
perleras como Pincatda fucata, se ha identificado vy
caracterizado un complejo proteico conocido como
complejo P60, sin embargo, los detalles del metabolismo
de calcio aun siguen siendo desconocidos®. En México,
la industria perlera tiene un gran potencial de crecimiento
debido a la existencia de dos especies de ostras
perleras: la Madre Perla (Pinctada mazatlanica) y la
Concha Nacar (Pteria sterna). Sin embargo, a la fecha no
existe informacién acerca de la expresion de sus genes,
de la regulacién de sus proteinas o de los mecanismos
implicados en la construccion de la concha y/o en la
formacioén de perlas. El objetivo de este trabajo se centra
en clonar y caracterizar el gen N66 asi como, a mediano
plazo, determinar su(s) posible(s) funcion(es) en el ciclo
de calcio durante el depdsito de nacar, como parte de un
proyecto en el que se pretenden caracterizar ademas de
la N66 otras proteinas involucradas, asi como la
composiciéon cristalografica de las conchas de P.
mazatlanica y P. sterna.

Metodologia. Se extrajo ARN total (ARNtot) de tejido del
manto de P. mazatlanica (Kit SV Total RNA Isolation
System®, Promega) y se realizé la sintesis de ADNc (Kit
First-Strand cDNA Syntesis Reaction®, Invitrogen). Se
disefaron varios pares de cebadores para el gen N66,
partiendo de las secuencias reportadas en las bases de
datos mundiales (GenBank®(3)) para otros moluscos y
otras especies de ostras perleras. Mediante la PCR se
obtuvieron amplicones especificos, que se purificaron y
secuenciaron por el método dideoxy (Macrogene).
Resultados. Se disefiaron 7 cebadores (3 directo y 4
inverso) con los que mediante varias combinaciones se
obtuvieron amplicones dentro del rango de tamafio
esperado. Las secuencias obtenidas se editaron y
alinearon, construyendo una secuencia concenso a partir
del ensamblado de varias secuencias parciales. Las
secuencias (incluyendo la concenso) se analizaron
utilizando varios software (DNAMAN, ClustalX, MEGADS).
Se compararon con las secuencias homologas de otras
especies (Blastn y Blastp), se construyeron arboles

filogenéticos (fig. 1), y se analizaron las caracteristicas “in
silico” (fig. 2) de la proteina N66 traducida.
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Figura 1. Arbol filogenético (maxima similitud) realizado en MEGA 5
para la secuencia de aminoacidos de N66 de P. mazatlanica y otras
especies de ostras perleras y moluscos.

1 CAIMHRQNHY MNTDKTYCNR RGNCHYSGGS SCVAGFSFNW EQNEEQCLIP YYWPTISSCF
61 KACGSKERQS PINIWSHRAL FRKLPRLKFK PHMKSLDTKV F XSEDEKLXVK

121 LKKLVDGHYK FRNLHIHQIGK SRRK( VFRHDEKKEIKPPRIPLGR
181 NESGINEEVV VGVELEVGDE GY

241 XNCDNGNNET TETMVMVTTV ITVTNGYNGN'NGDNGNSGNN'GNGNNGYNGD NGNSGNNGNG
301 NNGNNGNNGG NGNNRNNGNG NNGYNGNNGD NGNNGNNGNG NNGNNGNGNN GNNGGNGNNG
361 SNGNGDYGSN GNNGGNGNNG NNGDNGNGDN

421 GYNGDNGNSD GRLRRWDLEN VRRIHTERYH ISGRCIVKKA KRLSRILECA ¥RHKKVREEFK
481 RNGEHKSLDV EITPEMVLPP IKYRQYYTYE GSLTEBPCTE SVRWVVEKCH VQVSRRVLDA
541 LRKVKDM

Figura 2. Caracteristicas “in silico” de la proteina N66 de P. mazatlanica
obtenidas mediante el analisis de la traduccion de la secuencia de
nucleotidos conceso obtenida.

Conclusiones. La proteina N66 presenta regiones
altamente conservadas, entre los organismos del Phylum
molusca, ademas se observa la persistencia de las
caracteristicas y zonas que conforman los diferentes
dominios de la proteina. Se trata de una proteina de
aproximadamente 547 aminoacidos que presenta el
dominio CA que la ubica en la superfamilia de las a-
anhidrasa carbonica.
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