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"El ¡imite de una computadora es ia inteligencia del programador." 

Autor desconocido 

"¿Hasta dónde quieres llegar hoy?n 

Microsoft 

Las partículas se asocian para formar átomos, los átomos se asocian en moléculas, 

las moléculas en macromoléculas, éstas en células, luego en tejidos, órganos, 

sistemas y seres vivos, éstos a su vez también se asocian en familias, ciudades y 

países, asociados para compartir el mismo planeta, que esta asociado con el sol y 

otros cuerpos a un sistema solar y este a una galaxia y luego ai universo. 

¿Habrá alguna "fuerza" que mantenga asociadas todas las cosas? 

¿Habrá algo más allá de las partículas y del universo? 
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RESUMEN 
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Biología Molecular e Ingeniería 
Genética 

Area de Estudio: Evolución Molecular 

Propósito y Método del Estudio: Para hacer reconstrucciones evolutivas, la Paleontología, la 
Embriología y la Bioquímica han estado proporcionando datos muy Importante». Sin 
embargo, el desarrollo de la Biología Molecular ha proporcionado une nueva herramienta 
para la evolución: Las secuencias de DNA y de aminoácidos de los genes. Los genes 
más adecuados para realzar las reconstrucciones filogenéticas son aqueRos que tienen 
une amplia representación entre les especies a estudiar. La hormona del a acimiento 
(GH) se ha encontrado en lodos los vertebrados estudiados a la fecha, con 56 
secuencias nucleotidicas completas reportadas más 26 en secuencias aminoaddteas, la 
GH cuenta con un número adecuado de material para estudiar su evolución. Sin 
embargo, los reportes son principalmente de especies de interés industrial más que 
científico, al disponer de nuevas secuencias de GH de especies de órdenes no 
estudiados, se podrían precisar las reconstrucciones fitogenéticas. Nos propusimos 
dteeftar varios oHgonudeótidos: iniciadores que permitan amplificar por PCR el gen de la 
GH y una sonda para tamizar bancos genéticos. Para eso, disertamos una metodología 
de búsqueda de secuencias consenso analzando todos los oNgonudeótidos de las 
eecuencies en cuestión besada en dos etapas, la primera, osificando cada 
oligonucieótido con el número promedio de nudeóttdos Iguales a cada secuencia; y la 
segunde, evaluando los oügonudeótidos mejor calificados en le primera etapa con 
fórmulas especificas propias de los ensayos de PCR o de hibridación. 

Contribuciones y Conclusiones: Logramos encontrar un fragmento altamente conservado en 
todas las secuencias de GH, mismo que sirvió de base para el dteefo de una sonda. La 
utilidad de la sonda fue demostrada experimentalmente en ensayos de hibridación. La 
región conservada coincide con una de las regiones que intervienen en la unión a su 
receptor y está altamente conservada a lo largo ds los vertebrados. Se logró disertar 
iniciadores para amplificar por PCR el gen de la GH de diferentes órdenes de vertebrados 
y se comprobó el desempeño de un Juego amplificando, donando y secuendando el gen 
de la GH de jirafa. La metodología diseñada para el estudio del gen de la GH, se puede 
aplicar a cualquier secuencia genética y el análisis se facilitó automatizando el proceso 
desarrolando programas de computadora. 

DraStgjpés Revol de Mendoza 
X / A S E S O R A 

Dr. Hugo A. Barrera Saldaña 
COASESOR 



Capítulo 1 

Introducción 

La teoría de la Evolución (Darwin, 1859) expresa que cada especie se derivó a partir de 
otra más simple. Esto ocurre gracias a un proceso llamado Selección Natural, donde el 
medio ambiente escoge de entre los individuos que compiten entre sí a los individuos 
genéticamente más aptos para sobrevivir y reproducirse. Darwin hizo una construcción de 
un árbol evolutivo de acuerdo con las características físicas de las especies. Después, 
conforme los científicos avanzaron en sus investigaciones, se fueron dando cuenta de que la 
construcción hecha por Darwin era valiosa pero un tanto "áspera"; pues solo comparaba las 
especies por su apariencia externa, zona geográfica y alimentación, entre otros. Esta 
información no podía responder con objetividad cuál era el orden consecutivo en que 
fueron surgiendo las especies, ni el tiempo que había transcurrido desde su divergencia. 
Además, los científicos no estaban totalmente de acuerdo en que la apariencia externa 
pudiera ser el factor determinante. Poco a poco fueron surgiendo otras ramas de la ciencia 
que también han aportado datos valiosos: 1) la Anatomía Comparada, que hace 
comparaciones de las estructuras óseas, identificando patrones de formación de los huesos; 
2) la Paleontología, que usa fósiles para calcular el tiempo en que existieron las especies 
incluso muchas de ellas ya desaparecidas, además, proporciona datos de la estructura ósea, 
apariencia y en algunos casos hasta de las posibles formas de alimentación, movimiento y 
comportamiento; 3) la Embriología Comparada, que reconstruye la historia evolutiva 
comparando patrones de desarrollo del embrión; y 4) la Inmunología y Bioquímica, que 
proporcionan datos en el ámbito molecular acerca de reacciones enzimáticas, y estimación 
de similitud proteica y núcleotídica. Entonces, se ha reconstruido la historia evolutiva 
comparando desde rasgos burdos como la apariencia hasta datos moleculares. 
Recientemente con el desarrollo explosivo de la Biología Molecular se pueden ahora 
obtener las secuencias nucleotídicas de los genes (y también deducir las aminoacídicas 
correspondientes) y con éstas, hacer comparaciones hasta el nivel nucleotídico, el nivel 
elemental del programa genético responsable del desarrollo de los organismos. Esta última 
información ha ido modificando, clarificando e incluso corrigiendo lo que se sabia 
anteriormente (O'Brien, 1993), creando el camino para una rama de la ciencia, 
relativamente nueva: La Evolución Molecular. 

1.1 Evolución Molecular 

La Evolución Molecular comprende tres áreas de estudio: (1) La evolución de 
macromoléculas, que se refiere a las velocidades y patrones de cambio que ocurren en el 
material genético y sus productos durante la evolución, así como a los posibles mecanismos 
de dichos cambios; (2) la filogenia molecular que estudia la reconstrucción de la historia 
evolutiva de macromoléculas y organismos deducidos de datos moleculares, y (3) el origen 



de la vida, que estudia los posibles eventos y mecanismos que pudieron originar la vida en 
nuestro planeta (Li y Graur, 1991). 

Es bien conocido que el DNA de todos los organismos está expuesto a cambios en su 
secuencia por diversos mecanismos llamados recombinaciones, deleciones, inserciones y 
mutaciones puntuales. Estos cambios ocurren a lo largo de todo el genoma y con relativa 
frecuencia. Sin embargo, dada la relevancia de la región mutada y el tipo de mutación, los 
cambios no persisten uniformemente en todo el genoma a través de las generaciones. Se ha 
demostrado en diversos estudios que las velocidades de dichos cambios (número de 
cambios en un sitio por unidad de tiempo) varían entre las diferentes regiones genéticas 
(regiones codificantes reguladoras e intergénicas); y aún «tre ellas mismas (Tabla 1.1). 
Por estas razones, es deseable analizar la secuencia más completa del gen. Comparando las 
secuencias nucleotidicas o aminoacídicas de un mismo gen entre diferentes especies, se 
pueden calcular en función del número de cambios y sus patrones, la cronología y las 
velocidades a las que ocurrieron estos cambios. Estos datos sirven para construir árboles 
filogenéticos que relacionan las proteínas o las especies entre sí. Al hacer reconstrucciones 
de árboles filogenéticos, se necesita de secuencias que tengan al menos algunas variaciones, 
ya que sin éstas no se podría hacer la reconstrucción. Al mismo tiempo, si existen muchas 
variaciones entre las secuencias, la reconstrucción puede ser difícil o poco confiable. 
Generalmente se usan secuencias que tengan variación moderada y que estén distribuidas 
entre las especies en estudio. También se usan secuencias de baja relevancia como 
pseudogenes para normalizar las estimaciones en tiempo de divergencia en las 
reconstrucciones. 

Tabla 1.1 Velocidades da cambio da difarentes reglonas génlcaa. 
Secuencia* Longitud (aa) Velocidadr 

Histona 3 (mutaciones no sinónimas') 135 0.00 ±0.00 
Histona 3 (mutaciones sinónimas) 135 6.38 ±1.19 
Hormona de Crecimiento (mutaciones no sinónimas) 189 1.23 ±0.15 
Hormona de Crecimiento (mutaciones sinónimas) 189 4.95 ± 0.77 
lntcrferón y (mutaciones no sinónimas) 136 179 ±0.31 
Interferón y (mutaciones sinónimas) 136 8.59 ±2.56 
5' UTR Hormona de Crecimiento 21 1.79 ±0.85 
3* UTR Hormona de Crecimiento 91 1.83 ±0.41 
5' UTR Apolipoptroteina A-IV 83 3.06 ±0.68 
3' UTR Apolipoptroteina A-IV 134 1.73 ±0.33 
a y P Globina pseudogenes (vaca y cabía) 9.10 ±0.90 

hechos a partir de secuencias de humano, ratón y rata, excepto donde se indica. 
f El tiempo de divergencia se fijó en 80 matones de años. Las velocidades son 
mostradas en unidades de número de sustituciones por sito por 10? años (extraído 
de Li y Graur, 1991). 
* Mutaciones no sinónimas son las que ocurren en las secuencias codttcantes y 
cuya mutación produce también un cambio de eminoócido. 

Se pueden construir árboles filogenéticos a partir de secuencias aminoacídicas o 
nucleotidicas. Sin embargo, la mayor resolución se alcanza con las últimas, ya que cada 
residuo de aminoácido es codificado por 3 nucleótidos, dando 61 tripletes o codones para 
los 20 aminoácidos. En la actualidad es más fácil obtener la secuencia nucleotídica que la 



aminoacidi ca; además, de la primera se puede deducir la segunda. De igual manera se 
pueden construir árboles fílogenéticos de secuencias codificantes, no codificantes o ambas, 
y dado que las velocidades de cambio dependen de la cantidad de diferencias por 
nucleótido, entre más extensa sea la secuencia por analizar, mayor será la resolución en el 
cálculo de las velocidades. 

Conforme el número de secuencias entre especies evolutivamente "lejanas" aumente, se 
incrementa la ramificación del árbol filogenètico de las especies y se eleva la confíabilidad 
de sus bifurcaciones; y conforme aumente el número de secuencias entre especies 
evolutivamente "cercanas", se van resolviendo las ramillas o las hojas de su rama. En la 
actualidad existen programas computacionales que ayudan en la realización de estos 
cálculos, y en la reconstrucción de árboles fílogenéticos basándose en ciertos criterios y 
algoritmos. Entre otros, se encuentran el PHYLIP y CLUSTALW (Higgins, 1994) que 
realizan un análisis comparativo de las secuencias y proporcionan un árbol, matriz de 
cambios y/o alineamiento de las secuencias. 

En síntesis, para construir un árbol filogenètico, se requiere: (1) escoger el gen a estudiar 
como modelo evolutivo; (2) aumentar el número de secuencias conocidas de este mismo 
gen entre las diferentes especies, requiriéndose una metodología que facilite la obtención de 
dichas secuencias; y (3) utilizar modelos matemáticos para analizar las secuencias y 
construir el árbol evolutivo. 

1.2 Hormona del Crecimiento como Modelo Evolutivo 

Las hormonas del crecimiento (GHs) pertenecen a 
una familia de hormonas con similitud estructural y que 
incluye también a las prolactinas y lactógenos 
placentarios (PLs) (Sherwood, 1971; Niall y cois, 1971). 
Se cree que en los pre-vertebrados los genes de 
prolactina y GH se originaron de un gen ancestral 
común por duplicación génica seguida por la 
divergencia de los productos y que el producto 
polipeptídico de este gen ancestral debió parecerse más 
a la prolactina (Niall y cois., 1971; Seeburg, 1982; 
Miller & Eberhardt, 1983). En primates, una segunda 
duplicación ahora en el gen de la GH, dio origen a los 
PLs. Tanto la prolactina como la GH están presentes en 
todos los vertebrados estudiados hasta la fecha (Niall, 
1971), entonces el estudio de la GH como modelo 
evolutivo nos daría datos relevantes para la reconstrucción de árboles fílogenéticos 
exclusivamente de vertebrados. A pesar de que hay muchas secuencias reportadas, hay una 
tendencia hacia las especies de interés comercial y no tanto a las de relevancia evolutiva. 

Tabla 1 2 Total da McutnciM 
da la GH reportadas art 
GanBank. 

Gases 

Secuencias 
Nucleotídicas 

Reportadas 
Peces 41 
Anfibios 3 
Reptiles 0 
Aves 1 
Marni teros 17 
Marsupiales 1 



1.3 Hormonas del Crecimiento 

Las GHs de mamíferos en su forma madura son péptidos de alrededor de 190 
aminoácidos con un peso molecular de 22,000Daltones (22KDa), iniciando generalmente 
con un residuo fenilalanina. La forma precursora tiene alrededor de 215 aminoácidos 
incluyendo en su extremo amino terminal un péetido señal de 25 aminoácidos. Estas 
hormonas son producidas y secretadas por los somatotrofos de la hipófisis anterior y 
estimulan el crecimiento lineal en los animales. Las GHs contienen dos enlaces disulfuro 
entre cisteínas que estabilizan la estructura tridimensional activa, no contienen 
glucosilaciones (Niall y cois., 1973; Santomé y cols^ 1973; Sato y col&, 1988) y sus 
características las hacen muy factibles de secuenciar (Aseado-Martínez, 1994; Castro-
Peral ta, 1995) y producir en microorganismos (Escantilla, 1996; Gallardo-Blanco, 1998). 

Se ha observado que todas las GHs presentan efectos fisiológicos muy similares en los 
vertebrados estudiados, pero a veces no solo pueden ser activas en la especie de origen sino 
también en especies que ae sitúan abajo en la escala evolutiva. Por ejemplo, la GH bovina, 
se usa para estimular el crecimiento en peces, pero la GH de peces no ha mostrado 
actividad en bovinos (Juskevich, 1988). 

La estructura de los genes de las GHs está muy 
conservada, formada por S exones separados por 4 
intrones, con ciertas excepciones en algunos peces 
Salmoniformes que presentan 6 exones y 5 intrones. Las 
estructuras terciarias se caracterizan por presentar 4 
hélices a que están conservadas (Figura 1.1) en 
mamíferos como lo muestran las estructuras 
cristalográficas de las GHs del cerdo (Abdel-Mequid y 
cois., 1987) y del humano (De Voss y cois., 1992), asi 
como la predicha para la vaca (Carlacci y cois., 1991). 

En la actualidad se cuenta con las secuencias 
nucleotídicas y/o aminoacídicas de la GH de varias 
especies particularmente en las de interés agropecuario 
(Tabla 1.2). Mayoritariamente solo está disponible la 
secuencia de aminoácidos. En cuánto a la secuencia 
nucleotídica, frecuentemente solo se conocen las 
secuencias que codifican para las proteínas (RNAm o 
DNA complementario - DNAc -) y éstas son todavía 
parciales en algunos casos. No obstante, existen muchas especies y órdenes en los cuales no 
se ha reportado secuencia alguna hasta ahora. 

Figura 1.1 Estructura tridimensional 
(3D) da la OH porcina. En diferentes 
colores se muestran las 4 hélices a 
(recreada en RasMol v2.6). 



1.4 Obtención de las Secuencias Nucleotídicas 

El material genético se puede obtener tanto del DNA de células nucleadas e 
indirectamente del RNAm de células que expresan el gen a estudiar, una vez que en el 
laboratorio se retrotranscribe a DNA por la acción enzimàtica de una transcriptasa reversa. 
El DNA resultado de transcripción reversa es llamado DNA complementario (DNAc) y no 
incluye intrones, ya que proviene del RNAm maduro. 

Originalmente las secuencias nucleotídicas se obtuvieron al tamizar bancos de genes o 
genotecas de DNA genòmi co (DNAg) y bancos de DNAc. Para construirlos, se purifican a 
partir del tejido de interés, el DNAg o los RNAm. El material se fragmenta cortando con 
enzimas de restricción el DNAg o se prepara retro-transcribiendo el RNAm en DNAc. La 
construcción del banco se logra insertando los fragmentos de DNA en un vector derivado 
de un fago litico por ejemplo, que se usa para infectar bacterias. La selección de las clonas 
que tienen el fragmento de interés se puede hacer por hibridación del DNA con sondas 
homólogas o heterólogas, o por actividad inmunológica o enzimàtica del producto. Ya 
seleccionada la colonia fágica, se extrae el DNA, se corta y se obtiene la secuencia del 
fragmento que contiene. Así, se obtuvo de hipófisis de la trucha arco iris Oncorhynchus 
mykiss, el DNAc de la GH (Agellon y cois., 1986). Cuando no se tiene información sobre la 
proteína en estudio de una especie dada, pero se conoce la de la proteína homóloga en otra 
especie relativamente cercana, se pueden utilizar en el tamizaje sondas heterólogas de la 
especie conocida. De esta manera, por ejemplo, se obtuvieron el DNAc de Canove 
delicatissimus al usar una sonda de Seriola quinqueradiata (Yamakawa y cois., 1988) y 
para el DNAc de cabra, se utilizó el DNAc de vaca (Yamano y cois. 1988). El gen de la GH 
bovina se obtuvo a partir de DNAg de hígado cortado con £coRl y clonado en un vector 
derivado del bacteriófago X (Gordon y cois. 1982). 

Con el incremento de secuencias reportadas y con la aparición de la Reacción en Cadena 
de la Polimerasa conocida como PCR (por sus siglas del inglés), la obtención de secuencias 
nucleotídicas se ha facilitado enormemente. Al tener los oligonucleótidos adecuados, se 
puede amplificar el fragmento de interés y evitar la construcción del banco. Asi se 
obtuvieron la secuencia de DNAc de perro Canis familiaris (Ascacio-Martinez y cois., 
1995), de gato Felis catus (Castro-Peralta y cois., 1995), y de caballo Equus caballus 
(Ascacio-Martinez y cois., 1995). 

1.5 Justificación 

Diseñando oligonucleótidos consenso de un grupo de especies, se puede amplificar 
específicamente el gen de la GH por PCR sin la necesidad de construir un banco. Para los 
casos en los que no se logra obtener un producto de PCR de la GH usando los 
oligonucleótidos diseñados y para aprovechar los bancos construidos, se puede diseñar un 
oligonucleótido consenso que sirva para sondear un banco. 



En la actualidad, se conocen al menos 4060 especies vivientes de mamíferos, de las 
cuales 171 (4%) corresponden a Artiodáctilos y a pesar de que es el 5° orden con más 
especies, es el orden con más secuencias conocidas de DNA de la GH (7 especies, 5%) 
gracias a su interés agropecuario. Sin embargo de la familia de Giraffa camelopardalis, 
todavía no existe una secuencia de GH reportada. Los Artiodáctilos, constituyen entonces 
un buen modelo para tratar de diseñar oligonucleótidos consenso que permitan amplificar 
sus genes de la GHs. Al mismo tiempo, se podría diseñar un oligonucleótido consenso que 
al usarse como sonda y facilitar el aislamiento de los genes de las GHs de cualquier 
vertebrado. 



Capítulo 2 

Objetivos 

Contribuir al conocimiento de la filogenia molecular, facilitando la obtención de nuevas 
secuencias de la hormona del crecimiento mediante el desarrollo de oligonucleótidos 
específicos para diferentes órdenes de vertebrados. 

2.1 Objetivo General 

Diseñar un método que facilite la detección de genes de las hormonas del crecimiento de 
vertebrados. 

2.2 Objetivos Particulares 

1. Recuperar las secuencias nucleotídicas y/o aminoacídicas de las hormonas del 
crecimiento (GH) reportadas en los bancos de información existente. 

2. En función de la clasificación de las especies, agrupar y alinear dichas secuencias de 
GHs, seleccionando de cada especie el informe de la secuencia más completa o más 
actualizada. 

3. Seleccionar una región altamente conservada en la escala evolutiva que permita diseñar 
un(os) oligonucleótido(s) como sonda para tamizar bancos de DNAg o DNAc. 

4. Comprobar la utilidad los oligonucleótidos tanto en el laboratorio (por hibridación con 
DNA de varías especies) y en computador (por comparación con las secuencias 
reportadas). 

5. En los órdenes donde sea factible, diseñar oligonucleótidos consenso que permitan 
obtener el gen de la GH, amplificando por PCR. 

6. Confirmar la utilidad del juego de oligonucleótidos diseñado para Artiodáctilos, 
amplificando a partir del DNA genómico de jirafa, su gen de la GH. 



Capítulo 3 

Material y Métodos 

3.1 Origen de los Reactivos 

Las enzimas de restricción fueron adquiridas de Gibco-Bethesda Research Laboratories, 
Inc. (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA) y de New England Biolabs, Inc. (NEB, 
Beverly, MA, EUA). 

La enzima Taq DNA polimerasa, dNTP*s y reactivos necesarios para realizar la PCR 
fueron adquiridos de Promega (Madison, WI, USA). 

La enzima T4 polinucleótido cinasa y su solución amortiguadora fue adquirida de New 
England Biolabs, Inc. (United Kingdom). 

El juego de hexanucleótidos fue adquirido de Gibco BRL (Gaithersburg, MD, EUA). 
Los nucleótidos radioactivos [32P]-adATP y [32P]-ydATP NEG502Z se adquirieron de 

las compaAias Amersham International (Buckinghamshire, UK) y New England Nuclear 
(Boston, MA, EUA) respectivamente. 

El DNA del fago X usado como control negativo marcador de peso molecular en los 
geles fue adquirido en Gibco BRL (Gaithersburg, MD, EUA). 

El Kit de secuenciación AmpliCycle fue de Perkin-Elmer Cetus (Norwalk, CT, EUA). 
El oligonucleótido (GH-Explorer I) usado como sonda general de la GH en ensayos de 

hibridación fue sintetizado por Life Technologies (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA). 
El juego de oligonucleótidos para Artiodáctilos fue sintetizado en el laboratorio de 

Química Biomolecular de la ULIEG. 

3.2 Material Biológico 

El vector utilizado para la clonación del producto amplificado de la hormona del 
crecimiento de jirafa, pBS(II)-SK+, se obtuvo de la plasmidoteca de la ULIEG. 

El plásmido pPic9kBGH (Gallardo y cois., 1998) usado para obtener un fragmento de 
494pb utilizado como sonda fue obtenido de la plasmidoteca de la ULIEG, construido y 
proporcionado amablemente por el Biol. Hugo Gallardo y el Dr. Hugo Barrera. 

El plásmido pBR322 usado como control negativo y de peso molecular en los 
experimentos de hibridación fueron obtenidos de la plasmidoteca de la ULIEG y 
proporcionados por J. Claudio Moreno Rocha. 

El plásmido pBS-hPL-3 usado como marcador de peso molecular fue obtenido de la 
plasmidoteca de la ULIEG, proporcionado y construido por el Biólogo y M. C. J. Claudio 
Moreno Rocha. 

El plásmido pSV-hPL-1 usado como problema en una hibridación fue obtenido de la 
plasmidoteca de la ULIEG. 

El tejido placcntario y sangre de jirafa así como la sangre de gamo, cebra y avestruz 
utilizados para la extracción de DNA, amplificación y clonación de la GH, fueron 



proporcionados por la Ing. Rocío García Rojas del Departamento de Veterinaria de Africam 
Safan de Puebla, México. 

Las muestras obtenidas de sangre de puerco, vaca y cabra utilizados para la extracción 
de DNA, fueron obtenidas del Rastro Municipal de Monterrey, Nuevo León, México. 

Los tejidos de tiburón, catan, guppy, carpa, tilapia, ameca y serpiente fueron donados 
por el Dr. Roberto Mendoza y por el Dr. Carlos AguirTe del Laboratorio de Fisiología y de) 
Museo de Historia Natural respectivamente, ambos de la Facultad de Ciencias Biológicas 
delaUANL. 

El tejido de pollo fue donado por Vicant Representantes Internacionales S. de R.L.C.V., 
en Monterrey, Nuevo León, México. 

El tejido de lagartija y tortuga fue donado por Lucia Elizabeth Cuéllar Chávez. 
El tejido placentario de gato fue donado por el Departamento de Fisiología de la 

Facultad de Medicina de la UANL y proporcionado por M.C. y Q.F.B. Ana María Sifuentes 
Rincón. 

Una fracción del DNA humano fue extraída de sangre del M.C. y BioL J. Claudio 
Moreno Rocha del laboratorio de Biología Molecular de la ULIEG. 

El DNA de gamo, búfalo americano y una fracción del DNA humano fueron 
proporcionados por la Q.C.B. Dolores Esquivel del laboratorio de Biología Molecular de la 
ULIEG de la Facultad de Medicina de la UANL. 

El tejido de la cepa de ratón CD1 fue donado por el Departamento de Inmunología de la 
Facultad de Medicina de la UANL, y proporcionado por M.C. y Q.F.B. Irma Martínez 
Ávila. 

Todo el material biológico, aunque no representa algún riesgo para la salud, fue 
manejado siguiendo los requerimientos impuestos por la Secretaría de Salud. El manejo de 
productos radiológicos se realizó siguiendo los lineamentos de la Comisión Nacional de 
Seguridad Nuclear y Salvaguarda de la Secretaría de Energía. 

3.3 Equipo de Laboratorio 

Se utilizaron microcentrífugas Eppendorf modelos 5402 y 5475, fuentes de poder EC600 
e ¡SC0494, un agitador de tubos (vortex) modelo Maxi Mix, una placa agitadora con 
control de temperatura modelo PC320 marca Corning, un ultracongelador marca So-Low de 
Enviromental Equipment, una campana de flujo laminar marca Labconco Corporation, dos 
termocicladores modelo PT150 y PT100 marca MJ Research, una báscula digital marca 
Sartorios modelo 1206MP, un equipo de secuenciación Genomyx de Genomyx 
Corporation, un homo incubador Hybrid Incubator, así como material clásico de 
laboratorio. 

3.4 Paquetes Computacionales 

Se utilizaron los paquetes incluidos en Microsoft Office'97, Word como procesador de 
texto, PowerPoint como editor de diapositivas y Excel como creador de hojas de cálculo. 
Un sistema UMAX Sean (01990-1991 UMAX Scanner Dríver, Impact Research Inc) de 



adquisición de imágenes y como manejador Adobe Photoshop Limited Edition 2.5.1. Un 
sistema modelo Gel-Doc 1000 de BioRad (U. K.) como digitalizador de imágenes de geles 
y/o películas y el Molecular Analyst incluido con este sistema como cuantifícador. 

Para análisis en Biología Molecular, se usó Ámplijy vi.2b (Bill Engels O 1992 
University of Wisconsin Genetics M. Madison, WI, EUA), DNÁ Strider™ vl.I (O 
Chemical Merck and C.E.A. 1989 Service de Biochimie-Départament de Biologie-Instituí 
de Recherche Fondamentale-CEA-FRANCE), OLIGO v4.0 (O 1992, Plymount, Mn, 
EUA). 

Para los alineamientos se utilizó CLUSTALWversión PC. 
Para los análisis densitométrícos de las hibridaciones se utilizó ImageTool vi. 28 (O 

1995-1997 The University of Texas Health Science Center en San Antonio, Texas, EUA). 
Para el almacenamiento en base de datos y desarrollo de programas se utilizó Visual 

Basic vi. 0 (O Microsoft Corp.) y Visual C++ v5.0(© Microsoft Corp.) respectivamente. 

3.5 Estrategia General 

Para conseguir los objetivos planteados en este proyecto, se propuso la estrategia general 
que se muestra en la Figura 3.1. 

3.6 Obtención y Análisis de las Secuencias Nucleotídicas 
y Aminoacídicas de GH 

3.6.1 Obtención de las Secuencias 

Para obtener las secuencias, se usaron las direcciones de Internet del GenBank: 

wwwjKbi.nlm.nih.gov/Entrez/niffyeotide.htmi 
wwwqc^^li^-pihgov/Entrez/nrotein.html 

Se introdujo la consulta: 

<"growth honaone" [ P r o t e i n Ñame] | u s o « a t o t r o p i n n [ P r o t e i n Name]>* 

* El símbolo "P en computación significa **OR" que quiere decir "O" (alternativa) y se usa país no provocar 
confusión con la palabra MORM. Los símbolos " o " se utilizan para delimitar una expresión literal. 
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Figura S.1 Estratega Oanaral. Se ilustran los pasos seguidos en el trabajo y que son: 1) Obtención de 
las Secuencias. 2) Conversión y almacenamiento local. 3) Filtrado. 4) Agrupación. 5) Alineamiento por 
grupos. 6) Dtsefto de iniciadores consenso y sondaos). 7) Comprobación teórica-virtual y/o prédica de 
la(s) sonda(s). 8) Comprobación teórica-virtual de loa iniciadores. 9) Amplificación de la OH de jirafa 
usando Iniciadores de Artiodéctilos. 10) y 11) Comprobación del producto amplificado por donación y 
secuendación y/o por hibridación con sonda conocida. 

Es conocido que existen versiones diferentes de la hormona y, además, variaciones al 
nombrarlas teniendo nombres como "growth hormone a", "b", V \ "1", "2", "i", "ii*\ 
algunos otros como "growth hormone precursor", "pregrowth hormone** y combinaciones. 
Para resolver esto, primero se obtuvieron todas las variaciones en cada uno de los dos 
términos usando el valor M L i s t Terms" en la opción MMode" en la misma página. Los 
términos usados fueron los siguientes: 

growth hormone 
growth hormone 12 
growth hormone 9d 
growth hormone alt 
growth hormone factor I 
growth hormone gh precursor 
growth hormone ii 
growth hormone precursor aa 
17 to 
growth hormone precursor aa 
25 to 191 
growth hormone prohormone 
growth hormone wt 

somatotropin 
somatotropin 2 splice frame 2 
precursor 

growth hormone 1 
growth hormone 2 
growth hormone a 
growth hormone b 
growth hormone gh 1 
growth hormone i 
growth hormone K precursor 
growth hormone precursor aa 
1710187 
growth hormone precursor aa 
26to 190 
growth hormone type 2 
growth prohormone aa 12 to 
173 
somatotropin 1 precursor 
somatotropin 20k 

growth hormone 1 precursor 
growth hormone 2 precursor 
growth hormone aa 1 217 
growth hormone c variant 
growth hormone gh 2 
growth hormone i precursor 
growth hormone precursor 
growth hormone precursor aa 
23 to 188 
growth hormone propeptide 

growth hormone variant 
pregrowth hormone 

somatotropin 2 precursor 
somatotropin 22k 



somatotropin a somatotropin alpha chain somatotropin b 
somatotropin I somatotropin i precursor somatotropin i 
somatotropin R precursor somatotropin precursor I somatotropin precursor B 
somatotropin, variant 

Figura 3.2 Vista de BioCode Explorer. Se muestra información de la secuencia seleccionada y un 
mapa de restricción 

Por lo tanto, la consulta definitiva fue: 

( ( ( ( ( ( ( ( « ( ( ( ( ( ( ( ( ( ( ( « ( ( ( ( ( ( ( ( " g r o w t h hormone"[Protein Name] 0« "growth 
hormone 1 [Protein Nasie]) OR *growth hormone 1 precursor"Jprotein Namej) OR 
"growth hormone 12"[Protein Name]) OR "growth hormone 2"iProtein Name]) OR 
"growth hormone 2 precursor"[Protein Name]) OR "growth hormone 9d"[Protein Name]} 
OR "growth hormone a"[Protein Name]) OR "growth normone aa 1 217"[protein Name]) 
OR "growth hormone a l t " [Pro te in Name]) OR "growth hormone b"[Protein Name]) OR 
"growth hormone c variant"[Protein Name]) OR "growth hormone fac to r i " [p ro te in 
Name]) OR "growth hormone gh 1"[Protein Name]) OR "growth hormone gh 2"[protein 
Name]) OR ^growth hormone gh precursor"[Protein Name]) OR "growth hormone 
1"[Protein Name]) OR "growth hormone i precursor"[Protein Name]) OR "growth 
hormone i i " [Pro te in Name]) OR "growth hormone i i precursor"[protein Namej) OR 
"growth hormone precursor"[Protein Name]) OR "growth hormone precursor aa 17 
to"[Protein Name]) OR "growth hormone precursor aa 17 t o 187"[protein Name]) OR 
"growth hormone precursor aa 23 t o 188"[Protein Name]) OR "growth hormone 

Srecursor aa 25 t o 191"[Protein Name]) OR "growth hormone precursor aa 26 to 
90"[Protein Name]) OR ^growth hormone prepeptide"[Protein Name]) OR "growth 

hormone prohormone [protein Name]) OR "growth hormone type 2"[Protein Name!) OR 
"growth normone variant"[Protein Name]) OR "growth hormone wt"Tprotein Name]) OR 
("growth prehormone aa 12 t o 173"[Protein Name] OR "somatotropin"[protein Name]) 



^^^^^^^^^^Obtenctón de nuevas genes de lo/tormona dé crecimerto (GH) en vertebrados 

OR ( ( ( ( ( ( ( ( ( ( ( ( ( ( " somato t rop in 1 precursor"[Protein Name] Oft "somatotropin 2 
precursorA fprotein Name]) OR "somatotropin 2 » l i c e form 2 precursor" [protein 
Name]) OA Somatotropin 20k"[Protein Name]) OR ''somatotropin 22k"fProtein Namel) 
OR ^somatotropin a"[Protein Name]) OR "somatotropin alpha chain" [prote in Name]) 
OR "somatotropin o" [Protein Name]) OR "somatotropin 1" [prote in Name]) OR 
"somatotropin 1 precursor"[Protein Name]) OR "somatotropin i i M [P ro te in Name]) OR 
"somatotropin 11 precursor [prote in Name]) OR "somatotropin precursor 1" [p ro te in 
Name]) OR "somatotropin precursor i i " [ P r o t e i n Name]) OR "somatotropin, 
var iant " [Prote in Name])) 

3.6.2 Conversión de las Secuencias a una Base de Datos Local 

Se realizó un programa llamado BioCode Explorer (Figura 3.2) en lenguaje Visual 
Basic® 5.0 bajo el sistema operativo Windows®95 que transfiere los datos de un archivo 
texto con informes en formato GenBank a una base de datos local en formato Access® 1.1. 
Se le adicionaron otras funciones diversas como edición (adición, modificación y 
eliminación) de secuencias, análisis de codones, cortes con enzimas de restricción, 
visualización del mapa de restricción, extracción y exportación de secuencias delimitadas 
por marcadores, alineamiento (por ligación con CLUSTALW), diseño de iniciadores y 
sondas consenso, entre otros. 

Cada informe del GenBank contiene además de la información general de la secuencia, 
delimitadores de la secuencia incluida, como "cds**, "exonl", wtata_signaT (secuencia 
codificante, el primer exón y la señal tata respectivamente, entre otros). BioCode Explorer 
puede interpretar esta información para extraer la secuencia referida y manipularla, 
pudiendo así, analizar las secuencias (cortar, ver, alinear, exportar, etc.) sin necesidad de 
alguna manipulación extra o manual. 

3.6.3 Selección de la Mejor Secuencia de Cada Especie 

Con BioCode Explorer se ordenaron las secuencias por especie (organismo). Se 
activaron las "ventanas" de información acerca de las secuencias. En cada especie, se 
seleccionaron aquellos informes obsoletos o incompletos y se eliminaron activando la 
opción "delete sequences**. Éste proceso se repitió hasta tener una sola secuencia de cada 
especie. 

3.6.4 Agrupación de las Secuencias 

Usando BioCode Explorer se ordenaron las secuencias en base a la clasificación y se 
exportaron usando la opción "Export Information** y se analizaron en Excel. El nivel de la 
clasificación para la agrupación fue variable según el número de secuencias "cercanas** 
reportadas. Se efectuó una segunda agrupación por clases. Las clases fueron: Peces, 
Anfibios, Reptiles, Aves, Mamíferos y Marsupiales. 



3.6.5 Alineamiento de las Secuencias 

Se construyó una matriz de alineamiento (% similitud) de todas las secuencias utilizando 
BioCode Explorer para ordenar por clasificación y para extraer las secuencias 
aminoacídicas y CLUSTALW para calcular el porcentaje de similitud. Cada par de 
secuencias fue usado como entrada para CLUSTALW. Los resultados fueron grafícados 
utilizando Excel. 

3.7 Diseño de la Sonda "consenso" para las GH 

3.7.1 Selección de la Región Conservada como Sonda 

Para buscar los posibles oligonucleótidos, primero se elaboró un programa (en lenguaje 
C++) que suma el número total de secuencias en que aparea totalmente un oligonucleótido 
y se ejecutó con todos los posibles oligonucleótidos de 16 bases de longitud derivados de 
las todas secuencias codificantes; posteriormente se elaboró otro programa {MaxProbe) que 
calcula el consenso de un oligonucleótido computando el mejor alineamiento con cada una 
de las secuencias y se ejecutó con todos los posibles oligonucleótidos de 16 y 32 bases de 
longitud de las todas secuencias codificantes. Los resultados de ambos programas se 
compararon con oligonucleótidos de 16 bases de longitud. El alineamiento utilizado en 
MaxProbe se consiguió utilizando el algoritmo de selección de la mejor diagonal (White, 
1984) sin considerar inserciones ni deleciones (sin "gaps**). No se calcularon aquellos 
oligonucleótidos que formaran parte de dos exones siempre y cuando ésta información 
estuviera disponible en el informe original. Para seleccionar el mejor oligonucleótido entre 
"los mejores", se diseñó una función (/¡M* descrita en el capítulo 4) que considera: a) 
Alineamiento, b) Apareamiento en los extremos, c) Energías intramoleculares e 
intermoleculares, d) Temperatura de fusión media, y, adición al mente consideramos un 
parámetro al que denominamos "encadenamiento", que está en función del número 
máximo de nucleótidos consecutivos que aparean con el oligonucleótido en cuestión. Para 
determinar el peso aproximado de cada parámetro, se ejecutó el programa variando en cada 
ejecución un solo parámetro hasta obtener resultados satisfactorios. Para determinar los 
oligonucleótidos que podrían ser "los mejores**, antes de evaluarlos con/sonia, se formaron 
dos grupos. El primer grupo se ordenó por apareamiento promedio y el segundo por 
apareamiento promedio menos dos desviaciones estándar; se analizaron con f̂ móo solo el 
5% de los más altos de cada grupo. Para determinar la suficiencia del 5%, se ordenaron 
todos los valores de apareamiento promedio y apareamiento promedio menos dos 
desviaciones estándar, se determinó el punto de inflexión del crecimiento de la curva 
resultante y se elaboró un gráfico para mostrar los resultados. 



3.7.2 Aumento del Desempeño de la Sonda 

Para ampliar la longitud de la sonda, a la secuencia obtenida se le agregaron nucleótidos 
consenso en su respectiva posición en cada extremo hasta que la evaluación (funda) fuera 
menor que la inmediata anterior o rebasara el límite de SO nucleótidos. También se 
eliminaron nucleótidos en los extremos mientras la evaluación fuera mayor que la 
inmediata anterior. Esto con el fin de corregir si al extender un extremo, pueda resultar 
mejor que se recorte el otro y viceversa, dado que la asignación inicial esta basada 
únicamente en alineamiento sin tomar en cuenta los demás parámetros. 

Idealmente se deseaba que la sonda apareara en iguales circunstancias (de temperatura, 
apareamiento y energías) a todas las secuencias con el fin de homogeneizar los 
experimentos. Dado que las secuencias no son exactamente iguales, en general no es 
posible obtener una sonda con los mismos parámetros para todas las secuencias blanco; 
entonces, para minimizar la desviación de los parámetros, se diseñó un algoritmo para que 
funcione de la siguiente manera: 

Considerando Nt(a,b) - 1 si el nucleótido a es igual al nucleótido b y Nt(a,b) » 0 en 
caso contrario; Seq(c,m,d) = 7 si el nucleótido m de la secuencia c es igual al nucleótido 
dy Seq(c,m,d) = 0 en caso contrario; y KS como el nucleótido en la posición k de la 
secuencia S... 
1) Para cada secuencia i se calcula el número de nucleótidos que aparean con el 

oligonucleótido en cuestión (tiopi= 
2) Para cada posición j en el oligonucleótido y para cada uno de los nucleótidos se 

calcula el número de secuencias que tienen en la posición j ese nucleótido 
(#SaJ=£Seq(/SecirA), #S&=2Seq(/Seci,G), #ScJ,=ZSeq(/Seci>C), UStJ=2Seq<JSechT)) 
y se calcula #Sxj=ESeq(Sec±OligOj) como el número de secuencias que tienen el 
mismo nucleótido que el oligonucleótido en cada posición j. 

3) Se calcula ~ fapt / * i que representa la "ganancia" de 
cambiar la posición j por algún nucleótido. 

4) Si para alguna G^o^cjp hay un valor positivo, se hace el cambio en el 
oligonucleótido en la posición j por el nuevo nucleótido. Se evalúa el nuevo 
oligonucleótido = fmméo- Se vuelve a ejecutar el algoritmo desde el paso 1 
tomando como entrada el nuevo oligonucleótido (solo hasta un nivel de recursividadt 

de 3, o sea, solo se pueden cambiar 3 nucleótidos en cada oligonucleótido). 
5) De todos los valores calculados se toma el mayor siempre y cuando rebase 

el valor de/«^b del oligonucleótido original. 

* En computación, "recuravidad" se conoce como un proceso que puede necesitar usar su mismo proceso y 
que usa una condición de salida para evitar quedarse en un ciclo infinita 



3.7.3 Ajustes Manuales de la Sonda 

Una vez escogida una secuencia y usando el programa diseñado, se extendió la 
secuencia en el extremo 3' para incrementar el desempeño en animales superiores. Además, 
se introdujo en una posición una degeneración de 2 nucleótidos para incrementar el 
desempeño exclusivamente en primates, sin afectar a las demás espedes. 

3.8 Comprobación de la Sonda (GH-Explorer I) 

3.8.1 Comprobación Teórico - Virtual de la Sonda 

En la página de Internet de BLAST 2.0.S (Altschul, 1997) www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/B LAST/nph-newblast?Jform= 1 se introdujo ea el cuadro de opciones <-W 8> y en el 
cuadro de consulta se introdujo la secuencia: 

gcctgcttcaRgaaggacatgcacaaggtggagacctacctgagggtcatgaagtg 

3.8.2 Comprobación Práctica - Experimental de la Sonda 

Se hicieron dos ensayos de hibridación para probar el desempeño de la sonda GH-
Explorer /. El primer ensayo fue una hibridación tipo slot-blot en membrana de nylon con 
dispositivo a vacio (Ausubel et. al. 1992) usando en su mayoría S^g de DNA genómico de 
varías especies (Tabla 3.1). Las especies a probar en estos ensayos fueron escogidas 
procurando abarcar a todos los vertebrados, seleccionando especies representativas de cada 
clase. La temperatura de prehibrídación, hibridación y último lavado fueron 42°C, 48°C y 
50°C respectivamente. Las concentraciones de sales no fueron cambiadas con respecto del 
protocolo original. A la solución de prehibrídación del protocolo original se omitió el DNA 
de esperma de Salmón (ya que hibrídaría con la GH-Explorer !). Se omitieron el paso de la 
membrana al filtro húmedo con solución de desnaturalización y el paso de la membrana al 
filtro húmedo con solución de neutralización (Sambrook et. al. 1989). La sonda fue 
marcada inmediatamente antes de hacer la incubación para hibridación. La exposición fue 
hecha en película ultrasensible con pantalla amplificadora durante 20h. Se hizo un segundo 
ensayo para probar la sensibilidad (Tabla 3.2). Se siguió el mismo protocolo propuesto por 
Ausubel et. al.; esta vez solo se omitió el DNA de esperma de Salmón en la solución de 
prehibrídación. Se usó la misma solución de hibridación que en el ensayo anterior cuya 
radiactividad tenia una vida media transcurrida. La exposición fue de 72h. Ambas películas 
fueron sometidas a análisis densitométríco, integrándose únicamente la curva de cada 
banda. Para calcular la fuerza relativa de apareamiento de GH-Explorer I con los diferentes 
DNAg; se utilizaron las áreas de la titulación de DNAg de gallo para calcular una curva de 
calibración lineal, transformándose a logaritmos tanto la concentración de DNAg relativa a 
8|ig de DNAg de gallo como el área denshométríca de las muestras; con el área de todas las 
demás muestras se calculó un aproximado de la fracción de 8pg de DNAg de gallo que 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-


equivaldrían a hibridar y dar una señal densitométríca aproximadamente igual; la fracción 
se dividió por el número de genomas relativos a gallo según la especie. Los tamaños de los 
genomas (Tabla 3.3) fueron extraídos de la página de Internet 
www.cbs.dtu.dk/databases/DQGS/indexJitinl. 

Todos los ensayos involucraron el mareaje radiactivo de la misma. La reacción para el 
mareaje se llevó acabo con un volumen final de 10|¿L con 10U de T4 Polynucleotide 
Kinase, 20nCi dey-ATP (6000Ci/mmol), 20pmoles GH-Explorer / y lx del amortiguador 
apropiado. 

Tabla 3.1 DNA da aspadas ensayadas an hibridación con la aonda QH*Explonrl 
DNA* Fas DNA* Pm DNA* Pas DNA* Pea DNA* Pea 

Humano Al Gallo Bl TUapta Cl PBSjcGH-I5(l2ng) DI Gallo (SOOng) El 
Gato A2 Avestruz B2 Ameca (7.5jig) Cl " (I.2ng) D2 Gallo (SOog) E2 
Vaca A3 Tortuga B3 Catán C3 " (120pg) D3 
Jirafr A4 Víbora B4 Tiburóo C4 - (I2pg) D4 
Cerdo A5 Gecko (7.5MS) B5 Guppy (3ng) CS * (I2pg) D5 
Ratóo A6 Carpa B6 Q-) PBR322 C6 - (Q.12pg) D6 

Todas las muescas con 8¡JQ de DNA, excepto donde se indica. 

Tabla 32 Muestras da DNA imadas an al ansayo da saneibilidad an hibridación con la aonda GM» 
Explorer I. 
Cotonai Liaea A DNA Liaea B DNAg Líaea C DNA Línea D DNA 

1 pBSjcGH-Jl-Eco RI 3.2ng Gallo 8^g PSVhpIl-EcoRI 3.2ng C(-)X 2 (ig 
2 PBSjcGH-Jl-EcoRI 320pg Gallo 800ng PSVhpll-EcoRI 320pg C(')X 200ng 
3 PBSjcGH-Jl-Eco RI 32pg Gallo 80ng PSVhpll-EcoRI 32pg C(.)X 20ng 
4 PBSjcGH-Jl-Eco RI 3.2pg Gallo 8ng PSVhpll-EcoRI 3.2pg C(-)X 2ng 
5 pBSjcGH-Jl-Eco R1 320fg PSVhpll-EcoRI 320fg C(-)X 200pg 
6 pBSjcOH-JUEco RI 32fg pSVhpll-EcoRI 32fg c(-)X 20pg 

http://www.cbs.dtu.dk/databases/DQGS/indexJitinl


Tabla ¿3 Tama loe da loe gammas • aadoe para nofmatizar lee ee/V alea da 
hHwldariófi 

Hunaao 
GMO 
Vaca 
Jirafa 
Cerdo 
Ratón 
Gallo 
Avestruz 
Tortuga 
Víbora 
Gecko 

Homo sapiens 
Feliscahu 
Bostauna 
Girqffitcmeioptvdaiis 
Sus seroja 
Mnsmuscuha 
Ga/hugativs 
Strutítíocameha 
Trichemys scripta 
Crotaha atrax 
Hermdactyios titrdaa 
Anden 
Cyprimts carpió 
Ti tapia sp, 

Cmisfamharis* 
Bostauna 
Bostauna* 
Sia seroja 
Musmuscuha 
Gaihtsgalha 
Gaiiusgaüus* 
Caiman crocodyius* 
Boa constrictor* 
Caimart crocodyhv* 

Carpa 
TÚBfU 
Ameca 
Caite 
TMm* 
Gappy 

* Espacié cercana cuyo tawaflodsl gáneme ti eetá tfsponftfc.1 Cazón "dogttih'. 

Ltpisosms ossetu 
Sqmohtssp. 
Poediiarrticulata 

Cyprtmu arpio 
Cyphmu arpio* 
Cyphtms arpio* 

Orearías obsams» 
Cyprimts arpio* 

3 40x10* 
3.36x10* 
3.65x10̂  
3.65X109 

311x10* 
3.43x10* 
1.20x1o9 

1.20x10* 
2.60x10* 
2.10x10* 
2.60x10* 

1.70x10® 
1.70x10* 

1.70x10* 
2.70x10* 
1.70x10* 

3.9 Diseño de Iniciadores para PCR 

El diseño de iniciadores para PCR se cubrió en dos etapas. La primera, en artiodáctilos, 
se usó el programa CLUSTALW para hacer los alineamientos, manualmente se detectaron 
dos zonas conservadas, se utilizó OLIGO para diseñar el par de oligomideótidos y se 
verificó su desempeño usando el programa Amplify. En la segunda etapa, que incluye todas 
las especies, se diseñó un programa, MaxPrimer que usa la misma metodología utilizada en 
MaxProbe para buscar las regiones consenso dentro de las secuencias y se hicieron 
modificaciones en la evaluación para considerar los parámetros propios del proceso de PCR 
como iniciabilidad*. Se utilizó BioCode Explorer para extraer cuando mucho 500pb de la 
región 5* justo antes del codón de inicio y lOOOpb de la región 3' justo después del codón 
de terminación de cada secuencia. Se eliminaron las secuencias de longitud menor a 22pb 
Se ejecutó MaxPrimer con el juego de secuencias 5' y con el juego de secuencias 3*. Se 
comprobó el desempeño de los iniciadores de 22nt reportados por MaxPrimer en Amplify 
Se comprobó la especificidad de k» oligonucleótidos haciendo búsqueda en GenBank 
usando BLAST. 

* Se osó "inaabibdatr cono la rapacidad de potoriar la ifánarkWi de polimerización y ttwrtnrirndo del 
inglés Mprimabilityn. 



3.10 Comprobación del Juego de Oligonucleótidos 
Diseñados para Artiodáctilos 

3.10.1 Amplificación del Gen de la GH a partir del DNAg de 
Artiodáctilos 

Se hicieron ensayos de PCR usando el juego para amplificar la GH de cabra, vaca, 
oveja, jirafa, búfalo americano, cerdo y cebra usando DNAg como templado. El DNAg de 
cabra, vaca y cerdo se obtuvieron a partir de sangre periférica usando la técnica de TSNT. 
El DNAg de búfalo americano, oveja y cebra se obtuvieron de un stock de nuestro 
laboratorio. La integridad de los DNAg usados se probó en gel de agarosa. Las condiciones 
y concentraciones de los reactivos fueron las siguientes: 

| Tabla 3.4 Condicionas y pasos aaquldoa an loa aosayos d i PCR. 
Reactivo Concentración 1 1 Fast Tiempo (m Temp 

DNAg 75ng 1) Desnaturalización 3min a 94.0°C 
Inicial 

MgClj 1.5mM 2) Desnaturalización lmin a 94.0°C 
dNTP's 0.2mM 3) Apareamiento lmina58°C~59.5°C 
pArt5'-140 0.5 nM 4) Extensión lmin a 72.0°C 
pArt3'-139 O.S^M 30 veces: Pasos 2~4 
Amortiguador l.Ox 5) Extensión Final lOmin a 72.0°C 
Taq Polimerasa 1.25U 
H20 c.b.p. 25 nL 

Se hicieron ensayos con temperaturas de apareamiento de 58°C y 59.5°C. En las especies 
de difícil amplificación se hicieron reacciones adicionales titulando MgCfe y variando 
temperaturas. Los amplicones se observaron en geles de agarosa al 0.8% usando 
generalmente de la reacción. La electroforesis se efectuó a temperatura ambiente y a 
5V/cm, el amortiguador de corrida fue TBE 0.5x (lx: 89mM Tris base, 89mM ácido bórico 
y 2mM EDTA) y los geles fueron preparados con TBE lx. 

3.10.2 Comprobación de los Amplicones 

Para comprobar que los productos amplificados corresponden a GH, se hizo un ensayo 
de hibridación en gel (Lueders, 1994)24 de los productos de PCR con una sonda marcada 
con dATP-a32P y Taq Polimerasa extraída de una región codificante de 494pb de la 
hormona del crecimiento Bovina clonada en el plásmido pPic9kbGH cuyo fragmento es 
liberado cortando con la endonucleasa /*vwll. 60ng del fragmento se purificaron con fibra 
de vidrio y 25ng con Elutrap (Schleicher & Schuell, Inc). El fragmento fue marcado usando 
una variación de la técnica de Vector T: 85ng del fragmento de 494pb, lx de amortiguador 



Taq DNA polimerasa, 3.3^M (10|iCi) de [a-^PldATP, 2.5mM de MgCl2, 2.5U Taq DNA 
polimerasa en 50^L de reacción y 1 gota de aceite mineral e incubando 2h a 72°C. 

3.10.3 Clonación del Amplicón de jirafa y Análisis de las Clonas 
Recombinantes 

El producto amplificado obtenido de jirafa se clonó en pBS-SK(+) utilizando la técnica 
de Vector T (Harrison, 1994) como se muestra en la Figura 3J . El plásmido pBS-SK(+) se 
linearízó utilizando la endonucleasa EcóRV para producir extremos romos. La reacción 
para generar el Vector T fue: 2¿ig de plásmido, lx amortiguador Taq DNA polimerasa, 
lmM dTTP, 3mM MgCl2, 3U de Taq DNA polimerasa y 1 gota de aceite mineral e 
incubando la reacción 2h a 72®C. La reacción de ligación fue: 150ng de Vector T recién 
preparado, lx de amortiguador T4 DNA ligasa, 90ng de producto de PCR y 0.75U de T4 
DNA ligasa incubando toda la noche a 16°C. Toda la reacción fue utilizada para la 
transformación de células XLl-Blue calcio - competentes. Tres clonas se caracterizaron 
utilizando las enzimas de restricción Ncil, PvuII, PstI, SacI, EcoRIy Xhol. 

Amp 

Caracterización * 

I 
Secuenciación 

(Sanger) 

Figura 3.3 Estrategia 4a Clonación dal amplicón. El plásmido pBSII-SK+ «a Nnearizado con £coRV al 
qua aa la adiaonai dT a toe extremos 3', por su porta loa ampliconea ya cuentan oon una dA an sus 
extremos 3'. Loa extramos da cada fragmento son complementa ríos unoa con otros favoreciendo la 
reacción da Rgación. El plásmido recombmanta obtenido aa usado para transformar bacterias calcio 
competentes para su propagación. El plásmido aislado y multiplicado aa utilizado como templado para 
caracterizarlo y sacuenciario. 



3.10.4 Secuenciación de las Clonas Recombinantes de Jirafa 

Tres clonas fueron sometidas a secuenciación ciclica utilizando un conjunto de 
iniciadores como se muestra en la Figura 3.4. Se utilizaron, además de los iniciadores de 
artiodáctilos, Art5* y Art3* y de los iniciadores comerciales T7 y M13 reverso para pBSll-
SK(+), 6 iniciadores adicionales que ya se encontraban disponibles en nuestro laboratorio. 

PlásmxJo pBSII-SK(+) 
Iniciador Art 5' 

GH de Jirafa (jcGH} 
Iniciador Art 3' 

a b e 

a T 7 
bArt 5' 
e~h Internos 
i Art 3 
j M13 reverso 

f g • J 

Figura 14 Iniciadoras utüizatfoa an la secuenciación da laa clonaa. Sa utüizaron los iniciadores 
comerciales para el piásmido pBSII-SK(H T7 y M13 situados Justo antes del sitio de potidonaaón 
para comprobar la orientación del inserto y la secuencia de los iniciadores Art5' y Art3\ Los 
Iniciadores ArtS' y Art3' se utilizaron para obtener la secuencia de los extremos. Otros iniciadores 
internos a los exonea 2, 3, 4 y S se usaron para obtener la secuencia intermedia y traslapar las 
secuencias. Loa iniciadores T7 y M13reverso ( V y "O podrían estar Invertidos si el inserto se kgó 
en sentido contrario. 

3.11 Extracción y Semicuantifícación del DNA Genómico 

Se utilizó la técnica TSNT para hacer la extracción de DNAg de sangre periférica de 
vaca, cerdo y cabra. Se usó un stock de nuestro laboratorio de DNAg de placenta humana 
extraída usando la técnica de Gross-Bellard (Ausubel et al. 1992), esta misma técnica se 
utilizó para hacer la extracción de DNAg de sangre de gallo, avestruz, tortuga y serpiente 
aumentando 3 veces el volumen final sin cambiar la concentración de Proteinasa K. Se usó 
la técnica de Goelz (Goelz, et. al. 1985) para extraer DNAg de hígado de gato, ratón y 
lagartija; de músculo de carpa, tilapia, araeca y catán; de aleta de tiburón y de placenta de 
jirafa. La integridad de los DNAg fue verificada en un gel de agarosa al 0.8%. La 
semicuantifícación fue realizada integrando el área densitométrica de un estándar de DNAg 
de humano y aproximando proporcionalmente con el área densitométrica de los demás 
DNA, utilizando el paquete Molecular Analyst. 



Capítulo 4 

Resultados 

4.1 Obtención, Selección y Agrupación de las 
Secuencias Nucleotídicas y Aminoacídicas 

S obtuvieron 173 informes nucí eottdi eos y 330 informes de aminoacidicos en formato 
GenBank, el informe condensado se muestra en los Anexo 1 y 2. 

I Tabla 4.1 Especie» ordenada» por clasificad 6n. 
JbccaM ion a*c Organi mq Orupo Accaaaloa Sac Organi—o Orupo 
471(15 u lelpMi» ^MldautMdti Paca* 1174)99 Aa B*o* luelu* Pacaa 
DMt Aim Asia cai va Pacca X77249 tmAg Cbnfoou autunnali* Pacaa 
M3UI Ul Laplaoataua oaaaua Paca* L04CM BKA0 tewrtyacba* kata Pacaa 
N240«( AM Anguilla Japoelca Paca a K247«« AAM Gkicorftyncftus kituteh Pacaa 
ositos PoMilla rad culata Pacas «90««7 AKM On oorhyncb u* tachawjreacha Paca* 
0()«04 mxg Colica laila Paca a TO7741 at* Chioarfeyaefeu* myklaa Paeaa 
4I11S) AA Tilapla aotfafeloi Paca* XS193* EKAg Salmo aalar Pacaa 
H03H ferivi« quisquaradlaca Paca* AB001ICS OOg Cbrayaau« lavar*tua Pacaa 
171»} AMM Horoom aaxatills Paca* 4447(4 AA frlenace flavea Paca* 
»917« BHAg Caranx dallestlsslaus Paca* X14(01 IMAg Xaoopus laavi* Anfibio* 
149(21 JUUt Seriola 4uaarlli Pacas XI4« 02 BKAg Xanopu* laavi* Anfibio* 
IO 5427 am Seriola qulaquaradia ea Pacas 8S2027 AAM Sana estasbelana Anfibio* 
01(11« OUg Lacca caicarifar Paeaa 1041999 AA Croeodylaa aevaeguTaaa* Rapeila* 
MIM) OKAff TU api a sp. Pacas 4(4779 AA Chalooia mydaa Raptlla* 
M4774 mAg Hlapla ailoeica Pacas ««0S4 AA Anaa plaeyrbyBoho» Av a 
X79002 OHAg Goryphaaaa hippuiui Pacas 1)4707 AA Halaagria gallepavo A aa 
»971« JMHij 01cantraretai« labrax Pacas DI04«4 OUtg Gellu* fallus A a 
L4)(29 Aiur Lataolabrax jsposleus Pacas D0047( OHAff capra hlrcu* Nanifaro* 
»9377 OMf AcaattMpayxus buccheri Pacas N577C4 tmAg Im tauro* Nani faro* 
04(221 oug «parva aurata Paca a X72947 DKAg •ubaius araaa buballa Kanlfaros 
101)902 AA AcanCJMpayrus la tu* Pacas 01(29« talAg Capricornia criapua Nanifaroa 
1)4713 AA Chry.opòry» major Pacas M37310 DKA0 Ori* aria* Haaifaros 
19(49 AA •utbyaau* pelaals Pacas 2S9«70 AA Carridaa Manifaro* 
•((51 AA Tfeunnu* albacaraa Pacaa 01(299 OOg Oimit nlppon Marni farpa 
1)4721 AA ntunnua ct)>iuiui Pacas Y1297« tmAg Ccrvut alapbua Marnifaro* 
D29737 mas Parallefctbya oli vacati* Pacas M17704 OOg Sua scrofa Ka*If*ro* 
4*2799 AA BlppogloaaolOaa platassoldas Pacas 1070994 AA Las« paco* Maakifero* 10)997 AA Paeudoplwronactma ammrleaaum Paca* 1230(7 a«ir Cani* tamiIlaria Haalfaroa 
00114) ARM Solaa aaaagalaaeia Pacas 1)4722 AA vulpaa vulpa* MaRifar a 
099917 am «•beata* wblagalJ Pacas «9010 AA JUcpM 2«fspai Marni f aro s 
U)(27 ASM Sabeatlcu* aaraoratua Pacas 013)90 AM falla catua Maaifaxo* 
0(1(0) EMU9 Arocbron aaculatu* Pacaa X5(120 AM Mia tal a risoti Ma faro» 
0(3«07 IMA? fttfi rubripe* Paca* 2(4549 AA •alaaocpcer* boreali* Naaifaro* 
T09421 BU* Alburnus alburau* Pacaa S39127 tMAg Oryctolayu* cuaiculu* Ksalfaroa 
091)11 AAM Caraaalum aura tua Paeaa D02929 AAM Bguua cabaliu* Marnifaro* 
X4041J tMAg Ctaoopbaryogodea Ida11a Pacaa 00229) DHAg Kscaoa aulatea Manlfaroa 
»19(9 tmAg cyprlnua carpio Pacas R1343« tmAg Homo sapiens Maalfaros 
021920 ptfHg Abrasia brama Pacaa 13470« AA Loarodocts africana Maaffaro* 
N9434« BHAg Nypopbtiialaiciitby» »olieri« Pacaa 32014« AA Cavia porcailu* Manifaro* 
»047) BKA9 Bypophthalmicbeìtya sobilla Pacas ««(299 AM Mssocricetu* auratua Nasi faro* 
ll)(07( AA Ciarla* garlaplnu* Pacas X4«««3 tMAg Mia ausculti* Maalfaros 
•(9215 ¡MAg Ictalunia puactatua Paca* J00739 DMAg Aattu* norvayicu* Maalfaros 
L27U5 AAM Paogaaiaaoàoa gif•• Pacaa 2(4(07 AA Ikcrcpu« rulogriaaua Naalfar s 
M)71) ARM Paogaatua pannasiuà Pacaa AP0S2192 Tr urna a up 
4*279« AA Oadua aortua Pacas 
41)102 AA Cedua aor&ua Pacas 



Las secuencias de cada especie que formaron parte de la base de datos final se 
encuentran resaltadas en el Anexo 1 y 2. Obtuvimos 90 secuencias correspondientes a 89 
especies (Tabla 4.1). 

El espacio físico de la base de datos es de alrededor de 5MB sin incluir las imágenes de 
los organismos. Al hacer el desglose (Tabla 4.2) por clases y sus subclases con más 
secuencias reportadas, se observa que algunas clases han sido estudiadas preferencialmente, 
62% del total de secuencias reportadas son de peces, seguido por los mamíferos con 28% 
dejando únicamente el 10% a todas las demás clases de vertebrados. Vemos también que el 
29% (26/89) de las especies no tiene una secuencia nucleotídica reportada, sin embargo, en 
mamíferos esta cifra sube a 47% (8/17). 

Tabla 4.2 Total da secuencia« por d a se . Sa detallan dos de lea clases más 
estudiadas, peces y mamfferos. 

# tot -*fo» ' 
Especies Case Nt % aa % Ssc See 

55 Peces 41 65% 14 54% 55 62% 

2 Anfibios 3 5% 0 0% 3 3% 
2 Reptiles 0 0% 2 8% 2 2% 
3 Aves 1 2% 2 8% 3 3% 

26 Mamíferos 17 27% 8 31% 25 28% 

1 Marsupial 
89 Total 

1 
63 

2% 
100% 

0 
26 

0% 1 
100% 89 

1% 
100% 

7 Salmoniftmea 
5 Siluriforme* 
7 CyprioUbnaet 

19 Pete Uòmo 
4 Pfearifonnct 

10 Aftkxbctyia 
5 Cani vara 
2 Primats 
4 Rodenti* 

4.2 Alineamiento de las Secuencias 

En la Figura 4.1 se muestra un gráfico de la matriz de alineamiento aminoacídico 
(ordenado según Tabla 4.1) de todas las secuencias seleccionadas de las GH reportadas. 
Podemos apreciar que entre los peces, el parecido puede ir mayoritaríamente desde 100% a 
60% y solo entre unos pocos hasta de 40%; conforme hacemos la comparación en la 
dirección de los mamíferos, el parecido va disminuyendo llegando hasta aproximadamente 
20%. Xenopus Laevis, un anfibio, se parece más a mamíferos que a peces. En mamíferos, la 
GH se aprecia más conservada. 



Figura 4.1 Matriz da alineamiento aminoackfico (% similitud). Todas las especies ordenadas por 
clasificación (se nombraron únicamente 1 da cada 3). En horizontal de izquierda a derecha peces, 
anfibios, reptiles, aves, mamíferos y marsupiales. De la misma manera en vertical de abajo hacia arriba. 

4.3 Selección de la Sonda 

Dado que deseábamos obtener un oHgonucleótido conservado en todas las especies, 
pensamos básicamente en dos estrategias de búsqueda y comparamos los resultados. Se 
utilizaron oligonucleótidos de 16 bases de longitud para efectos de la comparación y 32 
bases de longitud como base para el diseño de la sonda. 

4.3.1 Comparación de Algoritmos 

En el gráfico A de la Figura 4.2, se muestra el número de secuencias en que está 
presente cada oligonucleótido de 16 nucleótidos de longitud y su posición respectiva dentro 
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de la secuencia donde se derivó. Se puede ver que dada la asignación visual, si hubiese un 
oligonucleótido que estuviera presente en la mayoría de las secuencias, tendría un tono de 
color azul (u oscuro) que no se aprecia, de hecho el valor máximo está muy por debajo del 
número total de secuencias; comprobamos así, que no existe algún oligonucleótido de 16 
nucleótidos de longitud que aparee totalmente con todas las secuencias. Además se puede 
notar que el exón 5 es el más conservado (Nicoll y cois., 1986). El gráfico B de la Figura 
4.2 muestra el apareamiento promedio (número promedio de nucleótidos apareados) de 
cada oligonucleótido de 16 nucleótidos de longitud y su posición respectiva dentro de la 
secuencia donde se derivó; aquí sí se puede apreciar, según la asignación visual, una zona 
de tonalidad azul (u oscura); comprobando así que sí existen oligonucleótidos de 16 
nucleótidos de longitud que son muy similares (13-16 ó 81%~100%) a todas las secuencias 
incluidas. Se observa también, otra pequeña zona conservada al final del exón 2, una 
pequeña zona conservada y en el exón 4 y una zona adicional en el exón 5 en peces. Se 
puede ver claramente la conservación de la posición intrómca por las regiones rojas (o 
claras) y la aparición del sexto exón en algunas especies por la aparición de una región roja 
(o clara) adicional. 

Figura 4.2 Comparación da algoritmos. A) Frecuencia de oligonucleótidos de 16b de longitud. A la 
secuencia de cada especie (vertical) se calcula el número de especies en las que está presente cada 
oligonucleótido (horizontal y en su posición respectiva) y se le asigna un cok*. B) Apareamiento promedio 
de cada oligonucleótido de 16b de longitud. De cada oligonucleótido (horizontal) de cada especie (vertical), 
se obtiene la suma de nucleótidos con los que tiene ei mejor apareamiento en cada secuencia y se divide 
entre el número de especies (52). La posición aproximada de cada oligonucleótido con respecto a cada 
exón se muestra en la parte inferior. La asignación de colores se muestra a la derecha de cada gráfico. Las 
zonas rojas (o claras) indican la posición de los intrones debido a que no se hizo el cálculo y se usó 0 (solo 
en las secuencias donde sí se tenia tai información y en gráfico B). 

4.3.2 Determinación de la Población de Oligonucleótidos por Evaluar 

La población total de oligonucleótidos de 32 bases de longitud fue de 28,038 para las 52 
secuencias nucleotídicas completas de la GH. El evaluar toda la población resultaría de un 
esfuerzo inútil dado que las secuencias de bajo apareamiento lógicamente resultarían en una 
evaluación baja. Para determinar la fracción de la población por evaluar, se determinaron 
las frecuencias de los alineamientos promedio y alineamientos promedio menos dos 
desviaciones estándar redondeados al entero más cercano y se analizaron los resultados 
gráficamente. Se puede ver en la curva A de la Figura 4 3 que el 96% de los 
oligonucleótidos tiene un apareamiento promedio menor a 78%, el 83% de los 
oligonucleótidos tienen 68% que es muy bajo contra un máximo de 91%. En la curva B de 
la Figura 43, el 95% de los oligonucleótidos, tienen un valor de alineamiento menos dos 



desviaciones estándar menor a 18 que corresponde al 72% con respecto del valor máximo 
de 25. Por lo tanto, evaluar el 5% superior en ambos criterios resulta ser suficientemente 
sobrado. 

Figura 4.3 Frecuencia da alineamientos de loa 28,036 oHgonuctoóttdos consenso posibles 
da 32nt da longitud. Vertical, la frecuencia de loa afinearruentos redondeados al entero máe 
cercano. Horizontal, alineamiento en negro, porcentaje de la población en rojo. A) Curva da 
alineamientos promedios (P): El mínimo ea 15/32 (47%) y el máximo 29/32 (91%). Casi el 96% de 
los oHgonudeótidoe alinea menos de 25/32 (78%), es decir, solo el 4% de la población tiene P 
superior a 77%. El 83% de la población tiene P muy bajo, 22/32 (66%). B) Alineamientos 
promedios menos dos desviaciones estándar (P-2S): El mínimo es 7/32 (22%) y el mánmo ea 
26/32 (81%). El 89% de la población tiene P-2S menor o igual • 15 y solo el 3% de la población 
tiene un P-2S mayor o igual a 20. 

4.3.3 Evaluación de los Oligonucleótidos 

Se determinó anteriormente que evaluar el 5% de los oligonucleótidos con más alto 
apareamiento es suficiente para encontrar un buen oligonucleótido como sonda, pero para 
determinar dentro de esta sub-población los mejores oligonucleótidos, fue necesario diseñar 
una función que compare los oligonucleótidos entre sí. Las ideas básicas que nos llevaron a 
diseñar la función a la que llamamos,/«**! fueron las siguientes: 

s El éxito de una buena hibridación depende directamente del apareamiento entra cada 
nudeótido de la sonda con la secuencia blanco: Decidimos Incluir él número de nudeótidos 
Iguales con cada secuencia blanco en forma de promedio. 

• El éxito de una buena hibridación, depende también de la ausencia o minimización del 
apareamiento de la sonda con ella misma: Decidimos Incluir la energía de formación de 
estructuras de lazos u horquilla y dimerizadones. 

• Dado que la sonda no aparearía perfectamente con todas las secuencias blanco, por lo tanto 
habrían desapareamientos a k> largo de la sonda, es indeseable que los desapareammntos 
ocurran en alguno da los extremos de la sonda: Si loe extremos no están apareados, se podría 
facilitar el desapareo de la misma. Decidimos incluir el apareamiento de loe últimos tres 
nudeótidos en cada extremo de la sonda, en forma de promedio y peso a cada uno de ellos. 



Asimismo, al correcto apareamiento de alguno de loa extremos de la sonda con ta secuencia 
blanco, podría favorecer una posible reacción de PCR. 

• Dado que las secuencias blanco no son exactamente las mismas, la temperatura de 
apareamiento sería variable. Decidimos homogenizar las temperaturas: La temperatura óptima 
depende básicamente del apareamiento con cada secuencia blanco, del contenido de GC y del 
tamaño del ottgonucieótido, así como la concentración de sales. Incluimos la temperatura de 
fusión media en forma promediada. 

• Dado que sa consideran desapareamientos en la secuencia, pero no la dtetribución da eKas: 
Decidimos incluir el tamafto máximo de apareamiento contiguo con cada secuencia blanco, de 
una forma promediada. 

e Es posible que dos oligonudeótídoe tengan promedio de apareamiento y promedio de 
temperatura similares. Para poder evaluar cual de los dos resultaría ser el mejor, se decidió 
que ai mejor da los oügonudeótidos que tienen promedios muy similares sería el 
otigonudeótido cuya desviación estándar del apareamiento y/o temperatura sea mínima: Esto 
evitaría que algunas secuencias tengan muy poco apareamiento y/o muy baja temperatura, 
pero compensado con otras secuencias de apareamiento y/o temperatura altos. Decidimos 
reducir el promedio en dos desviaciones estándar a cada tórmtno, bajo la suposición de que la 
distribución del apareamiento y de las temperaturas se aproxima a una curva estadística 
normal. Dada la suposición de una distribución normal, la media menos dos desviaciones 
representan el 96% de la población y resulta en un estadístico tal, que sólo el 2% de la 
población está por debajo de este valor; es decir, solo una de las 52 secuencias podrían estar 
por debajo del estadístico escogido. Ahora, la desviación estándar de la población se ve 
afectada por secuencias blanco que aparean muy poco con la sonda o a secuencias blanco 
que aparean mucho con la sonda o a ambos casos en la misma población. Entonces es 
preferible que la desviación estándar de un otigonutíeótído sea provocada por apareamientos 
altos que por apareamientos bejos. Para "premiar" a aquellos oügonudeótidos cuya desviación 
es provocada por secuencias blanco con muy alto apareamiento y "castigar" aquellos 
oligonudeótidos cuya desviación es provocada por secuencias blanco con muy bajo 
apareamiento: decidimos introducir como "corrección", el número de secuencias de 
apareamiento superior al 89% menos el número de secuencias con apareamiento por debajo 
de 61%. 

Para determinar el peso aproximado de cada término, se formaron 5 grandes grupos: 

Término Unidades Rango 
APAREAMIENTO NUDEÓTKJOA 0~L* 
TEMPERATURA MEDIA DE FUSIÓN °C O-100 
APAREAMIENTO EN LOS EXTREMOS (5' Y 3*) NUDEÓTIDOS 0 ~ N ' 
ENCADENAMIENTO NUCLEÓTIDOS 0~L* 
Energías intermoleculares e intramoleculares Kcal/mol -95~0' 

*L as Je tongiud del oügonudeótido. * N es el número de secuencias. 
* Calculado para 50 nucleótidos aunque en e/ecución de determina en fundón de 
le longitud real del ohgonudeótklo en curso. 

Para evaluar todos los parámetros en una sola función, a cada término se le asoció una 
constante de "peso" relativo. El peso relativo de cada constante fue determinado variando 
solo una de las constantes, hasta obtener resultados satisfactorios. Para poder sumar cada 
uno de los parámetros, dado que son unidades completamente diferentes y a escalas 
diferentes, se normalizaron al valor máximo y mínimo permisible resultando en valores de 
0 y 1 antes de multiplicar por el "peso" relativo de cada uno. Para comparar 
oligonudeótidos de diferente tamaño, los términos se multiplicaron por el inverso de la 
longitud del oligonucleótído. 



La función para evaluar los oligonucleótidos resultó ser la siguiente: 

* sP + sE + sG + sJ + s Tm 

donde 

sP = (Pm-2Psp} *0.18*(1/50 + 1/Ot) + 0.333 *(Nat-Nw)/N^ 
sE = 0.6 Nms+o+ 0.3 Nms+i + 0.1 N^i + 0.6N*3«+ OJNms-t + 0.1 N*u 
sG = sGH + sGD 
sGH = 0.04* (AGHN + 12.6)/12.6 
sGD * 0.04 * (AGDM + 19.8) /19.8 

sJ^0.5* (Jm-JJ * 0.05 * (1/50 + l/Ol) 
sTm - (Tntm - 2Tma¡¡ *0.18* (1/50 + 1/01) + 0.333 *(No>- Nw)/N* 
Tmm = Tntop, promedio (E(T**cpti) /^W 
TmDs - Desviación estándar de Tm^ 
Tntop, = rm/vw * 0.3 + TmpnAe, * 0.7 
Tmproj*, « <700.5 + 16.6 * logl0(0.050) + 0.41 * %GC- (820/01) - %mismatch 
Tmprimtr = <7000.0 * (zlA - /(As + /.M7 * J o g f / / 5 0 x l f f 9 ) ) - 273.15 + 

/tf.tf *logl0(50xlff3)) 
PM

 s Apareamiento promedio 
PSD * Desviación estándar del apareamiento promedio 
01 3 longitud del oligonucleótido. 

* Número de secuencias 
No* ~ Número de secuencias que rebasan 89% de apareamiento 
Nw = Número de secuencias que no Ilegan a 61% de apareamiento 
Nms+o = Número de nucleótidos que aparean en eí extremo 5' 
NMS*I - Número de nucleótidos que aparean 1 nucleótido después del extremo 5' 
Nms+2 ~ Número de nucleótidos que aparean 2 nucleótidos después del extremo 5' 
NM3-2 = Número de nucleótidos que aparean 2 nucleótidos antes del extremo 3' 
Nms-¡s Número de nucleótidos que aparean 1 nucleótido antes del extremo 3' 
Nmi-o — Número de nucleótidos que aparean en el extremo 3' 
Jm = Promedio del encadenamiento (numero máximo de nucleótidos que aparean 

y están consecutivos) 
Jn - Mínimo de cada uno de los encadenamientos de cada secuencia 
AGHN - Energía libre máxima de formación de un complejo de horquilla 
calculada con el método Neighbor (Breslauer y cois. 1986) 
AGDN = Energía libre máxima de formación de un complejo intermolecular 
calculada con el método Neighbor (Breslauer y cois. 1986) 

Los 5 grupos se aproximan a los pesos relativos de 0.36,0.12,0.08,0.10 y 0.36 de peso 
para sP, sE, sG, sJ y sM respectivamente. 



4.4 Diseño de la Sonda (GH-Explorer I) 

Las secuencias iniciales de 32 nucleótidos ordenadas por alineamiento promedio 
reportadas según MoxProbe fueron: 

1) c tggcctgct tcaagaaggacatgeacaaggt 
2) aaggtggagacctacctgacggtggccaaatg 
3) t c c t a t c g a c t g a t t g a g t c t t g g g a g t t c c c 
4) c tacgaactgc tggcctgc t tcaagaaggaca 
5) ggc tc tc tccagaggccaac tgcaccc tg tag 
6) t t g a g t c t t g g g a g t t c c c c a g t c g g t c t c t g 
7) tgaggagcagcgacagctcaacaaaatct tcc 
8) gaactgctggcctgct tcaagaaggacatgca 
9) t tcaagaaggacatgcacaaggtggagaccta 
10) gtggagacctacctgacggtggccaaatgcag 
11) cacaaggtggagacctacctgacggtggccaa 

Sin embargo, después de que MoxProbe realizó la extensión y cortes automáticos en 
ambos extremos, 7 de las secuencias, las secuencias 1,2,4, 8,9,10 y 11 convergieron a la 
secuencia siguiente: 

gcctgct tcaagaaggacatgcacaaggtggagacctacctg ( 42n t ) 

La convergencia se explica "alineando" y comparando las secuencias entre si... 

gcctgct tcaagaaggacatocacaaggtggagacctacctg (42n t ) 
c tacgaactgctggcctgct tcaagaaggaca (4 ) 

gaactgctggcctgct tcaagaaggacatgca (8) 
c tggcctgct tcaagaaggacatgcacaaggt (1 ) 

t tcaagaaggacatgcacaaggtggagaccta ( 9 ) 
cacaaggtggagacctacctgacggtggccaa (11) 

aaggtggagacctacctgacggtggccaaatg (2 ) 
(10) g tggagacctacctgacggtggccaaatgcag 

Podemos ver que en realidad es la misma zona y que cada oligonucleótido abarca una 
buena parte de ésta, pero la única que esta totalmente inmersa es el oligonucleótido 9. 

En la Figura 4.4 muestra el informe después de indicar a MoxProbe que extendiera el 
extremo 5' de la sonda. Se ve que el apareamiento promedio de la sonda con todas las 
secuencias es de 48 de 56 nucleótidos (86%); en el peor de los casos (primates), 42 de 56 
(75%) y 51 de 56 (91%) en el mejor de los casos (gallo y roedores). La posición 11 se 
degeneró incluyendo A y G para aumentar el desempeño en primates sin afectar a las 
demás secuencias (elevando principalmente el encadenamiento -join-). La secuencia 
definitiva de la sonda a la que llamamos GH-Explorer / es la siguiente: 

i 
5'gcctgcttcaRgaaggacatgcacaaggtggagacctacctgagggtcatgaagtg3' 

T 
La posición del 5° intrón encontrada en algunos peces se marca con flechas y está 

situada cerca de la mitad de la sonda. Se especifica también la degeneración introducida. 
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* i t Ta.opt 3 Sequence-Naae 
gcctgcttcaagaaggacatgcacaaggtggagacctacctgagggtcatgaagtg:(Mod)N:(cons 0) x: 
a . a . . t - a . c t . . t g c c . . a . . « 4 5 5 4 . 2 ' c 35 >FuguRubr1pes 

t | .c cc..tgcc «46 57.9'C 23 >CoregonusLavaretus* 
t - g c . . .ggc t . . a . . - 48 57.9'C 29 >Ser1olaQu1nqueradiat 

t t I g cc..ggcc. . a . . -46 55.4'C 17 >Paral1chthysOl1vace* 
t . . . . . . . . a - . . . * A. . -48 57.9'C 28 >SebastesSch1ege11 

I .c i .cc. . .gcc «SO 60.4'C 29 >5alaosa1ar* 
. . t . . t a . . . . a - t . . t . . . . a a . . g -47 5 6 . 7 ' c 11 >Lep1sosteusosseus 
. . t . . t , . t - . . . . a tgca . . t . . -47 56.7'C 23 >Carass1usAuratus 
. . t a . . t . . . . . t g c . . . t . . - 4 9 59.2'C 29 Xtenopharyngodonldel 

t a . . a I c . . . ggca . . a . . - 47 56.7*c 28 >sparusAurata* 
t - 9 c . . .ggc t . . a . . - 48 57.9'C 29 >seriolaOiMer111 

. . . . . t a . . a - ~ .ca. .ggca . . a . . -46 SS.4'c 28 >Lateo1abraxjapon1cus 
a . . a t . . . - c . . .ggca . . a . . - 47 56.7'c 19 >Moronesaxati11s 

| . . . . . . . g c . . . ggc t . . a . . - 49 59.2'C 3S >utescalcar i fer* 
t a . . a - ca . .ggca . . a . . -46 5 5 . 4 ' c 28 >Sebast1cusManwratus 

- a c a . . g g c t . . a . . - 4 i S7.9'C 35 >CoryphaenaHippurus 
, - .C . . . . cc . . tgcc >49 59.2'C 29 »CoregonnsAutuanalls 

. . t - . . a . . . . t aa. .g .SO 60.4'c 27 >A»1acalva 
t a - t . . c . .c . .ggcc «47 56.7'C 25 >PangasianodonGlgas 

t - . . . . a . . a ca. .ggcc..a. . -46 55.4'c 17 »soleasenegalensis 
t - t . . . . . c . . g g c c -49 59.2'C 37 >lctalurusPunctatus 
. . t - . c cc...gcc -49 59.2'C 26 »OncorhynchusKlsutch 
. . t - . . . . a . . t a tgca . . t . . - 47 56.7'C 29 >HypophthalaichthysNo 
. . t a . . t a t g c a . . t . . - 4 7 S6.7 'C 29 >Hypophthala1chthysMo 
. . t - c . . . agc t . . a . . - 49 S9.2'C 40 »TllapiaSp 

a . . a t . . . - c .c . . .ggca. .a . . -46 55.4'c 17 >o1eentrarchusi.abrax 
. . t a . . c t tgca . . t . . - 47 56.7'C 23 >Cypr1nusCarpio 
. . a - . c ce...gcc - 4 9 5 9 . 2 ' c 26 >OncorhynchusTsctiawyt 

t . . . | . t cc. . .gct -49 59.2'C 23 »OncortiynchusKeta* 
- . . . . a . . g c . . .ggc t . . a . . - 48 S7.9*C 32 >CaranxDe11cat1ss1aus 

t a . . a - ca..ggca..a. . -46 55.4'C 28 >AcanthopagrusButcher 
. . t t a a- . . .ca -48 57.9'C 16 >Angui11a:apon1ca 
. . t I C. . .agct . .a . .«49 59.2'C 40 >Tl"apiaNi1ot1ca* 
t a - t . .c. .c. .ggcc -47 56.7'C 25 >Pangas1usPangasius 
t a . . t a- a.aa «49 5 9 . 2 ' c 14 >xenopusLaev1 s 
t a t . . a - . a a . . . g «49 59.2'C 13 >ftanacatesbe1ana 
t tc a . . . g . 51 6 1 . 7 ' c 24 xal lusGal lus 
t a.c «».«51 61.7'c 17 »musmuscuIus 
t c ca c . 51 61.7'c 17 >RattusNorveg1cus 
t c -ct c . 51 61.7'C 17 >Mesocr 1 catusAuratus 
t c ct c . . . . g .50 60.4'c 17 >orycto1aguscunicu1us 
t c -c t g c .50 60.4'c 17 >Fe1isCatus 
t a . . . c . . . . t . . . - c c g »48 S7.9'C 13 >Can1sFaa1l1ar1s 
t c -cc g . . t . . . c -49 59.2'c 17 >Mustelavison 
ta 6 g c a . t . . . . c .ca . .g. . c . . . .-44 52.9'C 10 >HoaoSapiens 
ta 6 a c a . t . . . . c . c a c . g . . c g . . . - 4 2 50.4'c 10 >MacacaMu1atta 
t cG c g c «48 57.9'C 13 >CervusElaphus 
t cG c ac g »49 S9.2'C 20 >BubalusArneeBuba11s 
t cG c . . . . t . . . a c . . . . . . g * »48 57.9'C 20 >BosTaurus 
t cg c ac g »49 59.2'c 20 >0v1sAr1es 
t CG ac g - 4 9 59.2 'C 20 >CapraHircus 
t ct a .50 60.4'C 17 >SusScrofa 
t c -c t g c .50 60.4 ' c 17 »equuscaballus 
gcctgcttcaagaaggacatgcacaagatggagacctacctgagggtcatgaagtg:(Mod)N:(cons 0) X: 
. . . . + . . . . 1 . . . . + . . . . 2 . . . . . . . I . 3 . . . . + . . . . 4 . . . . . . . . . 5 . 
35455455544455455435555455443355455255455442355233255355 
01033233086733133983313733589523733931823614112232212133 
Energy : AG Hai rp in—1.9 S-0.0340 66 Oiaers—8.5 $ -0 .0228 
Ends : S-0 .0831 5 ' ( - 2 3 -2 -13 . . . . -22 0 0 ) 3 ' 
Tenp. (*C): $^).2406 Pop-53.5184 Avg-58.0 ± 2.25 Max-61.7 Mln-50.4 Dif f -11.3 
AUgnanent: S-0.2021 Pop-44.4938 Avg-48.1 * 1.80 Max-51 Mln-42 D l f f - 9 
Joined Nt : S-0.0314 Pop- 7.8139 Avg-23.2 ± 7.68 Max-40 Mln-10 Dl f f -30 
General ; F-0.6140 T-5549/2968 *(G+C)-53 «S>44-52 #S<28-0 L-56 #Seq-53 
Figura 4.4 Informe del alineamiento de la aonda aagún AfaxProbe. Se muestra el elineamíento. Se resalta 
con mayúsculas la posición de la degeneración, incrementando el valor de encadenamiento -Joirv en 
primates de 10 hasta 19. Se muestra con una baña vertical (|) la posición del intrón 5 solo en las especies 
que se sabe que lo contienen, un punto (.) en las que se sabe que no lo contienen y un guión (-) en las que 
no hay evidencia experimental al respecto dado que son secuencias de DNAc. La barra vertical, él punto y el 
guión, indican igualdad con el nudeótido de la secuencia en cuestión (arriba y abajo). 



4.5 Comprobación del Desempeño de GH-Explorerl 

4.5.1 Comprobación Virtual de GH-Explorer I 
Para comprobar la especificidad de la sonda por la GH de vertebrados, se efectuó una 

consulta en la página de Internet del GenBank con la secuencia de GH-Explorer /, como se 
indicó en Material y Métodos. En el informe completo (Anexo 3) se obtuvieron 189 
secuencias, de los cuales 173 corresponden a todos los informes de GH obtenidos (Anexo 
I), por lo tanto, 16 son falsos positivos. Unos fragmentos representativos por analizar se 
muestran en la Figura 4.4. Casualmente, las secuencias de GH de pato (Figura 4.6) y atún, 
las que mejor aparean con la sonda GH-Explorer /, no habían sido incluidas en el grupo de 
secuencias en estudio, seguramente por errores en el filtrado. Las secuencias nucleotidicas 
de Bufo marinus (sapo), Trichosurus vulpécula (possum) y algunas otras especies, fueron 
reportadas en el lapso mientras se hacía el estudio y este escrito. Por el alto parecido con 
Pato, Atún, Sapo y Possum entre otros, queda demostrado que aún con secuencias 
desconocidas de la hormona del crecimiento, la sonda GH-Explorer I aparea positivamente, 
así sean de aves, peces, anfibios o vertebrados superiores. Indicando que la zona y 
secuencia escogida tiene una alta importancia evolutiva y/o funcional. 

Gallo (Gallus domestícus, Gallus Gallus) es uno de los que aparean más alto (Figura 
4.6) con el grupo de secuencias en estudio (Figura 4J ) y que en el informe también sale 
evaluado muy alto (por alto "acore" y bajo WE"), coincidiendo con el informe; así mismo 
sucede con macaco que es de los que menos aparean (Figura 4.7). De los falsos positivos, 
basta con ver el apareamiento* que resulta ser muy pobre, dan un resultado "positivo" 
debido a que se usó un tamaño mínimo de apareamiento de 8 nucleótidos en el informe, o 
sea, que todas las secuencias que al menos apareen 8 nucleótidos consecutivos serían 
posibles positivos, sin embargo el apareamiento es realmente bajo. 

* El informe de los Apareamientos no *e muestra completo debido al volumen de información. Para 
analizarlos, debe reproducir la consulta como se indica en material y métodos e introducir el número máximo 
posible en el parámetro "Alignements** de la página de Internet correspondiente. 



S c o r e ' B 1 

S e q u e n c e s p r o d u c i n g s i g n i f i c a n t a l i g n m e n t a : ( b i t a ) V a l u e 
emblX070791APGH Duck mRNA Cor g r o w t h hozmone 4 e - 1 5 

- A l 4 e - l S 
. . . ( o m i s i ó n ) . . . 
fllfrlYQ123ÍllWGROVQ * a t gen* f o r g r o w t h hormone t p r e e o m a t o t r o p i n . _15 l e -12 
emblX176it|epGHSQff O . d o m e e t i c u a g r o w t h hormone s o m a t o t r o p i n mRNA la-12 
. . . ( o m i s i ó n ) . . . 

25 le-12 
. . . ( o m i s i ó n ) . . . 
ablAF06374$|AFQ$221£ Bufo m a r i n u s g rowth hormona p r e c u r s o r . mRHA... £2 3 e - 1 0 
. . . ( o m i s i ó n ) . . . 
ab |ü02293 |>SIUQ2293 Macaca m u l a t t a g r o w t h h o r m o n a - v a r i a n t g e n e , . . . 12 " i e - 0 4 
. . . ( o m i a i ó n ) . . . 
ablSB2526j.S62526 g r o w t h hormone f L e p i s o a t e u s o e s e u e - l o n g - n o s e d . . . - i l 0 . 0 1 9 
rT h U"2 t í a l |ECT7DNl a . C O l i (HM174I pT7T7/T7H DNA. 11271 to _11 0 . 0 7 5 
emblZ32693|ECT7DN3 B . c o l i pT7hGH p i DNA. 6160bp -12 0 . 0 7 5 
ab1AF075648|AF07564B Bquus c a b e l l u * m i c r o a a t e l l i t e LEX046 37 0 . 3 0 
oblL1655fiMAGGtt Monkey q r o w t h hormone mRNA. c o m p l e t e c d s e n d f l . . . 0 . 3 0 
. . . ( o m i a i ó n ) . . . 
db-1 |Di064p iQifHPSOL Chum salmon mRNA f o r s o m a t o l a c t i n , c o m p l e t e c d s 1 . 2 
. . . ( o m i s i ó n ) . . . 
obIU63BQ3l.AM?638Q2 A r o t h r o n m e c u l e t u a g r o w t h hormone (OH) g e n e . . . . _12 4 . 8 
. . . ( o m i s i ó n ) . . . 
ab|U903p7lH$ltfQ?Q7 Human l r o q u o i s - c l a s s homeodomain p r o t e i n I R X . . . 4 . 6 

Figura 4.8 Fragmentos representativos del informe del apareamiento de la sonda GH-Explorer / con las 
aecuendea reportadas en Gen Bank. 

emb|X07Q79|APGH Duck mRNA f o r g r o w t h hormone L e n g t h • 794 
S c o r e - 8 2 . 7 b i t s ( 4 1 ) , Bxpect - 4 e - i 5 
I d e n t i t i e s - 51/S5 (92%), P o s i t i v e s « 51 /55 (92%) 
Query : 2 c c t g c t t c a r g a a g g a c a t g c a c a a g g t g g a g e c c t a c c t g a g g g t c e t g a a g t g 56 

i i i i i i i i i i i i i i i i i ii ii ii ii mi in i ii i ii 11 III mum 
S b j e t : 601 c c t g c t t c a a g a a g g a c c t g c a c a a g g t g g a g a c c t a c c t g a a g g t g a t g a a g t g 655 

emb|xi76ifl|ODGHSOM G . d o m e s t i c u s g rowth hormone s o m a t o t r o p i n nRNA L e n g t h - 762 
S c o r e « 7 4 . 7 b i t s ( 3 7 ) , Sxpec t - l a - 1 2 
I d a n t i t l e a - 50 /55 (90%), P o s i t i v e s > 50 /55 (90%) 
Query: 2 c c t g c t t c a r g a a g g a c a t g c a c a a g g t g g a g a c c t a c c t g a g g g t c a t g a a g t g 56 

IIIIIIIII 11)111 l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l l III l l l l l l l l 
S b j c t : 59? c c t g c t t c a a g a a g g a t c t g c a c a a g g t g g a g a c c t a c c t g a a g g t g a t g a a g t g 651 

Figure 4.6 Mejores apareamientos. 

qb[OQ2293 [>yU02293 Macaca m u l a t t a g rowth h o r m o n e - v a r i a n t g e n e , c o m p l e t e c d s . 
Length • 2594 

S c o r e - 4 6 . 6 b i t e ( 2 3 ) , Expec t • 3e -04 
I d e n t i t i e s - 30 /33 (90%), P o s i t i v e ® - 30 /33 (90%) 
Query: 3 c t g e t t c a r g a a g g a c a t g c a c a a g g t g g a g a c 35 

l l l l l l l l l l l l l l l l l l IIIIIII Mill 
S b j c t : 1889 c t g c t t c a g g a a g g a c a t g a a c a a g g t c g a g a c 1921 

Figura 4.7 Bap apareamiento. 

Existe un falso positivo que resulta en un apareamiento muy alto, " R a t t u a norvegicue 
Gonadotropin releasing hormone" (Figura 4.8), el cual analizando las referencias del 
informe, descubrimos que la secuencia es derivada de una linea celular de tumor pituitario. 
Las otras secuencias reportadas son muy poco parecidas o bacterianas; lo que nos sugiere 



que pudo haber recombinación específica en esta linea celular que pudo dar lugar a la 
obtención de esa secuencia. 

qb|M5953lRAT<3fRflB R a t t u » n o r v e g i c u a G o n a d o t r o p i n r e l e a s i n g t p r r a o n e r e c e p t o r 
(QQRH-R) MRNA, c o m p l e t e c d » . L a n g t H « 2938 
Soor« - 7 4 . 7 b i t » ( 3 7 ) , E x p e c t - 1 « - 1 2 
I d e n t i t i e e • 5 0 / 5 5 (90%), P o s i t i v e s • SO/SS <90%) 
Query: 2 cctgcttcargaaggacatgcacaaggtggagacctaoctgagggtcatgaagtg 56 

i l i l l l l l l l l l l i l l IIIIIIIII IIIIIIIIIIII I 11 I I 11 I I I I II 
Sbjct: 149 cctgcttcaagaaggacctgcacaaggcagagacctacctgcgggtcatgaagtg 95 
Figura 4.8 Falso positvo. Vease texto. 

4.5.2 Comprobación Experimental de GH-Explorer I 

4.5.2.1 Extracción y Semicuantificación del DNAg 

En la Figura 4.A se muestra la imagen del gel con los DNAg de humano, carpa, ratón, 
catán, tortuga (IX tiburón, avestruz, jirafa, gato, ameca, gallo, lagartija, guppy, tílapia, 
tortuga (2) y serpiente. Los resultados de la cuantificación son 450ng, 350ng, 250ng, 
250ng, 200ng, 200ng, 700ng, 300ng, 185ng (en Figura 4.B), 50ng, 300ng (en Figura 4.B), 
ISOng, 20ng, 350ng, 400ng y 300ng respectivamente. Había duda en los carriles de gato, 
víbora y gallo que se resolvieron haciendo una extracción Fenol:Sevagt (1:1), diluyendo 
con H2O y calentando 2min a 60°C. Los resultados se muestran en la Figura 4.B. 

Ca Ct Ti Ji A m , U Tp Se 
H Ra To Av Ga GH Gp To 

< y i t ü « i f i : . f « . I i i 
Figura 4.A Semicuantificación del DNAg de diferentes especies 
humano, carpa, ratón, catán, tortuga (1), tiburón, avestruz, jirafa, gato, 
ameca, gallo, lagartija, guppy. tilapia, tortuga (2) y serpiente de izquierda a 
derecha respectivamente. 

1 Se vag esta compuesto de Cloroformo: Alcohol isoamí lico (24:1). 



Obtención de nuevos genes de la hormona del crecimiento (GH) en vertebrados 

Hum Gallo Gato Víbora 
450 45 9 1 1/50 1 1/2 1/50 1 1/50 1 

ü i» l í 
Figura 4.B Diluciones de DNAg. Se resuelven 
gallo, gato y víbora usando diluciones de DNAg 
con respecto de un estándar de DNAg de humano. 
Se corrieron 450ng, 45ng y 9ng de DNAg de 
Humano. Se puede ver que con respecto de las 
diluciones de 1:50 de gallo, gato y víbora, que 
corresponden aproximadamente a 6ng, 4ng y 5ng 
respectivamente. 

4.5.2.2 Ensayo de Hibridación 
Para comprobar el funcionamiento de GH-Explorer J, se hicieron dos ensayos de 

hibridación tipo slot-blot en membrana de nylon usando DNAg de varías especies como 
secuencias blanco. El primer ensayo demuestra que la sonda GH-Explorer / hibridó con 
todos los DNAg de las especies incluidas y el resultado se muestra en Figura 4.9. Se 
observan diferencias en la intensidad de detección, las cuales pueden ser debidas a la 
variación en la cantidad y calidad del DNAg, diferencias en los tamaños de los genomas y 
al apareamiento de la sonda según la secuencia. La única variación significativa en la 
cantidad de DNAg es guppy (CS) con 3.5fig en vez de 8jig, por lo tanto, las variaciones en 
intensidad deberían corresponder a las variaciones de apareamiento de GH-Explorer / con 
la secuencia específica normalizando respecto al tamaño del genoma. Podemos ver que 
800ng de DNAg de gallo (El) se detectan perfectamente, con dificultad se logran apreciar 
SOng de DNAg de gallo (E2). La integración densitométrica que se ve en la Tabta 4.3 
muestra que las dos líneas más intensas son las de gallo y ratón (A6 y Bl) que parecieran 
coincidir con los resultados obtenidos en el apareamiento tanto en el diseño de la sonda 
(Figura 4.4 Apareamiento Gallus gaiius=51/56 y Mus musculus=5\/56) como en el 
informe de BLAST (Anexo 3); las siguientes en cuanto a intensidad serían Carpa y Tilapia 
(B6 y C1 respectivamente) que también parecen coincidir (Figura 4.4 Apareamiento 
Cyprinus carpio=41156 y tilapia=49/56). De hecho, tilapia posee un sexto exón y no se 
aprecia diferencia significativa. Las menos intensas son humano, jirafa y cerdo (Al, A4 y 
A5), en humano también es consistente con el informe de BLAST. En catán y tiburón (C3 y 
C4) se aprecia una señal aceptable, considerando que éstos peces son muy primitivos y que 
pudieran tener más variaciones en la secuencia nucleotídica que todavía no se conoce. Toda 
la línea D es de DNA plasmídico usado como control positivo y de sensibilidad, y no se 
aprecia señal alguna; dado que el control negativo también es un plásmido, se tuvo duda de 
la integridad del ensayo y para resolverlo se hizo el segundo ensayo. 



Los resultados del segundo ensayo se muestran en la Figura 4.10. En este ensayo 
confirmamos la sensibilidad de 80ng en DNAg de gallo (A3) lo que equivale a 
aproximadamente 6x104 copias de la secuencia blanco o 120fg. Ya no se aprecian 8ng de 
DNAg de gallo (A4). En DNA de GH de jirafa se pudieron detectar hasta 12pg (B3) (32pg / 
(4833/1875)) que equivalen a 6.13x10* copias de la secuencia blanco que es 2 órdenes de 
magnitud menos. En DNA de lactógeno placentarío 1 humano (hpl-1) se lograron detectar 
3.2ng lo que equivale a 9x10* copias de la secuencia blanco que son 4 órdenes de magnitud 
menos (aproximadamente tomando en cuenta las intensidades y la cantidad de DNA). Por 
densitometría no se detecta nada en los controles negativos (D1-D6). Comprobamos la 
reproducibilidad y la sensibilidad del ensayo, y también que la sonda tiene menos afinidad 
por otro gen de la familia, el PL-1 al menos en humano. 

Con estos ensayos queda comprobado que la sonda GH-Expiorer / funciona para 
vertebrados. 

Figura 4.9 HI bri da d ò n de OH-Expiorar / eoo DNAg de varia» eepecles. Linea A Human©, 
gato, vaca, jirafa, cardo y ratón (de 1 e 6 respectivamente). Linea B: gaHo, avestruz. tortuga, 
vfbora. gecko, carpa. Linea C: THapia, amaca, catAn, tiburón, guppy y pBR322 (Control 
negativo). Linea D: pBSjcGH-J5 (tftutación). Linea E: gallo 800ng y gallo 80ng. 

Tabla 4.3 Apareamiento de la sonda GH-Explorer I a DNA de diferentes especies 
l 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 

i 
6 

0.62 0.77 0.47 0.30 0.45 0.90 A 1.83 2.28 1.45 0.87 1.17 2.77 
1.00 0.73 0.68 0.64 0.33 0.72 B 1.09 0.77 1.55 1.16 0.75 1.07 
0.89 0.82 0.56 0.63 0.27 C 1.35 1.33 0.82 0.93 0.84 

D 
0.098 0.015 0.85 1.09 

• (izquierda) Integración densitoméfflca de las setales de la Figura 4.10 relativas a gallo. Se subrayan los 
que participaron en la curva de calibración. (Derecha) Fuerza de apareamiento relativo a gallo ({Antifog / 
(log(Área_RBÍ8tivB_a_gailQ) - b) / m ] / (Tamafio_Genoma_gato / TamafioGenomaEspacte) }; m * 
0.91374, b «-0.03238), es decir, los que tienen un apareamiento "aparente similar" aljaHo, tendrán un 
valor cercano a 1, menor para los que aparean menos y mayor para los que aparean más. En gecko, 
ameca y guppy se hicieron correcciones por la cantidad disminuida de DNAg. Los tamaños utilizados en 
cada genoma se muestran en Tabla 3.4. 



A 1 M H t 

3 4 5 6 

B *a f t» 

6 

C 

D M M 

Figura 4.10 Hibridación da OH-Explomr I con titulaciones da DNA. (A) DNAg de gado 
8ug, 800ng, 80ng, 8ng. (B) DNA ptesmidteo con la GH de jirafa 3.2ng, 320pg, 32pg. 3 2pg. 
(C) DNA plasmldico de hPL-1 3.2ng, 320pg, 32pg 3.2pg. (D) DNA de fago tambda como 
control negativo. 

En la Tabla 4.3, se pueden ver la fuerza de apareamiento relativa a gallo utilizando la 
sonda GH-Explorer /. Es de esperarse que los valores de los tres controles hubiesen dado el 
mismo valor: 1, sin embargo, estos valores se encuentran un poco desviados, indicando un 
margen de error cercano al 15%. Asimismo se observa que el valor más alto resulta ser en 
ratón, con 2.77; se esperaba tener el mismo valor, 1, debido a que el apareamiento es 
similar (51/56). Otros casos, como humano (44/56) y gato (50/56) y vaca están muy 
elevados. En peces los resultados son cercanos dado el margen de error, carpa por ejemplo, 
tiene un valor de 1.07 y coincide muy bien con el apareamiento. En el caso de tilapia puede 
haber variación en el tamaño del genoma, y, las secuencias de tiburón, tortuga, gecko y 
avestruz son completamente desconocidas. 

4.6 Diseño de Oligonucieótidos Iniciadores para PCR 

Para el diseño de iniciadores para PCR se usaron dos metodologías. La primera y la más 
común fue el alineamiento de las secuencias de los artiodáctilos para buscar un consenso. 
La segunda metodología fue usando la estrategia de búsqueda de consensos como en el 
diseño de la sonda GH-Explorer I. 

4.6.1 Diseño de Iniciadores para Artiodáctilos 

El alineamiento realizado en CLUSTALW de las secuencias 5* y 3' de Artiodáctilos se 
muestra en la Figura 4.11 y Figura 4.12 respectivamente. Ambos oligonucieótidos tienen 
una longitud de 24nt y la temperatura de fusión media (Tm) resulta ser de 69°C y 72°C 
para el 5* y 3* respectivamente. El nucleótido en la posición 6 de Art5*~140 fue cambiado 
del consenso para romper una estructura de horquilla (apareamiento intramolecular) 



determinado usando OLÍGO. Los nucleótidos 7 y 17 en Art3'-139 fueron cambiados del 
consenso para tratar de incluir al Caballo. Las secuencias definitivas utilizadas para la 
reacción fueron las siguientes: 

5 ' CCTGTTGACAGCTCACCAGCTATG 3 ' A r t 5 ' - 1 4 0 
5 ' GGCACTAGAGTGGCACTTTCCAGG A r t 3 ' - 1 3 9 

c a b r a t c a c c a g a c g a c t c a g g g t c c t g c t g a c a g c t c a c c a a c t a t g a t g g c t g c a g g g c c c c g 
v a c a t c a c c a g a c g a c t c a g g g t o c t g t g g a c a g c t c a c c a g c t a t g a t g g c t g c a g g c c c c c g 
o v e j a t c a c c a g a c g a c t c a g g g t c c t g c t g a c a g c t c a c c a g c t a t g a t g g c t g c a g g c c c c c g 
C i e r v o Ame. t c a g c a g a c g a c t c a g g g t c c t g t g g a c a g c t c a c c a g c t a t g a t g g c t g c a g g c c c c c g 
C i e r v o J a p . t c a g c a g a c g a c t c a g g g t c c t g t g g a c a g c t c a c c a g c t a t g a t g g c t g c a g 
c e r d o J a p . t c a c c a g a c g a c t c a g g g t c c t g c t g a c a g c t c a c c a g c t a t g a t g g c t g c a g - - ~ — -
c e r d o t c c c c a g a c c a c t c a g g g a c c t g t g g a c a g c t c a c c g g c t g t g a t g g c t g c a g g c c c t c g 
b ú f a l o Af r . — a t g a t g g c t g c a g g c c c c c g 
C a b a l l o — — a t g g c t g c a g g t c c t a g 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

Consensúe TCacCAGACgACTCAGGGtCCTOtgaACAOCTCACCagCTaTOATOGCTGCAOgcccccg 

Figura 4.11 Alinemiento de la región S* UTR de Artiodáctiloe. La zona utilizada para al diserto del 
iniciador Samado Art5'*140 se muestra resaltada terminando justo al final del codón de inicio da traducción. 
Véase que cardo es la especie con más diferencias (3/24) y muy cercanas al extremo 3'. Los guiones f - " ) 
indican ausencia de secuencia en asa zona. Los asteriscos ("*") indican igualdad en tod8s las secuencias. 

c a b r a c c c t c c c c g t g c c t t c c t a g a c c c t g g a a g g t g c c a c t c c a g t g c c c a c t g t c c t t t c c t 
v a c a c c t c c c c c g t g c c t t c c t t g a c c c t g g a a g g t g c c a c t c c c a c t g t c c t t t c c t 
o v e j a c c c t c c c t g t g c c t t c c t a g a c c c t g g a a g g t g c c a c t c c a g t g c c c a c c g t c c t t t c t t 
C i e r v o A m e . c c t c c c c c a t g c c t t c c t a g a c c c t g g a a g g t g c c a c t c c a g t g c c c a c t g t c c t t c c c t 
C i e r v o J a p . — 
c e r d o J a p . — 
c e r d o c c t c c c c a g t a c c t c c c c t g a c c c t g g a a a g t g c c a c c c c a a t g c c t g c t g t c c t t t c c t 
b ú f a l o A f r - - - -
C a b a l l o c c t c c t c a g t g c c t c c c t t g a t c c t g g a g a g t g c c c c t c t a g t g c c t a c c c a t c t t t c c t * * * * * *** ** ** ****** ***** *** * ***** * 

Consensúa CCtcCcCcgTgCCTtCCt QAcCCTQGAagGTGCCaCTCCAOTGCCcaCtgt CCTITCcT 

Figura 4.12 Alinemiento de la región 3' UTR de ArtiodáctHos. La zona utilizada para el dtsefto del 
iniciador lamado Art3'-139 se muestra resaltada. La zona corresponde aproximadamente a 55pb después 
del codón de terminación. Los guiones ("-') indican ausencia de eecuenoa en asa zona. Los asteriscos 
f *") indican igualdad en todas las secuencias. 

4.6.2 Diseño Automatizado de Oligonucleótidos para PCR 

Para amplificar por PCR la región codificante del gen de la GH, se diseñaron 
oligonucleótidos consenso de las secuencias 5'UTR y 3'UTR, se probó la especificidad 
comparando en la base de datos GenBank usando BLAST, y se comprobó el desempeño 
usando AmpUfy. Se utilizaron cuando mucho 500nt río arriba del codón de inicio y lOOOnt 
río abajo del codón de terminación. Se eliminaron las secuencias de longitud menor a 22nt 
Se elaboró un programa computacional llamado MaxPrimer para la búsqueda de 
iniciadores consenso. La búsqueda se realiza en orden descendente del promedio de 
apareamiento de cada oligonucleótido consenso con todas las secuencias; la búsqueda 
termina hasta que todas las secuencias se pueden aparear con un iniciador o se terminan los 



oligonucleótidos. Para evaluar los inciadores fue necesario diseñar una función para 
compararlos entre si. Dado el éxito obtenido en este trabajo para la evaluación de una sonda 
consenso, pensamos que básicamente la tarea de búsqueda y evaluación era la misma y que 
solo faltaría considerar una característica propia del ensayo, la iniciabilidad, que fue 
considerada exactamente igual como la calcula el programa Ámplijy 1.2 sumando un valor 
correspondiente a cada posición apareada del iniciador con la secuencia blanco. La suma es 
dividida por el valor máximo que pueda tener un iniciador dada la longitud para obtener un 
porcentaje de iniciabilidad. En este trabajo consideramos una secuencia amplificada si 
rebasa el valor de 84% de iniciabilidad. Los valores de cada posición son 30,20, 10,10,9, 
9, 8, 7,6, 5, 5, 4,3,2, 1 , 1 , d o n d e el valor mayor corresponde al extremo 3* y el menor 
al 5'. Para considerar cual de dos iniciadores sería mejor, también se considera el número 
de secuencias amplificadas por cada iniciador. El detalle de las modificaciones al proceso 
original de MaxProbe incluidos en MaxPrime es el siguiente: 

1) Evaluación ponderada desde el extremo 3* hasta el 5* (Engels, 1992) para evaluar la 
iniciabilidad 

2) Análisis del número de oligonucleótidos necesarios hasta que cada secuencia tenga 
al menos un oligonucleótido con apareamiento > 85%, para "asegurar" que todas las 
secuencias tengan al menos un iniciador. 

3) Evaluación de los oligonucleótidos agrupando únicamente a las especies que 
sobrepasan 84% de iniciabilidad ("prímability" - Capacidad del oligonucleótido a 
favorecer la iniciación de la polimerización por la polimerasa) para no desviar los 
estadísticos utilizados en la evaluación de cada oligonucleótido y que la comparación 
entre oligonucleótidos sea válida. 

4) Evaluación de oligonucleótidos hasta que todas las secuencias pueden ser blanco de 
un iniciador usando el criterio de iniciabilidad o hasta que acabarse el conjunto de 
iniciadores. 

5) Los oligonucleótidos seleccionados hasta el punto 4) son "desplazados" hacia 5* y 3' 
21nt para encontrar la mejor zona dentro de la región. 

6) Se evalúa la mejor iniciabilidad en lugar de mejor Alineamiento. 
7) Se calculan los mejores conjuntos de iniciadores que minimicen el número de 

iniciadores y maximicen el número de secuencias polimerízadas. 

La fórmula para evaluar a los iniciadores resultó ser la siguiente: 

ftoKiador = (f»onda + slni) * (1 + So /2) sustituyendo... 
fmkiador = (sP + sE+ sG+ sJ + sTm+ slni) *(1 + Sa/2) 

donde 
sP, sE, sG, sJ y sTm son parámetros calculados igual que en fsonda, considerando 
solo las secuencias que se evalúan son aquellas con iniciablididad > 84%. 
slni « (¡nim - 2Iniso) * 0.40. 
Sa = Número de secuencias con iniciabilidad (¡ni) > 84%. 
1nim - Media de InU. 
InisD = desviación estándar de Init. 
Inik • (£ IfaCi) * 100/ Inimax / donde k es cada secuencia e i la posición de cada 

nucleótido dentro de la secuencia. 



Ifactm Alguno de { 15t 12, 10, 10, 9, 9, 8, 7, á, S, 5, 4, 3, 2, l, 1 , } para i - {I, 
2, 3, 4, u.} si y solo si el nucleótido en 1a posición i es igual tanto en el 
iniciador como en la secuencia blanco (donde i = 1 para el nucleótido en 
el extremo 3 \ i« 2 para el consecutivo hacia 5'y asi sucesivamente), 

¡nimax m (ElfaCf); considerando el iniciador y ¡a secuencia blanco iguales. 

La Tabla 4.4 muestra las especies y los tamaños de la secuencia usada para la búsqueda 
de iniciadores. Se obtuvieron 42 secuencias para el extremo 5' y 50 para el extremo 3' 
variando los tamaños. La amplificación in silico solo es posible en aquellas secuencias que 
tienen tanto extremo 3* como 5' y solo éstas fueron usadas para la comprobación en 
Amplijy 1.2. 

| Tabi» 4.4 Conjunto d> secuencias usadas para el diserto da InldadoreaT 
S ' CDi Sapeóle V S' CD8 Ssp«el* i' 

568 AaiaCalva 248 38 «33 CormgoDuaAutitmnMlia 71 
22 636 ImpiaoetauaOeaaue** 1000 498 OncorhynchumKinutcb 464 

<30 Angui lia Japónica 181 I 73 «33 Oaeor. Techawytecha** 433 
251 PomeiliaRaticnlata j | 500 «33 OaeorbyuebumXata 792 
251 CoUiaLalia j 500"~~Í33 BalmoBalar 1000 

5 1 «15 MoronaSaxa tilia 255 380 «33 CoragonuaLavaratua 520 
32 621 CaraaxDalieatiaaimua 180 2S8 XeoopuaLaevim 228 

396 (15 BariolaQuinqvaradiata 
1 1 M 420 Xenopu aLaevi a 

96 468 SeriolaDumerili 648 liana Ca ce «bei ana 1 
500 615 LataaCalcarífar f~5iT 500 (51 QalluaQallum 182 

a c (24 TilaplaSp I 2 3 7 38 (51 Anas platyrbynehoa 106 
500 (15 TilapiaNilotiaa + 418 48 (51 ttmlaagria Oalloparo 79 

612 CoryphaenaHippurua 431 «54 CapraBireua 480 
(15 Di centrarchuaLabrax 654 BubaluaAraeeBubalia 
564 LateolabraxJaponicua 506 «54 BoaTaurua 518 
615 AcantbopagrusButcheri 500 «54 OriaArima 1000 

34 615 Spanta Aurata 333 375 13 Capri cerni aCri spua 
a i s 573 ParaliebthyaOlivacaua 180 a a o «54 OirattaCamaloparda1 32 
17 (12 SolaaSaoagalanaia 119 180 «54 Ctrvuallaphu* 114 
a i (15 Baba atmaBchlagal1 258 377 13 CarruaMi ppoa 

5 6 4 SebaaticuaHarmoratua 239 «51 SuaSerofa 343 
243 ArothronMacvlatua 6 5 1 CaniaFamiliarie 69 

s o o 591 PuguMubripma 1000 SI «51 raliaCatua 1 1 1 
5 6 7 CaramaiuaAuratua 33 «51 MuaflaViaoa 99 

5ÓÒ (33 CtmixopbmryngodonXdmlla ! 7 3 5 1 188 Í51 OryctolaguaCunlcul f a r 
272 633 CyprinuaCarpio 751 6 5 1 BquuaCaballue 113 

198 Àbrami aBrama 500 «54 MaeaeaMulatta 621 
30 «33 Bypophthalmieh.Mobilia 503 500 «54 BomoBapiana 633 
22 «33 Bypopbthalmicb.Molitrix 511 47 651 MaaoaricatuaAuratoa 111 

SOO «03 XetalQruaPunetatua 715 500 «51 MuaMuaeulìia 1 175 
s s «03 1 PangaeiaxiodonGigae 515 460" 851 BattumMorvmgicum 

€04 PangasíuaPangaaiua 
® Se reaaltan las secuencias con extremos S' y 3' y se aprecia que no todas les secuencias tienen tanto 
fragmentos 3' como 5'. l e s secuencias de peto y pavo (aves) que ae muestran punteadas no fueron 
consideradas para el diserto automatizado de iniciadores, sin embargo fueron utilizadas junto con gado para 
diseñar un par de iniciadores usando la metodología tradicional basada en un alineamiento múKiple e 
identificando manualmente una zona consenso. Se marca con doble asterisco (**) la secuencia completa 
que no se puede determinar si hay amplificación por los iniciadores escogidos. 

Del conjunto de iniciadores reportado por MaxPrimer, se escogieron manualmente los 
de mejor amplificación por mayor número de especies hasta incluir el mayor número de 



especies posibles. Se ignoraron los oligonucleótidos que solo podrían amplificar una sola 
secuencia. Dado que ningún iniciador producía un producto amplificado en gallo, se 
consideraron dos secuencias más de aves, la de pato y pavo (filtradas erróneamente y 
explicadas en resultados anteriores) para diseñar un par de iniciadores exclusivo para aves. 
Se usó la misma metodología tradicional como en el diseño de iniciadores para artiodóctilo» 
del punto anterior. 

El conjunto de iniciadores escogidos se muestra en la Tabla 4*5. La secuencia de cada 
iniciador fue introducida como consulta en la base de datos GenBank mediante BLAST* con 
el objetivo de encontrar inespecifícidades. La única combinación de iniciadores con energía 
<-10Kcal/mol es MExt_5'_(pez/6)" y "Ext_3_(pez/1)M con -14.5Kcal/mol. En total, 
resultaron 11 iniciadores para el extremo S'UTR y 8 para el extremo 3'UTR. De los 11 
iniciadores del extremo 5', 3 son exclusivos para mamíferos, 1 para aves y 7 para peces, 
coincidiendo con la observación global de los alineamientos donde las GHs resultaron estar 
más conservadas en mamíferos que en peces. La región de apareamiento del iniciador 
wExt5'/pit/mam-l" en mamíferos coincide con un sitio de unión del factor transcripcional 
Pit-1 (Ingraham, 1988) que está muy conservado en mamíferos situado unas 185pb antes 
del codón de inicio; por lo tanto se presume que también podría estar conservada esta 
región en los demás mamíferos, aún así, se decidió incluir dos iniciadores más 
wExt57mam-2" y MExt57mam-3" que se aparean aproximadamente 30pb y 45pb antes del 
codón de inicio, respectivamente. De los 8 iniciadores para el extremo 3*, 2 son 
principalmente para mamíferos, 1 para aves y 5 para peces. Se observa que el iniciador de 
mamíferos del extremo 3* Ext3*(mam/1) es similar a Art3' diseñando manualmente en el 
punto anterior, esto confirma que la metodología automatizada de diseño es acertada, no se 
observa un iniciador parecido a Art5* debido por un lado a que no se consideraron los 3 
nucleótidos de región codificante incluidos en Art5* y a que el iniciador Ext57pit/mam-l es 
de más alta similitud y abarca además, a más especies, es decir, el algoritmo de búsqueda 
no encuentra algún iniciador similar a Art5* porque no hay alguna especie incluida en Art5' 
que no este incluida en Ext57pit/mam-l. En los resultados de BLAST de cada iniciador, se 
aprecian diferencias notables entre el número de especies consideradas positivas por 
MaxPrime y el número de especies consideradas positivas por BLAST (la diferencia se 
discute en el Capítulo 5). Para considerar los positivos en secuencias no relacionadas a GH 
(columna "otras [+]" en Tabla 4.4), en cada informe de BLAST se contaron el número de 
secuencias "diferentes5" con el nucleótido del extremo 3* que sí estuviese apareado. En 
general no hay muchos positivos ya que la mayoría corresponden a DNA bacteriano en los 
cuales solo puede haber problemas si hay contaminación, pero, hay algunos iniciadores 
problemáticos como MExt_3*(pez/5)" y "Ext_5,(pez/2)"l por las regiones ricas de un solo 
nucleótido. 

En la Figura 4.14 se muestra un mapa de las posiciones de apareamiento de todos los 
iniciadores en las secuencias con al menos un producto amplificable. Se puede ver, en 
general, que los iniciadores se aparean precisamente en las regiones 5'UTR y 3'UTR. 
También se observa que hay iniciadores como los simbolizados por "q" y "s" que se 
aparean en regiones relativamente distales. Además, se aprecia que los iniciadores 

* Usando M-W 7 -q 1 -e 20" en "other advanced options" en la página "Advanced Blast" (tamaño de palabra 
7, penalización de desapareamiento de I y expectativa de 20). 
' Debido a que hay múltiples reportes de secuencias de DNA, se consideran las secuencias Aferentes si hacen 
referencia a genes diferentes, regiones de DNA diferentes dentro un genoma o genomas diferentes. 



diseñados de secuencias consenso de pecea no se aparean en regiones no codificantes de 
mamíferos y viceversa. Sin embargo, en regiones codificantes de mamíferos se aparean 
iniciadores de peces y también, se aparean algunos iniciadores de mamíferos en secuencias 
de peces (como en la secuencia de Girqffe camelopardarlis obtenida en este trabajo). De 
todas las secuencias con ambos extremos disponibles, solo 1, Lepisosteus Osseus no se 
puede determinar si hay amplificación debido a que el extremo 5' no es lo suficientemente 
largo. En la Figura 4.15 se muestra un mapa las secuencias que no pudieron ser 
amplificadas por los iniciadores. En estas secuencias, es claro que no se puede determinar 
la amplificación de la secuencia codificante completa de la GH debido a la ausencia de 
alguno de los extremos. Aún así, en la Discusión (capítulo S) se plantea una buena 
alternativa para obtener al menos un fragmento mayoritario de la secuencia codificante de 
laGH. 

Tabla 4.5 Conjunto da iniciadoras sai accionados. 
Tm » i AS 1 ¿sa M ~TT™ • u 

labra Seeueaeia (5' •»!')* • Ce) \ Loop Cimero HJUM 
l •M I 

1 M 
U R 

( • ) 
otro 

(•» 
a) Ext. .5' (mam-pit/1) TCTAAATTATCCATXAGCACA 52.8 -0.4 -5.3 MTT 

TTM 12 
1 . 

12 1 
b)Bxt_ .5' (mam/2) AGGGTCCTQTGGACAGCTCAC «7.7 -1.4 -6.S CMO 

<STCC 13 1 
i 

13 1 
c)Ext_ .5' (mam/3) TTCACCAOACCACTCAOOGTC -1.7 -6.0 «CC croo 10 9 0 
d)Ext_ .5' (pes/l) CAGAAOCAQAACCTQAACCAO 64 .0 0.7 •3.5 CTO 

flDC 5 4 5 
e)Ext_ .5' (pez/2) AGAAACAQAACCTQAACCTGA 60.3 0.7 -3.5 oto ore 8 " 5 >1S 
Q)Bxt_ .5' (pez/3) 1 ATQTTTCTCTTGATGAATTTA 52. S 0.6 -5.3 MTT 

TTM 4 4 3 
Ti) Ext. .5' (pes/4) ATCATCCTTOOCAATTAAGAQ 56.5 0.6 -5.3 MTT 

TTM 4 4 0 
i) Ext. .5' (pez/5) ATGTGTCTACCCTQAGCGAA 59.4 1 2.1 -3.6 co 

OC 4 4 0 
f)Ext. .5' (pez/6) ACCTQAAACAQAGCCTGAACT 1 «0.3 1.7 -3.5 ato OTC 4 1 "2 2 
k) Ext. (pez/7) TCTTCAGAGAOATTTOGCAAA * 56.5 

1 
- 0 . 5 -5.7 TTT8 

MAC 2 2 1 
' 1) Bxt_ .5' (pez/6) OAACTQATCCCAGACCAGCC 1 «.J 

• 

fi.7 OWC 
CTM 3 2 0 

t)Ext_ (ave/1) GCAACACCTQAGCAOCTCTCC 1 65.» -1.1 -6.3 AOCT 
TCQA 
CCTOU 
WICCT 

3 3 1 1 
a) Ext. 3' ( > u / l ) CTOOAAKOTOCCACTCCAOOa 6».6 - 7 . 1 -11 . 

AOCT 
TCQA 
CCTOU 
WICCT 11 C 7 

n) Ext. 3' (mam/2) AQOOTCCTGTOGACAOCTCAC 49.1 -T.4 -6.6 CMO oucc 13 7 0 
o) Ext. _3' (pes/1) AGCAAGAQCCTGTCTCCAQQG 67.7 -2.1 -6.6 CCTO 

OQMC 6 6 7 
p)Ext_3'lpea/2) OCATTAOTOTTAOCCTCTOTT 58.4 1.2 - 3 . 1 OC O» 7 6 0 
4) Ext _3' (pez/3) OTTCTOTAOCTCCBCCCCAAT 

1 
62.1 2.4 «ocr Ta» 9 2 1 

r) Ext. _3' (pez/4) 1 TTCACAOTOQTOCTAAGCAAT 58.4 -1.4 -6.6 TOCT 
«COA 6 6 O 

a) Ext . 3 ' (pez/6) | TGAAATAAAGTGTQTTCATTC 54 .7 -1.1 -5.4 TOM 
ACTT 9 4 2 

u) Ext. _3' (ave/1) | AGAGGAACTGCACCATCTQAG 64.0 0.2 -6.9 TOCA «cor 
1 51 3 1 0 

* Las degeneraciones se encuentran subrayadas y el Iniciador resatado resulta aereaste! mismo que Art3' de 
artíodéctilos obtenido por la metodología tradicional. ' Máxima anergía de estructura mtramoiacutar.* Máxma 
energía intermolecular. * Secuencia que ocasiona el máximo de estas energías. M Número de secuencias 
positivas 'ln afleo" usando MaxPrime. n Número de secuencias que también fueron posiivas es BLAST. ** 
número de positivos de otras secuencias no relacionadas ~ Las energías (AG's) estén en KcaVmol. 

** La consulta consistió de 13nt del extremo 3* y sin el parámetro **q"y con 100 de expectación oí Btost. 
n Sin los parámetros Mq" y "e" en Blast. 
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Figura 4.14 Mapa da las posiciones de apareamiento de loe iniciadores para 6H en vertebrados. Los 
recuadros representan la secuencia y el tama/So proporcional del gen de la GH en cada —pacía Se 
consideraron cuando mucho 500nt arriba y debajo de CDS y se alinearon con respecto de codón de 
terminación. Cada iniciador se simbolizó con una letra. Cada carácter (posición) representa 20,75nt. 
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Ĉ rlaeralaCrlapua 
Carru««ippoe 
Cardar «al 1 lari« 
01 rai .Caaalo IX 
•qtma Cabali 7(4 
Figura 4.1S Mapa da loa iniciadoraa para GH an aecuencli 
la Figura 4.14. 

no amplificadas. Simbolización igual qua en 



4.7 Comprobación del Juego de Iniciadores Diseñado 
para Artiodáctilos 

4.7.1 Amplificación por PCR en Artiodáctilos 

En la Figura 4.20 se muestran los 
DNAg de cabra, puerco, vaca, búfalo 
americano, oveja, jirafa y cebra 
usados en las reacciones de PCR, se 
aprecia en general un buen estado del 
DNAg en todas las especies excepto 
en búfalo americano donde se observa 
una considerable degradación del 
DNAg. 

Figura 4.20 Gel de DNAg usados. (Izquierda) DNAg 
fago k, cabra, puerco y vaca. (Derecha) DNAg de cabra, 
búfalo americano, oveja, jirafa, cebra y fago 

El tamaño del amplicón esperado 
para cabra es de 172lpb y en la 
Figura 4.21 se puede ver que el 
amplicón de cabra corresponde a un 
tamaño aproximado de Í737pb. Los 
tamaños de los ampl icones esperados 
para oveja y cerdo son 1719pb y 
1669pb respectivamente. En la Figura 
4.22 se logra ver que los amplicones 
de cabra y oveja aparentan ser del 
tamaño esperado, sin embargo, en 
cerdo, no es claro que las bandas 
alrededor de la banda de 1615pb del 
marcador central corresponden o no al 
producto de la GH de cerdo. 
Asimismo se puede ver que los 
cambios en la concentración de MgCfe 
no mejoran la especificidad en cerdo aunque se aprecia una mejoría en la intensidad y por 
lo tanto una mejoría en la amplificación. Adicionalmente se observan los amplicones de 
jirafa y búfalo americano que por comparación del tamaño con cabra y oveja parecen 
corresponder a su GH; la degradación del DNAg en búfalo americano parece no estar 
alterando la reacción. Aunque cebra no es parte del orden Artiodáctilos sino de los 
Perisodáctilos, por su cercanía evolutiva creíamos posible la obtención de su GH con el 
mismo juego de iniciadores. En la misma Figura 4.22 se aprecian bandas no específicas, 
siendo las de mayor intensidad las bandas cercanas a un producto de un tamaño alrededor 
de los esperados. Considerando que no hay ninguna secuencia genómica de la GH de algún 
Perisodáctilo, entonces, no se puede descartar la posibilidad de que se haya amplificado la 

Figura 4.21 Cálculo del tamaAo del amplicón de cabra. 
Se muestran pbehpl-3-Sma I. C (-), amplicones de cabra a 
1.0mM MgCb, 2.0mM MgCfe y 2.0mM MgCfe generados a 
una temperatura de apareamiento de 61°C. Se midió la 
distancia en pixets (puntos gráficos) desde el inicio del 
carril hasta la mitad del largo de cada banda Se calculó ai 
ajuste lineal usando el logio de las distancias y el iogio de 
los tamaños del marcador (carri izquierdo) cuyo 
coeficiente de correlación fue de 0.98. El tamafto 
calculado de las bandas fue de 1737pb que as muy 
cercano al tamaño esperado de 1721pb. 



GH de cebra en este ensayo; se puede ver también« que la mejor intensidad se obtiene a una 
concentración de MgCfc de 2.5mM tanto en cebra como en cerdo. 

Figura 4.22 Productos amplificados da vario« Artiodéctllos y cabra usando loa iniciadoras da 
Artlodáctílos. La reacción sa Oevó a cabo como sa indica en Material y Métodos y a una temperatura 
de 58°C. En cerdo y cebra, se tituló la concentración de MgCfe en 1.5mM, 2.0mM y 2.5mM. En los 
extremos se muestran los tamaños del marcador de peso molecular. Al centro otro marcador muestra 
una banda de 1615pb cercana a los tamaños esperados. 

En la Figura 4.25-A se observa el corte de pPic9KbGH con la enzima Pvall que libera 4 
fragmentos de 6130pb, 2949pb, 494pb y 245pb respectivamente. El fragmento de 494pb 
corresponde a la mayor parte de la secuencia codificante de GH bovina casi en el extremo 
3 \ y en la Figura 4.23-B se puede ver la misma banda ya purificada. 



Figura 4.23 Purificación dal fragmanto a utilizar como sonda. 
A) Corta de pPic9KbGH con fVulI; el primer carril corresponde a 
un marcador de peso molecular que flanquea ai fragmento de 
494pt>; se muestran los tamaños oorrespondiertes esperados de 
los fragmentos. Qel da agaroaa al 0.8%. B) Purificación del 
fragmento; sa muestra el fragmento purificado flanqueado por el 
mismo marcador. Gal da agaroaa al 1.6% 

En la Figura 4.24 se observa que los amplicones de cabra, vaca, oveja, jirafa y búfalo 
americano hibridan muy bien con la sonda construida a partir del fragmento de 494pb de 
una región codificante de la GH bovina. Se concluye que los amplicones de jirafa y búfalo 
americano deben corresponder sus GHs, no obstante, en cerdo y cebra no se observa 
hibridación alguna, concluyendo que ninguno de los amplicones de ambas especies 
corresponde a sus GHs. 

2 3 4 5 6 7 8 9 l() 
Cabra Oveja Huíalo Cebra 

C (-) Vaco Jirafa CcnJo 

Figura 4.24 Hibridación de los amplicones con el fragmento de bGH de 494pb. (Izquierda) Gel de 
agarosa con los amplicones de Artiodácilos y cebra. La reacción de PCR se llevo a cabo como se explica 
en Material y Métodos usando 59 5°C como temperatura de apareamiento y 1 5mM de MgCh, excepto en 
cerdo y cebra en los que se usó 2.5mM de MgCfe. (Derecha) Autorradiografia del mismo gel después de la 
hibridación con la sonda de 494pb extraída de una parte de la secuencia de bGH clonada en pPic9KbGH. 



4.7.2 Clonación del Amplicón de jirafa 

El amplicón de jirafa se ligó con un Vector T 
generado al cortar pBSII-SK+ con EcoRV y 
haciendo la reacción para agregar timina en los 
extremos 3* romos. El vector construido se usó 
para transformar bacterias. En la Figura 4.25 se 
observan las 3 clonas de jirafa a las que se les 
llamó J5, J7 y J1 respectivamente. Con el corte 
con Ncíí de te Figura 4.26-A encontramos que 
nuestro inserto contenia el sitio Ncft y que habla 
al menos una diferencia en la clona J7 con 
respecto de J1 y J5. La diferencia podría deberse 
a una mutación puntual introducida en la 
reacción de PCR o a una dirección opuesta del 
inserto con respecto de las otras dos clonas. Para 
resolver ésta incógnita, realizamos cortes a las tres clonas con la enzima PvwII tal como se 
muestra en la Figura 4.26-B, donde se ve muy claro que al eliminar el sentido del inserto 
cortando previamente con Xhol y fscoRi, Jl, J5 y J7 aparentan ser clonas con el mismo 
inserto, solo que J7 con un inserto en sentido opuesto relativo a las otras dos. 

M 1 2 3 4 5 6 7 M 1 

Figura 4.25 Minipreps de las colonias 
recolectadas. El marcador (M) es el 
plásmido pBSII-SK (+). Por el retraso de las 
bandas, se observan claramente 3 clonas 
(carril 5 y 7 del gel de la izquierda y carril 1 
del gel de la derecha) con inserto a las que 
se les denominó J5, J7 y J1 
respectivamente. 
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Figura 4.26 Caracterización y Determinación de los Insertos. A) Gel de 
agarosa al 2% mostrando los cortes con Nci\ de las clonas J1, J5 y J7 (carriles 1,2 
y 3 respectivamente). La flecha indica una diferencia en el patrón de J7 contra las 
otras dos. B) Gel de agarosa al 1.6%. Los carriles 2 al 4 son cortes con Pvull de 
las clonas J1, J5 y J7 respectivamente, se observa una diferencia en J7 con 
respecto de los otros dos patrones. El canil 5 muestra un corte del amplicón de 
jirafa con Pvull el cual coincide con las tres clonas cortadas con Pvull a las que 
previamente se les eliminó el sentido cortando con Xhol y EcoRI (carriles 6 al 9). 



En la Figura 4.27-A podemos observar que el inserto contiene un sitio PstL En la 
Figura 4.27-B vemos que el inserto contiene también un sitio &sd, además, en la Figura 
4.27-C se muestra que el sitio Psft está más al centro que e1 sitio Sacl que está más cercano 
a alguno de los extremos. 

Figura 4.27 Caracterización del amplicón clonado. A) Gel de agarosa 0.8%. En los carriles 2 al 6 se 
muestran, el amplicón de jirafa, J1, J5 y J7 cortadas con Xhol+EcoR\+Pst\ y el amplicón de jirafa cortado con 
Pstt. B) En los carriles 2 al 9 se encuentran, el amplicón de jirafa. J1, J5 y J7 cortadas con Xho\ y EcoRI, J1, 
J5 y J7 cortadas además con Sacl y por último, el amplicón cortado con Sacl. C) Se muestran en los carriles 
del 1 al 4, J1 cortada con Xho\ y EcoRI, J1, J5 y J7 cortadas además con Sacl. le siguen en los carriles 5 al 7, 
J1. J5 y J7 cortadas con Psfl además de Xho\ y EcoRI. Se ve que el sitio Pstl del producto se encuentra 
situado más al centro que Sacl ya que Sad produce un fragmento más pequeño. 

4.7.3 Secuenciación de las Clonas Recomblnantes de jirafa 

Se secuenciaron las tres clonas recombinantes obtenidas usando tanto oligonucleótidos 
comerciales como oligonucleótidos internos y tos iniciadores Art-5' y Art 3'. La secuencia 
y las señales importantes** se muestra en la Figura 4.28. Se observa que los extremos de 
los intrones coinciden con sistema típico del par de binucleótidos GT-AG para la remoción 
intrónica. Se muestra también la caja TATA y el inicio de transcripción. 

La secuencia aminoacídica y un alineamiento con las GH de otros artiodáctilos se 
muestra en la Figura 429. Se puede ver la alta similitud de la hormona de crecimiento de 
jirafa con otros artiodáctilos. Con vaca es la especie con la que tiene mejor similitud (98%) 
y la peor similitud es con cerdo (88%). Solo tiene 4 diferencias con respecto del consenso. 
No se observan inserciones ni deleciones. 

** La secuencia 5' no codificante (UTR) fue obtenida por dos clonas adicionales donde se usó un iniciador 
que se aparea alrededor de 2IOpb arribe del codón de iniciación en una región regulatona para d factor 
transen pe i oral Pit-1. 
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Figura 4.28 Secuencia da DNAg da la OH da Ofraffa CametopanMTs tfcGH). La secuencia codificante 
se muestra resaltada, en mayúsculas y es hipotética, se obtuvo por comparación con la secuencie de Sos 
Téurus (vaca). El par de binudeótidoe gt y ag en loa extramos de loa intronea ae muestre subrayado. 
Tanto la caja tata (en color y doble subrayado) como la región 5' no codificante (en color y punteada) aon 
hipotéticos y se obtuvo por comparación con ia secuencia de Capra Hircus (cabra) 
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Conaenaua 
C a p r a H i r 1 
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C e r v u s B l 6 1 
S u a S c r o f 60 
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C e r v u s B l 1 2 1 
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C e r v u s B l 1 8 1 
S u a S c r o f 180 
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Cap BOS Bub Ovi O í r C e r S u s 
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C a p r a H i r 1 100 99 100 99 97 98 89 
B o a T a u r u 2 99 100 99 98 98 99 90 
Buba luaA 3 100 99 100 99 • 7 98 89 
O v i a A r i e 4 99 98 99 100 96 97 88 
O l r a f f a C 5 >7 98 »7 9« 100 97 88 
C e r v u a B l 6 98 99 98 97 97 100 90 
S u s S c r o f 7 89 90 89 88 88 90 100 

Figura 4.29 Comparación amlnoackflca da la aacuancia da JcOH. El alineamiento ta realizó usando 
CLUSTALW. Un punto (.) en la secuencia significa conservación con la secuencia consansa En la 
secuencia consenso, una mayúscula indica conservación en todas las secuencias. 



Capítulo 5 

Discusión 

Para hacer reconstrucciones evolutivas de las especies, la Paleontología, la Embriología 
y la Bioquímica han estado proporcionando datos muy importantes. Sin embargo, las 
secuencias de DNA ahora constituyen otra fuente para las reconstrucciones filogenéticas de 
las especies. La hormona del crecimiento (GH) que se ha encontrado en todos los 
vertebrados estudiados a la fecha, fue nuestro modelo a estudiar. Las GH reportadas a la 
fecha llegan a alrededor de 56 en secuencias nucleotídicas completas más 26 en secuencias 
aminoacídicas. Con nuevas secuencias de GH de especies de ordenes no estudiados, se 
podrían hacer mejores reconstrucciones filogenéticas. En este trabajo nos propusimos 
analizar la información de las secuencias reportadas de GH en diferentes especies para 
proponer herramientas que ayuden a obtener la secuencia de DNA de GH de otras especies. 
Obviamente, un objetivo implícito de nuestro trabajo fue generalizar la metodología hacia 
el estudio de otras secuencias génicas. Las herramientas que proponemos son, iniciadores 
para amplificar por PCR el gen de GH y una sonda para tamizar bancos genéticos. La 
metodología usada para obtener los iniciadores y la sonda, la generalizamos para cualquier 
secuencia genética y facilitamos el análisis por automatización del proceso, desarrollando 
programas de computadora. 

5.1 Obtención y Comparación de Secuencias de GH 

Al analizar los datos obtenidos de la cantidad de secuencias reportadas por clase, el 62% 
de las secuencias reportadas es de peces y el 28% de los mamíferos, únicamente un 10% de 
las secuencias proviene de anfibios, reptiles, aves y marsupiales. Confirmamos entonces, la 
tendencia de interés económico-industrial más que evolutivo. 

La exclusión de pato y atún en el proceso de búsquedas de secuencias, dan una alerta 
que tanto el proceso de filtrado como el de obtención de los informes, son muy importantes 
y aunque son aparentemente sencillos, la realidad es que son complicados. La consulta 
("query") se efectuó únicamente sobre los nombres de proteínas, ya que el número de 
informes en todos los términos era astronómicamente alto. La consulta realizada en 
GenBank fue demasiado compleja, problema derivado por los múltiples nombres que se les 
da a nuestra proteína si consideramos que básicamente se le conoce como "Hormona del 
Crecimiento** y "Somatotropina". No hay una norma para nombrar a las proteínas que 
ingresan al GenBank (o al menos no se sigue o revisa) y combinado con la imposibilidad en 
GenBank de hacer búsquedas "menos restringidas**, el problema se hace aún más grave. 

Encontramos que la GH está más conservada en vertebrados superiores que en peces. Si 
comparamos las dos zonas con más parecido en la matriz de alineamiento de la Figura 4.1, 
la zona de mamíferos se aprecia mayor, aún cuando la cantidad de secuencias reportadas de 



la GH en mamíferos es menor relativa a peces. Podría pensarse que el área mayor en 
mamíferos es debida principalmente a la cercanía de las especies mas que a k 
di versificación de ellas, como sucede en peces; y por lo tanto podríamos estar induciendo 
información por un "efecto" producido por el propio conjunto de datos. Pero, podemos ver 
que en animales superiores representativos de clases como aves, reptiles y marsupiales, la 
GH es muy parecida entre todos éstos y con mamíferos, contrariamente con lo que sucede 
en peces. Además, los resultados son congruentes con la idea de que siendo los peces 
mucho más antiguos que los mamíferos, son los peces los que están más diversificados. 

5.2 Diseño de la Sonda 

La búsqueda del mejor apareamiento considerando diferencias resultó ser exitosa. 
Algunos autores han usado la frecuencia de oíigonucleótidos como algoritmo de búsqueda 
de regiones conservadas. Jacques van Helden (van Helden, 1998) usó exitosamente esta 
estrategia para encontrar regiones conservadas en secuencias promotoras de genes de 
levadura, aunque usó únicamente oligonucleótidos de 6 bases de longitud. No obtuvimos 
resultados satisfactorios bajo una metodología similar. Algunos otros métodos como el de 
teoría de ¡a información empleado por wconsensus (Hertz, 1990), resulta muy tardíos 
cuando el número de secuencias por analizar y/o la longitud de las secuencias crecen, 
además, depende de un alineamiento global múltiple que complica el proceso (se probó 
wconsensus en una estación de trabajo Sparc de Sun con CPU a 133Mhz con 53 secuencias 
de alrededor 630pb de la región codificante de las GHs, mismas usadas en este trabajo. El 
proceso tardó 6 horas aproximadamente y el resultado, que no se muestra aquí, fué una 
matriz de 186 elementos de ancho indicando una zona "consenso" de 186pb, la región era 
tan heterogénea que no fue posible distinguir alguna zona conservada; en cambio 
MaxProbe diseñado exclusivamente para este propósito, tardó en el peor de los casos 
aproximadamente 30 minutos en una PC con CPU Intel-Pentium a 150MHz y el trabajo se 
reduce prácticamente a escoger algún oligonucleótido de los posibles). El cambio de 
estrategia a una búsqueda del mejor apareamiento considerando diferencias ("mismatches") 
resultó ser muy "reveladora", sencilla y rápida, además, el tiempo de cálculo crece 
linealmente cuando crece el número y tamaño de las secuencias. 

En los parámetros de evaluación de la sonda, dimos origen a un concepto que llamamos 
"encadenamiento", que evalúa el número de nucleótidos consecutivos sin un 
desapareamiento. Las fórmulas de cálculo de temperaturas consideran desapareamientos, 
pero no consideran la distribución de éstos. El pensamiento básico que dió origen al 
"encadenamiento" fue que si tuviésemos dos zonas con el mismo número de 
desapareamientos pero distribuidos de manera diferente, en alguna de las zonas se pegaría 
con más fuerza que la otra, aún cuando todos los cálculos de apareamiento y temperatura 
quedarían iguales; compensamos entonces, a aquella que tiene el "encadenamiento" más 
extenso. En la fórmula final de evaluación, no se considera un estadístico tipo "media 
menos dos desviaciones estándar" que se utilizó para evaluar el peor de los casos, ya que la 
desviación estándar del "encadenamiento" es muy alta, de hecho vimos que la curva de los 
"encadenamientos** está muy desviada de una curva normal (resultados no mostrados). 



En el algoritmo de mejoramiento de una secuencia consenso reportada por MaxProbe, 
solo es tomado en cuenta el apareamiento, aumentando aquellas secuencias que tienen muy 
bajo apareamiento y por consecuencia aumenta la media y disminuye la desviación 
estándar. Indirectamente algunos de los otros parámetros son "mejorados". Sin embargo, en 
algunos casos, el método introduce un cambio tal que casi ninguna secuencia es igual en 
esa posición; esto es debido a que la forma de evaluar considera no solo la media sino 
también la desviación estándar y si algún cambio nucleotidico disminuye la desviación 
estándar lo suficiente como para que el estadístico media - 2 desviaciones estándar sea más 
alto que el antecesor, el cambio permanecerá. El método implementado aquí, no es un 
método optimizado para este propósito, sino solo un "acercamiento" a un mejor 
oligonucleótido. Si tomáramos en cuenta todos los parámetros en todas las posibilidades, el 
tiempo de cálculo en el mismo algoritmo crecería mucho. Para una búsqueda eficiente en 
todo el espacio tomando en cuenta todos los parámetros, habría que programar un método 
de búsqueda de soluciones mucho más complejo como algoritmos genéticos, redes 
neurales, shnulated annealing o algún método montecarlo entre otros y que están muy lejos 
del alcance de este trabajo. 

El analizar solo el 5% superiores de los grupos de mejor apareamiento promedio y mejor 
apareamiento menos dos desviaciones estándar fue suficiente para nuestro conjunto de 
datos. De hecho el resultado final no se ve afectado si solo se analiza el 0.5% superior 
(resultados no mostrados). Ninguno de los programas analiza los datos y determina la 
suficiencia del 5%, el valor de mínimo es responsabilidad del usuario. Esperaría en general, 
que las curvas mostradas en la Figura 43 representen las curvas típicas del 
comportamiento de los apareamientos y que la sonda final sea de las que originalmente 
tienen apareamiento alto; recomendaría usar un 5% en una corrida inicial y un 7.5% en otra 
corrida de comprobación. 

Siete de los once oligonucleótidos reportados inicialmente por MaxProbe convergen a la 
misma secuencia de 42nt al extenderlos y recortarlos en ambos extremos. Solo el 
oligonucleótido 9 está totalmente inmerso en la secuencia de 42nt; si MaxProbe reporta los 
oligonucleótidos ordenados según el mejor apareamiento, entonces: ¿Por qué el 
oligonucleótido 9 no es el primero en ser reportado dado que es el único que está totalmente 
embebido en el oligonucleótido extendido?. Entre toda esta secuencia de 42 nucleótidos 
debe haber regiones que en promedio apareen mejor que otras, así al observar la Figura 
5.1, la secuencia 1 es la que abarca la mejor zona y por tal motivo es la primera en ser 
reportada, coincidiendo con la asignación del criterio de búsqueda inicial. Hay que recordar 
que la generación del índice fue de oligonucleótidos de 32nt y que al extenderlo el 
resultado es un "mejor" oligonucleótido de 42nt de longitud, que no tiene por qué estar en 
las mismas posiciones que de los mejores oligonucleótidos de 32nt Por esto, la estrategia 
de desplazar y extender los oligonucleótidos fue exitosa. ¿Cómo sabemos cual es el 
oligonucleótido ideal? Y, ¿De qué tamaño es?. Tendríamos que correr el programa desde 
un tamaño mínimo, digamos 16, hasta casi la longitud de nuestras secuencias, algo así 
como 570 y si para cada cálculo se tarda aproximadamente 30 minutos (en nuestro caso), 
calcular el mejor se tardaría 16,650 minutos ó ¡12 días!, que para un proceso como éste es 
astronómicamente alto (sin tomar en cuenta requerimientos de espacio físico para 
almacenar los datos). La solución que aquí se presentó, es hacer un "acercamiento" usando 
los mejores oligonucleótidos de 32nt de longitud bajo la suposición de que el conjunto de 
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Figura 5.1 Apsresmisnto promedio da loa oligonucleótidoe da 32nt da longitud 
derivados da la tonda final. Calculado con todas las tacuancíat según Figura 4.5. Desde el 
punto 32 hatta al 56, ta promediaron turnando al número de nucleótidos apareados desde 31 
nudeótidos atrás de la posición marcada hasta ésta y dividido entre 32. Desde el punto 1 al 
31 se promediaron según el número de nucleótidos disponibles. El punto máximo (posición 
34) indica que al mejor apareamiento de 32nt de longitud, as desde la posición 2 hasta la 34 
de la secuencia del oUgonudeótido final correspondiente al okgonucieótido 1 del conjunto 
inicial de oNgonudeótidoe. Coincididendo con ei orden en que MexProbe reporta los posibles 
oügonudeótidot. 
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éstos debe contener o estar cercano al oligonucleótido ideal. Lo cual toma en el peor de los 
casos, únicamente 30 minutos. 

La zona identificada para el diseño de la sonda GH-Explorer I se encontró interrumpida 
por el 5° intrón presente en algunas especies de peces (posición 28 justo a la mitad de la 
sonda). Aunque es indeseable que el apareamiento de la sonda se encuentre interrumpido 
por un intrón, dado el bajo número de especies afectadas, se sacrificó la posible 
disminución del apareamiento en estos peces por aumentar el apareamiento global con 
todas las demás secuencias que no poseen el 5° intrón. Además, las secuencias de los 
extremos podrían ser suficiente para obtener una buena hibridación en estas especies. De 
hecho, tilapia es una especie con un 5° intrón, y no se aprecia decaimiento aparente de la 
hibridación. Cabe mencionar que tilapia es una de las especies que tienen el 
encadenamiento más alto (encadenamiento = 40) y aún en presencia del intrón 
(encadenamiento = 24) es equiparable al encadenamiento con gallo y todavía mejor que 
ratón. 

Los resultados de los ensayos de hibridación de la sonda GH-Explorer / mostrados en la 
Tabla 43 (parte derecha), muestran diferencias de apareamiento relativo a gallo, 
principalmente en mamíferos. En peces los valores se encuentran alrededor de 1 relativo a 
gallo y tomando en cuenta el error experimental, solo se puede concluir que sí hay 
hibridación. En humano, el valor relativo es 1.83, era de esperarse un valor menor a 1 dado 
que el apareamiento con GH-Explorer I es 44/56 comparado con gallo que es 51/56, parece 
que hubiera más genes con los que híbrida. Para ciertas especies como gato y ratón, los 
valores obtenidos son más altos que los valores esperados. Este resultado podría deberse a 
problemas de cuantificación y calidad de los DNAg o a la presencia de otro gen con el cual 
híbrida la sonda. 

En la Figura 4.10 se ve que sí hay hibridación con hPL-1, pero es 4 órdenes de 
magnitud menos y no debería afectar cuantitativamente al resultado; la explicación resulta 
de analizar el final del informe de BLAST (Anexo 3), donde en humano también se 



reportan un gen placentario (hPL-4 ó hCS-3) y la hormona de crecimiento variante (hGH-V 
6 hCS-5), y de hecho con el mismo "score" que en la GH humana. Entonces el valor se 
distribuiría aproximadamente igual entre los tres genes (1.83 / 3) resultando en 0.61. 

5.3 Diseño de Iniciadores 

Una alternativa al tamizaje de bancos para obtener nuevas secuencias es la amplificación 
por PCR y diseñamos una serie de iniciadores que podrían amplificar por PCR el gen de 
GH de vertebrados. En los resultados mostrados en la Figura 4.14 se puede ver que en 
mamíferos prácticamente se puede usar un par de iniciadores en los extremos. Para aves no 
se encontró una región conservada en los fragmentos 3' reportados y por lo tanto el diseño 
se restringió a una región codificante al extremo carboxilo. En reptiles, desgraciadamente 
no hay secuencias nucleotidicas reportadas y por lo tanto no es posible saber con algo de 
certeza si pudiera haber amplificación o no. En anfibios, las secuencias nucleotidicas 
reportadas son regiones codificantes y tampoco es posible saber con certeza si hay 
amplificación. Sin embargo, dadas las características evolutivas propias de los anfibios, 
podría haber una combinación de iniciadores satisfactoria como se puede apreciar en el 
iniciador del extremo 3' diseñado para aves que también aparea en anfibios. En peces, es un 
poco más complejo dada la diversidad del grupo, un par de iniciadores abarca la mayoría de 
las especies, pero es recomendable tomar en cuenta la clasificación del pez en cuestión para 
escoger un par de iniciadores más específicos. 

La metodología típica de diseño de iniciadores consenso está basada en alineamientos de 
múltiples secuencias, cuya labor es excelentemente desempeñada por CLUSTALW entre 
otros. A veces es necesario diseñar iniciadores a los extremos de regiones codificantes 
(como en parte de este trabajo). Éstas regiones se usan para hacer un alineamiento múltiple 
(incluyendo en ocaciones, fragmentos codificantes para "sincronizar" las secuencias) y 
diseñar iniciadores a partir del alineamiento múltiple identificando manual o 
automáticamente regiones conservadas. Sin embargo, cuando se trata de secuencias no 
codificantes y de divergencia evolutiva lejana, identificar las regiones conservadas con un 
alineamiento múltiple*, es una tarea minuciosa y de alto conocimiento de las secuencias y 
especies involucradas. Si se tiene la intuición de que hay una región conservada que está 
dista! en las secuencias, hay que extraer fragmentos de las secuencias y alinearlos con 
distintas combinaciones hasta encontrar algún fragmento positivo, que si no se encuentra, 
no se tendría la certeza de que existe. La estrategia de búsqueda utilizada en este trabajo y 
programada en MaxProbe y MaxPrime, no es dependiente de la posición dentro de cada 
una de las secuencias. De esta manera es posible encontrar regiones conservadas que en 
cada secuencia estén relativamente distales. 

En los resultados de BLAST de cada iniciador (Tabla 4.4), es clara la diferencia entre el 
número de especies reportadas como positivas entre MaxPrime y BLAST. Estas diferencias 
son debidas al tipo de evaluación que realiza cada programa; en MaxPrime se considera 

' Considerando además que se pueda "ver algo" en el alinemiento múltple, ya que generalmente, las regiones 
no codificantes son más propensas a la preservación de mutaciones puntuales inserciones y deleciones. 



entre otros, el peso proporcional a la posición respecto al extremo 3', en BLAST, todas las 
posiciones tienen el mismo valor, consecuentemente BLAST no considera algunas 
secuencias positivas si hay diferencias en el extremo 5' aunque el extremo 3' aparee bien. 
Hay que recordar, además, la incapacidad de BLAST óe hacer búsquedas de secuencias que 
compartan menos de 7 nucleótidos consecutivos y que pueden salir positivas por el cálculo 
de iniciabilidad. Es decir, si una secuencia es altamente "iniciable** pero no tiene al menos 7 
nucleótidos consecutivos iguales al iniciador, BLAST no podría encontrarlo. 

En el proceso para probar los iniciadores en una "reacción* virtual de PCR (01 silico\ se 
usó inicialmente Ampiify 1.2. Sin embargo, este programa no puede leer diferentes 
secuencias para distinguir en cada una las posiciones de los iniciadores ni los iniciadores 
usados. Debido a esto, el usuario debe introducir cada una de las secuencias, probar la 
reacción, desplegar las posiciones y los iniciadores y adjuntarlas en un informe para su 
análisis. En total deberían probarse poco mas de 60 secuencias, proceso bastante tedioso, 
cansado y propenso a errores. Por tal motivo, se elaboró un programa llamado VPCR 
(Virtual PCR) inspirado en la misma metodología usada en Ampiify 1.2 que hace todo el 
trabajo en unos cuantos segundos. Los resultados de VPCR en al menos 5 secuencias se 
validaron usando Ampiify 1.2. Aún así, en el texto se menciona a Ampiify 1.2 como ta 
herramienta computacional utilizada debido a que es el propio proceso usado en Ampiify 
1.2 el que está validado. VPCR simplemente se usó para facilitar el proceso de redacción. 

Se diseñaron iniciadores para amplificar teóricamente el gen de GH de cualquier 
vertebrado. Adicionalmente si la amplificación no es posible, se puede utilizar la sonda 
GH-Explorer I para tamizar bancos de DNA. Sin embargo, siempre existe la posibilidad, 
aún contando con ambas herramientas, de no obtener la secuencia de DNA de la GH de 
algún vertebrado (¡precisamente con el que uno trabaja!, tal y como la predice la ley de 
Murphy). Para minimizar esta posibilidad y aprovechando las herramientas desarrolladas en 
este trabajo (BioCode Explorer, MaxProbe, MaxPrime y VPCR), se diseñaron iniciadores 
"internos** a la secuencia codificante de la GH incluidos en el Anexo 4. Todas estas 
herramientas pueden utilizarse, primero, para el análisis de cualquier otro grupo de 
secuencias agilizando el tratamiento de los informes del GenBank y segundo, facilitando el 
diseño de una sonda y de iniciadores consenso. 

5.4 Importancia de la Región Conservada en el Exón S de 
GH 

Durante el trabajo sobre la sonda de la GH, afortunadamente fue posible obtener una 
sola secuencia conservada dentro de todas las secuencias codificantes de la GH de las 
especies, consecuentemente, surge una pregunta interesante: ¿Cuál es la importancia de esta 
región como para ser la única altamente conservada?. De las dos regiones que tienen 
interacción con los receptores de la GH (GHR), la región del exón 5 de la GH es la que 
tiene más interacción (Souza y cois., 1995). Para ver las diferencias en la región, hicimos la 
traducción de la sonda GH-Explorer I en los tres marcos de lectura, se tomó el más 
parecido a las secuencias y se efectuó un alineamiento cuyo resultado se muestra en la 
Figura 5.2. Se observa también, que la zona conservada es la misma región donde se 



encuentran dos de las cuatro cisteínas (C) típicas en las GH. Se sabe que éstas forman 
cistinas y son muy importantes para la conformación que adopta la proteína (Santomé y 
cois., 1973). Por lo tanto, no es una coincidencia que la sonda englobe las dos cisteínas 
centrales de la GH. Tal parece que las cisteínas flanquean y le dan la estructura 
tridimensional a esta región como si fuera la "combinación" que abre la "cerradura" de! 
receptor (al menos en el plegamiento nativo ya que Graf y cois, en 1975 comprobaron que 
si se elimina el enlace disulfuro en BGH, la actividad biológica no se pierde). En peces, 
solo unos cuántos tienen una diferencia con respecto al consenso entre ellos, contrarío a lo 
que sucede en vertebrados superiores donde las diferencias incrementan. Si comparamos las 
diferencias aminoacídicas y nucleotídicas, en peces hay variación en la secuencia 
nucleotídica, pero no en la aminoacídica, es decir, las mutaciones preservadas son 
únicamente mutaciones sinónimas. En general en esta región en vertebrados superiores 
también se observa esta tendencia de mutaciones sinónimas, por ejemplo, en primates y 
artiodáctilos, hay un cambio de una lisina (K) muy conservada lucia una arginina (R), 
ambos siendo aminoácidos básicos. Específicamente en esta región de la secuencia 
aminoacídica, la GH está más conservada en peces que en vertebrados superiores, 
contrastando con el alineamiento total ya discutido, donde la secuencia total de GH 
aparenta estar más conservada en vertebrados superiores que en peces. Como esta región 
está involucrada en la unión al receptor, una posible causa a este comportamiento es que el 
receptor del la GH en peces no haya ido imitando junto con la GH y que en vertebrados 
superiores el receptor de la GH sí fue cambiando con la GH. Hay estudios realizados donde 
se demostró que la GH bovina es funcional en peces, sin embargo, la GH de peces no es 
funcional en bovinos (Juskevich, 1988); nuestra hipótesis explicaría este caso, suponiendo 
que el receptor en bovinos fue mutando junto con la GH y se hicieron más específicos entre 
ellos, el receptor bovino podría ser incapaz de detectar la señal de la GH de un pez. Por el 
contrarío, como el receptor en peces no mutó, los cambios en la GH bovina no fueron 
suficientes como para no ser detectado. Además es bien conocido que humanos y monos 
responden únicamente a hormonas derivadas de primates, pero la GH de primates es 
totalmente funcional en otros mamíferos y se ha demostrado también, que una Arg43 en 
GHR humana (hGHR) es la responsable de la especificidad del GHR de primates por hGH 
(Souza y cois., 1995) y que una mutación a Asp en la GH de primates es la responsable 
de la especificidad por el GHR en primates (Behncken y cois., 1997). Estos dos últimos 
trabajos siguen apoyando la hipótesis. Aún así, si suponemos correcta nuestra hipótesis, 
queda una duda, si el receptor en peces no mutó y es capaz de detectar una seña] de una GH 
bovina mutada con respecto de la propia, ¿Por qué entonces la GH en peces no mutó en esta 
región?. Una de las posibles causas es que el receptor de la GH en peces no es específico 
para la GH, de ser así, todas las moléculas "reconocidas" por el receptor tendrían que mutar 
convergentemente. Este hecho tiene una probabilidad muy baja de presentarse, 
favoreciendo a que ni el receptor ni la GH muten. Desgraciadamente no hay ni una sola 
secuencia del GHR en peces reportada* que pueda afectar la hipótesis. Otra posible causa 
sería la duplicación del receptor en animales superiores, aunque de igual manera no hay 
información al respecto. El dominio más conservado que en general describe esta región 
para todas las especies excepto primates es: CFxKDxHxETYxLxVxxC. 

f Hasta el 4 de Enero de 1999 en la bese de datos GenBank. 
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CANISFA • • 8. • e a • L • *A «eeeesea . . .FV 83 86 
VULPESV • • 8. e e e • 11« «A» e e a e e e e . . .FV 83 
ALOPBXL 9 • 8. a a a • Ile . A . « eee e a • . . .FV 83 
PELISCA • • 8. tee • I l • • A* e e e e e e e . . .FV 83 69 
MUSTELA • • 0. e e e e I I s • A» e e e e e e e . . .FV 83 68 
BALAEN0 • • 0. • e e « I l • • A • e e e • e e e . . .FV 63 
ORYCTOL • • 0. sa* e I I • • A» e • e • e e e . . .FV 63 69 
BQUUSCA » • 0. a e e eIle«Aeeeeeeee . . .FV 83 69 
LOXODON • • 0. a e e »Ii« «A* e e eee ee . . .FV 83 
MESOCRI • • 0. e a a eil« «As e • e e e e e . . .FV 83 9 1 
MUSMUSC • • 0. e e e • I l e • A . e e e • e e e . . .FV 83 9 1 
RATTUSN • • 0. a e e eil« . A . e e e a e e • . . .FA 83 9 1 
SUSSCRO • • 0. • • e • Ila «A* • e e e e e e . . .FV 83 89 
LAMAPAC • » 0. • • • eli* «A* • e • e e • • . . .FV 83 
CAPRAHI • « 0. . A . eli* • T* . . .FG 77 88 
BOSTAUR • • 0. • I l* a T* ee eeeee . . .FG 7 7 86 
BUBALUS » • 0. .R. • II* • T« ee eeee e . . .FG 77 68 
OVISARI • « 0. .R . • Ii« »T« a a e e e e e . . . F G 77 88 
GIRAFFA • • 0. .R . elle «Ta e e e e e e e . . .FG 77 86 
CERVUSE 0. .R . • II« a Ta e a a a • • • . . .FG 77 86 
MACACAM • • Y. . A . ..1....F..TVR . .AVE 6 1 7 5 
HOMOSAP 

l i 
Y. . A . . . D . . . . F . . I V Q . . SVE 6 1 79 

C o n s e n s ú e l i aCFkKDmhKvsTyLtvafc 
ACFKKDMHKVBTYLRVMK 

C r r a p %aa %nfc OS-Explorar! aCFkKDmhKvsTyLtvafc 
ACFKKDMHKVBTYLRVMK c 

Figura S.2 Alineamiento amlnoacidlco con QH-Explorw I. Las diferencias están 
marcadas con respecto de GH-Exptorsr I. Se muestra el consenso y el porcentaje de 
parecido en les secuencias de aminoéodoa y de nudeótidos. El aminoácido Cisteina 
(C) en el extremo 3' de la sonda solo está representado por 2 nudeótidos. Por 
compsreción, ee agregaron aminoácidos en amboe extramos que no forman parte de 
le sonda 



Capítulo 6 

Conclusiones 

1) Se elaboraron programas computaciones para facilitar el control de los informes 
obtenidos del GenBank, para buscar oligonucleótidos de alta similitud para el diseño 
de sondas y para buscar oligonucleótidos que puedan usarse como iniciadores 
(BioCode Explorer, MaxProbey Maxprime, respectivamente). 

2) La utilidad de MaxProbe se confirmo al diseñar una sonda consenso que puede 
hibridar con todas las hormonas de crecimiento conocidas y se comprobó la efectividad 
del oligonucleótido diseñado en ensayos de hibridación. 

3) La utilidad de MaxPrime se confirmó al diseñar un conjunto de iniciadores que pueden 
amplificar por PCR el gen de la GH de varías especies. Se comprobó la utilidad del 
juego de oligonucleótidos diseñado para Artiodáctilos, amplificando a partir de DNAg 
de jirafa, el gen de la hormona del crecimiento. El cual se clonó y se secuenció. 

4) Se diseñaron iniciadores para PCR de la región codificante de la hormona del 
crecimiento que aseguran la obtención de al menos un fragmento de la secuencia 
codificante en cualquier vertebrado. 

5) Se confirmó que la secuencia total de la hormona del crecimiento en vertebrados, está 
más conservada entre mamíferos que entre peces, excepto en la región de diseño de la 
sonda sobre el exón 5; y se comprobó también que las regiones implicadas en la unión 
al receptor (fragmentos de los exones 2 y 5) son las más conservadas entre los 
vertebrados. 

6) Este trabajo proporciona una valiosa herramienta para el estudio de la Evolución 
Molecular ya que permite obtener por PCR o tamizaje de bancos genéticos la GH de 
cualquier vertebrado, además, la metodología se puede generalizar al estudio de 
cualquier gen. 



Capítulo 7 Anexos 

TA Anexo 1 

7.1.1 Informes (173) de Secuencias Nucleotfdicas de la GH en 
GenBank. 

Se resaltan los números de acceso (Accession) que se seleccionaron. 
MMIIÍM 
A004C9 
AO 04 91 
AOOSOl 
A03992 
A0C74S 
A06934 
A07S30 
MI4IY 
A0M49 
lOtMl 
jumie 
Al5072 
&B0016CS 
AT003110 
AF002111 
AF003112 
Af002113 
Af002114 
AP0D2115 
AF00211C 
AF002117 
AfOOSllí 
Af00211» 
AF002120 
Af002121 
Af002122 
AF002123 
AT002124 
AF002129 
Af002124 
Af002127 
AF00212I 
Af002129 
Af0120íí 
AP0343BC 
tfosuta 
Af0«274S 
Af0<274< 
AfOJJÍJ* 
AT0C939I 
AT00399 
AJ000549 
AJ00511S 
X700SS19 
O0047« 
D10484 
D1Í29? 
01*398 

01(299 
DÍ9737 
D3071J 

Definition 
I.Mplui MUIA for growth bo none 
Artificial gene for hu—n growth horaane 
B.aapiene aMA for huaan growth boraone 
•yntbetie gana lot growth IHIIBMM (partial) 
B.ecrofe aRNA for growth horaona. M> 
B.taurua gana Cor growth horaona 
O.nilotioue TV MA for growth horaoae 
Artificial gana for bovine aoaatotropia 
B.taurua gana for HMtatrepln, partial 
Tilapia ip. ana for growth hoipaa 
O.ariaa «MIA for growth boraone la 
B.aapiene gana for growth hoiaeo* (h(H) 
Coragonua lavaratua o n for lata oda 
Ovia arlee growth borai aoa (9H) gana. 
ovia ariaa growth bom sne (OH) gene. 
ovia arlaa growth ho» one (OR) gene, 
Ovia ariaa growth ho» one raa) gene. 
ovia arlaa growth ho» one (OB) gene. 
Ovia arlaa growth bora ooe (QB> 9«n«. 
Ovia ariaa growth ho» one (OB) gene. 
Ovia arlaa growth he» one ( « ) gene. 
Ovia ariaa growth bo» one (OB) gene, 
Ovia ariaa growth bo» ooe (OH) gene, 
Ovia arlaa growth bo» ooe (OH) gana. 
Ovia ariaa growth ho» one r«) gene, 
Ovia arlaa growth lio» one (OB) gene, 
Ovia ariaa growth bora oae (oar~gene, 
Ovia arlaa growth he» eae (OB) gene, 
Ovia arlaa growth bo» one (OB) gene, 
Ovia ariaa growth bora ooe (ea) gene, 
Ovia ariaa growth ben cae (oa) gene. 
Ovia ariaa growth ben eae (OB) gene. 
Ovia ariaa growth bora one (OB) gene, 

cda 

9rovth hozaoBi 
eoaplete oda 
axon l 
axona a and 3 
axona 4 lad S and ooaplata 
upni 2, 3 and partial cda 
axon 3 and partial oda 
axon 4 and partial cda 
axon 5 and partial cda 
axon 2 and partial oda 
axon 3 and partial cda 
axona 4* 9 and partial cda 
axona 1,"5, 3 iod partial cda 
axona 3, 4 and partial cda 
axon S and partial cda 

and partial cda 
and partial oda 
and partial eda 
and partial cda 
and partial eda 
and partial eda 

axon 
axon 
axon 

1 
a 
2 

3 
4 
5 

fella eatua growth boraone 1 (081) gana. partial eda 
Boa lndlcue growth horaene am, eoaplete eda 
Trlehoaurua wulpacala growth bofcai praeuraor, aKKA, ooaplata eda 
protopterue annactana growth boraone precuraor, aim, collate cda 
Bufo aarinua growth horaooa precureor, eRKA, cooplata eda 
Sclaeaope ocallata growth boraone prohoraone aRMA, eoaplete eda 
Caraaaiua auratua growth horaoae I aRRA, eeaplata eda 
Caraaaiua auratua growth horaona II BRHA, collate cda 
Bubalua bubelie IMA for growth horaona gana, axon 4 
Bubalua buballa gana encoding growth horaona, proaotar region 
Spalax ehrenbergl gene encoding growth horaona 
Ooat growth horaooa gaaa* eo^plata eda and fraaka ICapra hireua] 
Chlekaa growth h o n a a t gaaa (Qallua gallua] 
Natar buffalo gene for growth horaona precuraor, proaotar regloo 
Japeaeaa aarow gaaa for growth hormone precuraor« proaotar ragioa (Caprleoraia 
eriapua) 
Sika daer gene for growth hwataa precuraor« proaotar region [Cervua aippoa) 
Flounder gaaa for growth horaooa, eoblate eda [Parallohthy* ollTaeaua] 
•ovina gene for growth horaona C variant, partial aequence 



for 0TOVth hMMMi MHOl'Ct lot* oda [tarlola D3034I «oriole Quiaquaradlata 
qolaqiMndUu) 

J 0 0 1 4 * B u a a n g r o w t h h o r a o n a T a o a a t o t r o p l n , n t l g e a e , c o a p l e t e c d e 
J00739 tat growth bornoi gaaa, eeavlata eda 
J03071 B u a a n g r o w t h b o r a o n e (QB-1 t a d OB 2) a n d c h o r i o n i c e o a a t o a a i t rnpIn IIH i ri 1 a m i CI Tf ' 

g e n e e , e o ^ l e t e c d a 
J 0 S 7 9 7 s . g a i r d n e r l ( r a i n b o w t r e a t ) g r o w t h b o r o o a e (0B2) g e a e , c o u l e e * o d a 
1 0 0 4 7 0 B u a a n g r o w t h h o r a o n a v a r i a n t I B U ' T ) g a a a . e e a p l a t a c d a 
K030S0 S a l a o o g r o w t h h o r a o a a a W , o o ^ l e t e c d a 
Lt4(ll aalaoa growth honoM gene, eoa*>lete eda tOncorhynchua kata) 
L1C99S M o n k e y g r o w t h h o r a o o a - v a r i a n t aftMA, c o l l a t e c d a a n d H a n k i n g r a g i c a a 
U(SS( M o n k a y growth h o r a o a a BB, c o l l a t e e d a a n d f l a n k i n g r a g l o n a 
U7DS Paagaalaaodoa gigaa growth horaoaa (OH) iMDi, eeaplata eda 
143(27 Babaatleu* aaraoratua growth horaoaa (01) a m , J' and of oda 
L43C29 larlola duerili growth horaoaa (OH) am*, 3' aid of eda 
b43<29 Lataolahrax japoieua growth horaoaa (OK) aJUOi, 1' eod of oda 
1 1 3 4 ) 1 Miiaan growth horaoaa gaaa (n*D, eeaplata eda tleao aapieaal 
M 4 ) M R t t a u p r e c u r e o r g r o w t h h o r a o n a aRMA, S ' a n d 
M M 2 S 3 B o v i n a a l t a r n a t i v a g r o w t h h o r a o a a B U B , a x o n 4 , a n d t b a b o u n d a r i e e o f t b a n o r a a l l y e x e l a e d 

l o t r a n O 
M17704 Poreiae growth horaoaa gaaa* ee^lato eda [lui aerofa] 
n t H ) C n e o r b y n c h u a k i a u t e h (oo tao a a l a o a ) g r o w t h b o r a o o e a U B , c o a p l e t e e d a 
N31S73 S a l a o a ( B . a a l a r ) g r o w t h b o r a o a a g a n a , c o l l a t e c d a 
N 2 2 7 3 1 S . g a l r d n a r i ( r a i n b o w t r o u t ) g r o w t h h o r a o n a (OBI) aRMA, o o a p l e t e e d a 
1 0 2 7 3 2 S . g a l r d n a r i ( r a i n b o w t r o u t ) g r o w t h h o r a o n a l M 2 ) a O U , c o l l a t e c d a 
la34 3 9 F l o u n d e r g r o w t h h o r a o o e | f < S ) d U B , c o l l a t e c d a 
K240CC Jkaguilla japoaioa growth horaoaa a in , eeaplata eda 
K 2 4 C I 3 s . g a l r d a a r i g r o w t h h o r m i e ( 0 8 - 1 ) a U A , c o l l a t e c d a 
K24C94 S . g a l r d n a r i g r o w t h h o r a o n a ( Q B - I l T aRMA, c o a p l a c a c d a 
M247M Coho aalaoa growth horaoaa (01) aRMA, 3' and tOaeorhynehua kiauteh] 
H 2 4 9 K O . n i l o t i c u a ( t i l a p l a ) g r o w t h - h o r a o n a ( t l O H ) a f u n , c o a p l e t e c d a 
N 3 7 0 0 0 C y p r i n u e e a r p i o g r o w t h l i o r a o n e i ® ) aRMA, c o l l a t e c d a 
K270 94 C t o n o p h a r y n g o d c o i d a l i a g r o w t h b o r a o n a aRMA, c o a p l e t e c d a 
M2732S B o v i n e g r o w t h h o r a o n a aRMA, c o o p l a t a c d a 
M27336 P i g g r o w t h b o r a o n a aRBA, 9 ' e n d 
K 3 2 2 4 3 R a t T e p o n t a n e o u a d w a r f ) a u t a n t ^ t O V t i tetMBf BfUlIk« 3 ' e n d 
N 3 3 4 9 7 H . g a l l a p a v o g r o w t h b o r a o n a aRMA, o o a p l e t e o d e 
B 3 5 4 0 9 C h i c k e n g r o w t h b o z a o o o aRMA, c o a p l e t e e d a 
M3S427 l.qu lnquaradlata growth horaooa (01) iMUi, eeaplata trda 
N 3 4 2 9 3 S y n t h e t i c b u a a n g r o w t h h o r a o n a g e n e , o o a p l e t e c d a 
K37310 Ovine growth horaena gaaa. ooaplete eda (Ovia arlea) 
I O I 4 S 1 B u a a n p l a c e n t a - a p a c i f i e g r o w t h h o r a o a a aRMA« o o a p l e t e o d a 
077S4 leviM growth horaona gaaa, ooaplete eda (toe taurua] 
NC2901 M i n k g r o w t h b o r a o n a aRMA, 3 ' e n d 
•43713 Paagaaiua paagaaiua growth horaoaa sin, eeaplata eda [Paogaslus paagaaiua] 
M4774 Tllapla ailotlea growth horaoaa gaaa« ooaplete oda 
•»434« lypophthalaiehthys aolitrlx growth horaeaa (ac<B) gaaa, eeaplata eda 
•S0IC7 growth horaooa [Oncorbynchue tachawytacha-chlaooh aalaoa, >UX, l i l t atf 
• 9 0 * 7 7 g r o w t h b o r a o a a ( e h e e p , p i t u i t a r y , «RHA P a r t i a l , 1 0 1 a t ] 
•52027 growth horaona ttaaa eateebelana-bullfroge, a danohypophya a a, a m , CM atl 
8 5 4 1 9 0 g r o w t h h o r a o a a ( B p a r u a e u r a t a a g i l t h e a d a a a b r a a a , aRMA, 9 5 » n t ) 
•44299 growth horaooa (Syrian Ooldaa haaatara, a m , 80S at] (Maeoerleatua auratua] 
S 4 7 H 9 B S T - e o a e t o t r o p i a . . . B S T / b e t a - a e l f u a l o a p r o t e i n ( B a e b e r l c b i a c o l l , L S B * 4 , p l a a a i d p i n 0 7 . 

I S i o L / R - i , P l a e a l d T r a n e p o e o n l a a e r t l o a M u t a n t , 3 g e n e a , K 7 9 n t ] 
• 4 9 4 ( 4 g r o w t h " h o r a o n a ( O n o o r b y n e h u a t e c h a w y t e c h a * c h i n o o k a a l a o a , aRMA P a r t i a l , C 3 n t 1 
• 4 9 2 1 S Qlegrowth horaoaa [Xctalurua p u a e t a t u a a e h a a n a l eatflah, Oenoalc, 3379 at] 
• 7 2 3 » 4 g r o w t h b o r a o a a { e x o a e 4 a n d 9 ) ( e w l n e . p i t u i t a r y g l a n d , O e n o a l c , 2 2 7 n t ) 
•739C9 growth horaoaa (Aala ealva-bowfla, BRA Partial, BSC at] 
•71114 growth horaoaa [baagla dogs, aaaaary tissue, a m Partial, 431 at] (Caaia 

faalllarls] 
•71233 aeaatotropia (Morooe aaxatilia«*tripod baaa, pituitary glands, altm, 121 at] 
II2S2I growth horaoaa [Lepiaosteus oaeeua*loog-aoaed gars, pituitary, aRMA Partial,1713 

at] 
•M.OAAOR O v i a a r l e a g r o w t h b o r a o a a , o o a p l e t e c d a 
•BQ.OARQH O v i a a r l e a c h r o a o e o a e 1 1 « t r a i n r o a a n o v 
•BO 0VAA0H O v i a a r i e q e h r o a » e o a e 1 1 a t r a l n a w a a a i 
•B0_0VARQB O v i a a r i e a g r o w t h h o r a o n a (OB) g e n e , p a r t i a l c d a 
•BO OVIAAOM o v i a a r l e a e h r o a o e o a e 1 1 a t r a l n a w a a a i 
U01143 folaa Baaagalaaaia growth horaoaa aBMk, eeaplata eda 
D D I 3 0 1 S p a r u a a u r a t a g r o w t h h o r a o n a aRMA, c o a p l e t e c d e 
002299 Maaaea aulatta growth horaoaa-variant gaaa, eeaplata eda 
U02929 Squua eahallua growth horaooa (aeOl) aRMA, eeaplata eda 
O13390 Palis eatua growth horaooa procureor aRMA, eeaplata eda 



Olfllf Utai nlearlfM growth banooi gnt, prcaottr raglM nd o<apl«t« eda 
0 1 9 7 1 7 * u s a c r o f a g r o w t h b o n s M l U D t , c o l l a t e c d a 
0 1 ) 1 1 1 S u a a e r e f a g r o w t h h o r a o o a N t t , o o ^ U u e d * 
031120 i b r a l a b r a a a growth b o n a a a (OB) g m , p a r t i a l odf 
0 2 S t 7 3 r a l i a c a t u a g r o w t h h o r a o a a M M , c o a p l a t a c d a 
m i l l O n o o r t a y n e b u a e l a r f c i g r o w t h h o r a o a a t y p a 2 I O B ) g a a a , p a r t i a l c d a 
0 3 I 1 S 7 O o c o r t a y n c h u a t a e h a w y t a c h a g r o w t h h o r a o a a t y p a - 2 ( M ) g a n a , p a r t i a l c d a 
0 2 1 3 1 9 O a o o r h y n e h o a k l a u t c h g r o w t h h o n e a * t y p a - 2 (OHa) g a n a . a x e n a 4 u d s . p a r t f i l c d a 
0 3 1 X 0 O a o o r h y n e h u a g o r b o a c h a g r o w t h h o r a o a a t y p a - 2 (0H2) g a n a , a x o n a 4 a a d § , p a r t i a l o i i ~ 
0 2 0 3 C 1 < t o c o r h y n c b u a a a a o u g r o w t h b n s B * t y p a - 2 laH2i~ g a n a , a x o o a 4 a n d 5~, p a r t i a l o d a 
m i l ] C B O t r t y B a h a i r h o d u r o a g r o w t h b o r a o n a t y p a - 2 ( 0 8 2 ) g e n e , a x o a a 4 a n d S , p a r t i a l o d a 
(7213II C t r u a i u a a u r a t u growth horaosa aBMfc, p a r t i a l oda 
0 2 9 9 S 4 S a l v a l l B u a o a a a y o u a h g r o w t h k o n e a t t y p a - 2 (GB2I g a n a . p a r t i a l e d a 
041221 Spaxue a u r a t a growth horaooa gaoa , o e a p l a t a oda 
0 S I U 3 S u a a e r e f a g r o w t h h o r a a n a (QH) g a n a , p r o a o t a r r a g l o a 
011103 t r e t h n a a a e u l a t a a growth h o n e o a (0B) gaoa« p a r t i a l eda 
Of3104 Collaa lalla growth honoaa (OK) gaaa, partial oda 
IN3I0S P o a o l l l a r e t i c u l a t a growth h o n e o a « • ) gaaa , p a r t i a l eda 
H 3 I 0 I C a r a a a l u a a u r a t u a g r o w t h h o r a o a a (OH) g a n a , p a r t i a l o d a 
043107 Fug« robrlpaa yrovtb honeoa (Ml) gaaa« eoaplete eda 
0 7 3 4 ( 4 S u a a o r o f a g r o w t h h e r a e a a (pOH) g a a a , a x o n 2 , p a r t i a l c d a 
0*9»17 Bahaetaa aehlagali growth heraoni (KrOB) mMX, oeaplata eda 
V 0 0 1 U h o v l n a i M k f o r g r o w t h h e r a o a a 
V00s20 H u a a a g a r a l l a a g a a a C o r g r o w t h h o i a o a a ( p r a a o a a t o t r o p i n ) 
X 0 2 I 9 1 N e u a a «UOk f o r g r o w t h h o i a e n a 
X 0 < 7 } $ T u n a aRKA f o r g r o w t h h o r a o o a 
Z 0 7 0 3 5 O o a t aSKA f o r g r o w t h b o r a o n a 
SO70 7 9 D u c k a u u f o r g r o w t h h o r a a n a 
U 3 M I O v i n e g e n a f o r g r o w t h h o n o a a 
X I 2 « 0 0 C h i o k e a a m f o r g r o w t h h o r a a n a 
X12CS7 » o v i n e g r o w t h - h o r a o a e f a c t o r i ( h o a r - l ) a U A , c o l l a t e e d a 
X12CSI H a t g r o w t h - h o r a e a a f a c t o r 1 I r O B r - l ) k U U , c c a p l a t a e d a 
1 1 2 0 0 7 r l o u n d a r a H U l f r a g a a n t f o r g r o w t h h o r a a n a 
Z13C70 C y p r i n i u a e a r p i o a M U i - f o r g r o w t h h e r a e a a 
X1430S l . a a l a r aftMA t o r g r o w t h h o r a o n a 
X14C01 l aaepua l a a v l a a m f o r growth h o n o o a k 
Z14f02 Xaaopua l a a v l a a m f o r growth h o n o a a B 
XI5OSS r l o u n d a r ( V a r a f l e h t h y a o l i v a e a u a ) aRKA f o r g r o w t h h o r a o a a p r a c u r a o r 
X17C10 O . d o a a a t l c o a g r o w t h h o r a o a a a o a a t o t r o p l a a&MA 
X31»f* Cyprlaua earplo growth honeoa gana 
XSS17f C.dalleatlealaae ritt fa* growth honeoa 
Z S C i a o Klak afcOB mMXk f o r growth horaoaM p k i a t a l a r l i o a ] 
15937? A.buteharl »KKA for growth horaooa 
Z S 9 3 7 0 L . e a l e a r l f a r a O A f o r g r o w t h h o r a o a a 
If 0419 C.ldallua gana encoding growth horaeoe 
140473 B.aobllla (Bighaad carp) a m tor growth horaooa 
X t 0 4 7 4 C . £ d a l l u a ( O r a a a c a r p ) aBMA f o r g r o w t h h o r a o n a 
XC047S H . a u l l t r l x ( S i l v e r c a r p ) * n n f o r g r o w t h h e r a e a a 
1(1131 • • • a l a r gaoa f o r growth hormona X 
XI57If D.labras a m for growth horaona 
172947 B . b u b a l i a a K A f o r growth h o n o a a 
X7724S r mil iMial I a growth honeoa gaoa nKJOL 
179002 C.hlppurue a m for growth honeoa. 
Y1257I C.alaphua gaoa eacoding growth honeoa 
S09421 h . a l h a r n u e growth h o n e o a gaaa« i n t r o a , p a r t i a l . 
>230(7 C . f a a l l i a r l a aKMk f o r growth h o n o a a . 
131127 O.eoaleulue gaoa for growth honeoa 
S 4 f f f 3 M.auaeulua m f o r growth h o n o a a gaaa aad p r o a o t a r 



7.2 Anexo 2 

7.2.1 Informes (330) de Secuencias Aminoacídicas de la GH en 
GenBank. 

Se resaltan los números de acceso (Accession) que se seleccionaron. 
t s M i l t o D e e c r l p t i o a 
1000419 i a i u s » a o a a t o t r o p i n , growth horaooe, OH (Morona H a t l i l o i t r T p t d b i n , p i t u i t a r y j l a a d a , 

P e p t i d a , 204 a a ] (Morona e a x e t i l i e ] 
1 0 3 0 2 9 a o a a t o t r o p i n p r e e u r a o r - g r e e e c a r p 
1 0 3 9 1 2 a o M t o t r e p l n p r a c u r a o r I - r a i n b o w t r o u t 
1 0 3 9 1 3 s o m a t o t r o p i n p r a c u r a o r I I - r a i n b o w t r o u t 
103957 a i.M a t o t r o p i n p r a c u r a o r • win t a r f l o u a d a r 
1041599 growth huiauua, 0 1 (Creeodylua aowaaguiaaaaacroeodi laa« p i t u i t a r y g l a n d s , 

P a p t l d a , 150 aa] CCrooodylua aovaaguiaaaa] 
t o t r o p l n 1 p r a c u r a o r - b u n a n 
t o t r o p l n 2 p r a c u r a o r h u n a a 
t o t r o p i n - a l p a o a 

t o t r o p l n 2 a p l i c a ( o r a 2 p r a c u r a o r - b u a a n 
g r o w t h h o r a o n a p r a c u r a o r - r a b b i t 
g r o w t h h o r a o n a • b u l l f r o g 
a o a a t o t r o p i n • a a i w h a l e ( f r e g a o n t e f 
growth horaona p r a c u r a o r • heaathcpagrua l a t u a ( y e l l o w f l a porgy) 
g r o w t h h o r a o n a p r a c u r a o r - B u r o p e a n a e a b a a a 
a o a a t o t r o p i n p r a c u r a o r • p i g ( f r a g a e n t ) 
a o a a t o t r o p i n p r a c u r a o r • b o v i n a 
a o a a t o t r o p i n - b o v i n e ( f r a g a e n t a ) 
e o a a t o t r c p i n , v a r i a n t - b o v i n e ( f r a g a e n t ) 
( D 2 0 3 M ) g r o w t h h o r a c a e ( C a r a a e i u e a u r a t u a ) 
SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH HORMOMB) 
SOMATOTROPIN PRECURSOR (0R0WTB R0BM0MB) 

•oaotTomopxi precursor ( m o m lomoan) [Baos Lucius] 
SOMATOTROPIN FRBCUR80B (0B0WTB HORMOMB) 

(GROWTH HORMOMB) 
(GROWTH HORMON«) 
(GROWTH HORMOMB) 
(GROWTH HORMOMB) 
(QRONTH HORMOMB) 

( M u a t e l a v i a o o ] 

1 0 7 0 5 5 2 
1 0 7 0 5 5 3 
1070554 
1 0 7 0 9 9 9 
1 0 7 1 9 3 7 
1 0 7 9 3 3 7 
108101 
1013502 
1 0 1 3 9 0 3 
1 0 t S 4 3 < 
1 0 8 9 4 ( 0 

1 0 0 9 2 3 
1 0 0 9 2 4 
1 1 4 3 0 6 9 
1 1 7 4 3 9 3 
1 1 7 4 3 9 4 
1174355 
1 1 7 4 3 9 « 
1 1 7 4 3 9 7 
1 1 7 4 3 9 8 
1 1 7 4 3 9 9 
1 1 7 4 4 0 0 
1 1 7 4 4 0 1 
1178 
1 2 0 8 4 7 0 
1 2 4 4 3 9 4 
1344 91 
1 3 4 4 9 2 
134493 
1 3 4 ( 9 9 
1 3 4 ( 9 8 
1 3 4 4 9 7 
1 3 4 ( 9 8 
1 3 4 ( 9 9 
1 3 4 7 0 1 
1 3 4 7 0 3 
1 3 4 7 0 9 
134705 
1 3 4 7 0 7 
1 3 4 7 0 8 
1 3 4 7 0 9 
1 3 4 7 1 0 
1 3 4 7 1 1 
1 3 4 7 1 2 
134713 
1 3 4 7 1 4 
1 3 4 7 1 5 
1 3 4 7 1 7 
1 3 4 7 1 0 
1 3 4 7 1 9 
1 3 4 7 2 0 
134721 

SOMATOTROPIN PRBCURSOR 
SOMATOTROPIN PRECURSOR 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR 
( 1 9 ( 1 2 0 ) g r o w t h h o r a o n a 
(U48221) g r o w t h h o r a o n a [ S p a r u a a u r a t a ] 
(DS0348) g r o w t h h o r a o n a ( s e r i o l a q u i o q u a r a d i a t a ] 
SOMATOTROPH I (GROWTH HORMONE l ) 
SOMATOTROPIN 1 PRBCURSOR (GROWTH HORMOMB 1 ) 
SOMATOTROPIN I I (GROWTH HORMOMB I I ) 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR (GROWTH MORMONR) 
SOMATOTROPIN J PRBCURSOR ÍGROWTH HORMOMB I ) 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR (GROWTH HORMON«) 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR (GROWTH HORMOMB) 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR (GROWTH HORMOMB) 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR (GROWTH HORMOMB) 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR (GROWTH HORMOMB) 
SOMATOTROPIN I GROWTH HORMOMB) 

S O M A T O T t o r z i ( « o w n 10118011») ILoModcota a f r i c a a a ] 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR (ORONTB HORMOMB) 

(GROWTH HORMOMB) 
(GROWTH BORMOMB) 
(GROWTH BORMOMB) 
(ORONTB HORMOMB) 
(GROWTH HORMOMB) 

SOMATOTROPIN PRBCURSOR 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR 
SOMATOTROPIN PRBCUR80B 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR 
•08ÍATOTBOP» PRECURSOR (OBOWTH 10*MO«B) 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR (GROWTH BORMOMB) 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR 
SOMATOTROPIN PRBCURSOR 

[Chryaophrya a a j o r ) 

(GROWTH BORMOMB) 
(GROWTH BORMOMB) 
(GROWTH BORMOMB) 
(GROWTH HORMOMB) 
(GROWTH HORMOMB) 

808tAT0TR0PI* PRECURSOR (OROWTO BOntOMl) [Thuaaus thyaaua] 



114722 
1 ) 4 7 2 ) 
1 ) 4 7 2 4 
1 ) 4 7 2 1 
1 ) 4 7 2 * 
1 ) 1 1 0 9 1 
1 ) 9 1 0 0 * 
1 ) « ) * 1 9 
I ) 7 7 1 « ) 
1493« 
1 4 5 ) 9 
1 4 i * ) 2 0 
1 4 4 9 ) 2 2 
1 4 4 9 ) 3 4 
1 4 4 9 ) 2 « 
1 4 4 9 1 ) 0 
1 4 ( 9 1 ) 4 
1 4 4 9 ) 4 0 
1 9 4 4 7 0 2 
1 4 ) 0 9 0 
1 « ) 0 9 2 
1 0 0 9 « 
1 4 ) 0 9 7 
1 4 4 2 9 4 
1S44S07 
1 ( 4 4 7 4 
1 4 4 4 7 9 
1 « 9 « « 7 
1 4 9 9 2 0 9 

1 7 9 ) 
1 0 ) 1 4 4 
1 9 ) 1 4 7 
1 0 ) 1 4 9 
1 0 ) 1 9 2 
1 0 ) 1 9 7 
1 0 ) 1 9 9 
1 0 ) 1 7 9 
II)100 
1I3C07B 

1 0 7 7 0 ) 0 
1 0 0 1 7 7 ) 
1 9 ) 2 7 9 1 
1 9 ) 2 7 9 ) 
1 9 ) 2 7 5 9 
1 9 ) 2 7 5 7 
1 9 ) 2 7 5 9 
1 9 4 ) 9 9 0 
2 0 4 ) 0 7 
2 0 4 5 0 ) ) 
204004 
2 0 0 4 7 9 
2 1 0 * 9 7 
2 1 1 0 0 9 
2110S01 
2 1 1 0 9 0 9 
2 1 1 0 9 0 « 
2 1 1 0 9 0 0 
2 1 1 0 9 0 9 
2 1 1 0 5 9 0 
2 1 1 0 5 9 1 
¿ 1 1 0 5 9 2 
2 1 1 0 5 9 ) 
2 1 1 0 5 9 4 
2 1 1 0 5 9 9 
2 1 1 0 9 9 4 
2 1 1 0 5 9 7 
2 1 1 0 5 9 0 
2 1 1 0 9 9 9 
2 1 1 0 4 0 0 
21))10 
2 1 ) 4 1 « 
2 1 ) 4 1 0 
2 1 ) 4 2 4 
2DS00 

•OMJITOTKOrX* (OROim •OKMOm) tVttlpM vwlpea] 
•OMATOTXOPnt A (OBOWTB HOSMOMS A) 
•OfUTOTIlOPni B IOBOWTH BOSMOBS B) _ _ _ _ _ 
OBOMTB HOMMOM VABIAIfT I PBBCOBSOB IOB-V) ( P I A O B T A - S M P C T C OBOBTB BOBMOm) 
OKOMTH H08M0M VARIANT IX 1 1 1 0 1 1 0 1 < 0 8 - V 2 f 
SONATOTBOPIB 2 PUCOBBOft faBONTR B0BH09» 2 ) 
SONATOTItOPni MSCOMOR (OBOWT1 BOOMOMB) 
M M t o t r o p l i i p r e c u r e o r - b t r n a i a d i p a r c a 
( 0 5 9 1 1 3 ) g r o w t h h o r a o a e ( s a i a e r o f a l 
(A00490) g r o w t h h o r a o a a [ u n i á e n t l f i a d ] 
(A00S01) g r o w t h d o n o s a [HOMO a a p l a o a ) 
( 0 2 0 1 9 C ) g r o w t h h o r m o o e t y p e - 2 I O n c o r h y n e h u a e l a x k i F 
( 0 2 0 1 5 7 ) g r o w t h h e r a o a e t y p a - 2 ( O o o o r h y n c h u * t e h o w y t e h á l 
( 0 2 0 ) 4 0 ) g r o w t h h o n o a a t y p a - 2 [ O n c o r h y n c h u a g o r b u a c b a ] 
( 0 2 0 ) 5 9 ) g r o w t h h o r a o a a t y p a - 2 ( O a o o r h y a e h u a k i a u t e h ) 
( 0 2 0 ) 4 1 ) g r o w t h h o r a e a a t y p a - 2 [ O n o o r h y n c h u s a a e o a l 

g r o w t h h o r a o a a t y p a - 2 r o a o o r h y n e h u a r h o d u n t a l 
g r o w t h h o n o a a t y p a - 2 ( S a l v e l i a u a a a a a y o u a h ] 
g r o w t h h o r a o a a [Boao s a p i e n s ] 
g r o w t h h o r a o a a p r e c u r s o r (Boa t a u r u a ] 
g r o w t h h o n o a a (Boa t a u r u a ) 

( a l t . ) (Boa t a u r u a ) 
(wt) (Boa t a u r u a ) 
( « u s t e l a v l a o a ] 
( S u a a e r o f a l 
( S u a a e r e f a F 

( 0 2 0 ) 4 2 ) 
( 0 2 9 9 9 4 ) 
(A00449) 
(M27225) 
( « 5 7 7 4 4 ) 
( N 1 4 2 S ) ) 
( H 1 4 2 5 ) ) 
(NS2901) 
( 0 7 ) 4 4 4 ) 
( « 1 7 7 0 4 1 
( « 2 7 ) 2 4 ) 
( « 1 7 ) 1 0 ) 
( S 0 2 9 2 S ) 

g r o w t h b o m o a e 
g r o w t h h o n o e e 
g r o w t h h o n o a e 
g r o w t h h o r m o a e 
g r o w t h h o n o a a 
g r o w t h h o r a o a e p r e c u r e o r ( S u a a c r o f a l ' " 
g r o w t h h o r a o a a p r e e u r a o r (Owls a r i a s ) 
g r o w t h h o r a o a a , OS ( L a p i a o e t e u a e s e e u * a l a a g - a o e e d g a r s . p i t u i t a r y , P e p t i d e , 2 1 1 a a P 

( L a p i a o e t e u a e a a e u a ) 
(X1294C) 
( J 0 0 1 4 0 ) 
( J 0 0 1 4 0 ) 

1 J 0 3 0 7 1 ) 
( J 0 3 0 7 1 ) 
( « 1 3 4 3 0 ) 
( « 1 4 ) 9 0 ) 
(K00470) 
( « 1 0 4 9 1 ) 

g r o w t h h o n o a a f o v i e a r l e e ) 
a o a a t o t r o p l a ( B o a o a a p i e n e ) 
a o a a t o t r o p l a ( B o a o a a p i e n e ) 
g r o w t h h o n o a a QH-1 ( B o a o a a p l a n a f 
g r o w t h h o r a o a e OK-2 ( B o a o « a p i a n a ] 
g r o w t h h o n o o e ( B o a e a e p i e o e l 
g r o w t h h o r a o a e (Boae a a p i a a a ] 
g r o w t h h o r m o n e (Boao a a p i e a a l 
g r o w t h h e r a e a a ( B o a o a a p i a a a ) 

g r o w t h h o r m o o a , • { B - t e r m i n a l } ( d a r l a s g a r l e p i i m a « A f r i c e n e a t f i a b a s , 
p i t u i t a r y g l a n d s . P e p t i d e P a r t i a l » 5 0 a a ] ( C i a r l a s g a r l a p i n u a ] 

• u r o h a l l . 

( D 3 9 7 ) 7 ) 
( 0 0 9 9 1 7 ) 
( 0 4 ) 0 0 ) ) 
( 0 4 3 0 0 4 ) 
( 0 4 3 0 0 4 ) 
(OS 3 0 0 7 ) 
( 0 4 3 0 0 9 ) 

g r o w t h h o r a o a a 
g r o w t h h e r m o a e 
g r o w t h h o r a o a a 
g r o w t h h o r a o a a 
g r o w t h h o r a o a e 
g r o w t h h o n o o e 
g r o w t h h o n o o i 

( P a r a l l c h t h y a o l i v a e e u s ] 
f B a b a a t a e a c h l a g e l i ] 
( A r e t h r o a a a e u l a t u a ) 
( C a r a a a i u a a u r a t u a ) 
( C o l l a a l a l i a ) __ 
(Fugu r u h r i p a a l " " 
( P o a e i l i a r e t í c u l a t a l 

(AB001049) g r o w t h h o n o a a ( C o r e g o a u a l a v a r e t u s ) 
( J 0 0 7 3 9 ) 
( T 1 2 5 7 0 ) 
( « 3 2 2 4 ) ) 
( « 3 4 2 8 2 ) 
(«24 0 4 « ) 
(M)9409) 

i t o t r e p i a ( B a t t u a n o r v e g l c u s ] 
g r o w t h h o r a o a e p r e e u r a e r ( C e r v u e e l a p h u e ) 
g r o w t h h o r a o a e [ B a t t u a a o r v e g i e u a ) 

[ a y n t h a t i e c o a a t r v e t ) 
( A n g u i l l a J a p ó n i c a ) 
( O a l l u a g a l l u e ) 

g r o w t h h o r a o a a 
g r o w t h h o r a o a e 
g r o w t h h o r a o a e 

a o a a t o t r o p l a p r e c u r e o r - A a e r i c a a a l n k 
g r o w t h h o r a o n e • b o w f i a ( f r a g a a a t ) 
a o a a t o t r o p l a - J a p a n e e e e a a p e r c h ( f r a g a a n t ) 
g r o w t h h o r a o a e - c h i a o o k a a l a e a ( f r a g a a a t ) 
g r o w t h h o r a o a a p r e e u r a e r - a h e a p 
a o a a t o t r o p l a - c o a a o n c a r p 
a o a a t o t r o p l a - c a t 
a o a a t o t r o p l a - B a e h e r l e & I a c e l l 
g r o w t h h o r a o a e • b o v i n e ( f r a g a a a t ) 
g r o w t h h o r a o n e • n o b l e c a r p 
g r o w t h h o r a o n e 2 - r a i n b o w t r o u t 
g r o w t h h o r a o a e - e h i e o o k a a l a e a 
g r o w t h h o r m o n e • b u l l f r o g 
g r o w t h h o r a o n e - r h a a u a Bacaqua 
g r o w t h h o r m o n e - r h a a u a a a c e q u e 
g r o w t h h o r m o n e p r e c u r e o r • a r c t i c c l e c o 
( « 9 4 ) 4 0 ) g r o w t h h o r a o n e ( H y p e p b t b a l a i c h t h y a a o l i t r i x ] 
(N19999) g r o w t h h o r a o n e p r e c u r e o r ( O n c o r h y n e h u a k i a u t o h l 
(K0)050) g r o w t h h e r a e a a p r o p e p t i d e ( O n c o r h y n c h u e k a t a ) 
( L 0 4 4 0 0 ) g r o w t h h o n o a a ( O n c o r h y n e h u a k e t a ) 
(N2491S) g r o w t h h e r m e o a p r e e u r a e r ( T l l a p l a n i l o t l e a ] 



3 1 ) 8 1 3 
»11(7 
211(10* 
2 1 1 1 5 0 
3 1 ) 7 1 « 
2 1 3 7 « 
3 1 3 7 9 9 
» 1 3 7 9 3 
3 1 3 7 9 4 
3 1 3 7 9 « 
3 1 3 1 9 0 

i 3 1 3 1 9 4 
T Í 4 7 4 3 4 

3 1 4 7 4 3 5 
3 1 4 1 0 5 7 

| 3 1 4 0 0 5 0 
T Í 4 9 0 S 9 

2 1 7 ( 4 5 
3 3 2 0 2 3 
3 3 5 0 3 0 4 
3 3 5 0 3 0 9 
3 2 9 1 4 9 4 
2 2 0 1 4 9 5 
3 2 9 1 4 9 4 
3 2 0 1 4 9 7 
3 3 0 1 5 0 3 

3 3 0 1 5 0 3 
3 3 0 1 5 0 4 
2 3 9 1 5 0 9 
2 3 0 1 5 1 0 
2 2 0 1 5 1 1 
2 2 0 1 5 1 9 
3 3 0 1 5 2 0 
3 3 0 1 5 2 1 
3 3 0 1 5 3 3 
2 2 9 1 5 3 3 
3 2 0 1 5 2 4 
2 2 9 2 7 4 0 
2 3 5 3 4 9 
3 3 9 3 5 « 
2 4 9 1 1 0 

3 5 0 0 9 5 3 
2 5 0 0 0 5 4 
2 S 0 0 8 S S 
« » • 7 0 

2 « 1 ( 3 3 
3 ( 3 1 9 1 

2 4 2 9 2 2 

314407 
3 ( 7 0 1 « 

3 ( 7 0 1 7 
3 ( 7 0 1 9 
3 ( 7 0 1 9 
3 7 0 9 ( 1 1 
3 0 3 9 5 7 1 
3 0 3 1 7 5 
21454» 
2 9 1 1 1 » 
2 9 ) 1 1 7 
2 9 5 7 1 « 
3 9 0 1 4 1 
3 0 0 3 9 9 9 
) 0 3 4 « ) 1 
3 0 3 4 4 4 1 
3 0 3 4 4 5 1 
3 1 U 0 8 9 
3 1 2 4 0 « 
3 1 ) 5 ) 5 ) 
3 1 3 5 3 8 7 
3 1 ) 5 1 1 9 
320145 

0 ( 2 3 4 3 9 1 g r o w t h h o m o « « p r i c v r i o f I f i r t l l e b t l v i o i l v a c e ü e ) 
( H C 3 7 1 3 ) g r o w t h tormo ( P a n g a e i u e p a n g a a l o a ) 

g r o w t h h o r a o n a p r e c u r s o r - p i g ( f r a g a e n t ) 
(M3SC27) growth hornea« Tînt precursor (Seriolï qu&quer adieta] 
( H 2 4 S 0 3 ) 
( M 2 4 4 8 4 ) 
( N 2 2 7 3 1 ) 
( J 0 Í 7 9 7 ) 
( M 2 2 7 3 2 ) 
( N 2 1 S 7 3 ) 
( M 0 4 7 7 4 ) 

g r o w t h b o f u o a e X p r e e u r e o r T Ô n c o r b y n c h u e a y k i a e l 
g r o w t h b o r a o a a I I p r e e u r e o r ( O a c o r t a y a c h u a a y k i e a ] ~ 
g r o w t h b o r a o a a 1 p r e c u r a o r ( O n c o r h y n c I m a a y k i e e ] 
g r o w t h h o r a o n a 2 I O n c o r b y n c h u e a y k i e e ] " 
g r o w t h h o r a o o a 2 p r e e u r e o r ( O n c o r h y a c b u e a y k í a a ] 
g r o w t h b o i a o M f t a l a o a a l a r ) 
g r o w t h b o r a o a e ( T i l a p l a a l l o t l e a 

(M33497I growth boraoaa preeureor (Kalaagria gallopavoT 
g r o w t h h e r a o n a - g i a n t e a t í i a h 
g r o w t h h o r a o n a - e o l e 
a o a a t o t r o p i n • d u e k y a t i n g í ! e h 
e o a a t o t r o p i a - g r e a t e r « a b e r j a c k 
e o a a t o t r o p i n • M o r o n a e e x e t i l i e 
( D 0 0 4 7 4 ) g r o w t h h o r a o n a ( c a p r a h i r c u a ] 
( D 1 0 4 S 4 ) g r o w t h h o r a o o a ( O a l l u e g a l l ú a ] 
( A P 0 0 2 1 1 0 ) g r o w t h b o r a o i M T Ô v i e a r i e a ] 
( A P 0 0 2 1 1 3 T g r o w t h b o r a o i i e ï ô v i e e r i e e ] 
( A P 0 0 3 1 1 4 T g r o w t h bo lam l e ( O v i a a r t l i T 
( A F 0 0 2 1 1 5 ) g r o w t h h o r a o n a ( o v i a a r i e a ] 
( A P 0 0 2 1 1 4 ) g r o w t h b o r a o i i e ( o v i a a r i a e ) 
( A P 0 0 2 U 7 ) g r o w t h b o r a o i i e ( O v i a a r i e a ) 
( A P 0 0 2 1 1 0 ) g r o w t h h e r a o i i e ( o v i a a r i a e ) 
( A P 0 0 2 U 9 ) g r o w t h b o r a o i i t ( O v i e a r l a e f 
( A P 0 0 2 1 2 0 ) g r o w t h b o r a o i M ( O v i a a r i a e ] 
( A 7 0 0 2 1 2 I ) g r o w t h b o r a o i M [ O v i a a r i a e ] 
( A P 0 0 2 1 2 2 ) g r o w t h b o r a o i i e [ O v i a a r i e a ] 
( A P 0 0 2 1 2 1 ) g r o w t h b o r a o i i e ( O v i a a r i e a ) 
( A P 0 0 2 1 2 4 ) g r o w t h b o r a o i i e ( O v i a a r i a e ) 
( A F 0 0 2 1 2 5 ) g r o w t h b o r a o i a e ( O v i a a r i a e ) 
( A P 0 0 2 1 2 4 ) g r o w t h b o r a o n e ( O v i a a r i a e ] 
( A P 0 0 3 1 2 7 ) g r o w t h b o r a o n e ( O v i a a r i a e ] 
( A P 0 0 2 1 2 0 ) g r o w t h b o r a o n e T o v i a e r i e e f 
( A P 0 0 2 1 2 9 ) g r o w t h b o r a o i M [ O v i e a r i e a ] 
T A J 0 0 0 5 4 9 ) g r o w t h b o r a o i a e T B u b a l u e a r n e e b u b a l i e ) 
( 8 5 4 4 9 0 ) g r o w t h b o r a o a a ( S p e r u a a u r a t a » g i l t b e e d e e a b r e a a , P e p t i d e . 2 0 4 e e ) ( s p e r u a a u r a t e ] 
( 8 4 ( 2 9 9 ) g r o w t h h o r a o o a T 8 y r i a n Q o l d e n h e a a t e r e , P e p t i d e , 2 1 4 e a ] [ N e e o c r i o e t u e a u r a t u a l 

g r o w t h h o r a o n a I , Q l i t A c i p e n c e r g u l d e o e t a d t i * a t u r g e o n , P e p t i d e » 1 8 0 a a ] ( A c i p e n a e r 
g u e 1 d e n a t a a d t i ] 
SOMATOTROPIN (GROWTH BORMONET 

SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH HORMONE) 
GROWTH BORMOMB VARIANT I PRECURSOR (GH-V) (PLACBNTA-8PBCIPIC OROWTH HORMONE! 

growth hormone, c<JH {•-terminal} [daar, pituitary glands, Peptide Partial, 43 aa) 
[Cervidae] 
( 8 5 0 9 7 7 ) g r o w t h b o r a o a a , OR t a b e e p , p i t u i t a r y . P e p t i d e , 2 1 7 a a ] ( O v i a a r i a e l 
( 8 5 0 9 ( 7 ) g r o w t h h o r a o n a , *OB t O n o o r h y n c b u a t e c h a w y t e c h a - c h i n o o k a e l a o o . P e p t i d e , 2 1 0 a a ) 
( O a c o r b y n c b u a t e b a w y t e h a j 
( 8 5 2 0 2 7 ) g r o w t h h o r a o o a , OR [ R a n a o a t a a b a l a n a - b u l l f r o g a , a d e n o S y p o p h y a a a , P e p t i d e , 2 I S e e | 
( R a n a c a t e a b e l a n a ] 
growth heraona, OH {N-termlnal} [Bannatt's wallabies, Peptide Partial, 40 aa) 
[Macropua rufogriaaua] 

SOMATOTROPIB PRECURSOR 
SOMATOTROPIN PRECURSOR 
SOMATOTROPIN PRBCURSOB 
SOMATOTROPIN PRBCURSOB 

« B O f f l BORMOMB) 
(GROWTH BORMOMB) 
(OROWTH BORMOMB) 
(GROWTH HORMONE) 

( A P 0 ) 4 3 0 ( ) g r o w t h b o r a o a a ( B e e p r i a i g e a i u a i a d l c u a l 
( A P 0 1 2 0 9 C ) g r o w t h b o r a o a a 1 ( P e l i a o a t u a ) 
e o a e t o t r o p i n p r e c u r a o r • c h i c k a n 
aoaatotropia • sal whale 
I L K 5 5 « ) g r o w t h b o r a o a a ( M a e a e a a u l a t t a ] 
( L 1 4 5 S S ) g r o w t h b o r a o n e [ N a c a c a a u l a t t a ! 
( X S 1 9 S 9 ) g r o w t h b o z a o o e ( c y p r i m i a c a r p i o ] 
( X 7 2 9 4 7 ) g r o w t h h o r a o n a ( B u b a l u a a r n e e l 

( A P 0 5 2 1 9 2 ) g r o w t h b o r a o n e p r e c u r e o r i T r i e h o e u r u a v u l p e c u l a T 
SOMATOTROPIN I PRBCURSOB (OROWTH RORMOMB I ) 
SOMATOTROPIN PRECURSOR (OBOWTH BORMOMBV 
SOMATOTROPIN I t PRECURSOR (OROWTH BORMOMB I I ) 
( A J 0 0 5 9 1 9 ) g r o w t h h o r a o n a ( N a n a o a p a l a x e h r e n b e r g i ] 
( V 0 0 5 2 0 ) g r o w t h b o r a o a a [ B o a o a a p i e a a ) 
( A P 0 C 3 0 3 4 ) g r o w t h horaaoe p r o b o r a o n e ( S c i e e n o p e o c e l l a t u a ) 
( A P 0 4 3 7 4 5 ) g r o w t h h o r a o n a p r e c u r e o r [ P r o t o p t e r u a a o n e c t e n e P 
( A P 0 « 2 7 4 « ) g r o w t h b o r a o a a p r e c u r e o r ( B u f o a a r l a u a ] 
Sf a to tropin - g u l a e a pig (fra^ant) 



130201s 
3 2 0 2 0 1 7 
mots 
3 2 1 0 7 1 
2 2 1 0 7 7 
2 2 1 0 7 9 
2 2 1 1 ) 9 
9 4 9 9 7 7 
>09 
290944 
4 0 0 
4 0 4 9 0 7 
4 0 9 * 4 ) 
4 1 0 7 5 » 
4 1 0 7 7 0 
4 1 0 7 7 4 
4 1 0 7 7 4 
4 1 1 0 0 2 
4 1 2 ) 4 0 
4 1 ) 4 7 1 
4 1 7 7 9 2 
4 1 9 9 7 ) 
4 2 2 5 0 0 
4 2 3 1 7 S 
4 2 5 4 9 0 

4 ) 0 9 4 9 
4 3 5 7 3 ) 

4 5 0 2 9 9 
4 5 2 ) 0 4 
4 5 2 4 7 2 

4 9 5 4 7 5 

4 5 5 4 7 7 

4 4 4 7 7 0 
44477» 
4 4 4 7 0 0 
4 4 4 7 0 ) 
4C47I4 
4 4 4 7 4 5 
4 7 7 0 9 2 
47S41S 
4 7 * 3 1 1 
412753 
492754 
41275» 
413102 
4 0 1 ) 1 4 
4 0 4 4 7 9 
4 * 0 1 4 4 
4 9 ) 0 1 0 
4 9 ) 4 2 4 
9 1 0 4 0 
5 2 9 0 2 1 
9294 74 
5 4 2 4 1 9 
5 4 4 5 4 9 

5 4 5 0 7 ) 

5 5 0 4 9 ) 
5 4 2 1 9 
5 4 7 0 4 2 
5 0 4 0 1 0 
5 0 4 0 1 1 
5 0 4 0 1 2 
4 0 * 4 4 4 
4 2 4 0 0 
4 2 4 ) 7 
4 2 4 0 4 
4 2 4 9 9 
4 2 7 0 9 

( * f o n ) H l g r o w t h h o n c u r ( C a r a a e i u a a u r a t u e ] 
( A P 0 4 9 3 9 9 ) g r o w t h b o r a o a e f i [ C a r a a a l u a a u r a t u a l 
a o a a t o t r o p l a - b l u a a h a r k 
a o a a t o t r o p i n • A t l a n t i c a a l a o n ( { r e g a a n t l 
a o a a t o t r o p l a - b u l l f r o g ( f r a ^ a a t a ) 
a o a a t o t r o p l a - g r e e n a a a t u r t l a 
g r o w t h h o r m o n e v a r i a n t , p l a o a n t a l - h u a a a ( f r a g m e n t e F 
a o a a t o t r o p i n - M i l e t i l a p l a 
( X 1 2 4 S 7 ) g r o w t h h o r m o a e f a c t o r I (Boa t a u r u a l 
( 0 0 1 ) 0 1 ) g r o w t h h o r a o o a ( S p e r u e a u r a t a ) 
( V O O l i i r g r o w t h h o r a o o a tBoo t a u r u a ) 
( 0 0 2 2 9 ) ) g r o w t h h o r m o n e - v a r i a n t ( M a e e e a a r i e t t a ) 

g r o w t h h o r a o a a (Bquua e a b a l l u a l 
g r o w t h h o r m o n e - 9 0 [ S u a e c r o f a ) 

( A 0 4 0 3 4 ) g r o w t h h o r a o a a f B o a t a u r u a ) 
( A 0 0 4 0 9 ) a o a a t o t r o p i n (Boo t e u r u e ) 

( 0 0 2 9 2 9 ) 
(A0C745) 

( A 0 9 1 1 0 ) g r o w t h b o r a o n e 12 [ O v l e a r i a a ] 
(AO0993) g r o w t h h o r a o a a [ T i l a p i a c p . f 
( A 0 ) * * 2 ) g r o w t h h o r a o a a ( u n i d e n t i f i e d ) 
( A 0 0 4 0 7 ) a o a a t o t r o p i n [ u n i d a n t i f i e d l 
SOMATOTROPIN (GROWTH BOBNOBt) 
a o a a t o t r o p l a - e h u a a a l a o a ( f r a g a a n t a ) 
a o a a t o t r o p l a - A c a a t b o p e g r u e b u t c h e r i 
a o a a t o t r o p l a - d o g 
g r o w t h h o r a o o a , OB ( I c t a l u r u a p u a e t a t u a - c a t f i a h , p i t u i t a r y g l a n d e , P e p t i d e , 1 7 4 a a f 
[ I c t a l u r u e p u n c t a t u a ] 
( 0 0 1 1 4 ) ) g r o w t h h o r a o o a ( S o l e a e e n e g a l a a e l e ) 
( 8 4 4 4 7 0 ) p r e g r o w t h b o r a o a e , p r e - O B [ B a o x l u e i u s * n o r t h e r n p i k e , p i t u i t a r y g l a n d e , P e p t i d e , 
2 0 9 a a ) ( B a o x l u c i u a ) 
I L 2 7 0 3 S ) g r o w t h h o r a o a a ( P a a g a a i a a o d o a g l g a s ) 
( X 7 7 2 4 S ) g r o w t h h o r a o a a [ C o r e g o a u a a u t t a n a l i a ) 

g r o w t h h o r a o a a , OB ( B - t e r a i o a l ) [ A a l a c a l v a - b o l o e t e a n f i a h , p i t u i t a r l e e , P e p t l d a P a r t i a l , 2 4 
a a ] ( A a l a c a l v a ] 
( S 4 7 1 1 * ) a o a a t o t r o p i n , B S T > f u a l o a p r o t e i a T s a e h a r l e h i a c o l l , L B B 0 4 , p l a a a i d p X T l O l , I S 1 0 L / R -
1 , P e p t i d e P l a a a i d T r a n a p o a o a l n a e r t l o n N u t a a t , 2 0 a a ) ( B a c h e r l e h l a c o l i ) 
( 8 4 7 1 1 9 ) B S T / b e t a - Q a l f u a l e a p r o t e i a ( a o a a t o t r o p i n , B 8 T , b a t a - g a l a e t o a l d a a e , b e t a - S a l ) 
[ B a c h e r l e h l a e o l i , I 3 B 4 4 , p l a a a i d p X T 1 0 7 , I S I O L / B - I , P e p t i d e 
P l a a a l d T r a n a p o e o n l n a a r t i o a M u t a n t , 07 a a ) ( S e c h e r l c b i a e o l i ) 
SOMATOTROPIN PBBCORSOB (OROWTH BOBMOBB) 
SOaUTOTBOfZM (OKONTB •0KM0HS) (Che1cola aydaal 
SOMATOTROPIN PHICURSOR (GROWTH BOBMOBB) 
SOMATOTROPIN (GROWTH BORMDHB) 
SOMATOTROPH! (OBOWTB HORKOBB) [Prioaaca glauca] 
SOMATOTROPZB (OROWTH HORMONB) 
g r o w t h h o r m o n e - g o l d e n h a a a t e r 
•naatotropin - Kuasiaa sturgeon 
a o a a t o t r o p i n - d o a a a t l c w a t e r b u f f a l o 

itotropin - M o s e a b i q u e tilapia 
i totropin 2OK - Atlantic ood (Oadua aorbua] 
itotropin - Aaariean plaioa (fragment)[Sippoglossoldaa platassoidas] 
itotropin 22K - Atlantic cod (oadua aorbua) 

a o a a t o t r o p i n a l p h a e h e i n - t u r k e y 
a o a a t o t r o p i n p r e c u r a o r • p i g ( f r a g m e n t ) 
( A 1 S 0 7 2 ) g r o w t h h o r a o a a ( B o a o a a p i e a a ) 

( A 0 7 S ) 0 ) g r o w t h h o r a o a a [ T i l a p l a n i l o t i c e ) 
( S ) 0 7 D ) g r o w t h h o r m o a e o v a r i a n t (Boa t a u r u a l 
( X 0 2 0 9 1 ) g r o w t h h o r a o o a p r e c u r a o r ( a a 2 4 t o 1 9 0 F [Bua a u a c u l u a ] 
( H 2 7 0 0 0 ) g r o w t h h o r a o a a ( C y p r l n u e e a r p i o ] 
( N 2 4 7 4 0 ) g r o w t h b o r a o a e ( o n c o r b y n e h u e k l s u t o b ) 
e o m e t o t r o p i n - s i l v e r c a r p 
( 8 4 0 4 4 4 ) g r o w t h h o r m o n e , aOB ( O a e o r h y n c h u s t a c h a v y t a c h a - c h i n o o k a a l a o n , P e p t i d e P a r t i a l , 2 1 
a a ) ( O n c o r b y n e h u e t e b a w y t e h a l 
( 8 4 9 2 1 5 ) g r o w t h h o r a o a a , QB [ I c t a l u r u a p u n c t a t u a « c h a n n e l c a t f i a h , P e p t l d a , 2 0 0 a a ) 
[ I c t a l u r u s p u n c t a t u a ) 
( 8 ) 0 1 2 7 ) g r o w t h b o r a o a e p r e c u r a o r ( O r y e t o l a g u a e u n l e u l u s ) 
( X 1 2 4 5 0 ) g r o w t h b o r a o o e f a c t o r 1 ( B a t t u e n o r v e g i c u e ) 
( 0 1 ) 3 * 0 ) g r o w t h h o r a o n a p r e c u r a o r [ P e l i a c a t u a ] 
SOMATOTROPIN (GROWTH BORMONB) 
SOMATOTROPIN PR8CORSOR (OROWTH BOBMOBB) 
SOMATOTROPIN PR8C0RS0B (GROWTH BORMONB) 
(M27094) g r o w t h b o r a o o e [ C t e n o p h a r y p g o d o n l d e l l a ) 
( X 5 9 3 7 7 ) g r o w t h h o r m o o e ( A e a n t b o p a g r u a b u t c h a r i I 
( X 0 7 0 7 9 ) g r o w t h h o r m o a e p r e c u r a o r (Anaa p l a t y r b y n e h o a ) 
( X D 4 7 0 ) g r o w t h bormoaa p r e c u r a o r (AA 2 ) t o 1 0 0 ) [ C y p r i n u a o e r p l o ) 
( X 5 S 1 7 4 ) g r o w t h h o r m o n e ( C a r a n x d a l i e a t i e e i a u e ] 
( X 4 0 4 1 9 ) g r o w t h h o r a o n a ( C t a n o p h a r y n g o d o n l d e l l a ) 



A*€XOS 

wm 
• a 7 7 0 
« 2 9 1 0 
< 3 0 9 2 8 
« 1 4 0 7 
« 3 9 7 9 
( « 0 3 4 
« 4 2 3 0 
« 4 3 S3 
« 4 3 3 0 

(34432 
« 4 7 1 1 
« 4 7 2 0 
4 5 3 1 4 
« 9 1 9 « 
« 9 1 9 7 
« 9 1 9 0 
• 9 1 9 9 
« 9 2 0 0 
« 9 2 0 1 
« 9 2 0 2 
« 9 2 0 3 
« 9 2 0 4 
« 9 3 7 S 9 
7 2 2 2 7 « 
7 3 0 7 ( 4 
0 0 ( 9 3 0 

0 3 0 7 ( 9 
• 4 7 7 S 1 " 
S S 4 7 S 
0 S S 0 0 
• S S 0 9 
9 S S 4 9 
• S 5 4 C 
• S S 9 2 
9 5 S 9 9 
9 S S 9 9 
9 5 ( 2 7 
9 5 ( 2 4 
55445 
19(53 
• 5 ( 5 7 
•S(«2 
9 5 0 S 0 
0 5 9 5 1 
0 S 9 0 S 
•6054 
53010 
• 9 1 0 9 
0 9 2 9 « 
9 9 7 7 9 0 
9 0 3 7 ( 4 
9 0 3 9 7 7 
9 0 3 0 7 9 
9 1 2 4 9 4 
9 3 0 3 4 
9 4 7 1 1 S 
9 7 4 
9 9 9 3 3 4 

11(0474) growtfioraona (Cteoopharyngodoo idella] 
"7X6971«) growth toneM [Dlcentrarcbua labrix) 
(X17619) growth boraooe [Oellue gellue) 
aoaetotr^in - i l l m carp 
(X12C00) g r o w t h h o r a o n e p r e c u r e o r ( M - 2 5 t o 1 9 l T t o e l l u e g e l l u e ) 
(ZC047S) g r o w t h b e r a o n e ( B y p o p b t b e l a d e b t h y e a o l l t r l x ) 
(XS937S) g r o w t h h o r a o a e ( L a t e e c a l o a r l ( a r ) 
(X1S0SS) g r o w t h h o r a o n e p r a c u r a o r ( M - 1 7 t o f P a r a U c h t h y e o l l v e o e u e ] 
( X 1 4 3 0 5 ) g r o w t h h o r a o a e p r o p e p t i d e ( s e l a o a a l a r ) 
( X 0 1 9 3 0 ) g r o w t h b o r a o o e 1 ( S a l a o a a l a r ] _ _ _ _ _ 
[ X 0 « 7 3 S ) g r o w t h h o r a o n a p r a c u r a o r (AA - 1 7 t o i * f T ~ I t 1 m j j a u e t h y n a u e ] 

g r o w t h b o n o M A ( X a n o p u a l a a v i » ) 
( X 1 4 6 0 2 ) g r o w t h h o r a o n a • ( X a n o p u a l a a v i a ) 

" T X 6 0 4 7 J ) g r o w t h h o r a o n a [ B y p o p h t h e l a i c h t b y e n o b i l l a ) 
a o a a t o t r e p l n p r a c u r a o r - r a t 
e o a a t o t r o p l n p r a c u r a o r - a o u a a 
a o a a t o t r o p i n • h o r a a 

i t o t r o p l a p r a c u r a o r - p i g 
i t o t r o p l n p r a c u r a o r - b o v i n e 

e o a a t o t r o p l n p r a c u r a o r 
a o a a t o t r e p l n p r a c u r a o r 
a o a a t o t r e p l n p r a c u r a o r 
e o a a t o t r o p l n p r a c u r a o r 
T S 7 3 9 6 9 ) g r o w t h ho : 
( 0 2 1 9 2 0 ) g r o w t h b o r a o o e 
SOMATOTROPH PRECURSOR (OROMTH RORNONS) 
( 8 7 2 3 4 4 ) g r o w t h h o r a o n a , pQR ( a x o o a 4 e n d 5 ) 
a a ) ( S u a e c r o C a ) 

T 0 2 5 9 7 T ) g r o w t h b o x a c n e ( T e l l e e a t u a j 
~ i U 1 9 7 8 7 ) 

0 r o v t b h o c w o t ( S u a e c r o f e j 
i t o t r o p l n 1 p r a c u r a o r - j a p e n e e e e e l 

e b e e p 
g o e t 
c o b o e e l a o n 
f i v e - r a y y e l l o w t e l f 

( A a l e c e l v a . b o w f i a , 
( A b r a a l a b r e a a ) 

P e p t i d e , 1 9 5 a a P (Aarfa o a T v a ) 

( a w i a a . p i t u i t a r y g l a n d . P e p t i d e P a r t i a l , « 2 

a o a a t o t r o p i n p r a c u r a o r - c o a a o n c a r p 
a o a a t o t r e p l n p r a c u r a o r - c o a a o n c e r p 
a o a a t o t r o p i n I I p r a c u r a o r - c h u a a a l a o n 
a o a a t o t r o p i n p r e c u r e o r 
a o a a t o t r o p i n p r e c u r e o r 
e o a a t o t r o p l n p r e c u r e o r 
a o a a t o t r o p i n p r e c u r e o r 

a t o t r o p l n p r e c u r e o r 
i t o t r o p l n p r e c u r e o r 

e b u a e e l a o n 
r a i n b o w t r o u t 
A t l a n t i c e e l a c n 
A t l a n t i c a a l a e n 
r e d e e e b r e a a 
g i l t h e e d e e e b r a e a 

i t o t r o p l a • s k i p j a c k t a a a (Buthyaaua palasUa] 
k to t rop in • y a l l o v f i a tuaa 

i t o t r o p l n p r a c u r a o r - b l u e t I n t u n a 
i t o t r o p l a p r e c u r e o r • P a r e l i e b t h y a o l i v a c e u e 
i t o t r o p l n A - A f r i c a n c l a w e d f r o g ( f r a g a a n t ) 
i t o t r o p l n B - A f r i c a n c l a w e d f r o g ( f r a g a a n t ) 

e o a a t o t r o p l n p r e c u r e o r - b u l l f r o g 

somatot ropin pracuraor - duck I&nas p la tyrbynohos x Ca i r i na aoacha ta l 
a o a a t o t r o p i n - A r c t i c f o a [Alcpas lagopua] 
e o a a t o t r o p l n - A f r i c a n e l e p b e n t 
a o a a t o t r o p i n - p i g ( f r a g a a n t a ) 
( 8 4 4 ( 4 3 ) g r o w t h h o r a o n e [Hue a u e c u l u e ) 
( L 4 1 6 2 9 ) g r o w t h h o r a o n e ( L a t e o l e b r a x J a p e n l c u e ] 
( L 4 3 6 2 7 ) g r o w t h h o r a o n e ( S e b e a t l a c u a a a r a o r a t u e l 
( L 4 3 4 2 9 ) g r o w t b h o r a o n e ( S e r l o l a d u a e r i l i ] 
( 0 1 9 7 9 9 ) g r o w t h b o r a o o e [ S u e a c r o f a ] 
a o a a t o t r e p l n - r h e e u e a a e a q u e ( t e n t a t i v e e e q u e n e e ) 
( 0 1 6 9 1 4 ) g r o w t b h o r a o n e [ L a t a a e a l c a r l f e r ] 
( X 0 7 0 3 5 ) g r o w t h b o r a o o e (AA 1 - 2 1 7 ) [ c a p r a h i r c u a T 
( S 7 8 1 9 4 ) g r o w t h h o r a o n e , OR [ b e e g l e d o g e , a e i a r y t i a e u e , p e p t i d e P a r t i a l , 1 4 3 a a ] 
f a a i l i a r i e ) 

[Cania 



7.3 Anexo 3 
M 

7.3.1 Informe Resultado de la Consulta en BLAST de la Sonda GH-
Explorer I 

(189 secuencias, alineamientos parciales representativos se muestran al final). 

BLASTN 2.0.5 (May-5-l998| 
Query« gcctgcttcaRgaaggacatgcacaaggtggagncctacctgagggtcatgaagtg(GH-Expl orer I) 
(56 letters) 
Database: Non-redundant GenBank+EMBL+DDBJ+PDB 
sequences 368,044 sequences; 825,693,407 total letters 

Distribution of 189 Blast Hits on the Query Sequence 

tola- Kaa f a - W i r » » * S c a m 

SL 

Duck & Tuna -> 
Tilapia ~ ~ " " 1 1 1 1 1 

Gallopavo 

Salmon-* 
1 = 

Serióla Dumerili 
Ovis Aries 
Felis Catus 

Equus Microsatdlite Equus Microsatdlite 

S c o r a E 
S e q u e n c e s p r o d u c i n g s i g n i f i c a n t a l i g n m e n t s : ( b i t a ) V l u e 
eablX07079|APQH Duck irRNA f o r g r o w t h hormone _ Ä 2 4 - 1 5 
e«blX06735ITTGHR Tuna mRHA f o r g r o w t h hormone J U 4 - I S 
ablM26916|ORNTjgB O . n i l o t i c u s ( t i l a p i a ) g r o w t h - h o r m o n e f t i G H ) a . . 3 - 1 3 
emb|Z46§$3iMMGHGPRQ M.muaculua DMA f o r g r o w t h hormone g a n a a n d . . _Z5 1 - 1 2 
aab|VO\22.QlRNGR9H2 g«na f o r g r o w t h h o r a o n a ( p r e a o m a t o t r n p i n . . _25 1 - 1 2 

_ZS 1 - 1 2 
e a b l A J O 0 5 9 i J | § £ H 5 8 U S p a l a x a h r a n b e r g i gena e n c o d i n g g r o w t h h o r . . _25 1 • 1 2 
emblVOlJ l i lMjgRQflJ R a t gena f o r g r o w t h h o r a o n a f p r a a o s i a t o t r a p i n . . _23 1 - 1 2 
aob lX59378 ILWTOR L . e a l c a r i f a r aRNA f o r g r o w t h hormone 75 1 - 1 2 
oblM336J7lTfY<3RHQ M . g a l l a p a v o g r o w t h h o r a o n a mRNA, c o m p l e t e e d a . 7S 1 - 1 2 
eablV01237lmgR<?M M e a e a n g e r RHA f o r r a t g r o w t h h o r a o n a . > g i | 2 0 . . _25 1 - 1 2 
d b 1 | D 1 0 4 M C h i c k e n g r o w t h hormone g e n a 1 - 1 2 
AB|M3560?LCHK<3HA C h i c k e n g r o w t h hormone mRNA. c o m p l e t e e d a . _2S 1 - 1 2 
emblX02891iMHGHRl Mouse mRNA f o r a r o w t h hormone > o i | l 9 3 5 0 3 | g b l K . . _25 1 - 1 2 



I E 7 M 0 2 
L2S053IRA' 

M K 

S I 
CHQRQB C.hippurue mRNA for growth hormone 

Rattus norvegicua Gonadotropin releasing hot. . . 
lxi26QBloqgH Chicken mRKA for growth hormone 

ob(U62779|fipP62779 Rattus norvegicua presomatotropin mRMA, eoap... 
t f f l & U 7 7 2 t S I C A Q B f l C.autumnalis growth hormone gene mRMA. 
«frUniaflSlfiftftlflHI 8.ealar mRMA for growth hormone 
ab|S6921S|869215 (5!-growth hormone {Ictalurua punctatua-channel... 
ab I B6&2991864299 growth hormona [Syrian Golden hamsters, mRMA, . . . 
qblM293B3|cvMcuawipr 8.gairdnari (rainbow trout)/«.ooli bete-ga... 
amb|xso4i9)CIQH C.idellua gene encoding growth hormone 
abIM19999 iOMHQHCOHO Oncorhynchue kiautch (cobo salmon) growth h . . . 
ab 1x2476aI onion Cobo ealaoo growth hormona (GB) mRNA, 3« and. 
ab(fiS0B67|SSQ(|f7 growth hormona (Oncorhynchus techawytecha«chin..v 
qfalAF06939flIAP06939B Carassius auratue growth hormone I mRNA, c . . . 
WhUl7^3lOKGHl o.kata RNA for growth hormone I, aGHI 
ob 1X27094 ] CTRoyt Ctenopharyngodon ideila growth hormona mRNA, c. . 
f 'frlAfiP?8i|ciQoaH c.ideila gcGH (graaa carp growth hormona) gen.. 
qfa1X22711|sxooHRTA S.gairdneri (rainbow trout) growth hormone (.. 
qb1103oso|ftfflflHffftli Salmon growth hormone mRMA, complete cda. 
ab102̂ .9201ABU21920 Abramis brama growth hormona (OR) gena, part. . 
ttb1X2448 31SXQQH1 S.gairdneri growth hormona (GH-I) mRMA, compia.. 
ab 10133901FCQ13390 Pelle catua growth hormone precuraor mRMA, e . . 
ab|AF002i23|QVAA«H^ Ovie ariea growth hormona (GH) gena, axon S.. 
fHnfrU'rfTl7< ICDQRHO C.delicatiasimua mRMA for growth hormone 
q b l A F 0 0 2 i i 3 O v i a ariea growth hormona (GH) gene, axons 4.. 
ablAP062746|AF062746 Bufo marinua growth hormone precursor, mRM.. 
ab IAF0021201SBQ OVARQH3 Ovis ariea growth hormona (OH) gene, ex.. 
dbi lDQ0474|qoT<autA Goat growth hormone gene, costiate cda and f . . 
ablsS0S77lflS0S77 growth hormone (aheap, pituitary, MRNA Partial. . 
qfa|U490631QAU49043 Ovis ariea placental growth hormona mRMA, co.. 
ab|M17704|PIGGH Porcine growth hormone gene, complete cda. >gi|.. 
ab|AF002110|QAQHL Ovia ariea growth hormone (GH) gene, complete.. 
a b IL4362B | SEOQHR S e r i o l a d u m e r i l i g r o w t h h o r m o n e (GH) mRMA, 3 ' . . 
a b 1x227321SHMHUTC S . g a i r d n e r i ( r a i n b o w t r o u t ) g r o w t h hormona ( . . 
ab|M35627|SBOPGH S . g u i n g u e r a d i a t a g r o w t h h o r m o n a (GH) mRMA, c o m . . 
db1(D30713IBOVGHCV B o v i n e g e n e f o r g r o w t h hormone C v a r i a n t , p a . . 
gfr |AF002i29|QViAAQH$ O v i a a r i e a g r o w t h h o r m o n a (GH) g e n e , a x o n . » 
gb[X27326|PIQQHC P i g g r o w t h hormone mRNA, 3 ' e n d . 

|OOGHX6 O v i n e GH mRNA f o r g r o w t h ho rmona 
a b IAP0Q2117IQARGH4 Ovia a r i e a g r o w t h h o r m o n e (GH) g a n e , a x o n 5 . . . 
rtllHaififillffMttffla 8 . g a i r d n e r i g r o w t h ho rmona ( G H - I I ) mRMA, c o m p i . . . 
a h Ius99171SSUB9917 S e b a s t e s s c h l e g e l i g r o w t h hormona (KrGH) mRM.. . 
g p | A F 0 6 3 8 3 4 | A P 0 6 3 6 3 4 S c i a e n o p a o c e l l a t a g r o w t h hormona p r o h o r m o . . . 
afa 10259731FCP25973 P a l i s c a t u a g r o w t h ho rmona mRMA, c o m p l e t e o d e . 
l U f t l Y f t f t T I P l ™ " " Goa t mRMA f o r g r o w t h h o r m o n a > g i | 2 1 7 0 2 7 l | d b j | l . . . 
ab lQ02929lECU02929 Bquua c a b a l l u a g r o w t h hormone (ecGH) mRMA, e . . . 

|X07Q35)CHGH G o a t mRMA f o r g r o w t h ho rmona 
IZ3B127IOCGROHORM O . c u n i c u l u a g e n e f o r g r o w t h hormone 
lK175?il?iraHII O . k a t a RMA f o r g r o w t h ho rmona I I , aGHII 
|x i2S46|OOGH O v i n e g e n e f o r g r o w t h ho rmone 

—ih|r?ì<»47lBBQHMRMA B . b u b a l i e mRNA f o r g r o w t h hormona 
g b IM3 7 3 ¡101 SHPGHOV O v i n e g r o w t h hormone g e n e , c o m p l e t e c d a . 
es^ |X53325jSf iPGH S . a c r o f a g r o w t h hormona mRNA. 
ab1X227611PIQGHXA p i g g r o w t h hormona mRKA. 
qb|P2B3B8|CAU2B3B8 C a r a s s i u s a u r a t u a g r o w t h hormona mRMA, p a r t i . . . 
gb18739691S7396y g r o w t h hormone (Amia c a l v a « b o w f i n , mRNA P a r t i a . . . 

P a n g a a i u a p a n g a a i u a g r o w t h hormona mRMA, c o m p i a . . . 
Pang a s i a n o d o n g i g a a g r o w t h ho rmone ((31) mRNA, . . . 
C . i d e l l u a (Graaa c a r p ) mRNA f o r g r o w t h hormona 

C y p r i n i u s c a r p i o mRNA f o r g r o w t h hormone 
H . n o b i l i a ( B i g h e a d c a r p ) mRNA f o r g r o w t h ho rmone 

C y p r i n u a c a r p i o g r o w t h h o r m o n a (GH) mRNA, c o m p i . . . 
C y p r i n u s c a r p i o g r o w t h ho rmone g e n e 

a b 1X63713 IPNAQH 
a b IL27B35IPGSQHA 

1X60474ICIPQB 
1X13670|CCQH 

W b | X 6 ? 1 7 3 |HNPGB 
gb|M27000|CYIOH 

J S 1 - 12 

J i 1 - 12 

- 2 5 1 - 1 3 

- 2 5 l -12 

J S 1 -13 

J U l - 1 3 

JU l - 1 2 

_25 l - 13 

J i 7 - 1 1 
7 - 1 1 

J 2 7 - 1 1 

_ 5 2 7 - 1 1 

_ 5 2 7 - 11 
7 - 1 1 
7 - 1 1 

- 5 5 7 - 1 1 
7 - 1 1 

- 5 5 7 •11 

J J 7 - 1 1 

_ 5 i 7 - 1 1 

- 5 5 7 - 11 

- 5 2 3 •10 

- 5 2 3 -10 

- 5 2 3 •10 

- 5 2 3 - 10 

- 5 2 3 -10 

- 5 2 3 - 10 

- 5 2 3 - 10 

- 5 2 3 - 10 

- 5 2 3 - 10 

- 5 2 3 •10 
3 -10 

- 5 2 3 - 10 

_52 3 - 10 

- 5 2 3 - 10 

- 5 2 3 - 10 

- 5 2 3 - 10 

- 5 2 3 - 10 

- 5 2 3 - 10 

- 5 2 3 - 10 

- 5 2 3 -10 

- 5 2 3 •10 

J 2 3 •10 

- 5 2 3 •10 

- 5 2 3 •10 

- 5 2 3 - 10 

- £ 2 3 -10 

- 5 2 3 -10 

- 5 2 3 •10 

_52 3 -10 

- 5 2 3 - 10 
3 - 10 

- 5 2 3 - 10 

- 5 2 3 •10 

- 5 5 1 - 0 9 

_ 5 d 4 •09 

- 5 2 4 - 09 

_ 5 2 4 - 09 

- 5 2 2 - 08 

- 5 1 2 -OS 

- 5 2 2 - o e 

_52 2 -08 

- 5 2 2 -08 



| X 6 0 4 | H M P G H H . m u l i t r i x ( S i l v e r c a r p ) mRNA f o r g r o w t h b o r n o n T 
AF06274SIAF062745 P r o t o p t e r u a a n n a c t e n a g r o w t h hormone p r a c u . 

ablH9434ilHYPSCGB H y p o p h t h a l m i c h t h y a m o l l t r i x g r o w t h h o r a o n a ( a . . . 
gb|S5B8671SSBB67 ypGH- g r o w t h h o r a o n a ( A c a n t h o p a g r u e l a t u s - y e 1 1 . . . 
g b | 0 0 1 3 0 1 | Q 0 i 3 0 i S p a r u a a u r a t e g r o w t h hormone aRNA, c o m p l e t e c d a . 

IXS9377IABGHOtt A . b u t c b a r i mRNA f o r g r o w t h hormone 
ibIY12S70¡caoHQEMf C . a l a p h u a 9 a n a e n c o d i n g g r o w t h hormone 

1X049621PMPRIQH Rad a a a b r a a a |RKA f o r p r a g r o w t h h o r a o n a ( p r . 
obIS5489Q1354B90 g r o w t h h o r a o n a [ S p a r u a a u r a t a « g i l t h e a d B a a b r a a 
gb|as2027|ss2027 g r o w t h h o r a o n a [Rana c a t a e b a i a n a - b u l l f r o g s , a d 
gb|J0000B|BQVQH b o v i n e g r o w t h h o r a o n a ( p r e a o m a t o t r o p i n ) g e n e a n 
a b | o o i i 4 3 ) 3 S U Q H 4 3 S o l a a a e n e g a l e n a i a g r o w t h h o r a o n a aRNA, c o n y , 
ab |AP0343B6|AP03438C Boa i n d i c u a g r o w t h h o r a o n a mRNA, c o m p l e t e c d a 
aablVOO111IBTQRQM B o v i n a mRNA f o r g r o w t h h o r a o n a . 
aab1x14601IXLQHA Xanopua l a a v i a mRMA f o r g r o w t h h o r a o n a A 
QB)M6290I | MVIQH Mink g r o w t h h o r a o n a mRMA, 3* e n d . 

M . v i a o n g a n a f o r g r o w t h f a c t o r 
qb1M27325IBOVQHC 
tiTlMKHI ?0 IWVMXQH 
ablL43629lLALGHR 

ablM57764lBOVaHQH 
qb|M23439|PAIFQH 

B o v i n a g r o w t h h o r a o n a mRNA, c o o p l a t a c d a . 
Mink mkOH aRMA f o r g r o w t h h o r a o n a 

L a t e o l a b r a x j a p o i c u a g r o w t h h o r a o n a (OH) mRMA, . . . 
S a b a a t i c u a m a r a o r a t u e g r o w t h h o r a o n a (GH) mRNA.«* 

B o v i n a g r o w t h h o r a o n a g a n a , c o m p l e t e e d e . 
F l o u n d e r g r o w t h h o r a o n a (f<3H) mRNA, c o l l a t e o d a . 

H f r U l ? 8 9 7 ) P O G H F l o u n d e r mRNA f r a g m e n t f o r g r o w t h h o r a o n a 
q b j M2 3 8131BQVGRQWP Boa t a u r u a a d r e n o c o r t i c o t r o p i c h o r a o n a (ACTS. . 
aahIX150551POQHR F l o u n d e r ( P a r a l i c h t h y a o l l v a c a u a ) aRNA f o r g r o . . 
gb |AF0S2 l92 |AF052192 T r i c h o s u r u e v u l p e c u l a g r o w t h h o r a o n a p r a c u . . 
QB|UI68I6 |LCM.6BI6 L a t e a c a l c a r l f a r g r o w t h h o r a o n a g a n a , p r o m o t . . 
g b | S 7 8 ? S 3 | S 7 8 2 S 3 s o m a t o t r o p i n [Morone e a x a t i l i a > e t r i p e d b a a a , p . . 
q b [ 0 1 9 7 8 a | S S 0 1 9 7 8 B Sua a c r o f a g r o w t h h o r a o n a nRNA, c o a p l a t e c d a . 
qb |AF069399 |AF069399 C a r a a a i u a a u r a t u a g r o w t h h o r a o n a I I aRNA, . . 

[SSQGH s . a a l a r g e n e f o r g r o w t h hormone 1 
MHLT"R7V6 I d l o r h o O . l a b r a x mRNA f o r g r o w t h h o r a o n a 

|AMGGROHOR A n g u i l l a j a p o n i c « g r o w t h h o r a a n e nRNA, c o o p . . 
enb |X12S20 fRCQHR B u l l f r o g nRNA f o r g r o w t h hormone 
q b | S 6 6 4 7 0 | S < 6 4 7 0 p r e g r o w t h hormone [Raox l u c i u a " n o r t h e r n p i k e , . . 
qb|frO^Sgfl|OHHGROHOR Chua aa lmon g r o w t h h o r a o n a g e n e , c o m p l e t e c d a 
gb|M2lS73|SMOGHfiAM Salmon ( S . a a l a r ) g r o w t h hormone g e n e , c o m p l e . . 
a b | U i 4 S 3 S | o m J l 4 S 3 3 Oncorhynchua n e r k a t y p e - 2 g r o w t h hormone g e n . . 
gh|J037971gf«QfiHBTB S . g a i r d n e r i ( r a i n b o w t r o u t ) g r o w t h hormone ( . . 
db i |AB00186S jAB0Q186§ Coregonua l a v a r e t u a DMA f o r g r o w t h h o r n o n . . 
emblZ23Q67lcPGROHOR c . f a m i l i a r i a aRMA f o r g r o w t h hormone 
g b | P l 4 S S l | 0 H U 1 4 S 5 1 Oncorhynchua n e r k a t y p e - 1 g r o w t h hormone g e n . . 
dbi |D50368(3EQQH S e r i o l a q u i n q u e r a d i a t a g e n e f o r g r o w t h h o r m o n e . . 
qb1M977651TILGH2X T i l a p i a n i l o t i c a g r o w t h hormone (0H2) g e n e , e . . 
obIM847741TiLGROHORM T i l a p i a n i l o t i c a g r o w t h hormone g e n e , c o a p . . 
qblM97766ITILQHIX T i l a p i a n i l o t i c a g r o w t h hormone (0H1) g e n e , e . . 
qb|Mi62531BQVGHWT B o v i n e a l t e r n a t i v e g r o w t h hormone aRNA, a x o n . . 
ab10197871SSU19787 Sua a c r o f a g r o w t h hormone mRNA, c o m p l e t e c d a . 
gbIAFQ867871AF086787 V e r a a p e r v a r i e g a t u a g r o w t h hormone p r e c u r a . . 
aablY11732IOMTIQHQHM O r e o c h r o m i a moaaambicua t i g H g e n e 
ab|MiSB94|HOMCSj Human c h o r i o n i c a o m a t o m a n m o t r o p i n hCS-3 g e n e . 
g p b | 7 0 0 5 7 3 | h $ P I A C Human mRNA e n c o d i n g p l a c e n t a l l a c t o g e n hormone 
ybIM25118IHUMCS2 Human c h o r i o n i c a o m a t o m a o n o t r o p i n (HCS) mRNA, 
qbIJOOiiBIHUKPLB Human p l a c e n t a l l a c t o g e n hormone (PL-4) mRMA, 
ablLifi55SIMACGHVAR Monkey g r o w t h h o r m o n e - v a r i a n t aRNA, c o o p l a t a 
qblKO0470|HUMGHV Human g r o w t h hormone v a r i a n t (HGH-V) g e n e , com 
qb10022931M4Q0229} Macaca m u l a t t a g r o w t h h o r m o n e - v a r i a n t g e n e , 
qbIM1343BIHOMGHM Human g r o w t h hormone g e n e (HQH-N), c o m p l e t e c d a 
qblJ03071IHOMGHCSA Human g r o w t h hormone (OH-1 a n d GH-2) a n d c h o 
f r t l V00520 |HSGROW2 Human g e m l i n e g e n e f o r g r o w t h hormone ( p r e 
gb |AFQQ606i |AF006061 Homo a a p i e n a p l a c e n t a l g r o w t h hormone i a o f 
amb|VOOS19|HSGROWL Human me a B a n g e r RNA f o r g r o w t h hormone ( p r e a 
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-U 
_ia 
j i 
-il 
J i 

J S 

_ 5 I 

-il 
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_S2 
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JU 
-ii 
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_ 5 2 
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_S1 
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-il 
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2 e - 0 8 
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7 e - 0 8 
7 e - 0 8 
7 a - 0 8 
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7 e - 0 8 
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7 e - 0 8 
7 e - 0 8 
7 e - 0 8 
7 e - 0 8 
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7 e - 0 8 
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7 e - 0 8 
7 e - 0 8 
7 « - 0 8 
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4 e - 0 6 
4 e - 0 6 
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4 e - 0 6 
4C-06 
4 e - 0 6 
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2 e - 0 5 
2 e - 0 5 
2 e - 0 5 
2 e - 0 5 
2 e - 0 5 
2 e - 0 5 
2 e - 0 S 
2 e - 0 S 
2 e - 0 5 
3 e - 0 4 
3 e - 0 4 
3 e - 0 4 
3 e - 0 4 
3 e - 0 4 
3 e - 0 4 
3 e - 0 4 
3 e - 0 4 
3 e - 0 4 
3 e - 0 4 
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9b 
9b 

J03756 
M15B9S 

—BLVQOS» 

qbIW384S1 
g b I X 0 2 4 0 1 

q b | J 0 0 2 8 9 

HDMQHVA Human g r o w t h h o r m o n e - v a r i a n t (SHI) a n d g r o w t h . . . 
HUHC85 Human c h o r i o n i c a o m a t o a a w o t r o p i n CS-5 p a e u d o g . . . 
|HSSOMA Human g a n a f o r a o m a t o m a M o t r o p i n ( h o r m o n a ) . 

gf t | j iP00606o|AgQ04040 Boa» a a p i e n a p l a c a n t a l g r o w t h hormone 2 0 k D . . . 
HUMOHVP Human p l a c e n t a - a p e c i f i c g r o w t h hormone mRHA, , 
HUMC81 Human c h o r i o n i c somatomammot rop in g e n a hCS-1 , . 
HtJMPî A Human p l a c e n t a l l a c t o g a n hormona (C8H1) g a n a , . 
PRP63flQ7 Pugu r u b r i p a a g r o w t h hormona (GH) g a n a , c o « p . 

d b i (D29737 (PAIOI F l o u n d e r g e n a f o r g r o w t h hormone , c o m p l e t e c d a 
l l b l lEMHB Xenopua l a a v i a mRNA f o r g r o w t h hormona B 
gbI882528 |8B2S2f l g r o w t h hormone [ L e p i a o a t e u a o a e e u s > l o n g - n o s e d . 
M&l7iT2ftU'gCT7DBl | . c o l l (HM174) pT7T7/T7H DMA, 1 1 2 7 1 b p 
aab l Z32693 IECT7DM3 S.COli pT7hGH_pl DMA, S K O b p 
obIAFQ7S648IAPQ7S648 I q u u a c a b a l l u a m i c r o s a t e l l i t e LZX046 
qb | L16554 |MACQH Monkey g r o w t h hormona mRNA, c o m p l e t e e d a and f 1 . . , 
a b 10482211SAU48221 S p a r u a a u r a t e g r o w t h hormona g e n e , c o m p l e t e . . . 
ah |L16S521 MACCSQHAA Monkey c h o r i o n i c a o m a t o m a a m o t r o p i n - 1 mRNA, . . . 
ablLl65S4|MACCSOHAC Monkey c h o r i o n i c aomatomaamot r o p i n - 3 mRNA, 
db1 jp iog^a{nMB.q«^} Chum sa lmon g e n a f o r e o a a t o l a c t i n , a x o n 4 a . . . 
emb|X7S926IMMABCL M.muaculua a b c l mRNA 
dbHID1064Q(OMHPSOL Chum sa lmon mRNA f o r s o m a t o l a c t i n , c o m p l e t e c d a 

| Z83821IHS294X21 Human M A s e q u e n c e f r o m PAC 296X21 on c h r o m . . 
IY15Q00IMMIRX2 Mus m u s c u l u s mRNA f o r I r o q u o i s homeobax p r o t e . . 

l f f l f r lMift20 9 9 1 lH S884M2O Homo s a p i e n s OKA s e q u e n c e f r o m PAC 884M20. . 
a b IL16S531MACCSOMAB Monkey c h o r i o n i c aomatomaMBot rop in -2 mRNA, 

Mus muacu lua f a t t y a c i d t r a n e p o r t p r o t e i n { . . 
Human DNA s e q u e n c e f r o m cosrnid L25G12, H u n t . . 

A n g u i l l a a n g u i l l a s o m a t o l a c t i n p r e c u r s o r mRN.. 
Nyxococcua x a n t h u a aocD (aocD500 a l l e l e ) a n d . . 
A r o t h r o n m a c u l a t u a g r o w t h hormona (GH) g e n e , . . 

qb IAP0293081HTCRBCHR9 Homo a a p i e n a chromoaoma 9 d u p l i c a t i o n o f . . 
gb |050932(PAOSOfrja Pseudomonas a e r u g i n o s a g l u c o a e u p t a k e r e g u l a . . 
gb|D90307IH&Q90307 Human i r o q u o i a - c l a a a homeodomain p r o t e i n I R X . . 

e m b l Z 5 4 3 3 6 l H S L 2 S f l l 2 

ATE 10638841AAQ63884 
a b I Q 3 7 0 Q B I M X Q 3 7 0 Q B 

a b I Q 6 3 B 0 3 I A M P 6 3 8 0 3 

-12 
-12 
-1Z 
_12 
-12 
- 1 2 
_12 
- 1 5 
J 2 
_12 
-22 
-¿2 
_i2 
_12 
UZ 
- 2 5 
- 2 5 
_ 2 5 
J 5 
-15 
J 5 
- 2 5 
_ 2 5 
J 5 
-25 
—22 
- 2 2 
- 2 2 
- 2 2 
- 2 2 
—22 
- 2 2 

3e 04 
3e-04 
3a-04 
3e-04 
3a-04 
3a-04 
3e-04 
0.001 
0.005 
0.005 
0.019 
0.075 
0.075 
0.30 
0.30 
0.30 
1.2 
1.2 
1.2 
1.2 
1.2 
1.2 
1.2 
1.2 
1.2 
1.2 
4.8 
4.8 
4.8 
4.8 
4.8 
4.8 
4.8 



7.4 Anexo 4 

7.4.1 Iniciadores en CDS de la GH. 

Los iniciadores se muestran en la Tabla 8.4 y las posiciones en la Figura 8.4. 

_ _ - . .. - ifaj ,, i 
Ta Ma 74 Iniciadoras en CDS (Intemoe) de la OH seleccionados. 

Tm AQ ¿O Otros 
«_«-!_ - -wwciaoor Secuencia r c > Loop Dim. Máximo <•> 

a)Exon2_5,(mam/p) a g c a c c t g c a c c a a c t g g c t g e 67.7 •6.9 TOCA 
ACOT 1 

b)Exon2_5'(pez) c a g c t g a i c a a a a t f f l t t c c t g c 58.4 -0.5 -10.1 CAOCT0 
OTCOAC 2 

c)Exon3_5'(mam) a g a g a t c a g a c c t g g a g c t g c t 64.0 0.5 -6.3 AOCT 
TOM 1 

d)Exon3_5,(paz) t t c c t g c t g g a t t t c t g t a a c t 58.4 -0.2 -4.7 TOC 
AOO 0 

•)Exon4_5,(m«m) c t g c t g c t c a t c c a g t c g t g g c 67.7 -0.5 -5.0 CCA 
OOT 0 

f)Exoo4_5'(pez_1) a t c g a c t g a t t g a g t c y t g g g a 60.3 -0.1 -6.8 TCGA 
AOCT 0 

0>Exoo4_5,(pez_2) c t g g c t t g c t t c a a g a a g g a c a 62.1 •0.2 -5.4 CTTO 
QAAC 1 

h)Exon5_5' g c t t c a a g a a g g a c f f l t g c a c a a 60.3 Vl.O •6.9 TOCA 
ACOT 8 

i)Exon2_3^mam) g t g t c a g c a g c c a g t t g g t g c a 65.9 -0.6 •6.9 TOCA 
ACOT 7 

j)Exon2_3Xpez) g c a g g a a t a t 1 1 t j r c t c a g c t g 58.4 0.9 •10.1 CAOCTQ 
OTCOAC 2 

k)Exon2_3'(mbc) g a g c c a g t t g g t g c a g g t g x t g 65.9 0.2 -6.9 TOCA 
ACGT 9 

l)E*on3_3^mam) c c g g g a t g g t c t c t g a g a a g c a 65.9 0.4 -9.8 CCOO 
OQCC 0 

m)Exon3_3*(pez) c g a t g t a t t c a g a g t t a c a g a a 56.5 -0.1 -4.2 TOTA 
ACAT 0 

n)Exon4_3" c x t t c a g g t c c t t c a g c t t c t c 62.1 0.5 •6.3 AOCT 
TCQA >10 

o)Exon4_3'(mam/a) g c c a c a g c c a c g a c t g g a t g a g 67.7 -0.7 -5.0 CCA 
OOT 1 

pJExoM.^paz) g a c t g g g g a a c t c c c a x g a c t c 65.9 -3.7 •8.1 TOOO 
ACCC 1 

q)Exon5_3* t g t g c a t g t c c t t c t t g a a f c a 58.4 r ^ 1 7 ' 4 . 9 TOCA 
ACOT 3 
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