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Microsoft
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Area de Estudio: Evolucién Molecular

Propdsito y Método del Estudio: Para hacer reconstrucciones evolutivas, la Paleontologia, ia
Embriologia y la Bioquimica han estado proporcionando datos muy importantes, Sin
ambargo, el desarrollo de la Biologia Molacular ha proporcionado una nueva herramienta
para la evolucion: Las secuencias de DNA y de aminodcidos de los genes. Los genes
més adecuados pera reakizar las reconstrucciones filogenédticas son aquelios que tienen
una amplia representacion entre las especies a estudiar. La hormona del crecimiento
(GH) ss ha encontrado en todos los vertebrados estudiados a i fecha, con 58
secuencias nuclectidicas completas reportadas mas 26 en secuencias aminoacidicas, la
GH cuenta con un nimero adecuado de material para estudiar su evolucién. Sin
embargo, los reportes son principaiments de especies de interés industrial mas que
clentifico, al disponer de nuevas secuencias de GH de especies de Ordenes no
estudiados, se podrian preciser las reconstruccionss fllogenéticas. Nos propusimos
disefiar varios oligonuciettidos: iniciadores que pamitan ampiificar por PCR el gen de la
GH y una sonda para tamizar bancos genéticos. Para eso, diseflamos una metodologia
de busqueda de secuencias consenso analizando todos los oligonuciedtidos de las
secuencias eon cuestion basads en dos etapas, la primera, calficando cada
oligonuciedtido con el nimero promedio de nucledtidos iguales a cada secuencia; y la
segunda, evaluando los oligonuciedtidos mejor calificados en la primera etapa con
férmulas especificas propias de los ensayos de PCR o de hibridacion.

Contribuciones y Conclusiones: Logramos encontrar un fragmento altamente conservado en
todas las sacuencias de GH, miasmo que sirvié de base para &l disefio de una sonda. La
utilidad de la sonda fue demosirada experimentalimente en ensayos de hibridacion. La
region conservada coincide con una de las regiones que intervienen en la unién a su
receptor y esta altaments conservada a lo largo de los vertebrados. Se lognd disefiar
iniciadores para ampiificar por PCR el gen de la GH de diferentes érdenes de vertebrados
y 8e comprobd el desempelio de un juego ampiificando, clonando y secuenciando &l gen
de la GH de jirafa. La metodologia diseitada para el astudio del gen de Ia GH, se puede
aplicar a cuaiquier secuencia genética y el andlisis se faciiité automatizando el proceso

vy e

Ora: s Revol de Mendoza Dr. Hugo A. Bamera Saldafia
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Capitulo 1

Introduccion

La teoria de la Evolucion (Darwin, 1859) expresa que cada especie se derivé a partir de
otra més simple. Esto ocurre gracias a un proceso llamado Seleccion Natural, donde el
medio ambiente escoge de entre los individuos que compiten entre si a los individuos
genéticamente mas aptos para sobrevivir y reproducirse. Darwin hizo una construccién de
un drbol evolutivo de acuerdo con las caracteristicas fisicas de las especies. Después,
conforme los cientificos avanzaron en sus investigaciones, se fueron dando cuenta de que la
construccién hecha por Darwin era valiosa pero un tanto “ispera™; pues solo comparaba las
especies por su apariencia externa, zona geogrifica y alimentacién, entre otros. Esta
informacién no podia responder con objetividad cul era ¢l orden consecutivo en que
fueron surgiendo las especies, ni el tiempo que habia transcurrido desde su divergencia.
Ademds, los cientificos 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 Anaromia Comparada, que hace
comparaciones de las estructuras éseas, identificando patrones de formacién de los huesos;
2) la Paleontologia, que usa fosiles para calcular el tiempo en que existieron las especies
incluso muchas de ellas ya desaparecidas, ademds, proporciona datos de la estructura 6sea,
apariencia y en algunos casos hasta de las posibles formas de alimentacién, movimiento y
comportamiento; 3) la Embriologia Comparada, que reconstruye la historia evolutiva
comparando patrones de desarrollo del embridn; y 4) la Inmunologia y Biogquimica, que
proporcionan datos en el ambito molecular acerca de reacciones enziméticas, y estimacion
de similitud proteica y nucleotidica. Entonces, se ha reconstruido la historia evolutiva
comparando desde rasgos burdos como la apariencia hasta datos moleculares.
Recientemente con el desarrollo explosivo de la Biologia Molecular se pueden ahora
obtener las secuencias nucleotidicas de los genes (y también deducir las aminoacidicas
correspondientes) y con éstas, hacer comparaciones hasta el nivel nucleotidico, el nivel
elemental del programa genético responsable del desarrollo de los organismos. Esta Gitima
informacién ha ido modificando, clarificando e incluso comgiendo lo que se sabia
anteriormente (O’Brien, 1993), creando el camino para una rama de la ciencia,
relativamente nueva: La Evolucion Molecular.

1.1 Evolucion Molecular

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

1
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de la vida, que estudia los posibles eventos y mecanismos que pudieron originar la vida en
nuestro planeta (L1 y Graur, 1991).

Es bien conocido que el DNA de todos los organismos estd 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 region mutada y el tipo de mutaci6n, los
cambios no persisten uniformemente en todo el genoma a través de las generaciones. Se ha
demostrade en diversos estudios que las velocidades de dichos cambios (nimero de -
cambios en un sitio por unidad de tiempo) varian entre las diferentes regiones genéticas
(regiones codificantes reguladoras e intergénicas); y ain entre ellas mismas (Tabla 1.1).
Por estas razones, es deseable analizar la secuencia mds completa del gen. Comparando las
secuencias nucleotidicas o aminoacidicas de un mismo gen entre diferentes especies, se
pucden calcular en funcién del nimero de cambios y sus patrones, la cronologia y las
velocidades a las que ocurrieron estos cambios. Estos datos sirven para construir firboles
filogenéticos que relacionan las proteinas o las especies entre si. Al hacer reconstrucciones
de érboles filogenéticos, se necesita de secuencias que tengan al menos algunas variaciones,
ya que sin éstas no se podria hacer la reconstruccién. Al mismo tiempo, si existen muchas
variaciones entre las secuencias, la reconstruccién puede ser dificil o poco confiable.
Generalmente se usan secuencias que tengan variacion 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.

LTabll 1.1 Velocidades de cambio de diferentes regiones génicas. .J
Secuencia ' Longitud (aa) | Velocidad
Histona 3 (mutaciones no sindnimas *) 1351 0.00£0.00
Histons 3 (mutaciones sinénimas) 135] 638+ 1.19
Hormona de Crecimiento (mutaciones no Sinonimas) 139] 1.230.15
Hormona de Crecimiento (mutaciones sménimas) 189| 4.95+0.77
Interferén y (mutaciones no sinénimas) 136 2.79£0.31
Interferdn y (mutaciones sindnimas) 136 | 8.59+2.56
5" UTR Hormona de Crecimiento 21| 1.791£0.85
37 UTR Hormona de Crecimiento 91[ 1.83:041
5° UTR Apolipoptroteina A-1V 83| 3.06 10.68
3" UTR Apolipoptroteina A-IV 134] 1.7320.33
a y B Globina pseudogenes (vaca y cabra) 9.10£0.90

¥ Varian con la relevancia de fa region y el fipo de mutacion. Los cakculos fueron
hechos a partir de secuencias de humano, raton y rata, excepto donds se indica,

Y El tiempo de divergencia se fijé en 60 milones de aflos. Las velocidades son
mostradas en unidedes de nimero de susttuciones por siio por 10° aflos (extraido
de Liy Graur, 1981).

$ Mutaciones no sindnimas son las que ocurren en las secuencias codificantes y
cuya mutackén produce también un cambio de aminodcido.

Se pueden construir drboles filogenéticos a partir de secuencias aminoacidicas o
nucleotidicas. Sin embargo, la mayor resolucion se alcanza con las ultimas, ya que cada
residuo de aminodcido es codificado por 3 nucleétidos, dando 61 tripletes o codones para
los 20 aminoécidos. En la actualidad es mas fécil obtener la secuencia nucleotidica que la

2



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

aminoacidica; ademds, de la primera se puede deducir la segunda. De igual manera se
pueden construir drboles filogenéticos de secuencias codificantes, no codificantes o ambas,
y dado que las velocidades de cambio dependen de la cantidad de diferencias por
nucledtido, entre més extensa sea la secuencia por analizar, mayor seré la resolucién en el
calculo de las velocidades.

Conforme el nimero de secuencias entre especies evolutivamente “lejanas”™ aumente, se
incrementa la ramificacién del 4rbol filogenético de las especies y se eleva la confiabilidad
de sus bifurcaciones; y conforme aumente ¢l nimero 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 realizacién de estos
célculos, y en la reconstruccién de drboles filogenéticos basindose en ciertos criterios y
algoritmos. Entre otros, se encuentran ¢l PHYLIP y CLUSTALW (Higgins, 1994) que
realizan un analisis comparativo de las secuencias y proporcionan un arbol, matriz de
cambios y/o alineamiento de las secuencias.

En sintesis, para construir un 4rbol filogenético, se requiere: (1) escoger el gen a estudiar
como modelo evelutivo; (2) aumentar ¢l niimero de secuencias conocidas de este mismo
gen entre las diferentes especies, requiriéndose una metodologia que facilite la obtencion de
dichas secuencias; y (3) utilizar modelos matemdticos para analizar las secuencias y
construir el 4rbol 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 | T2P1a 12 Total de secusnciss
incluye también & las prolactinas y lactégenos | genBank
placentarios (PLs) (Sherwood, 1971; Niall y cols, 1971).

Se cree que en los pre-vertebrados los genes de Secuencias
prolactina y GH se originaron de un gen ancestral Nucleotidicas
comin por duplicacién génica seguida por la Clases Reportadas
divergencia de los productos y que el producto |Peces 4]
polipeptidico de este gen ancestral debié parecerse mis [ Anfibios 3

e la prolactina (Niall y cols.,, 1971; Seeburg, 1982; [Reptiles 0
Miller & Eberhardt, 1983). En primates, una segunda Aves |
duplicacién ahora en el gen de la GH, dio origen a los MamiTaros 17

PLs. Tanto la prolactina como la GH estéin presentes en v

todos los vertebrados estudiados hasta la fecha (Niall, supiales !

1971), entonces el estudio de la GH como modelo

evolutivo nos daria datos relevantes para la reconstruccion de érboles filogenéticos
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.
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1.3 Hormonas del Crecimiento

Las GHs de mamiferos en su forma madura son péptidos de alrededor de 190
aminodcidos con un peso molecular de 22,000Daltones (22KDa), iniciando generalmente
con un residuo fenilalanina. La forma precursora tiene alrededor de 215 aminoécidos
incluyendo en su extremo amino terminal un péctido sefial de 25 aminoécidos. Estas
hormonas son producidas y secretadas por los somatotrofos de la hipdfisis anterior y
estimulan el crecimiento lineal en los animales. Las GHs contienen dos enlaces disulfuro
entre cisteinas que estabilizan la estructura tridimensional activa, no contienen
glucosilaciones (Niall y cols.,, 1973; Santomé y cols,, 1973; Sato y cols, 1988) y sus
caracteristicas las hacen muy factibles de secuenciar (Ascacio-Martinez, 1994; Castro-
Peralta, 1995) y producir en microorganismos (Escamilla, 1996; Gallardo-Blanco,1998).

Se ha observado que todas las GHs presentan efectos fisioldgicos muy similares en los
vertebrados estudiados, pero a veces no solo pueden ser activas en la especie de origen sino
también en especies que se sitiian 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 estd 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 @ que estin conservadas (Figura 1.1) en
mamiferos como lo muestran las estructuras
cristalogrificas de las GHs del cerdo (Abdel-Mequid y
cols., 1987) y del humano (De Voss y cols., 1992), asi
como la predicha para la vaca (Carlacci y cols., 1991).

En la actualidad se cuenta con las secuencias
nuclectidicas y/o aminoacidicas de la GH de varias
especies particularmente en las de interés agropecuario
(Tabla 1.2). Mayoritariamente solo estd disponible la
secuencia de aminoédcidos. En cuénto a la secuencia | Figura 1.1 Estructura tridimensional
nucleotidica, frecuentemente solo se conocen las | (30 do la GH porclon. En Foshadgin
secuencias que codifican para las protefnas (RNAm o | (mores 29 TReUsh i & hétoss o
DNA complementario - DNAc -) y éstas son todavia

parciales en algunos casos. No obstante, existen muchas especies y érdenes en los cuales no
se ha reportado secuencia alguna hasta ahora.
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1.4 Obtencidn de las Secuencias Nucleotidicas

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 Ia accién enzimética de una transcriptasa reversa.
El DNA resultado de transcripcion reversa es llamado DNA complementario (DNAc) y no
incluye intrones, ya que proviene del RNAm maduro.

Originalmente las secuencias nucleotidicas se obtuvieron al tamizar bancos de genes o
genotecas de DNA gendmico (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 restriccion ¢l DNAg o se prepara retro-transcribiendo el RNAm en DNAc. La
construccién 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 seleccion de las clonas
que tienen el fragmento de interés se puede hacer por hibridacion del DNA con sondas
homélogas o heterdlogas, o por actividad inmunoldgica o enzimética del producto. Ya
seleccionada la colonia fégica, se extrae el DNA, se corta y se obtiene la secuencia del
fragmento que contiene. Asi, se obtuvo de hipdfisis de la trucha arco inis Oncorhynchus
mykiss, el DNAc de la GH (Agellon y cols., 1986). Cuando no se tiene informacién sobre la
proteina en estudio de una especie dada, pero se conoce la de la proteina homéloga en otra
especie relativamente cercana, se pueden utilizar en ¢l tamizaje sondas heterélogas de 1a
especie conocida, De esta manera, por ejemplo, se obtuvieron el DNAc de Caranx
delicatissimus al usar una sonda de Seriola quingueradiasa (Yamakawa y cols., 1988) y
para el DNAc de cabra, se utiliz6 el DNAc de vaca (Yamano y cols. 1988). El gen de 1a GH
bovina se obtuvo a partir d¢ DNAg de higado cortado con EcoRl y clonado en un vector
derivado del bacteritfago A (Gordon y cols. 1982).

Con el incremento de secuencias reportadas y con la aparicion de la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa conocida como PCR (por sus siglas del inglés), 1a obtencién de secuencias
nucleotidicas se ha facilitado enormemente. Al tener los oligonucledtidos adecuados, se
puede amplificar el fragmento de interés y evitar la construccién del banco. Asi se
obtuvieron la secuencia de DNAc de perro Canis familiaris (Ascacio-Martinez y cols.,
1995), de gato Felis catus (Castro-Peralta y cols., 1995), y de caballo Equus caballus
(Ascacio-Martinez y cols., 1995).

1.5 Justificacion

Disefiando oligonucleétidos consenso de un grupo de especies, se puede amplificar
especificamente 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
oligonucledtidos disefiados y para aprovechar los bancos construidos, se puede diseflar un
oligonucleétido consenso que sirva para sondear un banco.
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En la actualidad, se conocen al menos 4060 especies vivientes de mamiferos, de las
cuales 171 (4%) corresponden a Artiodictilos y a pesar de que es el 5° orden con mas
especies, es el orden con mis secuencias conocidas de DNA de la GH (7 especies, 5%)
gracias a su interés agropecuario. Sin embargo de la familia de Giraffa camelopardalis,
todavia no existe una secuencia de GH reportada. Los Artiodictilos, constituyen entonces
un buen modelo para tratar de disefiar oligonucle6tidos consenso que permitan amplificar
sus genes de la GHs. Al mismo tiempo, s¢ podria disefiar un oligonucleétido consenso que
al usarse como sonda y facilitar el aislamiento de los genes de las GHs de cualquier
vertebrado.
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Capitulo 2

Objetivos

Contribuir al conocimiento de 1a filogenia molecular, facilitando la obtencién de nuevas
secuencias de la hormona del crecimiento mediante el desarrollo de oligonucledtidos
especificos para diferentes 6rdenes de vertebrados.

2.1 Objetivo General

Disefiar un método que facilite la deteccion de genes de las hormonas del crecimiento de
vertebrados.

2.2 Objetivos Particulares

1. Recuperar las secuencias nucleotidicas y/o aminoacidicas de las hormonas del
crecimiento (GH) reportadas en los bancos de informacién existente.

2. En funcién de la clasificacion de las especies, agrupar y alinear dichas secuencias de
GHs, seleccionando de cada especie el informe de la secuencia mids completa 0 mas
actualizada.

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

4. Comprobar la utilidad los oligonucledtidos tanto en el laboratorio (por hibridacién con
DNA de varias especies) y en computador (por comparacién con las secuencias
reportadas).

8. En los drdenes donde sea factible, diseflar oligonucleétidos consenso que permitan
obtener ¢l gen de la GH, amplificando por PCR.

6. Confirmar la utilidad de) juego de oligonucledtidos disefiado para Artiodictilos,
amplificando a partir del DNA genémico de jirafa, su gen de la GH.
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Capitulo 3
Material y Métodos

3.1 Origen de los Reactivos

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

La enzima 7ag DNA polimerasa, dNTP’s y reactivos necesarios para realizar 1a PCR
fueron adquiridos de Promega (Madison, W1, USA).

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

El juego de hexanucleétidos fue adquirido de Gibco BRL (Gaithersburg, MD, EUA).

Los nucle6tidos radioactivos [*2P}-adATP y [*P}-ydATP NEG502Z se adquirieron de
las compailias Amersham International (Buckinghamshire, UK) y New England Nuclear
(Boston, MA, EUA) respectivamente.

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

El Kit de secuenciacién AmpliCycle fue de Perkin-Elmer Cetus (Norwalk, CT, EUA).

El oligonucledtido (GH-Explorer I) usado como sonda general de la GH en ensayos de
hibridacion fue sintetizado por Life Technologies (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA).

El juego de oligonucleitidos para Artiodictilos fue sintetizado en el laboratorio de
Quimica Biomolecular de Ja ULIEG.

3.2 Material Biolégico

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

El plasmido pPic9kBGH (Gallardo y cols., 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 plasmido pBR322 usado como control negativo y de peso molecular en los
experimentos de hibridacion fueron obtenidos de la plasmidoteca de la ULIEG y
proporcionados por J. Claudio Moreno Rocha.

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

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

El tejido placentario y sangre de jirafa as{ como la sangre de gamo, cebra y avestruz
utilizados para la extraccion de DNA, amplificacion y clonacién de la GH, fueron
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proporcionados por 1a Ing. Rocio Garcia Rojas del Departamento de Veterinaria de Africam
Safari de Puebla, México.

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

Los tejidos de tiburén, catan, guppy, carpa, tilapia, ameca y serpiente fueron donados
por el Dr. Roberto Mendoza y por el Dr. Carlos Aguirre del Laboratorio de Fisiologia y del
Museo de Historia Natural respectivamente, ambos de la Facultad de Ciencias Biologtcas
de la UANL.

El tejido de pollo fue donado por Vicant Representantes Internacionales S. de RL.C.V,,
en Monterrey, Nuevo Ledn, México.

El tejido de lagartija y tortuga fue donado por Lucia Elizabeth Cuéllar Chévez.

El tejido placentario de gato fue donado por el Departamento de Fisiologia de la
Facultad de Medicina de la UANL y proporcionado por M.C. y Q.F.B. Ana Maria Sifuentes
Rincon.

Una fraccién del DNA humano fue extraida de sangre del M.C. y Biol. J. Claudio
Moreno Rocha del laboratorio de Biologfa Molecular de la ULIEG.

El DNA de gamo, bufalo americano y una fraccion del DNA humano fueron
proporcionados por la Q.C.B. Dolores Esquivel del laboratorio de Biologia Molecular de la
ULIEG de la Facultad de Medicina de ta UANL.

El tejido de 1a cepa de ratén CD1 fue donado por el Departamento de Inmunologia de la
iacultad de Medicina de la UANL, y proporcionado por M.C. y Q.F.B. Irma Martinez

vila,

Todo el material bioldgico, aunque no representa algun riesgo para la salud, fue
manejado siguiendo los requerimientos impuestos por la Secretaria de Salud. El manejo de
productos radioldgicos se realizé siguiendo los lineamentos de la Comisién Nacional de
Seguridad Nuclear y Salvaguarda de la Secretarfa de Energia.

3.3 Equipo de Laboratorio

Se utilizeron microcentrifugas Eppendorf modelos 5402 y 5415, fuentes de poder EC600
¢ ISCO494, un agitador de tubos (vortex) modelo Maxi Mix, una placa agitadora con
control de temperatura modelo PC320 marca Comning, 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 béscula digital marca
Sartorios modelo 1206MP, un equipo de secuenciacion Gemomyx de Genomyx
Corporation, un homo incubador Hybrid Incubator, asi como material clisico 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 célculo,
Un sistema UMAX Scan (©1990-1991 UMAX Scanner Driver, Impact Research Inc) de

9
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adquisicion de imigenes y como manejador Adobe Photoshop Limited Edition 2.5.1. Un
sistema modelo Gel-Doc 1000 de BioRad (U. K.) como digitalizador de imdgenes de geles
y/o peliculas y el Molecular Analyst incluido con este sistema como cuantificador.

Para gnélisis en Biologia Molecular, se usé Amplify vl.2b (Bill Engels © 1992
University of Wisconsin Genetics M. Madison, WI, EUA), DNA Strider™ vi.1 (©
Chemical Merck and C.E.A. 1989 Service de Biochimie-Départament de Biologie-Institut
de Recherche Fondamentale-CEA-FRANCE), OLIGO v4.0 (© 1992, Plymount, Mn,
EUA).

Para los alineamientos se utilizé6 CLUSTALW versién PC.

Para los andlisis densitométricos de las hibridaciones se utilizd6 ImageTool vI.28 (©
1995-1997 The University of Texas Health Science Center en San Antonio, Texas, EUA).

Para ¢l almacenamiento en base de datos y desarrollo de programas se utilizd Visual
Basic v5.0 (© 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 Obtencidn y Andlisis de las Secuencias Nucleotidicas
y Aminoacidicas de GH

3.6.1 Obtencién de las Secuencias

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

www.ncbi,nlm.nih. gov/Entrez/nucleotide.html
.ncbi.nlm.pib.gov/E in.htm|
Se introdujo la consulta:

<“growth hormone”[Protein Name] | “somatotropin”[Protein Name]>*

* El simbolo “[* en computacién significa “OR” que quiere decir “O” (altemativs) y se usa para no provocar
confusion con la palabra “OR". Los simbolos “< >" s¢ utilizan para delimitar una expresion literal.

10
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Figura 3.1 Estrategia General, Se iusiran los pssos seguidos en el trebajo y que son: 1) Obtencién de
las Secuencias. 2) Conversion y aimacenamiento local. 3) Filtrado. 4) Agrupacién. 5) Alineamiento por
grupos. 8) Disefio de iniciadores consenso y sonda(s). 7) Comprobacion tedrica-virtual y/o practice de
la(s) sonda(s). 8) Comprobacién tedrica-virtual de los iniciadores. 8) Amplificacion de la GH de jirafa
usando inicladores de Artiodactilos. 10) y 11) Comprobacién del producto amplificado por clonacion y
secuenciacidn y/o por hibridacion con sonda conocida.

Es conocido que existen versiones diferentes de la hormona ¥ ademds, variaciones al
nombrarlas teniendo nombres como “growth hormone a”, “b”, “c”, “1”, “2", *i", “ii",
algunos otros como “growth hormone precursor”, “pregrowth hormonc y combinaciones.
Para resolver esto, primero se obtuvieron todas las variaciones en cada uno de los dos
términos usando el valor “List Terms” en la opcién “Mode” en la misma pigina. Los

términos usados fueron los siguientes:

growth hormone growth hormone 1 growth hormone 1 precursor
growth hormone 12 growth hormone 2 growth hormone 2 precursor
growth hormone 9d growth hormone a growth hormone aa 1 217
growth hormone alt growth hormone b growth hormone c variant
growth hormone factor i growth hormone gh 1 growth hormone gh 2
growth hormone gh precursor  growth hormone | growth hormone i precursor
growth hormone § growth hormone §i precursor growth hormone precursor
growth hormone precursor aa  growth hormone precursor aa  growth hormone precursor aa
170 17 to 187 23to 188
growth hormone precursor aa  growth hormone precursor a2  growth hormone prepeptide
25 to 191 26 to 180
growth hormone prohormone  growth hormone type 2 growth hormone variant
growth hormons wt growth prehormone aa 12 to pregrowth hormone

173
somatotropin somatotropin 1 precursor somatotropin 2 precursor
somatotropin 2 splice frame 2  somatotropin 20k somatotropin 22k
precursor

11
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somatotropin a somatotropin alpha chain somatotropin b
somatotropin i somatotropin i precursor somatotropin #
somatotropin il precursor somatotropin precursor i somatotropin precursor il
somatotropin, variant

Figura 3.2 Vista de BioCode Explorer. Se muestra informacion de la secuencia seleccionada y un
mapa de restriccion

Por lo tanto, la consulta definitiva fue:

CCCCCCCC (((((E((((((((((((((Q “growth hormone”[Protein Name] OR “qrowth
hormone 1"[Protein_Name]) OR “growth hormone 1 precursor”[Protein Nane; OR
“growth hormone 12"[Protein Name]) OR “growth hormone 2"[Protein Name]) OR
“growth hormone 2 precursor”[Protein Name]) OR “growth hormone 9d”[Protein Name ;
OR “growth hormone a”"[Protein Name]) OR “growth hormone aa 1 217" [Protein Name

OR “growth hormone alt"[Protein Name]) OR “growth hormone b”[Protein Name]) OR
“growth hormone ¢ variant”[Protein Name]) OR “growth hormone factor i"[Protein
Name]) OR “Q.rmh hormone gh 1"[Protein Name]) OR “growth hormone gh 2"[Protein
Name OR “growth hormone gh precursor”[Protein Name]) OR “growth hormone
i"(Protein Name]) OR “growth hormone i precursor”[Protein Name]) OR “growth
hormone {i"[Protein Name]) OR “growth hormone ii precursor”[Protein Name]) OR
“growth hormone precursor”[Protein Name]) OR “growth hormone precursor aa 17
to"(Protein uane]g OR “growth hormone precursor aa 17 to 187"([Protein Name]) OR
“growth hormone precursor aa 23 to 188"[Protein Name]) OR “growth hormone
recursor aa 25 to 191"(Protein Name]) OR “growth hormone precursor aa 26 to
90" [Protein Name]) OR “growth hormone pregeggide"[?rotein Name]) OR “growth
hormone prohormone” [Protein Name))} OR “growt rmone type 2”[Protein Name]) OR
“growth hormone variant”[Protein Name]) OR “growth hormone wt"[Protein Name)) OR
("growth prehormone aa to 173"[Protein Name] OR “somatotropin”[Protein Name])

12
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o

R (CCCCC ((((( (“swatotropin 1 precursor”[pProtein Name] OR “somatotropin 2
precursor Prote OR “somatotropin }ﬂice form 2 recursor ”(Protein
) OR “somatotr m Ok”[Protein Name]) OR “somatotropin 22k"[Protein Name ;

on sonatotropin a"[Protein Name]) OR "somatotropm alpha chain Protein Name
OR “somatotropin b" [Prote‘ln Name]) OR somatotropm L Protem Name]i OR
“somatotropin 1 precursor’ [Protem Name]) OR sonatotropin 11" [(Protein Name]) OR
} OR somatotropin precursor 1" [Protein

“somatotropin i1 precursor”[Protein Name
"[Protein Name]) “somatotropin,

Name]) OR “somatotropin precursor
variant”(Protein Name]))

3.6.2 Conversidn de las Secuencias a una Base de Datos Local

Se realizé 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 edicién (adicion, modificacién y
eliminacién) de secuencias, anilisis de codones, cortes con enzimas de restriccion,
visualizacién del mapa de restriccion, extraccién y exportacion de secuencias delimitadas
por marcadores, alineamiento (por ligaciéon con CLUSTALW), disefio de iniciadores y
sondas consenso, entre otros.

Cada informe del GenBank contiene ademis de la informaciéon general de la secuencia,
delimitadores de la secuencia incluida, como “cds”, “exonl”, “tata signal” (secuencia
codificante, el primer exdn y la seflal tata respectivamente, entre otros). BioCode Explorer
puede interpretar esta informacién para extraer la secuencia referida y manipularla,
pudiendo asi, analizar las secuencias (cortar, ver, alinear, exportar, etc.) sin necesidad de
alguna manipulacién extra 0 manual,

3.6.3 Seleccidn de la Mejor Secuencia de Cada Especie

Con BioCode Explorer se ordenaron las secuencias por especie (organismo). Se
activaron las “ventanas” de informacién acerca de las secuencias. En cada especie, se
seleccionaron aquellos informes obsoletos o incompletos y se eliminaron activando la
opcion “delete sequences™. Este proceso se repitié hasta tener una sola secuencia de cada
especie.

3.6.4 Agrupacion de las Secuencias

Usando BioCode Explorer se ordenaron las secuencias en base a la clasificacion y se
exportaron usando la opcién “Export Information™ y se analizaron en Excel. El nivel de la
clasificacion para la agrupacién fue variable segin el niimero de secuencias “cercanas”
reportadas. Se efectué una segunda agrupacion por clases. Las clases fueron: Peces,
Anfibios, Reptiles, Aves, Mamiferos y Marsupiales.
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3.6.5 Alineamiento de las Secuencias

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

3.7 Disefio de la Sonda “consenso” para las GH

3.7.1 Seleccion de la Region Conservada como Sonda

Para buscar los posibles oligonuclettidos, primero se elaboré un programa (en lenguaje
C++) que suma el numero total de secuencias en que aparea fotalmente un oligonucle6tido
y se ejecutd con todos los posibles oligonucledtidos de 16 bases de longitud derivados de
las todas secuencias codificantes; posteriormente se elaboré otro programa (MaxProbe) que
calcula el consenso de un oligonucle6tido computando el mejor alineamiento con cada una
de las secuencias y se ejecutd con todos los posibles oligonucledtidos de 16 y 32 bases de
longitud de las todas secuencias codificantes. Los resultados de ambos programas se
compararon con oligonucleétidos de 16 bases de longitud. El alineamiento utilizado en
MaxProbe se consigui6 utilizando el algoritmo de seleccién de la mejor diagonal (White,
1984) sin considerar inserciones ni deleciones (sin “gaps™). No se calcularon aquellos
oligonucle6tidos que formaran parte de dos exones siempre y cuando ésta informacién
estuviera disponible en el informe original. Para seleccionar el mejor oligonucleétido entre
“los mejores”, se disefid una funcién (feda descrita en el capitulo 4) que considera: a)
Alineamiento, b) Aparcamiento en los extremos, ¢) Energias intramoleculares e
intermoleculares, d) Temperatura de fusion media, y, adicionalmente consideramos un
parimetro al que denominamos “emcadenamiento”, que estd en funcién del nimero
méaximo de nucle6tidos consecutivos que aparean con el oligonucledtido en cuestion. Para
determinar el peso aproximado de cada parimetro, se ejecut6 el programa variando en cada
¢jecucién un solo parémetro hasta obtener resultados satisfactorios. Para determinar los
oligonucledtidos que podrian ser “los mejores”, antes de evaluarlos con fiomi, s¢ formaron
dos grupos. El primer grupo se ordené por aparcamiento promedio y el segundo por
spareamiento promedio menos dos desviaciones estindar; se analizaron con fymds Solo el
5% de los més altos de cada grupo. Para determinar la suficiencia del 5%, se ordenaron
todos los valores de apareamiento promedio y apareamiento promedio menos dos
desviaciones estindar, se determiné el punto de inflexién del crecimiento de la curva
resultante y se elaboré un grifico para mostrar los resultados.
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3.7.2 Aumento del Desempeiio de 1a Sonda

Para ampliar la longitud de la sonda, a la secuencia obtenida se le agregaron nucledtidos
consenso en su respectiva posicién en cada extremo hasta que la evaluacion (fiuds) fuera
menor que la inmediata anterior o rebasara el limite de 50 nucledtidos. También se
eliminaron nucleétidos en los extremos mientras la evaluacién fuera mayor que la
inmediata anterior. Esto con el fin de corregir 51 al extender un extremo, pueda resultar
mejor que se recorte ¢l otro y viceversa, dado que la asignacién inicial esta basada
(micamente en alincamiento sin tomar en cuenta los demds parametros.

Idealmente se deseaba que la sonda apareara en iguales circunstancias (de temperatura,
apareamiento y energias) 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 pardmetros para todas las secuencias blanco;
entonces, para minimizar la desviacién de los parimetros, se disefié un algoritmo para que
funcicne de la siguiente manera:

Considerando Nt(a.b) = 1 si el nucleétido a es igual al nucleétido b y Nt@a,b) = 0 en
caso contrario; Seq(c,m,d) = I si el nucledtido m de la secuencia c es igual al nucledtido
d, Seg(c,md) = 0 en caso contrario; y XS como el nucledtido en la posicién k de la
secuencia §...

1) Para cada secuencia i se calcula el nimero de nucledtidos que aparean con el
oligonucleétido en cuestién (#ap;= *ENt(*Sec, XOligo) ).

2) Para cada posicién j en el oligonucledtido y para cada uno de los nucledtidos se
calcula el nimero de secuencias que tienen en la posicién j ese nucledtido
(#Saj=2Seq('Sec,A), #5g;=2Seq(’Sec,G), #Sc,=35eq(’Sec,C), #St=2Seq(’Sec,T))
y se calcula #Sx;=2ZSeg("Sec,Oligo) como el niimero de secuencias que tienen el
mismo nucledtido que el oligonucledtido en cada posicién j.

3) Se calcula Gyugey = #ap: / #Swagey - Hap: / #5y que representa la “ganancia” de
cambiar la posicién j por algim nucledtido,

4) Si para alguna Gyugey hay un valor positivo, se hace el cambio en el
oligonucledtido en la posicion j por el nuevo nucledtido. Se evalia el nuevo
oligonucledtido Oyagen = fromdo Se vuelve a ejecutar el algoritmo desde el paso 1
tomando como entrada el nuevo oligonucleétido (solo hasta un nive! de recursividad'
de 3, o sea, solo se pueden cambiar 3 nucleStidos en cada oligonucledtido).

5) De todos los valores Oyugcp calculados se toma el mayor siempre y cuando rebase
el valor de fooado del oligonucledtido original.

t En computacion, “recursividad” se conoce como un proceso que puede necesitar USAT Su MISMO PrOCEso Y
que usa una condicién de salida para evitar quedarse en un ciclo infinito.
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3.7.3 Ajustes Manuales de la Sonda

Una vez escogida una secuencia y usando el programa disefiado, se extendid la
secuencia en el extremo 3’ para incrementar el desempefio en animales superiores. Ademas,
se introdujo en una posicion una degeneracion de 2 nucledtidos para incrementar el
desempefio exclusivamente en primates, 8in afectar a las demés especies.

3.8 Comprobacién de la Sonda (GH-Explorer {)

3.8.1 Comprobacién Tedrico — Virtual de la Sonda

En la pagina de Internet de BLAST 2.0.5 (Altschul, 1997) www.ncbi nlm nih.gov/cgi-

bin/BL AST/nph-pewblast?}form=1 se introdujo e el cuadro de opciones <—W 8> y en el
cuadro de consulta se introdujo la secuencia:

gcctgcttcarRgaaggacatgcacaaggtggagacctacctgagggtcatgaagtg

3.8.2 Comprobacion Practica — Experimental de la Sonda

Se hicieron dos ensayos de hibridacion para probar el desempeio de la sonda GH-
Explorer I. El primer ensayo fue una hibridacién tipo slot-blot en membrana de nylon con
dispositivo a vacio (Ausubel et. al. 1992) usando en su mayoria 8ug de DNA genémico de
varias 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 prehibridacion, hibridacion y ultimo lavado fueron 42°C, 48°C y
50°C respectivamente. Las concentraciones de sales no fueron cambiadas con respecto del
protocolo original. A Ia solucidn de prehibridacion del protocolo original se omitié el DNA
de esperma de Salmoén (ya que hibridaria con la GH-Explorer ). Se omitieron el paso de la
membrana al filtro himedo con solucién de desnaturalizacién y el paso de la membrana al
fitro himedo con solucién de neutralizacién (Sambrook et. al. 1989). La sonda fue
marcada inmediatamente antes de hacer 1a incubacion para hibridacion. La exposicién fue
hecha en pelicula ultrasensible con pantalla amplificadora durante 20h. Se hizo un segundo
ensayo para probar la sensibilidad (Tabla 3.2). Se sigui6 el mismo protocolo propuesto por
Ausubel et. al.; esta vez solo se omitié el DNA de esperma de Salmén en la solucion de
prehibridacién. Se usd la misma solucion de hibridacion que en el ensayo anterior cuya
radiactividad tenia una vida media transcurrida. La exposicion fue de 72h. Ambas peliculas
fueron sometidas a andlisis densitométrico, integrandose tnicamente la curva de cada
banda. Para calcular la fuerza relativa de apareamiento de GH-Explorer I con los diferentes
DNAg; se utilizaron las reas de la titulacién de DNAg de gallo para calcular una curva de
calibracion lineal, transformandose a logaritmos tanto 12 concentracion de DNAg relativa a
8ug de DNAg de gallo como el drea densitométrica de las muestras; con el irea de todas las
demés muestras se calcul6 un aproximado de la fraccién de 8ug de DNAg de galio que
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equivaldrian a hibridar y dar una sefial densitométrica aproximadamente igual; la fraccién
se dividié por el nimero de genomas relativos a gallo segin la especie. Los tamailos de los
genomas ('I' abla 3.3) fueron extraidos de la pdgina de Intermet

Todos los ensayos involucraron el marcaje radiactivo de la misma. La reaccién para el
marcaje 8¢ llevé acabo con un volumen final de 10uL con 10U de T4 Polynucleotide
Kinase, 20uCi dey-ATP (6000Ci/mmol), 20pmoles GH-Explorer I y 1x del amortiguador
apropiado.

Tabla 3.1 DNA de npodu cnuyadn en hibridaclén con la sonda G&Explmrl

ONA* Pes DNA* Boa DNA® Fos DNA*® Fos DNA* Pos
Humano Al Galle Bl Tilapia Cl PBSjcGH-JS(I2ng) D1 Gallo (800ng) EI
Gato A2 Avestruz B2 Ameca(?7.5ug) C2 * {(1.2ng) D2 Gallo(800g) E2
Vaca A3 Tortuga B3 Cain (os “ (120pg) D3
Jirafa A4  Vibora B4 Tiburdn C4 “ (12p9) D4
Cedo A5 Gecko(75ug) BS Guppy(3ug) CS “ (1.2pg) DS
Ratén A6 Campa B6 C(-)PBR322 Cb “ (0.12pg) D6

“Todas las muestras con 8ug de DNA, exceplo donde se indica.

- Tabla 3.2 Muestras de DNA usadas en ¢l ensayo de sensibilidad en hibridacién con la sonda GMH-

Explorer |.

Columna Linea A DNA LiseaB DNAg LineaC DNA LineaD DNA
1 pBSjcGH-J1-EcoRl  3.2ng Gallo 8ug PSVhpll-EcoRl  3.2ng C(-) A 2pg
2 PBSjcGH-J1-EcoRl 320pg Qallo 800ng PSVhpll-EcoRI  320pg C(-) A 200ng
3 PBSjcGH-JI1-EcoRl  32pg Gallo 80ng PSVhpli-EcoRI 32pg C-)A 20ng
4 PBSjcGH-JI-EcoRl  3.2pg QGallo 8ng PSVhpll-EcoRI  3.2pg C(-)A 2ng
5 pBSjcGH-J1-EcoRl  320fg PSVhpil-EcoRl  320fg C(-) A 200pg
6 pBSjcGH-J1-EcoRl  32fg pSVhpli-EcoRlI 32fg C(-) A 20pg
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Tabla 33 Tamehos de los genomes wsados pera normalizer las eefiaies de

Tribriaciin,
Especie mduide o= Essape Especie Fuente
T o) T oo
@ Gemama
Mombre Comdm  Noabre Cleatifices  Nowbre Chestifice  (Pases de boscs)
Humeno Homo sapiens Homo sapiens 3 40x10°
Gato Felis catus Camis familiaris® 3.36x10°
Vaca Bos taurus Bos tasrus 3,65x10°
Jirafa Giraffe camelopardalis  Bos tourus® 3.65x10°
Cerdo Sus scrofa Sus scrofa 3 11x10°
Ratén Mus musculus Mus muscalus 3.45x10°
Gallo Gailus gallus Gallus gallus 1.20x10°
Avestruz Struthio camelns Gallus gollus® 1.20x10°
Tortuga Trichemys scripta Caiman crocodylys* 2.60x10°
Vibora Crotalus atrox Boa constrictor® 2.10x10°
Gecko Hemidacsylos twrcicus Caiman crocodylyg* 2.60x10°
Cara Cyprinxs carpio Cyprinus carpio 1.70x10°
Tilapia Tilapia sp Cyprinus carpio® 1.70x10°
Ameca Cyprinus carpio®
Catint Lepisostexs ossens 1.70x10°
Tiburéa ¢ Squalus sp. Carcarias obscurus- 2.70x10°
Guppy Poecilia reticulata Cyprinus corpio® 1.70x10*

3.9 Disefio de Iniciadores para PCR

El disefio de iniciadores para PCR se cubrié en dos ctapas. La primera, en artiodéctilos,
se us6 ¢l programa CLUSTALW para hacer los alineamientos, manualmente se detectaron
dos zonas conservadas, se utilizd OLIGO para disefiar el par de oligonucledtidos y se
verificod su desempefio usando el programa Amplify. En la segunda etapa, que incluye todas
las especies, se disefi un programa, MaxPrimer que usa la misma metodologia utilizada en
MaxProbe para buscar las regiones consenso dentro de las secuencias y se hicieron
modificaciones en la evaluacidn pars considerar los parimetros propios de! proceso de PCR
como iniciabilidad®. Se utiliz6 BioCode Explorer para exirser cuando mucho 500pb de la
region 5’ justo antes del codén de inicio y 1000pb de s region 3’ justo después del coddn
de terminacion de cada secuencia. Se eliminaron las secuencias de longitud menor a 22pb
Se ejecutd MaxPrimer con el juego de secuencias 5° y con el juego de secuencias 3°, Se
comprobd el desempefio de los iniciadores de 22nt reportados por MaxPrimer en Amplify
Se comprobd Ia especificidad de los oligonucledtidos haciendo busqueda en GenBank
ussndo BLAST.

I&N“...l.!.lr h .Il* . h..- -ﬁ b I o .ﬁ y ’ . lﬁ
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3.10 Comprobacidon del Juego de Oligonucleétidos
Disefiados para Artiodéctilos

3.10.1 Amplificacién del Gen de la GH a partir del DNAg de
Artiodactilos

Se hicieron ensayos de PCR usando el juego para amplificar 1a GH de cabra, vaca,
oveja, jirafa, bifalo 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 bufalo americano, oveja y cebra se obtuvieron de un stock de nuestro
laboratorio. La integridad de los DNAg usados se probé en gel de agarosa. Las condiciones
y concentraciones de los reactivos fueron las siguientes:

Tabla 3.4 Condiciones y pasos seguidos en los ensayoe de PCR.

Reactivo Concentracion
DNAg 75ng 1) Desnaturalizacion 3min a 94.0°C
Inicial

MgCl, 1.5mM  2) Desnaturalizacién 1min a 94.0°C
dNTP's 0.2mM  3) Aparecamiento 1min a 58°C~59.5°C
pAr5’-140 0.5uM  4) Extensién 1min a 72.0°C
pArn3’-139 0.5uM 30 veces: Pasos 2~4

Amortiguador 1.0x §) Extension Final 10min a 72.0°C
Taq Polimerasa 1.25U

H;0 ¢.b.p. 25uL

Se hicieron ensayos con temperaturas de apareamiento de 58°C y 59.5°C. En las especies
de dificil amplificacién sc hicieron reacciones adicionales titulando MgCl, y variando
temperaturas. Los amplicones se observaron en geles de agarosa al 0.8% usando
generalmente 7uL de la reaccién. La electroforesis se efectud a temperatura ambiente y a
5V/cm, el amortiguador de corrida fue TBE 0.5x (1x: 89mM Tris base, 89mM édcido bérico
y 2mM EDTA) y los geles fueron preparados con TBE 1x.

3.10.2 Comprobacion de los Amplicones

Para comprobar que los productos amplificados corresponden a GH, se hizo un ensayo
de hibridacién en gel (Lueders, 1994)** de los productos de PCR con una sonda marcada
con dATP-a*’P y Taq Polimerasa extraida de una region codificante de 494pb de la
hormona del crecimiento Bovina clonada en el plasmido pPic9%kbGH cuyo fragmento es
liberado cortando con la endonucleasa Pvull. 60ng del fragmento se purificaron con fibra
de vidrio y 25ng con Elutrap (Schleicher & Schuell, Inc). El fragmento fue marcado usando
una variacién de la técnica de Vector T: 85ng del fragmento de 494pb, 1x de amortiguador
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Tag DNA polimerasa, 3.3uM (10uCi) de [a-2P)dATP, 2.5mM de MgCh, 2.5U Tag DNA
polimerasa en S0uL de reaccién y 1 gota de aceite mineral e incubando 2h a 72°C,

3.10.3 Clonacién del Amplicon de jirafa y Andlisis de las Clonas
Recombinantes

El producto amplificado obtenido de jirafa se cloné en pBS-SK(+) utilizando la técnica
de Vector T (Harrison, 1994) como se muestra en la Figura 3.3. El plasmido pBS-SK(+) se
linearizé utilizando la endonucleasa EcoRV para producir extremos romos. La reaccion
para generar el Vector T fue: 2pg de plidsmido, 1x amortiguador Tag DNA polimerasa,
ImM dTTP, 3mM MgCl;, 3U de Tag DNA polimerasa y 1 gota de aceite mineral e
incubando la reaccién 2h a 72°C, La reaccion de ligacién fue: 150ng de Vector T recién
preparado, 1x 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 reaccién fue utilizada para la
transformacion de células XL1-Blue calcio - competentes. Tres clonas se caracterizaron
utilizando las enzimas de restriccion Ncil, Pvull, Pstl, Sacl, EcoRl y Xhol.

Plasmido

Secuenciacién oo RV recombinante

(Sanger)

Figura 3.3 Estrategia de Clonacién del amplicén. E| plésmido pBSISK+ es linsarizado con EcoRV al
que 90 le adicional dT # los extremos 3', por su parte los amplicones ya cuentan con una dA en sus
extremos J'. Los extremos de cada fragmento son complementarios uncs con ofros favoreciendo la
reaccion de ligacion. El pldsmido recombinante obtenido es usado para transformar bactenas calcio
competentes para su propagacion. El piésmido asisiado y multiphcado es utiizado como templado para
caracterizario y secuenciario,
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3.10.4 Secuenciacién de las Clonas Recombinantes de Jirafa

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

) L aT7
r— ' — 1 |bAnS
W Plasmido pBSII-SK(+) # GH de Jirafa (jcGH) c~h Internos
B \niciador At §' E Iniciador Art 3 iArt3
a b o 9 P — . |iM13reverso
f 9 ']

Figura 1.4 Iniciadores utiiizados en la secuenciacién de las clonas. Se utilizaron los iniciadores
comerciales para el piasmido pBSI-SK(+), T7 y M13 situados jusio antes del sitio de policionacon
para comprobar {a orientacion del inserto y e secuencia de los iniciadores ArtS' y Art3'. Los
iniciadores ArtS’' y Ari3' se wtiizaron pera obtener la secuencia de los axtramos. Otros iniciadoras
internos a loa exones 2, 3, 4 y 5 se usaron para oblener la secuencia intermedia y traslapar las
secuencias. Los iniciadores T7 y M13reverso ("8 y “[") podrisn estar invertidos a1 el inserto se kgd
en sentido contrario.

3.11 Extraccién y Semicuantificacion del DNA Genomico

Se utilizd la técnica TSNT para hacer la extraccion de DNAg de sangre periférica de
vaca, cerdo y cabra. Se usé un stock de nuestro laboratorio de DNAg de placenta humana
extraida usando la técnica de Gross-Bellard (Ausubel et. al. 1992), esta misma técnica se
utilizé para hacer la extraccion de DNAg de sangre de gallo, avestruz, tortuga y serpiente
sumentando 3 veces ¢l volumen final sin cambiar la concentracién de Proteinasa K. Se usé
la técnica de Goelz (Goelz, et. al. 1985) para extraer DNAg de higado de gato, raton y
lagartija; de musculo de carpa, tilapia, ameca y catén; de aleta de tibur6n y de placenta de
jirafa. La integridad de los DNAg fue verificada en un gel de agarosa al 0.8%. La
semicuantificacion fue realizada integrando el drea densitométrica de un estindar de DNAg
de humano y aproximando proporcionalmente con el drea densitométrica de los demds
DNA, utilizando el paquete Molecular Analyst.
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Capitulo 4

Resultados

4.1 Obtencion, Seleccion y Agrupacion de las
Secuencias Nucleotidicas y Aminoacidicas

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

| Tebla 4.1 Especies ordenadas par clasificacion.

Recession Sec Organiveo Grupc Accessioa Bec Orgenisso crqo4l
470615 AA Acipenser gueldanstaedti Peces 1174195 As Evox lucius Peces
273969 ARN Amia calwva Pacas X77248 DAy Coregoous autumnalis Pecas
882529 ARN Lepisosteus ocsseus Paces LO4GES DMAg Oncorbynchus keta Peces
M24068 AR Anguilla japonica Pacas K2476R AR¥ (ncorhynchus kisutch Paceaa
UE3805 DRAg Poecilia reticulata Poces 850067 ARN Omcorbynchus tschswytscha Peces
063804 DiiAg Colisa lalia Paces YD7741 DitAg Oocorhyunchus mykiss Peces
402753 AA Tilapia mosemmbica Peces X51938 ONAg Salwo salar Peces
Dso368 Seriola quingusradiata Puces ABOO166S5 DMlg Coregonus lavaretus Paces
$70253 ARN Norons saxatilis Poces 464784 AA fricnace glavca Pecas
NSS176 DAy Caranx delicatissimus Feces X14601 DNAg ZXepopus laevis Anfibiocs
143620 ARN Seriola cdumerild Peces X14802 DNAg Xenopus lesevis Antibios
n5627 ARN Sericla quingueradiata Peces 852027 ARN [Rana cateabeiena Anfibioce
016816 DNAg Lates calecaxifer Pacas 104159%9 AR Crocodylus novaeguineae Reptiles
ADE993 DNAy Tilapia sp. Peces 464779 AA Chelonia mydas Raptiles
L TRall DetAg Tilapia pilocica Pecas 86054 AZ  Anss platyrhypchos Av a
X79002 DNAg Coryphaena hippurus Peces 134707 AR Melsagris gallopave A es
X63716 DWAg Diceatrarchus labrax Poaces D1048e DMAg Gallus gallus Aa
14362% ARN Latecladbrax japcalocus Paces DO0476 DNAg Capra hircus HMamifaros
X59377 DEAg Acanthopagrus butcheri Paces M57764 DaAg Pos taurus Manifaros
a0l DHAg Sperus aurata Peces X72%47 DMAg Bubslus arnee bubalis ®aniferos
1083902  AA Acasthopagrus lstus Peces D1629%8 DMAg Capricornis crispus Mam{feros
134723 AR Chrysoparys major Peces NK3ITIL0 DéAg Ovie arles Hanfferos
85649 AA Suthynnus pelamis Pesces 259870 AA Cervidae Mam{feros
05653 AA  Thunoue albacares Peceas D16299 DNAg Cervus nippon Maniferce
134721 AA Thunous thynopue Puces Y12578 DMag Cerzvus elaphus Mamf faro8
D297317 INAg Parslichthys olivaceus Pecee M17704 DMag Sus gcrofa Mamiferve
4927593 AA Hippoglossoides platessoides Peces 21070534 AA lama pacos Manfferos
103957 AA Pssudopleurcnectes americanus Peces £23067 ARN Canis familiaria Mam{ fmros
01141 ARN Solea senegalensis Peces 134722 AA vuipes vulpes namifar s
09917 ARN BSebastes echlegelld Peces 83010 AR Alopex lagopus ¥ani{feros
143627 ARN Sebagticus sarsoratus Paces T13390 ARy Peliis catus pani{feros
0631803 DNAg Arothron maculatus Paces X56120 ARN mustela viscao Ha feros
063007 DAy Pugu rubripes Pecas 204%49% Al Balaevopters borealis Mam{ foroe
Y09421 DNAg Albuinus alburpus Paces E30127 DEAg Oryctolagus cuniculue Hamifeyos
L ATERT ARN Carassius auratué Pacea T0292% ARN Sguus caballus Mamiferos
60419 DeiAg Ctenopharyngodos idella Pecep U0229) DMAg Macace mulacta Mamifaros
51949 DHAg Cyprious carpio Yacas W11439 DNAg Bomo sapliens Ham{ferom
Uz21920 DAg Abramis brama Peces 134706 AR Loxodonte africana Mamifuron
nP4348 DWAg Kypophthalmichtby® molitrix  Pecas 330148 AA  Cavia porcallus Maniferoe
260473 DiAg BSypophthalmichthy® nabilis Peces 8856299 ARN Mesocricetus auratus Hani foros
1836078 AA Clarias gariepinus Peces 246663 DeAg mMue Busculus Hauiferos
869215 DNAg Ictaluius pupnctatus Peces J00739 DiAg Ractus norvegicus Mauiferce
L27838 ARN Pangesianodon gigas Poces 264607 AA Macropus rufogriseus Mamifer s
W3713 ARN Pangasius papgasius Fecas AF0%52192 Ir urus a up
492739 AA Gadus morhua Paces

483102 AA Gadus morhua Paces
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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 fisico de la base de datos es de alrededor de SMB sin incluir las imagenes de
los organismos. Al hacer el desglose (Tabla 4.2) por clases y sus subclases con mds
secuencias reportadas, se observa que algunas clases han sido estudiadas preferencialmente,
62% del total de secuencias reportadas son de peces, seguido por los mamiferos con 28%
dejando tnicamente el 10% a todas las demis clases de vertebrados. Vemos también que el
29% (26/89) de las especies no tiene una secuencia nucleotidica reportada, sin embargo, en
mamiferos esta cifra sube a 47% (8/17).

Tabla 4.2 Total de secuencias por clase. Se detallan dos de les clases mas
estudiadas, peces y mamiferos.

A T Tt %l
Especies Clase Nt % aa % S« S« 4

55 Peces 4 65% 14 S54% S5 62%
7 Salmoniformes
S Siluriformes
7 Cypriniformes
19 Perciformes
4 Pleuriformes

2 Anfibios 3 5% 0 0% 3 3%

2 Reptiles 0 0% 2 8% 2 2%

3 Aves 1 2% 2 8% 3 %

26 Mamiferos 17 27% 8 31% 25 28%
10 Artiodactyla
5 Camivora
2 Primases
4 Rodentia

1 Marsupal l 2% 0 0% 1 1%

89 Total 63 100% 26 100% B9 100%

4.2 Alineamiento de las Secuencias

En la Figura 4.1 se muestra un grifico de la matriz de alineamiento aminoacidico
(ordenado segiin Tabla 4.1) de todas las secuencias seleccionadas de las GH reportadas.
Podemos apreciar que entre los peces, el parecido puede ir mayoritariamente desde 100% a
60% y solo entre unos pocos hasta de 40%; conforme hacemos la comparacion en la
direccién de los mamiferos, el parecido va disminuyendo llegando hasta aproximadamente
20%. Xenopus Laevis, un anfibio, se parece mas a mamiferos que a peces. En mamiferos, la
GH se aprecia mds conservada.
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Figura 4.1 Matriz de alineamiento aminocacidico (% similitud). T las especies ordenadas
clasificacién (se nombraron Unicamente 1 de cada 3). En horizontal de izquierda a derecha peces,
anfibics, reptiles, aves, mamiferos y marsupiales. De la misma manera en vertical de abajo hacia amiba.

4.3 Seleccion de la Sonda

Dado que desedbamos obtener un oligonucleétido conservado en todas las especies,
pensamos bdsicamente en dos estrategias de busqueda y comparamos los resultados. Se
utilizaron oligonucledtidos de 16 bases de longitud para efectos de la comparacién y 32
bases de longitud como base para el diseiio de la sonda.

4.3.1 Comparacién de Algoritmos

En el grifico A de la Figurs 4.2, se muestra el nimero de secuencias en que estd
presente cada oligonucleétido de 16 nucleétidos de longitud y su posicion respectiva dentro
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de la secuencia donde se derivé. Se puede ver que dada la asignacién visual, si hubiese un
oligonucledtido que estuviera presente en la mayoria de las secuencias, tendria un tono de
color azul (u oscuro) que no se aprecia, de hecho el valor maximo esti muy por debajo del
numero total de secuencias; comprobamos asi, que no existe algin oligonucleétido de 16
nucledtidos de longitud que aparee totalmente con todas las secuencias. Ademés se puede
notar que el exén 5 es el mas conservado (Nicoll y cols., 1986). El grifico B de la Figura
4.2 muestra el apareamiento promedio (nimero promedio de nucleétidos apareados) de
cada oligonucledtido de 16 nucleétidos de longitud y su posicién respectiva dentro de la
secuencia donde se derivé; aqui si se puede apreciar, segiin la asignacién visual, una zona
de tonalidad azul (u oscura); comprobando asi que si existen oligonucledtidos de 16
nucleétidos de longitud que son muy similares (13~16 6 81%~100%) a todas las secuencias
incluidas. Se observa también, otra pequefia zona conservada al final del exén 2, una
pequefia zona conservada y en el exén 4 y una zona adicional en el exén 5 en peces. Se
puede ver claramente la conservacion de la posicion intrénica por las regiones rojas (o
claras) y la aparicién del sexto exén en algunas especies por la aparicién de una regién roja
(o clara) adicional.
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Figura 4.2 Comparacién de algoritmos. A) Frecuencia de oligonucledtidos de 16b de fongitud. A la
secuencia de cada especie (vertical) se calcula el nimero de especies en las que estad presente cada
oligonucleétido (horizontal y en su posicién respectiva) y se le asigna un color. B) Apareamiento promedio
de cada oligonucleétido de 16b de longitud. De cada oligonucleétido (horizontal) de cada especie (vertical),
se obtiene la suma de nucledtidos con los que tiene el mejor apareamiento en cada secuencia y se divide
entre el numero de especies (52). La posicién aproximada de cada oligonucledtido con respecto a cada
ex6n se muestra en la parte inferior. La asignacién de colores se muestra a la derecha de cada gréfico. Las
zonas rojas (o claras) indican la posicién de los intrones debido a que no se hizo el célculo y se usd 0 (solo
en las secuencias donde si se tenia tal informacién y en grafico B).

4.3.2 Determinacion de la Poblacién de Oligonucleétidos por Evaluar

La poblacion total de oligonucleétidos de 32 bases de longitud fue de 28,038 para las 52
secuencias nucleotidicas completas de la GH. El evaluar toda la poblacion resultaria de un
esfuerzo initil dado que las secuencias de bajo apareamiento l6gicamente resultarian en una
evaluacién baja. Para determinar la fraccion de la poblacién por evaluar, se determinaron
las frecuencias de los alineamientos promedio y alineamientos promedio menos dos
desviaciones estandar redondeados al entero mas cercano y se analizaron los resultados
graficamente. Se puede ver en la curva A de la Figura 4.3 que el 96% de los
oligonucledtidos tiene un apareamiento promedio menor a8 78%, el 83% de los
oligonucledtidos tienen 68% que es muy bajo contra un maximo de 91%. En la curva B de
la Figura 4.3, el 95% de los oligonucleétidos, tienen un valor de alineamiento menos dos
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desviaciones estindar menor a 18 que corresponde al 72% con respecto del valor maximo
de 25. Por lo tanto, evaluar el 5% superior en ambos criterios resulta ser suficientemente
sobrado.
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Figura 4.3 Fmﬁdlmmimdobczaoudlqonudadﬂdoommdm
de 32nt de longitud. Vertcal, is frecuencia de los alineamisntos redondeados sl entero més
cercano. Horizomal, siineamiento en negro, porcentasie de la poblacién en rojo. A) Curva de
adinsamientos promedios (P): El minimo es 15/32 (47%) y o mduimo 28/32 (81%). Casi el 96% de
los oligonuciedtidos alinea menos de 25/32 (78%). es decir, 30l el 4% de la poblacién tene P
superior @ 77%. El 33% de la poblacion tisne P muy bajo, 22/32 (88%). B) Alineamientos
promedios menos dos desviacionas esténdar (P-2S). El minmo 8 7/32 (22%) y ¢ méamo es
28/32 (81%). El 89% de la poblacion tiene A-2S menor o igual a 15 y solo ol 3% de ia poblacion
tisne un P-2S mayor o igual a 20.

4.3.3 Evaluacién de los Oligonucleétidos

Se determin$ anteriormente que evaluar el 5% de los oligonucleétidos con més alto
apareamiento es suficiente para encontrar un buen oligonucleétido como sonda, pero para
determinar dentro de esta sub-pablacién los mejores oligonucleétidos, fue necesario disefiar
una funcién que compare los oligonucledtidos entre si. Las ideas basicas que nos llevaron a
disefiar la funcién a la que Llamamos fina fueron las siguientes:

o El éxito de une buena hibndacion depende directamente del apareamiento entre cada
nucledlido de la sonda con la secuencia blanco.; Decidimos inciuir 8l nimero de nucledtidos
iguales con cada secuencia blanco en forma de promedio,

o El éxito de una buena hibridacién, depende también de le ausencia o minimizacion del
apareamiento de la sonda con ella misma: Decidimos incluir la energla de formacibn de
estructuras de lazos u horquilla y dimerizaciones.

e Dado que la sonda no aparearia perfectamente con todas las secuencias blanco, por lo tanto
habrian desapareamientos & |0 largo de la sonda, es indeseable que los desaparsamentos
ocurran en alguno de Jos extremos de la sonds: Si los extremos NoO estan apareados, 86 podria
facilitar ol desapareo de la misma. Decidimos incluir e apareamiento de los Ultimos tres
nuciedtidos en cada extremo de la sonda, en forma de promedio y peso a cada uno de elios.
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Asimismo, el comecto apareamiento de alguno de (o8 extremos de la sonda con la secuencia
blanco, podria favorecer una posible reacci6n de PCR.

Dado que las secuencias blanco no son exactamente ias mismas, la temperatura de
apareamiento seria variable. Decidimos homogenizar las temperaturas: La temperatura 6ptima
depende basicamente del apareamiento con cada secuencia blanco, del contenido de GC y del
temafio de! oligonuciedtido, asi como ls concentracion de sales. Incluimos la temperatura de
fusion media en forma promediada.

Dado que se consideran desapareamienios en la secuencia, pero no ka distribucién de ellas:
Decidimos incluir &l tamafio méaximo de aparsamiento contiguo con cada secuancia blanco, de
una forma promediada.

Es posible que dos oligonuciedtidos tengan promedio de apareamiento y promedio de
temperatura similares. Para poder evaluar cual de los dos resultaria ser el mejor, se decidid
que el mejor de los oligonuciedtidos que tienen promedios muy simieres seria el
o¥igonuciedtido cuya desviacion estdndar de! apareamiento y/o temperatura sea minima: Esto
evilaria que algunas secuencias tengan muy poco apareamiento y/o muy baja temperatura,
pero compensado con otras secuencias de aparsamiento y/o temperatura altos. Decidimos
reducic ol promedio en dos desviaciones estandar a cada término, bajo la suposicion de que la
distribucion del apareamiento y de las temperaturas se aproxima 8 una curva estadistica
normal. Dada la suposicién de una distribucién normal, ia media menos dos desviaciones
represantan el 96% de la poblacion y resuita en un estadistico tal, que solo e 2% de la
poblacidn esta por debajo de este valor; es decir, 80l0 una de las 52 secuencias podrian estar
por debajo del estadistico escogido. Ahora, I8 desviacién estandar de la poblacion se ve
afectada por secuencias blanco que aparean muy poco con la sonda 0 a secuencias blanco
que aparean mucho con la sonda 0 a ambos casos en la misma poblacion. Entonces es
preferible que la desviacion estandar de un okgonuciedtido sea provocads por aparsemientos
altos que por apareamientos bajos. Para "premiar” a aquellos oligonuciedtidos cuya desviacion
es provocada por secuencias blanco con muy alto apareamiento y “castigar”™ aquelios
oligonuciedtidos cuya desviacion es provocada por secuencias blanco con muy bajo
apareamiento: decidimos introduck como “comeccién®, el numero de secuencias de
aparsamiento superior al 89% menos el nimero de secuencias con apareamiento por debajo
de 81%.

Para determinar ¢l peso aproximado de cada término, se formaron $ grandes grupos:

Término Unidades Rango
Apareamiento NucleGtidos 0~L*
Temperatura media de fusién °C 0~100
Apareamiento en los extremos (5'y 3") Nucledtidos 0~N ¥
Encadenamiento Nuclettidos 0~L*

Energias intermoleculares & intramoleculares Kcal/mol 95~0"1
*L &3 la longilud def cligonuciedtido. ¥ N es el nimero de secuencias.

¥ Calculado para 50 nuciedtidos sunque en epcucién de determine en funcidn de
ls Jongitud real de! okgonuciedtido en curso.

Para evaluar todos los pardmetros en una sola funcién, a cada término se le asocié 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 pardmetros, dado que son unidades completamente diferentes y a escalas
diferentes, se normalizaron al valor maximo y minimo permisible resultando en valores de
0 y 1 antes de multiplicar por el “peso” relativo de cada uno. Para comparar
oligonucleétidos de diferente tamaiio, los términos se multiplicaron por el inverso de la
longitud del oligonucleétido.
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La funcién para evaluar los oligonucle6tidos resulté ser la siguiente :
Jronde =8P + sE + 3G + 8J + 3Tm
donde

SP = (Pn—2Psg) ®0.18 * (1/50 + 1/01) + 0.333 * (Noy — Nw) / Nsec
SE = 0.6 Nussg ¥+ 0.3 Nysay + 0.1 Nys+2 + 0.6 Nyzro+ 0.3 Npygg.; + 0.1 N2
$G =sGH +sGD
sGH = 0.04 * (AGHy + 12.6)/ 12.6
sGD =(0.04 * (AGDy + 19.8) / 19.8
sJ=0.5%*Ua-Jy *0.05*(1/50 + 1/0))
sTm = (Tmu—2Tmpg) * 0.18 * (1/50 + 1/0]) + 0.333 * (Nov— Nw) / Nyae
Tmpy = Tmop promedio (Z{(TMopy) / Nyeo)
Tmpg = Desviacion estdndar de Tm g
TMope = TMprimer * 0.3 + Tiproduc * 0.7
Ttproces = (100.5 + 16.6 ® log10(0.050) + 0.4]1 * %GC - (820/ Ol) - Y%emismatch
T Pricser = (1000.0 ® (Ah - 3.4) / (As + 1.987 * log(1/50x10°)) - 273.15 +
16.6 * logl0(50x10°°) )
P, = Apareamiento promedio
Psp = Desviacion esténdar del apareamiento promedio
Ol = longitud del oligonucledtido.
Nsee = Niimero de secuencias
Nov = Niimero de secuencias que rebasan 89% de apareamiento
Nw = Niimero de secuencias que no llegan a 61% de apareamiento
Nus+o = Numero de nucledtidos que aparean en el extremo 5’
Npus+1 = Numero de nuclebtidos que aparean 1 nucleotido después del extremo 5’
Nus+2 = Numero de nucledtidos que aparean 2 nucledtidos después del extremo 5’
Nui.2 = Nimero de nucledtidos que aparean 2 nucleétidos antes del extremo 3’
N3.1 = Nismero de nucledtidos que aparean | nucledtido antes del extremo 3'
Nuso = Niimero de nucleotidos que aparean en el extremo 3’
Jm = Promedio del encadenamiento (numero mdximo de nucleétidos que aparean
Y estan consecutivos)
Jn = Minimo de cada uno de los encadenamientos de cada secuencia
AGHy = Energia libre maxima de formacion de un complejo de horquilla
calculada con el método Neighbor (Breslauer y cols. 1986)

AGDy = Energia libre mdxima de formacion de un complejo intermolecular
calculada con el método Neighbor (Breslauer y cols. 1986)

Los § 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.
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4.4 Diserio de la Sonda (GH-Explorer )

Las secuencias iniciales de 32 nucledtidos ordenadas por alineamiento promedio
reportadas segiin MaxProbe fueron:

1) ctggcctgettcaagaaggacatgcacaagat
2) aaggtggagacctacctgacggtggccaaatg
3; tcctatcgactgattgagtcttgggagttccc

ctacgaactgctggcctgcttcaagaaggaca
S) ggctctctccagaggccaactgeaccctgtag
6; ttgagtcttgggagttccccagtcggtctctg

tgaggagcagcgacagctcaacaaaatcttce
8) gaactgctggcctgcttcaagaaggacatgca
9) ttcaagaaggacatgcacaaggtggagaccta
10) gtggagacctacctgacggtggccaaatgcag
11) cacaaggtggagacctacctgacggtggccaa

Sin embargo, después de que MaxProbe realizé la extension y cortes autométicos en
ambos extremos, 7 de las secuencias, las secuencias 1, 2, 4, 8,9, 10 y 11 convergieron a la
secuencia siguiente;

gcctgcttcaagaaggacatgcacaaggtggagacctacctg (42nt)
La convergencia se explica “alineando” y comparando las secuencias entre si...

gcctgcttcaagaaggacatgcacaaggtggagacctacctg (42nt)
ctacgaactgctggcctgcttcaagaaggaca ?ﬁ)
gaactgctggcctgcttcaagaaggacatgca (8)
ctggcctgcttcaagaaggacatgcacaaggt (1)
ttcaagaaggacatgcacaaggtggagaccta (9)
cacaaggtggagacctacctgacggtggccaa (11)
aaggtggagacctacctgacggtggccaaatg (2)
(10) gtggagacctacctgacggtggccaaatgcag

Podemos ver que en realidad es la misma zona y que cada oligonucle6tido abarca una
buena parte de ésta, pero la tinica que esta totalmente inmersa es el oligonucleétido 9.

En la Figura 4.4 muestra el informe después de indicar a MaxProbe 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 nucledtidos (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 posicion 11 se
degenerd incluyendo A y G para aumentar el desempeiio en primates sin afectar a las
demds secuencias (elevando principalmente el encadenamiento -join-). La secuencia
definitiva de la sonda a la que llamamos GH-Explorer I es la siguiente:

ik
5'gcctgcttcargaaggacatgcacaaggtggagacctacctgagggtcatgaagtg3’
T

La posicién del 5° intrén encontrada en algunos peces se marca con flechas y estd
situada cerca de la mitad de la sonda. Se especifica también la degeneracion introducida.
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Figura 4.4 Informe del alineamiento de la sonda segun MaxProbe. Se muestra el alineamiento. Se resaka
con maylsculas la posicion de la degeneracidn, incrementando el valor de encadenamiento —join- en
primates de 10 hasta 18. Se muestra con una bara vertical (|) ia posicion del intrén 5 solo en las sspecies
Que se sabe que o contienen, un punto (.) on las que se sabe gue no lo contienen y un guidn (-) en las que
no hay ewdencia experimental al respecto dado que son secuencias de DNAC. La barra vertical, ® punto y el
guidn, indican igualdad con el nucledtido de la secuencia en cusstion (arriba y abajo).
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4.5 Comprobacién del Desempeno de GH-Explorer |

4.5.1 Comprobacion Virtual de GH-Explorer |

Para comprobar la especificidad de la sonda por la GH de vertcbrados, se efectud una
consulta en la pagina de Internet del GenBank con la secuencia de GH-Explorer I, como se
indic6 en Material y Métodos. En ¢l informe completo (Anexo 3) se obtuvieron 189
secuencias, de los cuales 173 corresponden a todos los informes de GH obtenidos (Anexo
1), por lo tanto, 16 son falsos positivos. Unos fragmentos representativos por analizar se
muestran en |8 Figura 4.4. Casualmente, las secuencias de GH de pato (Figura 4.6) y atin,
las que mejor aparean con la sonda GH-Explorer I, no habian sido incluidas en el grupo de
secuencias en estudio, seguramente por errores en el filtrado. Las secuencias nucleotidicas
de Bufo marinus (sapo), Trichosurus vulpecula (possum) y algunas otras especies, fueron
reportadas en el lapso mientras se hacia el estudio y este escrito. Por el alto parecido con
Pato, Atum, Sapo y Possum entre otros, queda demostrado que ain con secuencias
desconocidas de 1a hormona del crecimiento, la sonda GH-Explorer I aparea positivamente,
asi 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 domesticus, Gallus Gallus) es uno de los que aparcan mas alto (Figura
4.6) con el grupo de secuencias en estudio (Figura 4.3) y que en el informe también sale
evaluado muy alto (por alto “score” y bajo “E™), coincidiendo con el informe; asi mismo
sucede con macaco que es de los que menos aparean (Figura 4.7). De los falsos positivos,
basta con ver ¢l aparcamiento’ que resuita ser muy pobre, dan un resultado “positivo”
debido a que se usé un tamafio minimo de apareamiento de 8 nucledtidos en el informe, o
sea, que todas las secuencias que al menos apareen 8 nucledtidos consecutives serian
posibles positivos, sin embargo el apareamiento es realmente bajo.

* El informe de los spareamientos no se muestra completo debido al volumen de informacién. Para
enalizarios, debe reproducir la consulta como se indica en material y métodos e introducir el niimero méximo
posible en el parimetro “Alignaments™ de la pigina de intemnet correspondiente.
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Scoxe ' E |
Sequences producing significant alignments: (bits) Value

emb|X07079 |APGE Duck mRNA for growth hormone _83 4e-15
emb|X06735 |TTGHR Tuna mRNA for growth hormone _83 de-1§
.v.lomisibn) ...
omb|V¥01236 |RRGROW2 Rat gene for growth hormone (presomatotropin..: _7% 1le-12
amb|X17618 |GDGHSON G.dowesticus growth hormone somatotropin mRNA _75% 1le-12
eeso{Ominibn) ...
gblL25053 | RATGHRER Rattus morvegicus Gonadotropim releasing hor... 15 1le-12
«s-{Omisibn)...
db |AF062746 |AF062746 Bufo warinus growth hormons precursor, mRNA... §7 3e-10
ess{Omimibn) ...

Macaca mulatta growth hormone-variant gene, ... 47 Jde-04
«c.(Ominibn) ...
agb|56825268]|8682528 growth hormone (Lepisosteus osssusalong-nosed ... _41 0.019
emb|Z32691 |ECT7DN1 E.coli (HM174) pT7T7/T7H DNA, 11271 bp -32 0.075
emb|[232693 |[ECTIDN3 R®.coli pT7hGH_pl DNA, 6160bp _39 0.07%
ablAF075648 |AF075648 Bquue caballus microsatellite LEX046 _37 0.30
gblL16556 |MACGK Monkey growth hormone mRMA, complete cds and fl... _37 0.30
...{omigién)...

Chum salmon mRNA for sowmatolactin, complete cds _35 1.2
v (omisibm) ...
gblU63803 |AMUS31803 Arothron maculatus growth hormone (GH) gene,... _33 4.8
««.(omisgién) ...
ab|U90307|HSU90307 Human iroquois-class homeodomain protein IRX... _33 4.8

Figura 4.5 Fragmentos representativos del informe del apareamiento de la sonda GH-Explorer | con las
secuencias reportadas en GenBank,

eab[X07079 [APGH Duck mRNA for growth hormone Langth = 794
Score = 82.7 bits (41), EBxpect = 4e&-15

Identities = 51/55 (92%), Positives = 51/55 {92%)

Query: 2 cctgcttcargaaggacatgcacaaggtggagacctacetgagggtcatgaagtg 56

BRI B v cenre e e e e e e i e Fee AVl
Sbjct: 601 cctgcttcaagaaggacctgcacaaggtggagacctacctgaaggtgatgaagtg 6SS

emb|X17616 |GDGHSOM G.domesticus growth hormone somatotropin mRNA Length = 782
Score « 74.7 bits (37), Expect = le-12

Identities = 50/55 (90%), Positives = 50/55 (90%)

Query: 2 cctgcttcargaaggacatgcacaaggtggagacctacctgagggtcatgaagtg 56

CELERRRRE B0 et PO e e e e e e v e e ey

Sbjct: 597 cctgcttcaagaaggatctgcacaaggtggagacctacctgaaggtgatgaagtg 651

Figura 4.8 Mejores apareamien{os.

ab|U02253 | MMU02293 Macaca mulatta growth hormone-variant gene, complete cds.
Length » 2594

Score = 46.5 bits (23), Expect « 3e-04

Identities « 30/33 (90%), Positives = 30/33 (90%)

Query: 13 ctgcttoargaaggacatgcacaaggtggagac 35

LEPEVRCE LR e Yeerer 1

Sbjet: 1889 ctgcttcaggaaggacatgaacaaggtcgagac 1921
Figura 4.7 Bajo apareamento.

Existe un falso positivo que resulta en un apareamiento muy alto, “Rattus norvegicus
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
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que pudo haber recombinacion especifica en esta linea celular que pudo dar lugar a la
obtencion de esa secuencia.

gbl|L25053 |[RATGNRHR Rattus norvegicus Gonadotropin releasing hormone receptor

(GnRH-R) mMRNA, complete cds. Length = 2938

Score = 74.7 bits (37), Expect = le-12

Identities = S0/55 (90%), Positives = 50/55 (90%)

Query: 2 cctgcttcargaaggacatgcacaaggtggagacctacctgagggtcatgaagtg 56
PECCERLCE TERRREE FRRREVerr  0eeeteg et e grerrnentnel

Shjct: 149 cctgcttcaagaaggacctgcacaaggcagagacctacctgegggtcatgaagtg 98

Figura 4.8 Falso positvo. Vease texto.

4.5.2 Comprobacién Experimental de GH-Explorer |

4.5.2.1 Extraccién y Semicuantificacién del DNAg

En la Figura 4.A se muestra la imagen del gel con los DNAg de humano, carpa, raton,
catdn, tortuga (1), tiburdn, avestruz, jirafa, gato, ameca, gallo, lagartija, guppy, tilapia,
tortuga (2) y serpiente. Los resultados de la cuantificacién son 450ng, 350ng, 250ng,
250ng, 200ng, 200ng, 700ng, 300ng, 185ng (en Figura 4.B), 50ng, 300ng (en Figura 4.B),
150ng, 20ng, 350ng, 400ng y 300ng respectivamente. Habia duda en los carriles de gato,
vibora y gallo que se resolvieron haciendo una extraccién Fenol:Sevag' (1:1), diluyendo
con H;O y calentando 2min a 60°C. Los resultados se muestran en la Figura 4.B.

C Ct )| L T Se
Pazes 1972t PRANT AT ch it 3 g e 1

- e e R

Figura 4.A Semicuantificacion del DNAg de diferentes especies.
humano, carpa, ratén, catan, tortuga (1), tiburbn, avestruz, jirafa, gato,
ameca, gallo, lagartija, guppy, tilapia, tortuga (2) y serpiente de izquierda a
derecha respectivamente.

' Sevag esta compuesto de Cloroformo:Alcohol iscamflico (24:1).
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Hum Gallo Gato Vibora
450459 1150 1 12%50 1 150 1

L R

:

Lu b bA

Figura 4.B Diluciones de DNAg. Se resuelven
gallo, gato y vibora usando diluciones de DNAg
con respecto de un estandar 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 vibora, que
corresponden aproximadamente a 6ng, 4ng y 5ng
respectivamente.

4.5.2.2 Ensayo de Hibridacién

Para comprobar el funcionamiento de GH-Explorer I, se hicieron dos ensayos de
hibridacién tipo slot-blot en membrana de nylon usando DNAg de varias especies como
secuencias blanco. El primer ensayo demuestra que la sonda GH-Explorer I hibridé con
todos los DNAg de las especies incluidas y el resultado se muestra en Figura 4.9. Se
observan diferencias en la intensidad de deteccién, las cuales pueden ser debidas a la
variacion en la cantidad y calidad del DNAg, diferencias en los tamafios de los genomas y
al apareamiento de la sonda segin la secuencia. La Umica variacién significativa en la
cantidad de DNAg es guppy (CS) con 3.5ug en vez de 8ug, por lo tanto, las variaciones en
intensidad deberian corresponder a las variaciones de apareamiento de GH-Explorer I con
la secuencia especifica normalizando respecto al tamafio del genoma. Podemos ver que
800ng de DNAg de gallo (E1) se detectan perfectamente, con dificultad se logran apreciar
80ng de DNAg de gallo (E2). La integracién densitométrica que se ve en la Tabla 4.3
muestra que las dos lineas mas intensas son las de gallo y ratén (A6 y B1) que parecieran
coincidir con los resultados obtenidos en el apareamiento tanto en el disefio de la sonda
(Figura 4.4 Apareamiento Gallus gallus=51/56 y Mus musculus=51/56) como en el
informe de BLAST (Anexo 3); las siguientes en cuanto a intensidad serian Carpa y Tilapia
(B6 y Cl respectivamente) que también parecen coincidir (Figura 4.4 Apareamiento
Cyprinus carpio=47/56 y tilapia=49/56). De hecho, tilapia posee un sexto exén y no se
aprecia diferencia significativa. Las menos intensas son humano, jirafa y cerdo (Al, Ad y
AS), en humano también es consistente con el informe de BLAST. En catén y tiburén (C3 y
C4) se aprecia una sefial aceptable, considerando que éstos peces son muy primitivos y que
pudieran tener mds variaciones en la secuencia nucleotidica que todavia no se conoce. Toda
la linea D es de DNA plasmidico usado como control positivo y de sensibilidad, y no se
aprecia sefial alguna; dado que el control negativo también es un pladsmido, se tuvo duda de
la integridad del ensayo y para resolverlo se hizo el segundo ensayo.
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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 6x10* 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 érdenes de
magnitud menos. En DNA de lactdgeno placentario 1 humano (hpl-1) se lograron detectar
3.2ng lo que equivale a 9x10° copias de la secuencia blanco que son 4 drdenes de magnitud
menos (aproximadamente tomando en cuenta las intensidades y la cantidad de DNA). Por
densitometria no se detecta nada en los controles negativos (D1~D6). Comprobamos Ia
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-Explorer I funciona para
vertebrados.

Figura 4.9 Hibridacién de GH-Explorer | con DNAg de varias especies. Linea A Humano,
gato, vaca, jirafa, cerdo y raton (de 1 a 8 respectivamente). Linea B: galio, avestruz, tortuga,
vibora, gecko, carpa. Linea C: Tiapia, amecs, catén, tiburdn, guppy y pBR322 (Control
negativo). Linea D: pBSjcGH-JS (titulacién). Linea E: gallo 800ng y gallo 80ng.

| Tabla 4.3 Apareamiento de la sonda GH-Explorer | a DNA de diferentes especies °. |

| 2 3 4 5 6 I 2 3 4 5 6
062 0.77 047 030 045 0.9 228 145 087 1.17 277
L00 073 068 064 033 0.72 @i 0.77 155 116 0.75 107
0.89 0.82 056 063 0.27 K 133 082 093 084

0.098 0.015 1.09

(lzquierda) Integracion densitométrica de las sefiales de la Figura 4.10 relativas a gallo. Se subrayan los
Que participaron en la curva de calibracion. (Derecha) Fuerza de apareamiento relativo a gallo ( { Antilog [
(log(Area_Relativa_a_gao) ~ b) / m ] / (Tamafio_Genoma_galo / Tamaho_Genoma_Especie) ); m =
0.91374, b = -0.03235), es deci, los que tienen un apareamiento “aparents simiar” a galio, tendran un
valor cercano a 1, menor para ios que aparsan menos y mayor para los que aparean mas. En gecko,
ameca y guppy se hicieron correcciones por I8 cantidad disminuida de DNAg. Los tamafios utilizados en
cada genoma se muestran en Tabla 3.4 .

35



Resultados
Obiencion de nuevas genes de la hormona del crecimiento (GH) en veriebrados

1 02 3 3
A- J——
C
% i =~

Figura 4.10 Hibridacién de GH-Explorer | con titulaciones de DNA. (A) DNAg de gallo
8ug, 800ng, 80ng, 8ng. (B) DNA plasmidico con la GH de jirafa 3.2ng, 320pg, 32pg, 3 2pg.
{C) DNA plasmidico de hPL-1 3.2ng. 320pg, 32pg 3.2pg. (D) DNA de fago lambda como
control negativo.

- — -

En la Tabla 4.3, se pueden ver la fuerza de apareamiento relativa a gallo utilizando la
sonda GH-Explorer I. 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 més alto resulta ser en
ratén, 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 estin muy
elevados. En peces los resultados son cercanos dado ¢l margen de error, carpa por e¢jemplo,
tiene un valor de /.07 y coincide muy bien con el apareamiento. En el caso de tilapia puede
haber variacién en el tamafio del genoma, y, las secuencias de tiburén, tortuga, gecko y
avestruz son completamente desconocidas.

4.6 Diseno de Oligonucleétidos Iniciadores para PCR

Para el disefio de iniciadores para PCR se usaron dos metodologias. La primera y la més
comun fue el alineamiento de las secuencias de los artiodictilos para buscar un consenso.
La segunda metodologia fue usando la estrategia de bisqueda de consensos como en el
diseilo de la sonda GH-Explorer I.

4.6.1 Diserio de Iniciadores para Artiodactilos

El alineamiento realizado en CLUSTALW de las secuencias 5’ y 3' de Artiodactilos se
muestra en la Figura 4.11 y Figura 4.12 respectivamente. Ambos oligonucledtidos tienen
una longitud de 24nt y la temperatura de fusién media (Tm) resulta ser de 69°C y 72°C
para el 5’ y 3' respectivamente. El nucleétido en la posicién 6 de ArtS’-140 fue cambiado
del consenso para romper una estructura de horquilla (apareamiento intramolecular)
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determinado usando OL/GO. Los nucledtidos 7 y 17 en Art3’-139 fueron cambiados del
consenso para tratar de incluir al Caballo. Las secuencias definitivas wtilizadas para Ia
reaccion fueron las siguientes:

5’ CCTGTTGACAGCTCACCAGCTATG 37 Art5’-140
5’ GGCACTAGAGTGGCACTTTCCAGG 3% Art3’-139

cabra tcaccagacgactcagggtcectgetgacagetcaccaactatgatggetgeagggoeeeg
vaca tcaccagacgactcagggtectgtggacagctcaccagectatgatggetgcaggeceeecg
oveja tcaccagacgactcagggtcctgctgacagctcaccagctatgatggctgcaggeccecg
Ciervo Ame.tcagcagacgactcagggtcetgtggacagectcaccagctatgatggetgeaggececeeg
Ciervo Jap.tcagcagacgactcagggtcctgtggacagctcaccagctatgatggetgecag-------
cerdo Jap. tcaccagacgactcagggtcctgetgacagctcaccagctatgatggetgeag--—-———«
cerdo cccccagaccactcagggacctgtggacagctcaccggctgtgatggctgcaggccctcg
bfifalo Afr.~~===-- Amseecerscceccamecccmcancennn———— atgatggctgcaggceccccg
Caballe  ----ce-recenmececnccccerocaremcnconconcaooa" atggctgcaggtcctag

L2 g e dd Sebbdddd P EENARRNEREOIRN ot okdvNNdORTRAS

Consensus TCacCAGACgACTCAGGGLCCTAtgGACAGCTCACCagCTaTAATGGCTGCAGBgcececyg

Figura 4.11 Alinemiento de la regién §' UTR de Artiodictilos. La zona utiizada para el disefio del
iniciador Blamado Art5'-140 se muesira resaltada terminando justo sl final del coddn de inicio de traduccién.
Véase que cerdo es ia especie con més diferencias (3/24) y muy cercanss sl extramo 3'. Los guiones (*-°)
indican susencia de secuencia en asa zona. Los asteriscos ("+") indican iguaidad en todas les secusncies.

cabra cecctececgtgecttecctagacectggaaggtgecacteccagtgeeccactgtectetect
vaca ccteccecgtgecttecttgacceetggaaggtgecactee-—----- cactgtcctttect
oveja ccctecctgtgecttectagacectggaaggtgecacteccagtgoccacegtecctttott
Ciervo Ame.cctccccecatgecttectagaccctggaaggtgecacteccagtgeccactgtoctteect
Ciervo Jap,-=v===c-remrerrcccccsenccnarrsessncccnnscessnnenencnacncenecas
cerdo Jap. ===r=-=reccecccecescsccaccceeccecescsamceesasere—ecmce——ec—=aa
cerdo cctecceccagtaceteccctgacectggaaagtgecaceccaatgeetgetgtecttteet
bifalo Afr -«--ceccccmmccmccm e et e cm e
Caballo cetecetcagtgecteecttgatectggagagtgecectetagtgectaccecatettteet

-l * * * Ahd *® i SRR d (X2 X2 K X F ) w ek dd &

Consensus CCtcCcCocgTgCCTtCCt GAcCCCTOAARGATGCCaCTCCAGTGCCcaCtgtcCTTTCeT

Figura 4.12 Alinemiento de la regién 3' UTR de Artiodéctiios. La zona utilizada para el disefio del
iniciador Blamado Art3'-139 s¢ muesira resaltada. La zona comesponds aproxaymadaments a 55pb después
dal codén de terminacidn. Los guiones ("-°) indican ausencia de sacuencia en esa zona. Los asteriscos
("*") indican iguaidad en todas ias secuencias,

4.6.2 Diseio Automatizado de Oligonucledtidos para PCR

Para amplificar por PCR la region codificante del gen de la GH, se diseflaron
oligonucleétidos consenso de las secuencias 5’UTR y 3'UTR, se probd la especificidad
comparando en la base de datos GenBank usando BLAST, y se comprobé el desempeiio
usando Amplify. Se utilizaron cuando mucho 500nt rio arriba del codon de inicio y 1000nt
rio abajo del cod6n de terminacidn. Se eliminaron las secuencias de longitud menor a 22nt.
Se eclabordé un programa computacional llamado MaxPrimer para la busqueda de
iniciadores consenso. La biisqueda se realiza en orden descendente del promedio de
apareamiento de cada oligonucledtido consenso con todas las secuencias; la busqueda
termina hasta que todas las secuencias se pueden aparear con un iniciador o se terminan los
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oligonucletidos. Para evaluar los inciadores fue necesario disefiar una funcion para
compararlos entre si. Dado el éxito obtenido en este trabajo para la evaluacién de una sonda
consenso, pensamos que bésicamente la tarea de blisqueda y evaluacion era la misma y que
solo faltaria considerar una caracteristica propia del ensayo, la iniciabilidad, que fue
considerada exactamente igual como la calcula el programa Amplify 1.2 sumando un valor
correspondiente a cada posicion apareada del iniciador con la secuencia blanco. La suma es
dividida por el valor maximo 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 posicién son 30, 20, 10, 10, 9,
9,8 7655,4,3,2 1, 1, ..; donde el valor mayor corresponde al extremo 3’ y el menor
al 5°. Para considerar cual de dos iniciadores seria mejor, también se considera el nimero
de secuencias amplificadas por cada iniciador. El detalle de las modificaciones al proceso
original de MaxProbe incluidos en MaxPrime es el siguiente:

1) Evaluacién ponderada desde el extremo 3’ hasta el 5° (Engels, 1992) para evaluar la
iniciabilidad.

2) Anilisis del nimero de oligonucledtidos necesarios hasta que cada secuencia tenga
al menos un oligonucledtido con apareamiento > 85%, para “asegurar” que todas las
secuencias tengan al menos un iniciador.

3) Evaluacién de los oligonucleftidos agrupando Gnicamente a las especies que
sobrepasan 84% de iniciabilidad (“primability” — Capacidad del oligonucleétido a
favorecer la iniciacién de la polimerizacion por la polimerasa) para no desviar los
estadisticos utilizados en la evaluacién de cada oligonucledtido y que la comparacion
entre oligonucle6tidos sea vilida.

4) Evaluacién de oligonucleétidos 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 oligonucledtidos seleccionados hasta el punto 4) son “desplazados” hacia 5 y 3’
21nt para encontrar 1a mejor zona dentro de la region.

6) Se evalia la mejor iniciabilidad en lugar de mejor Alineamiento.

7) Se calculan los mejores conjuntos de iniciadores que minimicen el nimero de
iniciadores y maximicen el niimero de secuencias polimerizadas.

La férmula para evaluar a los iniciadores resulté ser la siguiente:

Jiniciador = (foonda + sIni) * (1 + Sa/ 2) sustituyendo...
Joniciador = (SP + SE + 3G + 8J + sTm + sini) * (1 + Sa/ 2)

donde
sP, sE, sG, sJ y sTm son pardmetros calculados igual que en fonds considerando
solo las secuencias que se evaluan son aquellas con iniciablididad > 84% .
sini = (Inie— 2Inisp) * 0.40.
Sa = Niimero de secuencias con iniciabilidad (Ini) > 84%.
Iniy, = Media de Ini;.
Inisp = desviacion estandar de Iniy .
Iniy = (X Ifac;) * 100/ i ; donde k es cada secuencia e i la posicion de cada
nucledtido dentro de la secuencia.
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lfac,= Algunode { 15, 12, 10, 10, 9,9, 8, 7, 6,5, 5,43, 2 L |, ... } para i ={l,
2, 3, 4, ..} si y solo si el nucledtido en la posicion i es igual tanto en &l
iniciador como en la secuencia blanco (donde i = 1 para el nmucledtido en
el extremo 3', i = 2 para el consecutivo hacia 3’ y asi sucesivamente).
i = (Z Ifac,); considerando el iniciador y la secuencia blanco iguales.

La Tabla 4.4 muestra las especies y los tamaiios de la secuencia usada para la biisqueda
de iniciadores. Se obtuvieron 42 secuencias para el extremo $* y 50 para el extremo 3’
variando los tamafios. La amplificacién in silico solo es posible en aquellas secuencias que
tienen tanto extremo 3’ como 5’ y solo éstas fueron usadas para la comprobacion en

Amplify 1.2.
u;Mallcwumdomandu usadas panddluﬁodolnldadoru.' ]
Bapecie 3¢ s¢  CDS Rspecie 3
588 AmiaCalva 248 38 §633 Coregvnusidutumnalis 71
22 636 LaepisosteusOsseust® 1000 498 OncorhynchusXisutch 484
630 AnguillaJaponica 181 72 633 Oncor.Tschawytscha®* 433
251 PoeciliaReticulata 500 €33 OncorhynschusKeta 792
251 ColisaLalia | 5007 §33 SalmoSalar 1000
50 615 MozoneSexstilis 358 380 633 Coregonuslavaretus s20
32 621 CaranxDelicatissimus 100 258 XenocpusLaevis 228
39¢ €15 SeriolzQuingueradiasta 168 420 XenopusLaevis
96 468 SeriolaDumeriii 1 648 RanaCatesbeiana 1
500 615 LatesCalcarifer 3107 S00 651 GallusGallus 182
26 624 TilapiaSp 237 380 651 Anas platyrhynchos 106
500 615 TilapiaWilotica 418 48 651 Meleagris Gallopavo 79
612 Coryphaenalippurus 431 654 CaprafSircus 480
615 DicentrarchusLabrax 654 BubalusArneeBubalis
564 LateolabraxJaponicus 500 654 BosTaurus 518
615 AcanthopagrusButcheri $00 654 OvisAries 1000
24 615 SparusAurata 232 278 13 CapricornisCrispus
318 573 ParalichthysOlivaceus 180 220 €54 GiraffaCamelopardal 32
17 612 SolsaSenegalensis 119 140 654 CervusElaphus 114
21 615 BSebasgteaSchlegeli 2580 277 13 Cervus¥ippon
564 SebasticusMarmoratus 339 651 SusScrofa 343
243 ArothronMaculatus €51 CapigFamiliarie 69
S00 591 FuguRubripes 1000 51 651 PelisCatus 111
567 CarasgsiusAuratus 33 651 MustelaVisonm 99
T800 633 CtemopbaryngodonIdella | 735! 138 651 OryctolagusCuanicul 728
272 633 CyprinusCarpio 751 651 BquusCaballus 113
198 AbramisBrama $00 654 MacscaMulatta 621
30 63) Eypophthalmich.Nobilis %03 500 654 HomoSapiens 633
22 €33 Hypophthalmich.Molitrix 511 47 6S1 MesocricetusAuratys 111
$00 603 IctalurusPunctatus 718 S00 651 MusMusculuas { 178
S8 603 PangasianodoaGigas 518 460" §51 RattusNorvegicus 171
604 PangasiusPangasius

¥ Se resatan las secuencias con extremos 5’ y 3' y se apracia que no fodas las secuencias tienen tanto
fragmentos 3’ como 5'. Las secuencias de pato y pavo (aves) que se muestran punteadas no fueron
consideradas para &l disefio automatizado de iniciadores, sin embargo fueron utilizadas junto con galio para
disefiar un par de iniciadores usando ia metodologia tradicional basada en un alineamiento muliple e
identificando manuaimente una zona consenso. Se marca con doble asteriaco (™) la secuencia completa

que no se puede determmar si hay ampificacidn por los iniciadores escogidos.

Del conjunto de iniciadores reportado por MaxPrimer, se escogieron manuaimente los
de mejor amplificacién por mayor nimero de especies hasta incluir el mayor niimero de
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especies posibles. Se ignoraron los oligonucledtidos que solo podrian amplificar una sola

secuencia. Dado que ningun iniciador products un producto amplificado en gallo, se

consideraron dos secuencias mds de aves, la de pato y pavo (filtradas erréneamente y-
explicadas en resultados anteriores) para disefiar un par de iniciadores exclusivo para aves.

Se uso la misma metodologia tradicional como en el disefio de iniciadores para artiodictilos
de! punto anterior.

El conjunto de iniciadores escogidos sc 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 inespecificidades. La tinica combinacién de iniciadores con energia
<-10Kcal/mol es “Ext_S5’ (pez/6)” y “Ext_3 (pez/1)” con ~14.5Kcal/mol. En total,
resultaron 11 iniciadores para el extremo 5’UTR y 8 para el extremo 3’UTR. De los 11
iniciadores del extremo 5°, 3 son exclusivos para mamiferos, 1 para aves y 7 para peces,
coincidiendo con la observacion global de los alineamientos donde las GHs resultaron estar
més conservadas en mamiferos que en peces. La region de apareamiento del iniciador
“Ext5’/pitymam-1" en mamiferos coincide con un sitio de unién del factor transcripcional
Pit-1 (Ingraham, 1988) que estd muy conservado en mamiferos situado unas 185pb antes
del codon de inicio; por lo tanto se presume que también podria estar conservada esta
region en los demis mamiferos, aun asi, se decidié incluir dos iniciadores mais
“Ext5’/mam-2" y “Ext5’/mam-3" que se aparean aproximadamente 30pb y 45pb antes del
coddn de inicio, respectivamente. De los 8 iniciadores para el extremo 3°, 2 son
principalmente para mamiferos, 1 para aves y 5 para peces. Se observa que el iniciador de
mamiferos del extremo 3’ Ext3’(mam/1) es similar a Art3’ diseflando manualmente en el
punto anterior, esto confirma que la metodologia automatizada de disefio es acertada, no se
observa un iniciador parecido a Art5’ debido por un lado a que no se consideraron los 3
nucledtidos de region codificante incluidos en ArtS’ y 8 que el iniciador ExtS’/pit/mam-1 es
de mas alta similitud y abarca ademis, a més especies, es decir, el algoritmo de biisqueda
no encuentra algin iniciador similar a ArtS’ porque no hay alguna especie incluida en ArtS’
que no este incluida en Ext5’/pitmam-1. En los resultados de BLAST de cada iniciador, se
aprecian diferencias notables enire el niimero de especies consideradas positivas por
MaxPrime y el nimero de especies consideradas positivas por BLAST (la diferencia se
discute en el Capitulo 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 nimero de
secuencias “diferentes?” con el nucleétido del extremo 3' que si estuviese apareado. En
general no hay muchos positivos ya que la mayoria corresponden a DNA bacteriano en los
cuales solo puede haber problemas si hay contaminacién, pero, hay algunos iniciadores
problemdticos como “Ext_3’(pez/5)” y “Ext_5’(pez/2)”, por las regiones ricas de un solo
nucleétido.

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 S'UTR y 3'UTR.
También se observa que hay iniciadores como los simbolizados por “q” y “s” que se
aparean en regiones relativamente distales. Ademdas, se aprecia que los iniciadores

$ Usando “-W 7 -q 1 -¢ 20" en “other advanced options” en la pagina “Advanced Blast” (tamafio de palabea
7, penalizacién de desspareamiento de | y expectativa de 20).

¥ Debido a que hay miiltiples reportes de secuencias de DNA, se consideran las secuencias diferentes si hacen
referencia a genes diferentes, regiones de DNA diferentes dentro un genoma o genomas diferentes.
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disefiados de secuencias consense de peces no se aparean en regiones no codificantes de
mamiferos y viceversa. Sin embargo, en regiones codificantes de mamiferos se aparean
iniciadores de peces y también, se aparean algunos iniciadores de mamiferos en secuencias
de peces (como en la secuencia de Giraffe camelopardarlis obtenida en este trabajo). De
todas las secuencias con ambos extremos disponibles, solo 1, Lepisosteus Osseus no se
puede determinar si hay amplificacién debido a que el extremo 5’ no es lo suficientemente
largo. En Ias 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 amplificacién de la secuencia codificante completa de la GH debido a la ausencia de
alguno de los extremos. Aan asi, en la Discusidn (capitulo 5) se plantea una buena

alternativa para obtener al menos un fragmento mayoritario de la secuencia codificante de
la GH.

| Tabla 4.5 Conjunto de iniciadores seleccionados. |
™ Vg " Taa won =4
Soubrw Secuencia (5 9 1°) * k(.c) loop Dimero } :': m‘ . m( .
g e * *
a}Ext_5‘ (mam-pit/1) | TCTAAATTATCCATYAGCACA 52.8 -0.4| -5.3 :1? 127 12 1
" |
biExt_5’ (mam/2) AGGOTCCTGTGGACAGCTCAC  67.7 -1.4| -6.6 & 137 13 1
CYExt_5' (mam/3) TTCACCAGACCACTCAGOGTC = €5.9 -1.7| -6.0 o R T 0
dVExt_5' (peg/1) CAGAAGCAGAACCTAGAACCAG  64.0 0.7 _'-3.5"'512 5 4 L3
e)Ext_5’ (pez/2) I AGAAACAGAACCTGAACCTGA 60.3 0.7 -3.5 e 8 s 1S
G)Bxt_5’ (paz/3) | ATGTTTCTCTTGATGAATTTA 52.8 0.6 -5.3 M 4 4 3
"h)Bxt_5‘ (pez/4) | ATCATCCTTGGCAATTAAGAG 56.5 0.6] -5.3 w3 4 4 0
{)Bxt_5' (pes/5) | ATGTOTCTACCCTGAGCGAA  §3.4 % 2.7 -3.6 @ 4 4 0
1
T Ext_5’ (pez/6) I ACCTOAAACAGAGCCTOAACT T 8037 1.9 -3.5 o 4T 2 2
k)Bxt_S* (pez/7) TCTTCAGAGAGATTTOGCARA T 568 —0.5T -5.° -s.-r"'m" 2 2 1
TVExt_5' (pez/8) GARCTGATCCCAGACCAGCC . AR B 3 2 0
N — i g i + l

"EVExt_5* (ave/1) | GCAACACCTGAGCAGCTCTCC ' 65,9 -1.1 <6.3 M 37 37 1
a)Ext 3’ (mam/1) ‘*’mmccaercmm 69.6 -7.1 -11, oA 33 € 7
n) Ext_3* (mam/2) AGGGTCCTGTGGACAGCTCAC 49.1 -f.&a  -6.6 o@ 13 7 o
o)Bxt_3’ (pez/1) AGCAAGAGCCTGTCTCCAGGG  67.7  -2.1  -6.6 S0 6 6 7
piBxt_3° (pez/2) GCATTAGTGTTAGCCTCTGTT $8.4 1.2 -3.1 & 7 6 0
q)Ext_3’ (pez/3) GTTCTGTAGCTCCRCCCCAAT 62.1 2.4 -8 eid 9 2 1
r)Ext_3‘ (pez/4) I TTCACAGTGGTGCTAAGCAAT 58.4 -1.4  -6.6 2acy 6 6 0
s)Ext_3' (pex/6) | TGAAATAAAGTGTGTTCATTC 54.7 -1.1 -5.4 T 9 4 2
ulExt_3" {ave/1) AGAQCAACTGCACCATCTGAG 64.0 0.2 -6.9 T2 7 37 Jj 0

* degeneraciones se encueniran subrayadss y el iniciador resaltedo resulta ser cas: el mismo que Art3' de
artiodéctilos oblenido por la metodologia tracicional. ¥ Méxima energia de estructura mtramolecular. ¥ Méxma
energia intermoieculer. ¥ Secuencia que ocasiona el méximo de estas energlas. ¥ Numero de secuencias
positvas “in sifco” usando MaxPrime. ™ Niamero de secuencias que también fueron postivas es BLAST. ¥
nimeno de positivos de otras secusncias no relacionadas. ** Las energias (AG's) estan en Kca¥mol

** La consulta consistié de 13m del extremo 3° y sin el pardmetro “q” y con 100 de expectacién en Blast.
** Sin los parimetros “q” y “e” en Blast.

41



Resnliados
&m&&nmmdahlmmddmlmaﬂo (677) en vertebrados

Amia Calva 636

Maguilia Jago 06)

e ——— — |
—d

Wovons Saxat 928 q—m
—

a = Bxt 5 [mam pit/l
b= Bxt”8
e id—
L J
Caramz Belic 833 = D7y’ (pon 3
G = Ext™8’ (pes 3
e —— ooy H=157
Sario.(uingu 07¥ i1 = ExtT8 (pax/5
q ® - £ o BxtT8" (pex 6
— I i ni R e BxtT3 (Des 7
Letas Calea 1328 1esEt"Y (pes §
Ry = o e
Tilsp Sp 887 — o = BxtT) (peB 1
q [} P = Ext™3 (pen/3
0 q > Bxt_3 (pes/)
Sparus Aurat 672 e -0 £ = EXt™) (pes/s
qQp D : = =§:)s: ,’t/{
Tilep Hilot 133 M —— L 3R

Puzal Oliva 1071

|

Sabas SchleG 334

Pudu Rubrip 1891
d
Creno.1dell un—

Cypri Carpi 140%

<
a
"

|

Bypep.Sabil 1158

o
[
"

I

Bypop Molit 1163

L]
n
&
~n

Iotal . Punct 160

r
Pana /Gides 1161 _t
-]

Core(.Autumn 743

Gucoz . Kata 16
Salnom a1 334
Cored.Laver 1513 (SN ——
Capra uircs 15es (N ————————
[ L1
C
Sos Taurus 1.4 R —
< | n

Ovie Aries 16

Girat.camslo 096 e r—
Carvus Rlaph 34 e

S Scrofs 130 e ————
d u L I -]
Pelis Cacus 013 s ———
t U} m o

Muste . Vieca 783

l ] [3
d -
oryee Cuale 1339 e —
Bquus Caball 764 w__-

m fa
UPP TP ppp—— T S S——
m n

Gallus Ga 1”*‘.
Puck 754 _
—"

GalloPave 789
a

Figura 4,14 Mapa de las posiciones de apareamiento de los iniciadores para GH en vertebrados. Los
recuadros reprasentan la secuencia y el tamafio proporcionsl del gen de @ GH en cada especie Se
consideraron cuando mucho 500nt erriba y debajo de CDS y se alinearon con respecto de codén de
terminacon. Cada iniciador se simbolizd con una letra. Cada cardcter (posicion) representa 20, 75nt.
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Figura 4.15 Mapa de los iniciadores para GH en secuencias no amplificadas. Simbolizacién igual que en

la Figura 4.14.
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4.7 Comprobacion del Juego de Iniciadores Disefiado
para Artiodactilos

4.7.1 Amplificaciéon por PCR en Artiodactilos

En la Figura 4.20 se muestran los
DNAg de cabra, puerco, vaca, bifalo
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

o B"S'ﬁ '”“

Cagg Ovlii Ce A

en bufalo americano donde se observa
una considerable degradacién del
DNAg.

El tamaiio del amplicon esperado
para cabra es de 172lpb y en la
Figura 4.21 se puede ver que el
amplicon de cabra comresponde a un
tamafio aproximado de 1737pb. Los
tamafos de los amplicones 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
tamafio esperado, sin embargo,
cerdo, no es claro que las bandas
alrededor de la banda de 1615pb del

Figura 4.20 Gel de DNAg usados. (lzquierda) DNAg
fago A, cabra, puerco y vaca. (Derecha) DNAg de cabra,
bufalo americano, oveja, jirafa, cebra y fago A.

Figura 4.21 Célculo del tamaito del amplicén de cabra.
Se muestran pbshpl-3-Sma |, C (-), amphcones de cabra a
1.0mM MgClz, 2.0mM MgCh y 2.0mM MgCl generados a
una temperatura de apareamiento de 61°C. Se midio la
distancia en pixeis (puntos grificos) desde el inicio del
carril hasta e mitad del largo de cada banda, Se caiculd ol

marcador central corresponden o no al | iuste ineal usando ol log:o de las distancias y el logy de
los temafiosa del marcador (carril i[zquierdo) cuyo
producto de la GH de cordo. | coefcinte de comoiscon fue do. 096, I tamano

Asimismo se puede ver que los | caiculado de las bandas fue de 1737pb que es muy
cambios en la concentracién de MgCl, | ©ecanc al tamafio esperado de 1721pb.

no mejoran la especificidad en cerdo aunque se aprecia una mejoria en la intensidad y por
lo tanto una mejoria en la amplificacién. Adicionalmente se observan los amplicones de
jirafa y bufalo americano que por comparacién del tamafio con cabra y oveja parecen
corresponder a su GH; la degradacion del DNAg en bifalo americano parece no estar
alterando la reaccién. Aunque cebra no es parte del orden Artiodictilos sino de los
Perisodéctilos, por su cercanfa evolutiva creiamos posible la obtencién de su GH con el
mismo juego de iniciadores. En la misma Figura 4.22 se aprecian bandas no especificas,
siendo las de mayor intensidad las bandas cercanas a un producto de un tamaiio alrededor
de los esperados. Considerando que no hay ninguna secuencia genémica de la GH de algin
Perisodactilo, entonces, no se puede descartar la posibilidad de que se haya amplificado la
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GH de cebra en este ensayo; se puede ver también, que la mejor intensidad se obtiene a una
concentracién de MgCl, de 2.5mM tanto en cebra como en cerdo.

Figura 4.22 Productos amplificados de varios Artiodictiios y cebra usando los Inicladores de
Artiodictilos. La reaccion se lievo a cabo como se indica en Material y Métodos y a una temperatura
de 58°C. En cerdo y cebra, se thuld la concentracién de MgChk en 1.5mM, 2.0mM y 2.5mM. En los
extremos se muestran los tamafios del marcador de peso molecular. Al centro otro marcador muestra
una banda de 16815pb cercana a los tamafios esperados.

En la Figura 4.23-A se observa el corte de pPic9KbGH con la enzima Pvull 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.
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Figura 4.23 Purificacién del fragmento a utilizar como sonda.
A) Corte de pPic9KLGH con Pwidi; el primer carill cormesponde a
un marcador de peso molecular que flanques el fragmento de
484pb; se muesiran los temafios comespondientss esperados de
los fragmentos. Gel de agarocsa ol 0.8%. B) Purificacion del
fragmento; se muestra ol fragmento purificado flanqueado por el
mismo marcador. Gel de agarosa al 1.6%

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

2,345 6.7, 8 9440 1 22 34,5167 8§ 910
VAL Cabemn o [ Ovela - Bafalo ' Cebra
) Vaca Jirafa Cerdo

Overa Bufalo Ce
Jiafa Cerdo

Figura 4.24 Hibridacion de los amplicones con el fragmento de bGH de 494pb. (lzquierda) Gel de
agarosa con los amplicones de Artiodacilos y cebra. La reaccion 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 MgCl;, excepto en
cerdo y cebra en los que se usé 2.5mM de MgCl,. (Derecha) Autorradiografia del mismo gel después de la
hibridacién con la sonda de 434pb extraida de una parte de la secuencia de bGH clonada en pPic9KbGH
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4.7.2 Clonacién del Amplicén de jirafa

El amplicén de jirafa se ligd con un Vector T
generado al cortar pBSII-SK+ con EcoRV y
haciendo la reaccion para agregar timing en los
extremos 3’ romos. El vector construido se usé
para transformar bacterias. En la Figura 4.2 se
observan las 3 clonas de jirafa a las que se les
llamé JS, J7 y J1 respectivamente. Con el corte
con Ncil de la Figura 4.26-A encontramos que
nuestro inserto contenia el sitio Ncil y que habia
al menos una diferencia en la clona J7 con
respecto de J1 y J5. La diferencia podria deberse
a una mutacién puntual introducida en la
reaccion de PCR o a una direccién opuesta del

M12345©6 7
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Figura 4.25 Minipreps de las colonias
recolectadas. E! marcador (M) es el
plasmido pBSII-SK (+). Por el retraso de las
bandas, se observan claramente 3 clonas
(carril 5y 7 del gel de la izquierda y carril 1
del gel de la derecha) con inserto a las que
se les denomind J5 J7 y J1
respectivamente.

inserto con respecto de las otras dos clonas. Para
resolver ésta incOgnita, realizamos cortes a las tres clonas con la enzima PwuIl 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 EcoRl, J1, J5 y J7 aparentan ser clonas con el mismo
inserto, solo que J7 con un inserto en sentido opuesto relativo a las otras dos.
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Figura 4.26 Caracterizacion y Determinacion de los Insertos. A) Gel de
agarosa al 2% mostrando los cortes con Ncil de las clonas J1, J5 y J7 (carriles 1,2
y 3 respectivamente). La flecha indica una diferencia en el patron de J7 contra las
otras dos. B) Gel de agarosa al 1.6%. Los carriles 2 al 4 son cortes con Pwull de
las clonas J1, J5 y J7 respectivamente, se observa una diferencia en J7 con
respecto de los otros dos patrones. El carril 5 muestra un corte del amplicén de
jirafa con Pwvull el cual coincide con las tres clonas cortadas con Pwull a las que
previamente se les elimin6 el sentido cortando con Xhol y EcoRl (carriles 6 al 9).

47



Resukados
Obtencion de nuevos genea de la hormona del crecumiento (CH) en vertebrados

En la Figura 4.27-A podemos observar que el inserto contiene un sitio Psr. En la
Figura 4.27-B vemos que el inserto contiene también un sitio Sacl, ademaés, en la Figura
4.27-C se muestra que ¢l sitio Pssl estd mds al centro que el sitio Sacl que estd més cercano
a alguno de los extremos.

B
M23456789M

Figura 4.27 Caracterizacion del amplicén clonado. A) Gel de agarosa 0.8%. En los carriles 2 al 6 se
muestran, el amplicon de jirafa, J1, J5 y J7 cortadas con Xhol+EcoRI+Pstl y el amplicén de jirafa cortado con
Psti. B) En los carriles 2 al 9 se encuentran, el amplicon de jirafa, J1, J5 y J7 cortadas con Xhol y EcoRl, J1,
J5 y J7 cortadas ademas con Sacl y por Gitimo, el amplicon cortado con Sacl. C) Se muestran en los carriles
del 1 al 4, J1 cortada con Xhol y EcoRl, J1, J5 y J7 cortadas ademas con Sacl, le siguen en los carriles 5 al 7,
J1, J5 y J7 cortadas con Psfl ademas de Xhol y EcoRl. Se ve que el sitio Pst/ del producto se encuentra
situado mas al centro que Sac/ ya que Sacl produce un fragmento mas pequeio.

4.7.3 Secuenciacion de las Clonas Recombinantes de jirafa

Se secuenciaron las tres clonas recombinantes obtenidas usando tanto oligonucledtidos
comerciales como oligonucledtidos internos y los iniciadores Art-S’ y Art 3°. La secuencia
y las sefiales importantes®* se muestra en la Figura 4.28. Se observa que los extremos de
los intrones coinciden con sistema tipico del par de binucleétidos GT-AG para la remocion
intrénica. Se muestra también la caja TATA y el inicio de transcripcién.

La secuencia aminoacidica y un alinecamiento con las GH de otros artiodéctilos se
muestra en la Figura 4.29. Se puede ver 1a alta similitud de la hormona de crecimiento de
jirafa con otros artiodéctilos. 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.

8 La secuencia 5’ no codificante (UTR) fue obtenida por dos clonas adicionales donde se usé un iniciador
que se aparea alrededor de 210pb arriba del codén de iniciacion en una region regulatoria para el factor
transcripcional Pit-1.
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Figura 4.28 Secuencia de DNAg de la GH de Girsffa Camelopardalis {jcGH). La secuencia codificants
86 muesira resaltada, en maydsculas y as hipotética, se obtuvo por comparacion con la secuencia de Bos
Tewus (vaca). El par de binuciettidos gt y ag en loa extremos de los intrones se muestra subrayado.
Tanto la caja tata (en color y doble subrayado) como la regién 5° no codificante (en color y punteada) son

hipotéticos y se obtuvo por comparacion con la secuencia de Capra Hircus (cabra)
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Figura 4.29 Comparacién aminocacidica de ls secuencia de jcGH. El slineamienio se realizé usando
CLUSTALW. Un punto (.) en la secuencia significa conservacidn con la secuencia comsenso. En la
secuencia consenso, una mayuscula indica conservacion en todas las secuencias.
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Capitulo 5
Discusion

Para hacer reconstrucciones evolutivas de las especies, la Paleontologfa, la Embriologia
y la Bioquimica han estado proporcionando datos muy importantes. Sin embargo, las
secuencias de DNA ahora constituyen otra fuente para las reconstrucciones filogenéticas de
las especics. 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 nucleotidicas completas més 26 en secuencias
aminoacidicas. Con nuevas secuencias de GH de especies de ordenes no estudiados, se
podrian hacer mejores reconstrucciones filogenéticas. En este trabajo nos propusimos
analizar la informacién 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 implicito de nuestro trabajo fue generalizar la metodologia 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
metodologia usada para obtener los iniciadores y la sonda, la generalizamos para cualquier
secuencia genética y facilitamos el anlisis por automatizacion del proceso, desarroliando
programas de computadora.

5.1 Obtencién y Comparacion 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 mamiferos, inicamente un 10% de
las secuencias proviene de anfibios, reptiles, aves y marsupiales. Confirmamos entonces, la
tendencia de interés econémico-industrial més que evolutivo.

La exclusién de pato y atin en el proceso de biisquedas de secuencias, dan una alerta
que tanto el proceso de filtrado como el de obtencién de los informes, son muy importantes
y aunque son aparentemente sencillos, la realidad es que son complicados. La consulta
(“query™) se efectué Gnicamente sobre los nombres de proteinas, ya que el nimero de
informes en todos los términos era astronémicamente alto. La consulta realizada en
GenBank fue demasiado compleja, problema derivado por los miiltiples nombres que s¢ les
da a nuestra proteina si consideramos que bésicamente se le conoce como “Hormona del
Crecimiento™ y “Somatotropina”. No hay una norma para nombrar a las proteinas que
ingresan al GenBank (o al menos no se sigue o revisa) y combinado con la imposibilidad en
GenBank de hacer bisquedas “menos restringidas”, el problema se hace ain mas grave.

Encontramos que la GH estd més conservada en vertebrados superiores que en peces. Si
comparamos las dos zonas con mas parecido en la matriz de alineamiento de la Figura 4.1,
la zona de mamiferos se aprecia mayor, ain cuando la cantidad de secuencias reportadas de
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la GH en mamiferos es menor relativa & peces. Podria pensarse que el &rea mayor en
mamiferos es debida principalmente a la cercania de las especies mas que a la
diversificacién de ellas, como sucede en peces; y por lo tanto podriamos estar induciendo
informacién por un “efecto” producido por el propio conjunto de datos. Pere, podemos ver
que en animales superiores representativos de clases como aves, reptiles y marsupiales, la
GH es muy parecida entre todos éstos y con mamiferos, contrariamente con lo que sucede
en peces. Ademds, los resultados son congruentes con la idea de que siendo los peces
mucho mas antiguos que los mamiferos, son los peces los que estdn més diversificados.

5.2 Diseno de la Sonda

La busqueda del mejor apareamiento considerando diferencias resultdé ser exitosa.
Algunos autores han usado la frecuencia de oligonucledtidos como algoritmo de busqueda
de regiones conservadas. Jacques van Helden (van Helden, 1998) usé exitosamente esta
cstrategia para encontrar regiones conmscrvadas en secuencias promotoras de genes de
levadura, aunque usé Gnicamente oligonucleétidos de 6 bases de longitud. No obtuvimos
resultados satisfactorios bajo una metodologia similar. Algunos otros métodos como el de
teoria de la informacion empleado por wconsensus (Hertz, 1990), resulta muy tardios
cuando el mimero de secuencias por analizar y/o la longitud de las secuencias crecen,
ademds, depende de un alineamiento global miiltiple que complica el proceso (se probd
weonsensus en una estacién de trabajo Sparc de Sun con CPU a 133Mhz con 53 secuencias
de alrededor 630pb de la regién codificante de las GHs, mismas usadas en este trabajo. El
proceso tardé 6 horas aproximadamente y el resultado, que no se muestra aqui, fué¢ una
matriz de 186 elementos de ancho indicando una zona *“consenso” de 186pb, la region era
tan heterogénea que no fue posible distinguir alguna zona conservada; en cambio
MaxProbe disefiado exclusivamente para este propdsito, tardé en el peor de los casos
aproximadamente 30 minutos en una PC con CPU Intel-Pentium a 150MHz y el trabajo se
reduce pricticamente a escoger algin oligonucleétido de los posibles). El cambio de
estrategia a una biisqueda del mejor apareamiento considerando diferencias (“mismatches™)
resulté ser muy “reveladora”, sencilla y répida, ademis, el tiempo de célculo crece
linealmente cuando crece el nimero y tamaiio de las secuencias.

En los pardmetros de evaluacién de la sonda, dimos origen a un concepto que llamamos
“encadenamiento”, que evalia ¢l numero de nucleétidos consecutivos sin un
desaparcamiento. Las férmulas de célculo de temperaturas consideran desapareamientos,
pero no consideran la distribucion de éstos. El pensamiento bdsico que dié origen al
“encadenamiento” fue que si tuviésemos dos zonas con el mismo numero de
desapareamientos pero distribuidos de manera diferente, en alguna de las zonas se pegaria
con mds fuerza que la otra, ain cuando todos los cdlculos de apareamiento y temperatura
quedarian iguales; compensamos entonces, a aquella que tiene el “encadenamiento™ mas
extenso. En la formula final de evaluacidn, no se considera un estadistico tipo “media
menos dos desviaciones estdndar” que se utilizé para evaluar el peor de los casos, ya que la
desviacion estandar del “encadenamiento™ es muy alta, de hecho vimos que la curva de los
“encadenamientos” estd muy desviada de una curva normal (resultados no mostrados).
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En el algoritmo de mejoramiento de una secuencia consenso reportada por MaxProbe,
solo s tomado en cuenta el apareamiento, aumentando aquellas secuencias que tienen muy
bajo apareamiento y por consecuencia sumenta la media y disminuye la desviacién
estindar. Indirectamente algunos de los otros parémetros son “mejorados”. Sin embargo, en
algunos casos, el método introduce un cambio tal que casi ninguna secuencia es igual en
esa posicion; esto es debido a que la forma de evaluar considera no solo la media sino
también la desviacién estandar y si algin cambio nucleotidico disminuye la desviacién
estindar lo suficiente como para que el estadistico media — 2 desviaciones estdndar sea mas
alto que el antecesor, el cambio permanecerd. El método implementado aqui, no es un
método optimizado para este propésito, sino solo un “acercamiento” a un mejor
oligonucleétido. Si toméramos en cuenta todos los parametros en todas las posibilidades, el
tiempo de célculo en el mismo algoritmo creceria mucho. Para una biisqueda eficiente en
todo el espacio tomando en cuenta todos los pardmetros, habria que programar un método
de bisqueda de soluciones mucho mds complejo como algoritmos genéticos, redes
neurales, simulated annealing o algin método montecarlo entre otros y que estan muy lejos
del alcance de este trabajo.

El analizar solo el 5% superiores de los grupos de mejor apareamiento promedio y mejor
aparcamiento menos dos desviaciones estindar 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 minimo es responsabilidad del usuario. Esperaria en general,
que las curvas mostradas en la Figura 4.3 representen las curvas tipicas del
comportamiento de los apareamientos y que la sonda final sea de las que originalmente
tienen apareamiento alto; recomendaria usar un 5% en una corrida inicial y un 7.5% en otra
corrida de comprobacion.

Siete de los once oligonucleStidos reportados inicialmente por MaxProbe convergen a la
misma secuencia de 42nt al extenderios y recortarlos en ambos extremos. Solo el
oligonucle6tido 9 esté totalmente inmerso en la secuencia de 42nt; si MaxProbe reporta los
oligonucledtidos ordenados segin el mejor apareamiento, entonces: (Por qué el
oligonucle6tido 9 no es el primero en ser reportado dado que es el inico que esti totalmente
embebido en el oligonucledtido extendido?. Entre toda esta secuencia de 42 nucleédtidos
debe haber regiones que en promedio apareen mejor que otras, asi 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 asignacién del criterio de bfisqueda inicial. Hay que recordar
que la generacion del indice fue de oligonucledtidos de 32nt y que al extenderlo el
resultado es un “mejor” oligonucledtido de 42nt de longitud, que no tiene por qué estar en
las mismas posiciones que de los mejores oligonucieitidos de 32nt. Por esto, la estrategia
de desplazar y extender los oligonucledtidos fue exitosa. ;Como sabemos cual s el
oligonucleétido ideal? Y, ;De qué tamafio es?. Tendriamos que correr el programa desde
un tamafio minimo, digamos 16, hasta casi la longitud de nuestras secuencias, algo asi
como 570 y si para cada célculo se tarda aproximadamente 30 minutos (en nuestro caso),
calcular el mejor se tardaria 16,650 minutos é ;12 dias!, que para un proceso como éste es
astronémicamente alto (sin tomar en cuenta requerimientos de espacio fisico para
almacenar los datos). La solucién que aquf se presentd, es hacer un “acercamiento” usando
los mejores oligonucleétidos de 32nt de longitud bajo la suposicién de que el conjunto de
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Figura 5.1 Apsreamiento promedio de los oligonuciedtidos de 32nt de longitud
derivados de la sonda final. Caiculado con fodas las secuencias segun Figura 4.5. Desde el
punto 32 hasta ¢! 56, s6 promediaron sumando 8l nimero de nucledtidos apareados desde 31
nucledtidos atrds de la posicidon marcada hesta ésta y dividido entre 32. Desde el punto 1 al
31 se promediaron segin el nimero de nuciettidos disponibles. E! punto méximo (posicién
34) indica que @l mejor apsrsamiento de 32nt de longitud, es desde la posicidn 2 hasta a 34
de la secuencia del oligonuciettido final comespondients al ocligonuciedtido 1 del conjunto
inicial de oligonucisttidos. Coincididendo con el orden en que MaxProbe reporta los posibles
oligonuciettidos,

£

éstos debe contener o estar cercano al oligonucledtido ideal. Lo cual toma en el peor de los
casos, unicamente 30 minutos.

La zona identificada para el disefio de la sonda GH-Explorer I se encontrd interrumpida
por el 5° intrn presente en algunas especies de peces (posicién 28 justo a la mitad de la
sonda). Aunque es indeseable que el apareamiento de la sonda se encuentre interrumpido
por un intrén, dado el bajo numero de especies afectadas, se sacrificé la posible
disminucién del apareamiento en estos peces por aumentar el apareamiento global con
todas las demds secuencias que no poseen el 5° intrén. Ademas, las secuencias de los
extremos podrian ser suficiente para obtener una buena hibridacion en estas especies. De
hecho, tilapia es una especie con un 5° intrén, y no se aprecia decaimiento aparente de la
hibridacién. Cabe mencionar que tilapia es una de las especies que tienen el
encadenamiento més alto (encadenamiento = 40) y ain en presencia del intrén
(encadenamiento = 24) es equiparable al encadenamiento con gallo y todavia mejor que
ratén.

Los resultados de los ensayos de hibridacién de la sonda GH-Explorer I mostrados en la
Tabla 4.3 (parte derecha), muestran diferencias de apareamiento relativo a gallo,
principalmente en mamiferos. En peces los valores se encuentran alrededor de 1 relativo a
gallo y tomando en cuenta el error experimental, solo se puede concluir que si hay
hibridacién. 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 mds genes con los que hibrida. Para ciertas especies como gato y raton, los
valores obtenidos son més altos que los valores esperados. Este resultado podria deberse a
problemas de cuantificacion y calidad de los DNAg o a la presencia de otro gen con el cual
hibrida la sonda.

En la Figura 4.10 se ve que si hay hibridacién con hPL-1, pero es 4 dérdenes de
magnitud menos y no deberia afectar cuantitativamente al resultado; la explicacién resulta
de analizar el final del informe de BLAST (Anexo 3), donde en humano también se
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reportan un gen placentario (hPL-4 6 hCS-3) y la hormona de crecimiento variante (RGH-V
6 hCS-5), y de hecho con el mismo “score™ que en la GH humana. Entonces el valor se
distribuiria aproximadamente igual entre los tres genes (1.83 / 3) resultando en 0.61.

5.3 Diseno de Iniciadores

Una alternativa al tamizaje de bancos para obtener nuevas secuencias es la amplificacién
por PCR y disefiamos una serie de iniciadores que podrian amplificar por PCR el gen de
GH de vertebrados. En los resultados mostrados en la Figura 4.14 se puede ver que en
mamiferos practicamente se puede usar un par de iniciadores en los extremos. Para aves no
se encontrd una regién conservada en los fragmentos 3’ reportados y por lo tanto el disefio
se restringio a una regién 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 amplificacion o no. En anfibios, las secuencias nucleotidicas
reportadas son regiones codificantes y tampoco es posible saber con certeza si hay
amplificacién. Sin embargo, dadas las caracteristicas evolutivas propias de los anfibios,
podria haber una combinacién de iniciadores satisfactoria como se puede apreciar en el
iniciador del extremo 3° disefiado para aves que también aparea en anfibios. En peces, es un
poco mis complejo dada la diversidad del grupo, un par de iniciadores abarca la mayoria de
las especies, pero es recomendable tomar en cuenta la clasificacién del pez en cuestion para
escoger un par de iniciadores més especificos.

La metodologia tipica de disefio de iniciadores consenso est4 basada en alineamientos de
multiples secuencias, cuya labor es excelentemente desempefiada por CLUSTALW entre
otros. A veces es necesario diseflar iniciadores a los extremos de regiones codificantes
(como en parte de este trabajo). Estas regiones se usan para hacer un alineamiento multiple
(incluyendo en ocaciones, fragmentos codificantes para “sincronizar” las secuencias) y
disefiar iniciadores a partir del alincamiento miltiple identificando manual o
automéaticamente regiones conservadas. Sin embargo, cuando se trata de secuencias no
codificantes y de divergencia evolutiva lejana, identificar las regiones conservadas con un
alineamiento miiltiple’, es una tarea minuciosa y de alto conocimiento de las secuencias y
especies involucradas. Si se tiene la intuicién de que hay una regién conservada que esta
distal en las secuencias, hay que extraer fragmentos de las secuencias y alinearlos con
distintas combinaciones hasta encontrar algin fragmento positive, que 8i no se encuentra,
no se tendria la certeza de que existe. La estrategia de busqueda utilizada en este trabajo y
programada en MaxProbe y MaxPrime, no es dependiente de la posicién 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
numero de especies reportadas como positivas entre MaxPrime y BLAST. Estas diferencias
son debidas al tipo de evaluacion que realiza cada programa; en MaxPrime se considera

* Considerando ademds que se pueda “ver algo™ en el alinemiento maltple, ya que generalmente, las regiones
no codificantes son mds propensas a la preservacion de mutaciones puntuales inserciones y deleciones.
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entre otros, el peso proporcional a la posicién 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, ademis, la incapacidad de BLAST de hacer biisquedas de secuencias que
compartan menos de 7 nucledtidos consecutivos y que pueden salir positivas por el célculo
de iniciabilidad. Es decir, si una secuencia es altamente “iniciable” pero no tiene al menos 7
nucledtidos consecutivos iguales al iniciador, BLAST no podria encontrarlo.

En el proceso para probar los iniciadores en una “reaccién” virtual de PCR (in silico), se
usé inicialmente Amplify 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
reaccion, desplegar las posiciones y los iniciadores y adjuntarlas en un informe para su
andlisis. En total deberian probarse poco mas de 60 secuencias, proceso bastante tedioso,
cansado y propenso a errores. Por tal motivo, se elaboré un programa llamado VPCR
(Virtual PCR) inspirado en la misma metodologia usada en Amplify 1.2 que hace todo el
trabajo en unos cuantos segundos. Los resultados de VPCR en al menos 5 secuencias se
validaron usando Amplify 1.2. Ain asi, en el texto se menciona & Amplify 1.2 como la
herramienta computacional utilizada debido a que es el propio proceso usado en Amplify
1.2 el que estd validado. VPCR simplemente se usd para facilitar ¢l proceso de redaccién.

Sec disefiaron iniciadores para amplificar tericamente el gen de GH de cualquier
vertebrado. Adicionalmente si la amplificacién no es posible, se puede utilizar la sonda
GH-Explorer I para tamizar bancos de DNA. Sin embargo, siempre existe la posibilidad,
aim contando con ambas herramientas, de no obtener la secuencia de DNA de la GH de
algin vertebrado (jprecisamente con el que uno trabaja!, tal y como la predice Ia ley de
Murphy). Para minimizar esta posibilidad y aprovechando las herramientas desarrolladas en
este trabajo (BioCode Explorer, MaxProbe, MaxPrime y VPCR), se disefiaron iniciadores
“internos” a la secuencia codificante de la GH incluidos en el Anexo 4. Todas estas
berramientas pueden utilizarse, primero, para el anilisis de cualquier otro grupo de
secuencias agilizando e} tratamiento de los informes del GenBank y segundo, facilitando el
disefio de una sonda y de iniciadores consenso.

5.4 Importancia de la Regién Conservada en el Exén 5 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: ;Cudl es la importancia de esta
region como para ser la Gnica altamente conservada?. De las dos regiones que tienen
interaccion con los receptores de la GH (GHR), la region del exén 5 de la GH es la que
tiene mds interaccién (Souza y cols., 1995). Para ver las diferencias en la regién, hicimos la
traduccién de la sonda GH-Explorer I en los tres marcos de lectura, se tomé el mis
parecido a las secuencias y se efectu un alineamiento cuyo resultado se muestra en la
Figura 5.2. Se observa también, que la zona conservada es la misma regién donde se
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encuentran dos de las cuatro cisteinas (C) tpicas en las GH. Se sabe que éstas forman
cistinas y son muy importantes para la conformacién que adopta la proteina (Santomé y
cols., 1973). Por lo tanto, no es una coincidencia que la sonda englobe las dos cisteinas
centrales de la GH. Tal parece que las cisteinas flanquean y le dan la estructura
tridimensional a esta region como si fuera la “combinacién™ que abre la “cerradura” del
receptor (al menos en el plegamiento nativo ya que Graf y cols, en 1975 comprobaron que
si se elimina el enlace disulfuro en BGH, la actividad biolégica no se pierde). En peces,
solo unos cusdntos tienen una diferencia con respecto al consenso entre ellos, contrario a lo
que sucede en vertebrados superiores donde las diferencias incrementan. Si comparamos as
diferencias aminoacidicas y nucleotidicas, en peces hay variacién en la secuencia
nucleotidica, pero no la aminoacidica, es decit, las mutaciones preservadas son
Gnicamente mutaciones sinénimas. En general en esta regién en vertebrados superiores
también se observa esta tendencia de mutaciones sinénimas, por ejemplo, en primates y
artioddctilos, hay un cambio de una lisina (K) muy conservada hacia una arginina (R),
ambos siendo aminodcidos bdsicos. Especificamente en esta region de la secuencia
aminoacidica, la GH estd més conservada en peces que en vertebrados superiores,
contrastando con ¢l alineamiento total ya discutido, donde la secuencia total de GH
aparenta estar mis conservada en vertebrados superiores que en peces. Como esta region
estd involucrada en Ia uni6n al receptor, una posible causa a este comportamiento es que el
receptor del la GH en peces no haya ido mutando junto con la GH y que en vertebrados
superiores ¢l receptor de la GH sf fue cambiando con la GH. Hay estudios realizados donde
se demostré que la GH bovina es funcional en peces, sin embargo, la GH de peces no es
funcional en bovinos (Juskevich, 1988); nuestra hipétesis explicaria este caso, suponiendo
que el receptor en bovinos fue mutando junto con la GH y se hicieron més especificos entre
ellos, el receptor bovino podria ser incapaz de detectar la sefial de la GH de un pez. Por el
contrario, como el receptor en peces no muté, los cambios en la GH bovina no fueron
suficientes como para no ser detectado. Ademds es bien conocido que humanos y monos
responden tnicamente 3 hormonas derivadas de primates, pero la GH de primates es
totalmente funcional en otros mamiferos y se ha demostrado también, que una Arg" en
GHR humana (hGHR) es la responsable de Ia &sPeciﬁcidad del GHR de primates por hGH
(Souza y cols., 1995) y que una mutacién a Asp'”' en la GH de primates es la responsable
de la especificidad por el GHR en primates (Behncken y cols., 1997). Estos dos ultimos
trabajos siguen apoyando la hipétesis. Aun asi, si suponemos correcta nuestra hipdtesis,
queda una duda, si el receptor en peces no muté y es capaz de detectar una sefial de una GH
bovina mutada con respecto de la propia, ;Por qué entonces la GH en peces no mut6 en esta
region?. Una de las posibles causas es que el receptor de 1a GH en peces no es especifico
para la GH, de ser asi, todas las moléculas “reconocidas™ por el receptor tendrian que mutar
convergentemente. Este hecho tiene una probabilidad muy baja de presentarse,
favoreciendo a que ni ¢l receptor ni la GH muten. Desgraciadamente no hay ni una sola
secuencia del GHR en peces reportada’ que pueda afectar la hipétesis. Otra posible causa
seria la duplicacién del receptor en animales superiores, aunque de igual manera no hay
informacién al respecto. El dominio més conservado que en general describe esta region
para todas las especies excepto primates es; CFXKDxHXETYxLxVxxC.

t Hasta el 4 de Enero de 1999 en la base de datos GenBantk.
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Figura 8.2 Alineamiento aminoacidico con GH-Explorer . Las diferancias estan
marcadas con respecto de GH-Explorer |. Se muestra &l consenso y el poroentaje de
perecido en las secuencias de aminoécidos y de nucledtidos. El aminodcido Cisteina
(C) en ol extremo 3' de la sonda solo estd representiado por 2 nucledtdos. Por
comparacion, 88 agregaron aminoécidos en ambos axtremos que no forman parte de

la sonda.
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Capitulo 6

Conclusiones

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

La utilidad de MaxProbe se confirmo al disefiar una sonda consenso que puede
hibridar con todas las hormonas de crecimiento conocidas y se comprobd la efectividad
del oligonucleétido disefiado en ensayos de hibridacion.

La utilidad de MaxPrime se confirmé al disefiar un conjunto de iniciadores que pueden
amplificar por PCR el gen de la GH de varias especies. Se comprobé la utilidad del
juego de oligonucleétidos disefiado para Artiodéctilos, amplificando a partir de DNAg
de jirafa, el gen de la hormona del crecimiento. El cual se cloné y se secuencid.

Se diseflaron iniciadores para PCR de la regién codificante de la hormona del
crecimiento que aseguran la obtencion de al menos un fragmento de la secuencia
codificante en cualquier vertebrado.

Se confirmé que la secuencia total de la hormona del crecimiento en vertebrados, esta
mids conservada entre mamiferos que entre peces, excepto en la regién de disefio de la
sonda sobre el exén 5; y se comprobd también que las regiones implicadas en la unién
al receptor (fragmentos de los exones 2 y 5) son las més conservadas entre los
vertebrados.

Este trabajo proporciona una valiosa herramienta para el estudio de la Evolucién
Molecular ya que permite obtener por PCR o tamizaje de bancos genéticos la GH de
cualquier vertebrado, ademds, la metodologia se puede generalizar al estudio de
cualquier gen.
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Capitulo 7 Anexos

7.1 Anexo 1

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

Se resaltan los nimeros de acceso (Accession) que se seleccionaron.
Acoassion pafimition

ADDACY H.sapiens w for growth Borwone

[ LIZE L) Artificiasl gene for human growth bermone

ADO501 B.sapiens maMA for human growth horwone

AQ3992 Synthetic gene for growth hormons (partiai)

AOE745 8.scrofa mimA for growth hormone-9D

ADGB34 B.taurus gene for growth horwmone

AD7830 O.niloticue TGR sRMA for growth boreone

Anaan? Artificial gens for bovine somatotropim

AOB4ASY B.taurua gene for somstotropin, partial

A00991 Tilapia sp. aRMA for growth hormone

A0%110 O.aries sRNA for growth hormons 12

A15072 H.sapiens gene for gvowth hormone (haH)

ABOO186S Coregonus lavaretua DHA for growth hormons, complete cds

AF002110 Ovie aries growth hormone (GH) gene, complete ods

APOD2111 Ovis aries growth hormona (G} gene, exon 1

AFO03112 Ovis aries growth hormome (GH) gene, exons 2 and 3

AP002113 Ovis aries growth hormone (Gil) gens, exons 4 and 5 and complats cds

ArO0211e Ovies aries growth bhormone (GH) gens, exons 2, 3} and partial cds

AFOD2118 Ovis aries growth bormcoe (GH) gene, exon 3 and partial ods

APFQ02116 Ovis arias growth bormone (GR) gene, emon 4 and partial cds

AF002117 Ovia aries growth hormone (GE) gene, exon 5 and partial eds

APQ02118 Ovis aries growth hormone (GN) gene, exon 2 and partial cds

APO032119 Ovis aries growth horwooe (GH) gene, awxon 3 and partial cds

Ay002120 Ovis aries growth hormone (GH) gens, exons 4, 3 and paztial cds

AFOD2121 Ovis aries growth borwone (GH) gene, exons 1, 2, 1 and partial cds

APQD2122 Ovis ariea growth horwcne (GH) gene, exons 31, 4 and parcial cds

APO032123 Ovie aries growth hormone (GN) gene, exon S and partisl cds

AFO02124 Ovia aries growth hormone (GH) gene, exon 1 and partial cds

AF002125 Ovis sries growth horwone (GH) gene, sxon 2 and partial ode

AFO02126 Ovis aries growth bormone {GN) gene, exon 2 and partial cds

AF002127 Ovis aries growth horwome (GN) gene, exon 3 and partiasl cds

Ar0021290 Ovia aries growth borwmone (GN) gena, exon 4 and partial cds

AFO02129 Ovie aries growth hormons (GH) gene, exon 5 and partisl cde

AFO12096 Pelis catus growth horwone 1 (GHl) geme, partial cds

AFD34386 Boa indicus growth hormone mRNA, complete cda

AF052192 Trichosurus vulpecula growth hormoms precurser, mERMA, complete cds

APOE274% Protopterus annectens growth hormone precursox, WRNA, complete cds

AF0E23748 Bufo marinus growth bormoma precureoy, GRNA, complate cds

APOE3034 Scisanope casllata growth hormome prohormons aRNA, complete cds

AP069398 Carassius auratus growth hormonse I wRNA, complete cds

AF0£9399 Carasd2ius auratus growth hormobe II mRMA, complete cds

AJ000549 Bubalus bubalis DA for growth hormone gene, exon 4

AJ005116 Bubalus bubalis gena encoding growth hormona, promotar region

AJ005819 Spalax shrenbargi gens encoding growth hormons

D00476E Goat growth hormocne gene, complate ads and franks [Capra hircus)

n10484 Chicken growth hormona gens (Gallus gallua]

D16297 Water buffalo gens for growth hormone precursor, promoter region

016298 Japanese gerow gene fo0r growth hormone precursor, promoter reglon [Capricornis
crispus)

D16299 S8ika deer gene for growth hormens precursor, prosoter region [Cervus nipponl

D29137 Flounder gane for growth hormone, camplete cds (Paralichthys eolivaceus)

D30713 Bavipa gene £or growth hormons C variant, partial saquence
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Joo140
Joo739
303071

JO3797
R00470
K03080
LO4680
L1658
11658¢
127938
142627
143629
143629
L3438
K14298
1meas3

H17704
Messs
21573
22731
n2132
3
24066
24683
n24584
N24768
131
27000
7094
u27328
n27326
02241
MI697
u35609
MN5627
mE202
n7310
x39451
NS7764
N52901
n63711
n84774
u94340
830067
850877
832027
854890
866299
267119

860464
869213
872386
573969
878184

578253
882528

$80_OAADH
8EG_OARGK
SBG OVAAGH
SBG_OVARGH
88G_OVIAAGH
T01143
Tol30l
v02293
U02929
013390

Obiencion de muevos genes de la hormona del crecimsemo (GH) en vertebrados

Seriola guingquerediata gens for growth hormone; esxoal-€, oocmplete ods (Sexriola
quingueradiata)

Ruman growth borwons (somatotropim, GH1) gene, complete ode
Rat growth bhormone gene, cosplete cds

Humas growth hormone (GH-1 and G 2) and chorionic somatomawmotropin {C8-1.€8-2 and CB-5}
genap, complete cds

8.gajrdneri (rainbow trout) growth bhormona (GH2) gete, completa oda

Busan growth horwsone varianmt (HCH-V) gens, complate cda

Salmon growth horwmone mREA, complete cds

Chum salmon growth hormone geme, complete cda [Oncorhymchus kata)

Monkey growth hormone-variant eRMA, complete cds and flanmking regione

Monkey growth hormome mREA, cosplete cda and flanking regions

Pangasiancdon gigea growth hormcce (GH) mREA, ecmpleta cds

Ssbasticus marmoratus growth horscne (GN) sRMA, 3’ end of ods

fSeriola &umerili growth hormome (Gi) mMMA, 3° end of cds

Lateolabrax japoicus growth hormone (GN) mAMA, 2‘ end of cds

Buman growth hormone gene (BGE-N), cecmplete cds [Eomo sapieas)

Buman precursor growth hormone mNMA, 3° end

Bovine elternmative growth hormone mANA, exon 4, and the boundarise of the normslly excised
intron D

Porcine growth hormone gems, complets cds [Sus scrofa)

Oncorhynchus kisutch (coho salmom) growth hormone mRNA, coaplete ods

Salmon (S.saler) growth hormone gens, complete cds

d.gairdneri (rainbow trout) growth hormona (GH1) wRMA, complete cds

8.gairdnerl (rainbow trout) growth hormons {GH2) mMRA, complets cda

Flounder growth hormone (£GH) wiMA, completa cds

Anguilla japotica growth hormons mRNA, complete cds

B.gairdneri growth horsone (G-1) =RMWA, complete cds

9.qairdneri growth hormone (GR-XI) mREA, cowplete cde

Coho salmon growth hormaone (GH) mRNA, 3’ end [Oncorhynchus kisuteh)
O.pileticus (tilapia) growtk-hormone (CiGH) i, complets cde

Cyprinus carplo growth hormone (GH) =mRMA. complete cde

Ctenopharyngodon idella growth hormone mRMA, complete cde

Bovine growth horwmone siA, completa cds

Pig growth hormons mRNA, 3’ end

Bat {spontanecus dwarf) mutant growth hormone mRMA, 3' end

K.gallapavo growth hormovia mRRA, complets cods

Chicken growth hotrmone mRNA, complets cds

§.gquinguesradiata growth hormons (GH) aRNA, coaplete cds

Synthetic buman growth hormone gems, complete cda

Ovine growth hormone gene, complets oda ([Ovis aries)

Buman placents-specific growth hormone afMA, complete ods

Bovina growth hormona gens, cocmplete cds (Sos taurus)

Mink growth hormons mRMA, 3’ end

Pangasius pangasius growth hormona mRMA, ccmplets cds [Pangesivs pangasius)
Tilapia uilotica growth hormone gene, complete ods

Eypophthalmichthys solitrix growth hormone (scGE) gene, complete cds
growth hormone [Cmocorbynchus tschawytechsschinook salmon, mRNA, 1130 at]
growth bormone [shesp, pituitary, aRRA Partial, 901 nt)

growth hormons (Rana catssbeisnashullfroge, adsnohypophyses, mINA, 654 ntl
growth hormone (Bparus gurataegilthead ssabream, mRNA, $S8 nt)

growth bormone (Syrian Goldsa hamsters, mRMA, 809 nt] (Mesocricetus auratus]
BiTagomatotropin. . .BST/beta-Gal fusion proteis [Becherichia coli, LBES4,plasmid pIT107,
IS10L/%-1, PlasmidTransposcnlaserticoMutant, 3 genes, 167nt]

growth hormone [Oncorhynchus tschawytschaschinook saimon, wRMA Partial, 63me]
GBegrowth hormona [Ictalurus punctatusschannel catfish, Genomic, 3579 at]
growth bormona [exons 4 and 5} (swine. pityitacry gland, Gencmic, 227 nt)

growth hormona [Amia calvashowfin, mRMA Partial, 836 nt]

growth hormone [beagle dogs, mamsary tissus, mENA Partial, 431 nt] (Canis
familiaris]

scmatotropin (Morcns sazatilisestriped bass, pituitary glands, mRMA, 920 ntl

growth hormone [Lepisosteus osssus=long-nosed gars, pituitary, mRNA Partial,1713
at)

Ovis aries growth hormone, complete cde

Ovis aries chromcecse 11 atrain romanov

Ovis arieg chromosoms 11 strain awassi

Ovis sries growth hormome (GH) gene, partisl cds

Ovis aries chromosome 11 strain awassei

Solea senagalensis growth bBormone RRNA, completa ods
Sparus aursta growth hormone mRNA, cowmplete ods

Maceca mulatta growth hormous-variant gene, complete cds
Bquus caballus growth hormona (ecGH) aRNA, complate cds
Falis catus growth hormons precursor ERMA, complete cda
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u1681é
v197e7
T13Tee
u31920
V25973
Can1s6
028187
020289
u38360
T28361
T20362
vasles
uz9ss
048221
Use113
063003
usiece
063005
061806
063807
T73464
089917
V00111
V00520
X02891
X06738
X07035
X07079
X1254¢
x12606
X12657
X12650
X12807
x13670
214308
Z14601
14602
X15088
x17618
£51969
E55176
X356120
59377
x59178
x60419
160473
X60474
K50475
X61920
X63716
XT72947
X77245
x79002
12570
209421
£23067
£38127
246663

OWvencidn de nuevos genes de la hormona del crecimienio (GH) en vertebradoe.

Latas calcarifer growth hormone gese, pruomoter region and complete cds
Sus scrofs growth bormons BN, complete cda

Sua acrofa growth horucne mRNA, complete cda

Abramis brams growth hormone (GE) gene, partial ods

PFelis catus growth hormone mRMA, complete cds

Cncorhynchus clarki growth hormons type 2 (OH2) gene, partial cds
Oncorhynchus tschawytechs growth horwone type-2 (GN2) gena, partial cds
Onoorhynehus kigytch growth hormene type-2 (GHI) gene, exons 4 and S,pareial cds
Oucorhynchus gorbuscha growth hormose type-2 (GH3) gema, exons & snd 5, partisl ods |
ancorhynchus masou growth hormooe type-2 [GH2) gene, sxons ¢ and §, pertial odes
Onocorhynchus rhodurus growth hotmone type-2 {GHZ) gene, excns ¢ and $,partial ode
Carassius auratus growth hormons mRMEA, partial eds

Salvelinus asmsycush growth horwose type-2 {GH2) gene. partial oda
Sparus surata growth hormons gene, aomplate ods

Bus scrofa growth hormene (GM) gens, promotar region

Arothros mesculatus growth horaone (GH) gens, partial cds
Colisa lalia growth hormomes (GN) gene, partisl ods

Poecilia reticulata growth hormcne (GE) gens, partial cds
Caxassiue suratus growth hormone (GH) gene, partial ode

Pugu rubripes growth hormone (GH) gene, complete cds

@us scrofa growth bormens (pGEH) gens, exen 2, partial cds

Sebastes schlegell growth bormome (RrdN) mlMA, complete ods
Sovine miWA foxr growth hormone

Human gerw line gena for growth horwone (presomatotropin)

Mouse sREA for growth bhormone

Tuna BRNA for growth horwone

Goat mliMA for growth hormone

Duck uRiMA for growth hormone

Ovine gene for growth hormone

Chicken miNA for growth hormone

Bovine growth-hormone factor 1 (bGHF-1) mRNA, complete ods

Rat growth-hormone factor 1 (rtM?-1) mRNA, complete cds

Flounder mENA fragment for growth horwone

Cyprinius carpio mmMA for growth hormona

8.salar afMA for growth bormons

Zenopus lagvip mRMA for growth bormons A

Zenopus lsevie miMA for growth hormons B

Plounder (Peraiichthys olivaceus) mREA for growth bormone precursor
0.domast icus growth hormone sosatotropin mRNA

Cyprinus carpio growth hormoae gane

C.delicatiseimus nikiA for growth hormone

#ink akGE mRNA for growth hormone [Mustela wvisom)

A.butcheri aBMA for growth hormons

L.calearifer miA for growth hormone

C.{dsllus gens encoding growth hormone

E.nobilis (Bighead carp) aRMA for growth hormone

C.{dellus (Grass carp) mRNA for growth hormone

H.mulitrix (8ilver carp) mRNA for growth hormons

8.salar gens for growth hormone X

D.labzrax miA for growth hormooe

B.bubalis aRiA for growth hormone

C.autummslia growth hormens gene mRKA

C.hippurus mR¥A for growth hormone.

C.elaphus gene sacoding growth hormone
A.alburnus growth hormone gene, iatrxon, partial.
C.famillaris akiMA for growth hormome.

O.cuniculus gene for growth hormone
MN.musoculus DNA for growth hormona gena and promoter
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7.2 Anexo 2

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

Se resaltan los niimeros de acceso (Accession) que se seleccionaron.
hoocesion Deecriptica
1000419 (878253) somatotropin, growth bermons, (Norons samatiiiesstriped base, pituitary glands,
Peptida, 204 aal [Morome saxatilis]

103829 somatotropin precursor - grass carp
103912 somatotropin precursor 1 - rainbow trout
103913 somatotropin precursor 11 - rainbow trout

103937 scmatotropin precursor - winter flounder

1041999 growth bhormons, GE [Crocodylus novesguineasscrocodiles, pituitary glands,
Peptide, 130 aa] [Crocodylus novasguineass]

1070532 somatotropin 1 precurser - human

1070553 somatotropin 2 precursor - human

1070554 somatotropin - alpaca

1070845 somatotropin 2 splice form 2 prscursor - human

1071937 growth bBormone precursor - rabbit

1079137 growth hormone - bullfrog

108101 somatotropin - sei whale (Tragmente)

1093902 growth bormone precursor - Acanthopagrus latus (yellowfis porgy)

1003901 growth hormone precursor - Burcpean sea bass

10858436 somatotzropin prscursor - plg (frageent)

1005460 somatotropin precursor - bovine

100923 somatotropin - bovine [(fragments)

108924 somatotropin, variant - bovine (fragwent)

1143069 (U20300) growth hormcme (Carassius auracus)

1174393 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GRONTH HORMOWE)

1174394 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GRONTH NORMONE)

1174393 SOMATOTROPIN PRECURBOR (GROWTE BOBRMONE) (Esox Lucius)

1174396 SONATOTROPIN PRECURSOR (GROWTN HORMOWE)

1174387 SOMATOTROPIN PRECURSOR {GRONTH RORMONE)

1174290 BOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTR HORMONR)

1274399 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROMTH WORMONE)

1174400 BSOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTR HORNONE)

1174402 SOMATOTROPIN PEECURSOR (GROWTH HORNOMNE)

1178 (X86120) growth hormone [Mustela visoa]

1200670 (U48221) growth hormons [Sparus aurata]

1246396 {DS03¢8) growth horwone [Sericla gquinquersdiata)

134691 SOMATOTROPIN I [GROWTH NORMONE 1)

134692 SOMATOTROPIN 1 PRECURSOR (GROWTE HORNOWE 1)

13489 SOMATOTROPIN IXI (GROWTR HORMOWE II)

134693 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH NORMOWE)

134696 SOMATOTROPIN 1 PRECURSOR (JROWTH HORMOME I)

134697 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH HOWNONE)

134698 SOMATOTROPINM PRECURSOR (GROWTH EOAMOMNE)

134699 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH RORNOME)

134701 BOMATOTROPIN PRECURAOR (GROWTH HORNMONE)

134700 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH HORNONK)

134708 SOMATOTROPIN (GROWTR BORMOME)

134706 SOMATOTROPIN (GROWTE BORMONE) [Loxcdonta africana)
134707 SOMATOTROPIN PRECURSOR (OROWTH HORMONE)

134708 SOMATOTROPINM PRECURSOR (GROWTH HORMONE)

134709 SOMATOTROPIN PAECURSOR (GROWTH HORMONE)

134710 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH HORMONE)

134712 SOMATOTROPIN PRRCUREOR (GROWTH HORMONE)

134712 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH HORMOMNE)

134713 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH NORMOWE) [Chrysophrys major)
134716 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH HORMONE)

134715 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GRONTH HORMONE)
134717 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH HORMONE)

134710 SOMATOTROPIN PRECUREOR (GROMTH HORMONS)
134719 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GRONTH MORMONK)
134720 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GRONTH HORMONT)

134732 SOMATOTROPIN PRECURSOR (QROWTE BORMONE) [Thunous thynnus]
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134722
134723
134724
114728
334729
1381008
1151089
13€3918
1377963
14936
14539
1469320
1469322
1469324
1469326
1469330
1469334
1469340
1566702
163090
163092
163096
163087
1642584
1644507
164476
164479
168887
1699208

1793
103148
103147
183149
103152
103187
181159
183178
1eM180
1836078

1877038
1901773
1932783
1932783
1932758
1932787
1932789
1942990
204307

2065033
2068084

200478

210957

211809

2118581
2118595
211088§
2118508
2110899
2110590
211059)
310592
4119593
118594
2118598
2110596
2118597
2118489
2118599
2118600
13210

213416

3418

213424

213800

tﬂﬁwerlrkhucienuununn1pu|=:¢lrln Rormona del crecimuento (GFl) en veriebrados

SOMATOTROPIN (GROWTE SORMONE! ([(Vulpes wulpes)

BOMATOTROPIN A (GROWTHE HORMONE A)

SOWATOTROPIN § (GROWTH EORMNOME B)

GROMTH HORMONE VARIANT I PRECURSOR (GN-V) (PLACENTA-SPECIFIC GROWTH HORNONE)
GROWTH HORMOWRE VARIANT IX PRECIRSOR (OX-V2)
SOMATOTROPIN 2 PRECURSBOR (GROWTH HORMONE 2)
SOMATOTROPIN PRECURSOR (QGROWTH EORMOME)

somatotropin precursor - barramundi perch

(U58113) growth horsone ([Sus scrofa]

(R00490) growth bBormome (unidentified)

(A00S01) growth hormone (Homo sapians)

(U20156) growth hormone type-2 (Oncorhynchus clarki]
{U28187) growth hormons type-2 [Oncorhynchus tshawytsbal
(U20360) growth bormone typa-2 [Oncorhynchus gorbuschal
(U28359) growth hormone typs-2 [Oncorhynchus kisutch]
{Uae361) growtd hormome typa-2 [Oncorbynchus masou
(U20362) growth Bormone type-1 [Oncorhynchus rhodurus]
(U29954) growtd borwone typs-2 [Baivelinus nasaycush)
(A00469) growth hormcoe [Nomo sapiens)
{¥27325) growth bormone precursor (Boe tauruef
{(#37764) growtd horeone (308 taurus)

(M16253) growth hormene {alt.]} [Bos taurusj
(M1623)) growth hormone (wt) [Bos teurus)
(N62901) growth hormone (Mustela visca)
(U73464) growth horwome (Sua scrofa]

(M17704) growth hormone (Sus scrofal

(K27326) growth bormone precursor (Bue scrofal

{(M317310) growth hormons precursor (Ovis aries)

(882529) growth hormons, G (Lepisceteus osseusslong-nosed gars, pitultary. Peptide, 211 aa]
[Lepisosteus osseus)

(X12%46) growth hormoma [Ovis aries)
(J00148) somatotropin [Homo sapiens)
{J00149) somatotropin [Homo sapienes)
1903071) growth hormome Q-1 [Nomo saplens]

(J03071) growth hormone GM-2 (Nomo sapisns]

{13438) growth hormons (Homo sapiens]

(M14398) growth hormone (Nomsc sapiens]

(X00670) growth horwone (Homo sapiens)

{n318451) growth hormena (Eowo sapiens)

growth hormons, GE {N-terminal} [(Clariss geriepinusaifrican catfisbes, Burchell,
pituitary glanda, Peptide Partial, 30 aa] (Claries garispinus)

(D39737) growth hormene (Parslichthys olivaceus)

(0e9317) grovth hormone (Pebastes schlegeli)

(U63803) growth hormome [Arcthroe maculatus)

{U63806) growth hormose (Carassius auratus)
{U63804) growth hormons [Colisa lalia)
{Us3007) growth hormone [Pugu rubripes
(U63805) growth hormone [Poecilia reticulatal
(ARG01863) growth hormone [Coregomus lavaratug)

{(J00739) somatotropin [Rattus norvegicus]

(Y12578) growth boymope precursor [Cervus elapbus)
{M32243) growth bormone [Rattus norvegicua)

{M16282) growth hormone [synthetic conatruct)

{H2406€6) growth hormove [Anguilla japonica)

{%35¢09) growth hormone (Gallus gallus)

scmstotropin precursor - Amstican mink

growth horwmone - bowfin (fragwent)

somatotropin - Japanese seaperch (fragment)

growth hormona - chinoock salmon (fragment)

growth hormone precurser - sheep

somatotropin - common carp

somatotropin - cat

somatotropin - Racherichia coll

growth hormene - bovine (fragwant)

growth hormone - noble carp

growth hormone 2 - rainbow trout

growth bormone - chicook salmom

growth hormona = bullfrog

growth hormone - rhesus macague

growth horwons - riesus secaque

growth hormone precursor - erctic cieco

(M94¢348) growth hormone [Rypophtbalmichthys molitrix]
(M19999] growth bormone precursor (Oncorhynchus kisutroh]
(K03050} growth hormone prepaptide [Oncorhynchus keta)
{L0468s) growth hormone [Oncorhynchus kstal

{N26916) growth hormome precursoy (Tilapis nilotics)
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2138112
213867
2136809
213730
213786
213748
213790
211792
213794
213796
311890
213894
Fiiivcsq
21474358
3140057
2140058
140059
217648
222023
2280304
2256309
2201494
220149%
2201496
2201497
3201302
2201503
2201504
2291509
2201510
2241811
2281819
2281520
2201821
22015322
22015323
2201524
2292740
235249
239386
249110

2800853
2500054
280048%
239070

361623
snn

262922
264607

267016
287017
267018
267018
2708611
2020571
103073
204549
29118
293117
2937198
296141
3002999
3024631
3024641
302¢681
3116089
312406
3138383
3138387
3138309
320143

iii?enlﬂiﬁitirnnnruuu;panul¢irlb hormona del crecimiento (GH) en versebrados

{M23439) growth hormome precursor [Peralichthys oiivaceus]

(M63713) growth hormone [Pangasius pangasina)

growth horwona precursor - pig (fragment)

(M35637) growch hormcae (GN) precureor (Seriola quinqueradiata)

{m2¢803) growth hormome I precursor (Cmcorhynchus wykiss]

(N24684) growth hormone II precursor [Oncorhynchus wykies)

(422731) growth hormome 1 precursor (Omcorbynchus mykise) )
(J03797) growth hormene 2 [Oncerhynchue mykies] 1
(M22732) growth hormous 2 precursor [Oncorbynchus mykiss] *
{M21573) growth hormone (Salmc salar)
(n8477¢) growch hormone [Tilapia nilotical
[(4336927) growth hormone precursor (Neleagris gallopavo]

growth hormona - gianc cevfish

growth hormona - scle

somatotyropin - dusky stingfish

somatotropin - greater amdberjack

somatotropin - Morone saxatilis

(D00476) growth hormone (Capra hircus)

{D1c48¢) groweh hormone (Gallue gallus]

(AP0032110) growth borwone [Ovis aries]

(AP002113} growth hormone (Ovis aries]

{(Ar002114) growth borwone (Ovis aries]

{AF002115) growth hormone [Ovie aries|

(APD02116) growth hormone (Ovie aries)

{AF002117) growth Bormone lOvie aries)

(AF002118) growth horwone (Ovie aries)

{AP002119) growth hormone ([Ovis aries]

{AP002120) growth hormone (Ovis aries)

{AP002121) growth bormone [Ovis aries]

(AP002122) growth hormome [Ovis aries)

(AP002121) growth horwone [Ovis ariee)

(AP002124) growth hormona [Ovis aries)

(AP00212%) growth bormone [Ovie aries)

(AP002126) growth bormone (Ovis ariea)

(AP002127) growth hormons [Ovie ariesl

(Ar602128) growth hormone ICvia aries]

{AFP002129) growth bormoma (Ovie aries]

(nJ000549) growth hormone [Bubalus arnee bubalis]

[8548%0) growth hormone ([Sparus aurata-gilthead ssabresm, Feptide, 204 aal [Sparus aurata)
(866299) growth hormone [Syriam Golden hamsters, Peptide, 216 as] [Wesocricetus auratus]
growth hormone I, GR § {Acipencer gul@enstadtissturgeon, Peptids, 190 as] [Acipenser
gueldenstaedti]

SOMATOTROPIN (GROWTH HORNONE}

SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH RORMONE)

GROWTH HORMONR VARIANT I PRECURBOR (GH-V) [PLACENTA-SPECIPFIC OROWTH HORMONR)

growth hormone, cGB {N-tarminal} [deer, pituitary glands, Peptide Partial, 43 sa)
[Cervidae]

{850877) growth bormone, GN [sheep, pituitary, Peptide, 217 sa) ([Ovis aries)

{830867) growth hormons, s@ [Oncorhynchus tschawytscha=chinook salwon, Peptide, 310 aal
{oncorhynchus tshawytaba)

{852027) growth hormcne, GE (Rena catesbeisne=bulifrogs, adsnobypophyses, Peptide, 215 aa]
[Rana catesbeiana)

growth hormone, GN {W-terminsl} [Bemnett’s wallabies, Peptide Pactial, 40 aa)
[Macropus rutogriseus)

SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH NORMONR)

SOMATOTROPIN PRECURSOR [GROWTH NORMOKE)

SONATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH HORMONE)

SONMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH HORNONE)

(APO34386) growth hormome [Bos primigenius indicus]

(AF012096) growth borwcne 1 [Pelis catus)

somatotropin precursor - chicken

somatotropin - sal whale

(L16556) growth hormone (Macaca mulatta)

(L16555) growth hormone [Macaca mulattal

(X51969) growth hormone [Cyprimus carzpio]

(X72947) growth hormons [Bubalua arnee)

(AP0S2193) growrh bormone precursor [Tfrichesurus vulpecula]

SOMATOTROPIN I PRECURSOR (GRONTH HORMOME 1)

SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTN BORMONE MW

SOMATOTROPIN 11 PRECURSGR (GROWTN NORMONE II)

{AJ00S919) growth hormone {Nannospalax shrembergi]

{(V00520) growth hormons [Eomc sapiens)

(AP063834) growth hormene proherwone [Sciaencps ocellatus)

(AP062745) growth bormome precursor [Protopterus aanectens|

{AF062746) growth hormons precursor [Bufo marinus)

somatotropin - guinea pig (fragmant)
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“Fio2013
3202017
321088
32107
321077
321079
321138
345577
11}
190544
400
406907
409963
410759
4107170
410774
410776
411082
412360
413471
417792
41997)
422500
423175
425490

430948
435733

450295
452386
452872

455678

458877

464778
464779
64700
454703
464704
464785
477092
478613
473218
482753
402738
402759
403102
403314
40467y
490144
493010
4313626
51069
529020
523476
842619
544563

545073

559603
$8219
567042
S86010
S8¢D11
584013
609444
82400
€2437
€2808
62699
62708

Obtencidn de nuevas genes de la hormona del crecimiento (GH) en versebrados

{APD6939¢) growth hormone I [Carassius auratus]

{AP069399) growth bormens {i [Carassius auracus)

somatotropin - blue shark

somatotropin - Atlantic salwen (fragment)

somatotropin - bullfrog (fragments)

somatotropin - green seaturtls

growth horwone veriant, placental - bumen (fragments}

somatotropin - Mile tilapia

(X12657) growth hormone factor I (Bos taurus)

(U01301) growth hormone [Sparus aursta)

{vo0111) growth hormone [Boe taurus)

(U02293) growth hormone-variant (Macaca malactal

(002929) growth hormone [Equus cabalius]

(A0E748) growth hormone-9D [Bus acrofa)

{Avé8le) growth horwmone {Boa ceurus)

(A0a4as) somatotropin [Bos taurus)

{A09118) growth hormone 12 [Ovis aries]

tA08993) growth hormome [Tilapis ep.T

{AD1992} growth hormone (unidantified]

(A08497) socmatotropin [unidentified)

SOMATOTROPIN (GROWTH BORMONE)

somatotropin - chus salacn (fragmenta)

scmatotropin -~ Acanthopagrus butcheri

somatotropia - dog

growth hormone, GH (Ictaluxus punctatus=catfish, pituitary glande, Peptide, 178 aaf
[Ictalurus punctatus]

{U01143) growth hormona (Solea sensgalansis)]

(B66470) pregrowth hormode, pre-GE (Rsox luciusenorthern pike, pictuitary glands, Peptide,
209 aa) (Bsox lucius)

[L27635) growth bormone (Pangasianodon gigas)
{X77248) growth bormone [Coregonus avtumnalis] i
growth hormone, G (R-termisel] [Amie calvasholostean fish, pituitaries, Peptids Parciaf, e
aa] (Amia calva)

(867119) somptotropin, BET=fusion pmommh‘riehn coli, LEBS4, plasmid pXT107, I810L/R~
1, Peptida PlasmidTransposonlinsertionMucant, 20 sa] (Becherichis coli)

(867115) BST/beta-Gal fusicn protein{somatotropin, BST, beta-galactosidase, beta-Gal)
[Escherichia coli, 1LBBS4, plasmid pXT107, ISI1OL/R-1, Peptide
PlaamidTransposoninserticadutant, 87 aa) (Escherichia coli)

BOMATOTROPIN PRECORSOR (GROWTH EORMNONR)

SOATOTROPIN (GROWTE BORMONE) [Chelonia mydas]

SOMATOTROPIN PRECURSOR (GROWTH WORMONR)

SOMATOTROPIN (GROWTHE HORMOWE)

SOMATOTROPIN (GROWTH RORMOME) [Prionace glaucal

SOMATOTROPIN (GROWTH EORMONE)

growth hormone - golden hamster

samatotropin - Rusaian sturgeon

somatotropin - domestic water buffald

somatotropin - Mosambique tilapia

somatotropin 20K - Atlantic cod [Gadus morbua)

somatotropin - American plaice (fragment) [Hippoglossoides platessoidss)
somatotropin 22K - Atlantic cod [Gadus sorhua)

somatotropin alpba chein - turkey

somatotropin precursor - pig (fragment)

(A15072) growth bormone [Nowo sapiens)

{A07230) growth hormome [Tilapia nilotica)

(D30713) growth hormona g varient {Bos tsurue]

{X02091) growth hormone precursor {aa 26 ta 190 [Mus muscuius]

(#27000) growth hormoms [Cyprinus carpio]

(N24768) growth hormone [Omcorhynchue kisutod)

somatotropin - silver carp

(860464) growth bormone, 8GR [Oncorhynchus tschawytschaschinook salmen, Peptida Partial, 21
sa) [Oncorbynchue tshawytshal

{869215) growth hormone, GH [lctalurus punctatudechannel catfish, Peptida, 200 aa)
[tctalurus punctatus]

{218127) growth hormone precursor [Oryctolagus cuniculus)

{X12650) growth hormone factor @ (Rattus norvegicus)

(013390) growth hormomne precursor [Felis catus]

BOMATOTROPIN (GROWTH HORMONE)

BOMATOTROPIN PRECURSOR (GROMTH HOBMOMR)

SOMATOTROPIR PRECURSOR (GROWTH HORMONE)

{(M27094) gruwth horwome [Ctenopharyngodon idella)

(X59377) growth horwone [Acanthopagrus butcheril

(X07079) growth borwmons precursor [Anas platyrhynchoe)

(X13670) growth hormone precursor (AA 23 to 188) [Cyprimus carpio)

(X55176} growth hormcue [Caranx delicatissimus]

{X60419) growth hormone [Ctencpharyngodon idellal
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62711 {X€0474) growth hormone {Ctenocpharyngodoa idelial
2770 {X65716) growth horwone [Dicentrarchus labrax)

62910 (X17628) growth hormons [Gallus gallus)

610928 somatotrapin - silver carp

63407 (X12608) growth hormone precursor (AA -25 to 191) {Gallus gmllus}

63970 (x60473) growth hormene (Rypophthsimichthys molitrix)

64034 (X59378) growth bhormose [Lates calcarifer]

§4230 {X15058) growrh hormona pracursor (AA -17 to (Paralichthye ollvaceus]

64152 (X14305) growth hormone prepeptide [Sslmo eslar)

64330 (X61930) growth hormone i (Salap sslar)

4432 {206738) growth hormome precursor (AA -17 to {37 [Thunsua thynoue)

€4718 ~  (X14601) growth bormone A (Xenopus laevis)

64720 {X14803) growth hormone B [Xenopus laevis)

63314 *1x60473) growth horwone [Wypophthalmichthys nobilis)

69196 somatotropin precursor - rat

69197 scmatotropie precursor - Eouse

£5198 somatotropin - horse

69199 somatotropin precursor - pig

€%200 somatotropin precursor - hovine

%203 somatotropin precursor - eheep

6»202 somatotropin pracursor - goat

69203 somatotropin precursor - coho salmon

69204 somatotropin precursor - five-ray ysllowtail

693780 1873969) growth hormane, GE [Amia calvashowfis, Peptide, 195 aal (Amia caival

722276 (U21920) growth hormcae [Abramie brama)

730764 SOMATOTROPIN PRECURSOR (GRONTH HORIOWE)

806920 {872386) growth hormoms, pGH {azcns 4 and 5} [ewine, pituitary gland, Peptide Partlal; §2~
aa) ([Sus scrofa}

825769 | (025973} growth hormone (Felle catus)

847751 (D19787) growth horwons (Sus scrofal

05478 somatotropin I precursor - Japanese eal

25308 scmatotropin precursor - common Carp

23s09 somatotropin prscursor - common carp

25545 scmatotyopin ] precursor - chus salson

85546 somatotropin precursor - chum salmon

95502 somatotropin pracursor - rainbow trout

(1311 eocmatotropin precureor - Atlantic salmon

(L] somatotropin precursor - Atlantic salwon

25627 somatotropin precursor - red ses brsam

es5628 somatocropin precursor - gilthead ssa hream

95649 somstotropin - skipjack tuna (Buthynnus pelsmis]

85653 somatotropin - yellowfin tuma

85657 somatotropin precursor - bluefin tuna

85662 somatotropin precursor - Paralichthys olivaceus

#5880 somstotropin A - African clawed frog (fragment)

e5e51 somatotropin B - African clawsed frog (fragment}

85908 somatotropin precurscr - bullfrog

#6054 somatotropin precursor - duck [Anag platyrkynchos = Cairina moschata]

89010 scmatotropin - Aratic fox [Alopex lagopual

29109 somatotropin - African elephant

89296 somatotropin - pig (fragments)

#7780 (E46661) growth hormone [Mue musculus)

203784 (L43629) growth bormone [Lateclabrax japenicus]

903877 {L43627) growth hormone [Sebastiscus marmoratus)

03079 {143628) growth bovmone (Beriola dumerili)

912406 (U19788) growth hormone [Bus scrofal

93024 somatotropin - rhesus macaque (tentative seguence)

947118 (U16216) growth horwmons [Lates calcariferx]

974 (X07038) growth hormome (AA 1-217] ([Capra hircus]

999334 (578184} growth borwone, G2 [beagla doge, msmmary tissue, Paptide Partial, 147 aa] [Canis

familiaris)
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7.3 Anexo 3

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

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

BLASTN 2.0.5 [May-5-1998)

ggeln'- m;asmuksaassmtswmgstwmmwwmsts(ﬁﬂ-&plw D
etters

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

Sesiola Dumerili 9

Equus Microsateilite e |

Sequences producing significant alignments:

enmb|%07079 |
emb|X06735 |

gb(M26916 |ORNTIGH O©O.niloticus (tilapia) growth-hormone (tiGH) m...
emb|Z46663 IMMGHGPRQ M.musculus DNA for growth hormone gene and ...
amb|V01238 [RNGRONZ2 Rat gene for growth hormone (presomatotropin...
emb|X17618 |GDGHSOM G.domesticus growth hormone somatotropin mRNA
emb|AJ005819 |SEH5819 Spalax ehrenbergi gene ancoding growth hor...
omb|V01239 |[RNGROW3 Rat geane for growth horwmone (presomatotropin...
amb|X59378 |LCGHOR L.calcarifer mRNA for growth hormone
ab|M33697 | TKYGRHO M.gallapavo growth hormone mRNA, complete cds.

amb|V02237|
dbi[D1o4e4 |

gbiM35609 | CHKGHA Chicken growth hormone mRNA, complete cds.
embi{X02891 IMMGHR] Mouse mRNA for growth hormone >gi|193503|gb|K..

Caler Koy for Allgwent Scores

“ﬁ
Duck & Tuna > =
Tilapia =
Gallopavo 29

It

Salmon =2 —=

Ovis Aries 2
Felis Catus -

Score

-
o
(=9
(1
)
~

|APGH Duck mRNA for growth hormone
|TIGHR Tuna mREAR for growth hormone

[RNQROW]1 Messenger RNA for rat growth hormone. >gi|20...
|CHEGHG Chicken growth hormone gene

kikbbkbkkbbhkike

E
Value
40-18%
4a-1%
3e-13
le-12
le-12
le-12
1e-12
le-12
le-12
le-12
le-12
le-12
le-12
le-12
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Wﬂl C.hippurus mRNA for growth hormone _15 1le-12
Rattus norvegicus Gonadotropin releasing hor... le-12

L8
omb|X12608 |GGGH Chicken mRNA for growth hormone 15 1le-12
gb|U62779|RUE2779 Rattus norvegicus presomatotropin aRNA, comp... 15 1le-12
b |X77245({CAGHG C.autumnalis growth hormone gens mRMA, 715 1le-12
amb|X14305|8SALGHI 8.salar mRNA for growth hormone 15 1e-12
gb 569215869215 GH=growth hormone ([Ictalurus punctatus=channel.., I8 le-12
ab(866299(866299 growth hormona [Syrian Golden haasters, mRMA, .., _75 1e-12
ab|M293682 | SYNGHSMHRC S.gairdneri (rainbow trout)/B.coll beta-ga... _§9 7e-11
#mb | X60419|CIGHE C.idellus gene encoding growth hormone _69 7e-11
gb|M19999 | ONNGHCOHO Oncorhynchus kisutch (coho salmon) growth h... _§9 7e-11
ab(M24768 |ONHGH Coho salmon growth hormone (GH) mRNA, 3' end. _89 Te-11
gb|850867|850867 growth hormone (Omcorhynchue tschawytscha=chin..: _§9 7e-11
g |AF069398 |AF069398 Carassius suratus growth hormone I mRNA, c... _69 7e-11
emb|X17593|0KGHI O.keta RNA for growth hormone I, sGHI _§9 7e-11
gb|M27094 |CTEGRH Ctenopharyngodom idella growth hormone wRNA, c.., _§9 7e-11
enb|X60988 |CIGOGH C.idella gcGE (grass carp growth hormone) gen... _69 7e-11
ab|M22731| SMOGHRTA 8.gairdneri (rainbow trout) growth hormone (... _6§9 7e-11
gb]X03050 | ONHGHSAL Salmon growth hormone mRMA, complete cds. _§3 7e-11
gblU21920|ABU21920 Abramis brama growth hormone (GH) geme, part... £33 7e-11
gb|M24683 |SMOGH]L 8.gairdneri growth hormone (GH-I) WRNA, comple... _69 7e-11
gblU13390|FCT13390 Felis catus growth hormone precursor mRNA, c... _£67 Jle-10
gblAF002123 |OVAAGH] Ovis aries growth hormone (GH) gene, excn 5... _67 Je-10
omb|X55176 |CDGRHO C.delicatissimus mRNA for growth hormcne _67 3le-10
gb|AF002113|0QAAGH3 Ovis aries growth hormone (GH) gene, exons 4... _§7 3le-10
ab |AF062746 |AF062746 Bufo marinuas growth hormone precursor, mRN... _§7 3e-1D
ab|AF002120|SEG OVARGHI Ovis aries growth hormone (GH) gene, ex... _§7 3Je-10
dbi|D00476 [GOTGHRA Goat growth hormone gene, complete cds and f... _67 3e-10
ab|850877|850877 growth hormone [sheep, pituitary, mRNA Partial... _§7 3e-10
gb|U43063 |OAU49063 Ovis aries placental growth hormone mRNA, ¢€O... _67 3e-10
gb|M17704 |PIGGH Porcine growth hormone gene, complete cds. >gi|... 87 3e-10
ab |AF002110|OAGH] Ovis aries growth hormone (GH) gene, complete... &7 3e-1D
gb|L43628|SEQGHR Seriola dumerili growth hormone (GH) mRNA, 3' ... _§7 3e-10
gb|M22732 (SMOGHRTG S.gairdneri (raimbow trout) growth hormone (... _67 3e-10
gb|M35627 | SROPGH 8.quinqueradiata growth horwone (GH) mRMA, com... _6§7 3e-10
dbiiD30713 |BOVGHCY Bovine gene for growth hormone C variant, pa... _€7 3e-10
gb|AF002129|OVIAAGHE Ovis aries growth hormone (GH) gene, exon ... _67 3e-10
gb|M27326| PIGGHC Pig growth hormone mRNA, 3' end. £7 3e-10
oab|[X15976 |OOGHMé Ovine GH mRMA for growth hormone _687 3e-10
ab |AP002117|OARGH4 Ovie aries growth hormone (GH) gene, exon 5 ... _67 3Je-10
gb|M24684|SMOGHZ 8.gairdneri growth hormone (GH-II) wRMA, compl... _67 32e-10
ab|U89917/85U89917 Sebastes schlegeli growth hormonme (KrGH) mRN... £7 3e-10
ablAF063834 |AF063834 Sciaenops ocellata growth hormone prohormo... _§7 3e-10
ab|U25973|FCU25973 Felis catus growth hormone RRNA, complete cds. 67 3e-10
emb|Y00767 |CHGHR Goat mRNA for growth hoymone >gi|2170271|dbj|E... _§7 3e-10
ab|U02929 |BCU02929 Bquus caballus growth hormone (ecGH) mRNA, ¢... _67 3e-10
emb|X07035 |CHGH Goat mRNA for growth hormone _€7 3e-10
amb| 238127 |OCGROHORN O.cuniculus gene for growth hormone _£67 3e-10
epblX17594 |OKGHII O.keta 2NA for growth hormons II, sGHII _67 3e-10
emb|X12546 |OOGH Ovine gene for growth hormone _67 3e-10
aEb|X72947 |BBGHMRNA B.bubalis mRNA for growth hormone _67 3e-10
gbiM37310|SHPGHOY Ovine growth hormona gene, complets cds. €7 3e-10
emb|X53325[S8PGH S.scrofa growth hormone ®RNA. £71 3e-10
gb|M22761 | PIGGHMA Pig growth hormone mRNA. -$7 3e-10
gb|U26388 |CAU263688 Carassius auratus growth hormone mRMA, parti... _6§ 1e-09
gb]573969]573969 growth hormone (Amia calvasbowfin, mRNA Partia... _63 4e-09
ab|M63713 | PNAGH Pangasius pangasius growth hormone mRMA, comple... 63 4e-09
gb|L27835| PGEGHA Pangasianodon gigas growth hormone (GH} mRNA, . _63 4e-09
&8b|X60474 |CIPGE C.idelluas (Grass carp) mRNA for growth hormone 61 2e-08
emb|[X13670|CCGH Cyprinius carpio mRNA for growth hormone _61 2e-08
amb|(X60473 |HNPGH H.nobilis (Bighead carp) wmRMA for growth hormone _$1 2e-08
gb|M27000|CYiGH Cyprinus carpio growth hormone (GH) mRNMA, compl... _61 2e-08
amb|X51969|CCGHG Cyprinus carpio growth hormone gene 61 2e-08
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mmuuu {8ilver carp) mRNA for growth hormone _61 2e-08
Protopterus annectens growth hormsone prescu... £1 2e-08

ab|M94348 |KYPSCGH Hypophthalmichthys molitrix growth bhormone (s... _61 3e-08
ghb|858867]558§67 ypGH= growth hormone [Acanthopagrus latus=yell... _59 7e-08
gblU01301]U01301 Sparus aurata growth hormone mRNA, complete cds. 39 7e-08
amb|X59377 |ABGHOR A.butcheri mRMA for growth hormone 59 7e-08
o3b|Y¥12578 |CRGHGENE C.elaphus gene encoding growth horwmone -39 7e-08
smb|X06962 | PMPREGH Red sea bream mRMA for pregrowth hormone (pr... _59 7Te-08
ab 8548901854890 growth hormone [Sparus auratasgilthsad seabrsa... _53 7e-08
gb|8520271852027 growth hormons [Rana catesbeianasbuilfrogs, ad... _53 7e-08
@b |J00008{BOVGH bovine growth hormons (presomatotropin) gene an... _59 7e-08
ab|U01143(855U01143 8oclea senegalensis growth hormone mRMA, comp... _53 7e-08
gblAF034386 |AF03438¢ Bos indicus growth hormone wRNMA, complete cds _59 7e-08
emb|V00111 [BTGROW Bovine mRNA for growth hormone. .59 7e-08
Xenopus laevis mRMA for growth hormone A 59 7e-08

gb|M62901 |MVIGH Mink growth hormone wmRMA, 3°' end. _59 7e-08
e@b|X59786 |MVENAGF M.vison gene for growth factor 59 7e-08
gb|M27325|BOVGHC Bovine growth hormone wmRNA, complete cds. _59 7e-08
enb|X56120 |[MVMEGH Mink mkGH wRNA for growth hormone _59 7e-08
gblL43629| LALGMR Lateolabrax japoicus growth hormone (GH) mRMNA,... _59 7e-08
gblL43627 SEEGNR Sebasticus marmoratus growth hormone (GH) mRMA..-. _53 7e-08
gbi{M57264 (BOVGHGH Bovine growth horwmone gene, complete cdse. _59 7e-08
gb|M23439|PAIFGHE Flounder growth hormone (£GH) mRNA, complete ods. _S3 7e-08
amb|X12867 |POGH Flounder mRNA fragment for growth hormone 539 7e-08
gb{M23813|BOVGRONP Bos taurus adrenocorticotropic hormone (ACTH... _59 7e-08
amb | X15055 |POGHR Flounder (Paralichthys olivaceus) mRNMA for gro... _59 7e-08
gb |AF052192 |AF052192 Trichosurus vulpecula growth hormone precu... _S39 7e-08
ablUl6816|ICUI6616 Lates calcarifer growth hormone gena, promot... _S539 7e-08
gb|878253|576253 somatotropin [(Morona saxatilisestriped bass, p... _59 7e-08
gb|U19768|SSU19788 Sus scrofa growth hormone mRNA, complete cds. 57 3e-07
ab |AF069399|AF069399 Carassius auratus growth hormona II mRNA, ... _57 3e-07
emb|X61938|SSGGH S.salar gene for growth hormone I _57 3e-07
emb|X65716 [DLGRHO D.labrax mRNA for growth hormone 55 1le-06
gb|M24066 | ANGGROHOR Anguilla japonica growth hormone mRNA, comp... _531 4e-06
emb|X12520 [RCGHR Bullfrog mRNA for growth hormone 53 4e-06
gb|566470(S66470 pregrowth hormone [Esox luciuss=northern pike, _531 4e-08
gb|L04686 | ONHGROHOR Chum salmon growth hormone gene, complete cds. _53 4e-06
gb|M21573 | SMOGHSAM Salmon (8.salar) growth hormone gene, comple... _53 4e-06
gb|U14535|ONU14535 Oncorhynchus nerka type-2 growth hormone gen... _531 4e-06
gb|J03797 | SMOGHRTE $S.gairdneri (rainbow trout) growth hormone (... _53 4e-06
dbi|ABOD186S [ABO0186S Coregonus lavaretus DNA for growth hormon... _53 4e-06
emb| 223067 |CPFGROHOR C.familiaris mRNA for growth hormone _51 2e-05
gblU14551 |ONU14551 Oncorhynchus nerka type-1 growth hormone gen... _81 2e-05
dbi|D50368 (SEQGE Seriola quinqueradiata gene for growth hormone... _51 2e-05
gb|M9776S | TILGH2E Tilapia nilotica growth hormone (GH2) gene, e... _51 2e-05
gb|M84774 |TILGROHORM Tilapia nilotica growth hormone gene, comp... _51 2e-05
ablM97766 |TILGHLX Tilapia nilotica growth hormcne (GH1) gene, e... _51 2e-05
ab|M16253 | BOVGHNT Bovine alternative growth hormone mRNA, exon ... _51 2e-0S
ablU1978718SU19787 Sus scrofa growth hormone mRNA, complete cds. _51 2e-0S
gb |AF0B€787 |AF086787 Verasper variegatus growth hormone precurs... 31 2e-05
eab|Y11732 |ONTIGHGEN Oreochromis wossambicus tigH gsne _51 2e-05
ab|M156894 |HUMCS3 Human chorionic somatomammotropin hCS8-3 gene. _47 3e-04
amb|V00573 |HSPLAC Human mRNA encoding placental lactogen hormone. _47 3e-04
ab|M25118 [HUMCS2 Human chorionic somatomammotropin (HCS) mRNA, ... _47 Je-04
gb|J00118 |[HUMPLE Human placental lactogen hormone (PL-4) mRNA, . _47 3e-04
ab|L16555 |MACGHVAR Monkey growth hormone-variant mRMA, complete... _47 3e-04
db|K00470 |HUMGHY Human growth hormonea variant (HGH-V) gene, com... 47 3e-04
ab|U02293 |MMU02293 Macaca mulatta growth hormone-variant geme, ... _47 3e-04
ab|M13438 | HUMGHN Human growth hormone gene (HGH-N), complete cds. _47 3e-0D4&
gblJ03071 |HUMGHCSA Human growth hormone (GH-1 and GH-2) and cho... _47 23e-04
emb|V00520 |HSGRONZ Human germ line gene for growth hormone (pre... _47 3e-04
gb |AF0Q6061 |AF006061 Homo sapiens placental growth hormone isof... 47 3e-04
emnb|V00519 |HSGROW1 Human messenger RNA for growth hormone (pres... _47 3a-04
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%M Human growth hormone-variant (GR1} and growth... Je 04
|HUMCESS Human chorionic somatomammotropin C5-5 pseudog... Je-04
#mb|Y¥005%3 |HESOMA Human gene for somatosmammotropin (hormons). 3e-04
ab|AF006060|AF006060 HKHomo sapiens placental growth hormone 20kD... 30-04
ab|M38451 | HUMGHYP Human placenta-specific growth hormone ®RMNA, ... 3e-04
gb|K02401 |HUMCS] Human chorionic somatomammotropin gene hC8-1, ... 3e-04
gblJ0028% |HUMPLA Human placental lactogen hormone (CSH1) gene, .., 3e-04
gb|U63807 |FRUE3807 Pugu rubripes growth hormone (GH) gene, comp... 0.001
db1(D29737|PAIGE PFlounder gene for growth hormone, complete cds 0.005
emb|X14602 | XIGHE Xenopus laevis mRNMA for growth horwmons B 0.005
ab|562528)862528 growth hormone [Lepisosteus oasseusslong-nosed ... 0.019%
a8b[232691|RCTIDN]L B.coli (HM174) PT7T7/T7H DNA, 11271 bp 0.078
amb|Z32693 |ECT7DN3 B.coli pT7hGH_pl DNA, 6160bp 0.075
gb |AFQ75646 |AF075648 Equus caballus microsatellite LRX046 0.30
gb|L16556 |MACGE Monkey growth hormons mRMA, complete cde and fl.., 0.30
gb|U48221|8AU4622]1 Sparus aurata growth hormone gene, complete ... 0.30

ab|L16552 |MACCSOMAA Monkey chorionic somatomammotropin-1 mRNA, ...
gb|L16554 | MACCSOMAC Monkey chorionic somatomammotropin-3 mRMA, .w\.
dbi|D10638 |ONHSGEL3 Chum salmon gene for somatolactin, exon 4 a...
oab|X75926 |MMABC] M.musculus abcl mRNA

db1i(D10640 |ONHPSOL Chuam salmon mRNA for somatolactin, complete cds

emb|Z8362]1 |HS296K2] Human DMA sequence from PAC 296K21 on chrom...
emb|Y15000 |MMIRX2 Mus musculus aRNA for iroquois howmeobox prote...
enb|AL02099) |HS884M20 Homo sapiens DNA sequence from PAC 884M20...
gb|L16553 |MACCSOMAR Monkey chorionic somatomammotropin-2 RNA, ...
ab|AF023258 [MMFATP3 Mus wusculus fatty acid transport protein (...
amb|Z54336 |HSL25G12 Human DNA sequence from cosmid L25G@12, Hunt..,
gblUu63884 [AAUE3B84 Anguilla anguilla somatolactin precursor mRN...
ab|U37008 [MXU37008 Myxococcus xanthus socD (socD500 allele) and...
gblU63IR03I |AMUG3IB03 Arothron maculatus growth hormone (GH) gene, ...
ab|AP029308 | HTCRBCHRY Homo sapiens chromosome 9 duplicatiom of ...
gb|US0932|PAUS0932 Pseudomonas aeruginoss glucose uptake regula...
gb|U90307|HE190307 Human iroguois-class homecdomain proteinm IRX...

e e+ e
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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.

[Tabia 7.4 Iniciadores en CDS (internos) de ia OH seleccionados. |
Tm AG AG
iniciador Secuencia ("*C) Loop Dim. Miximo (+)

a)Exon2_S(mam/p) agcacctgcaccaactggctge 677 08 89 (¥4 1
b)Exon2_5'(pez) cagctgarcaaaatpttectge 584 085 -10.4 m 2
c)Exon3_S'(mam)  agagatcagacctggagctget 640 05 83 ﬁ 1
d)Exon3_5'(paz) ttcctgctggatttctgtaact 584 02 47 ¢ 0
e)Exond_S'(mam)  ctgctgctcatccagtegtgge 677 05 50 S 0
fExond_5'(pez_1) atcgactgattgagtcytggga 803 0.1 8.8 % 0
g)Exond_S'(pez_2) ctggcttgcttcaagaaggaca 621 02 54 312 1
h)Exon5_5' gcttcaagaaggacptgcacaa 603 10 69 (%A 8
i}Exon2_3'(mam) gtgtcagcagccagttggtgca 659 08 88 54 4
JYExon2_3'(pez) gcaggaatattttyctcagctg 584 09 -10.1 m 2
k)Exon2_3'(mix) gagccagttggtgcaggtgytg 659 02 89 A‘g"m‘ 9
)Exond_3(mam) ccgggatggtctctgagaagca 859 204 -9.8 % 0
m)Exond_3'(pez) cgatgtattcagagttacagaa 565 01 42 9 0
n)Exond_J cyttcaggtcctteagettete 821 085 €63 o >10
o)Exond_3'(mam/a) gccacagccacgactggatgag 87.7 0.7 $.0 ggg 1
p)Exond_3'(pez) gactggggaactcccargactc 659 -37 -89 g 1
q)Exon5_3' tgtgcatgtccttcttgaarca 5847 177 89 TocA 3
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