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Capitulo 1

Introduccidn

La teoria de la Evolucion (Darwin, 1859) expresa que cada especie se derivd 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 més aptos para sobrevivir y reproducirse. Darwin hizo una construccién de
un 4rbol 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 “4spera”; pues solo comparaba las
especies por su apariencia externa, zona geografica y alimentacién, entre otros, Esta
informacién no podia responder con objetividad cuil era el orden consecutivo en que
fueron surgiendo las especies, ni el tiempo que habia transcurrido desde su divergencia.
Ademis, 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 Anatomia Comparada, que hace
comparaciones de las estructuras éseas, identificando patrones de formacién de los huesos;
2) la Paleontologia, que usa fésiles para calcular el tiempo en que existieron las especies
incluso muchas de ellas ya desaparecidas, ademas, 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 embrién; y 4) la Inmunologia y Bioquimica, que
proporcionan datos en el &mbito molecular acerca de reacciones enzimdticas, y estimacién
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 aitima
informacion ha ido modificando, clarificando ¢ incluso commgiendo 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 Evolucién 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 evolucién, asi como a los posibles mecanismos
de dichos cambios; (2) la filogenia molecular que estudia la reconstruccién de la historia
evolutiva de macromoléculas y organismos deducidos de datos moleculares, y (3) el origen
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de la vida, que estudia los posibles eventos y mecanismos que pudieron originar 1a vida en
nuestro planeta (Li 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 €]l genoma y con relativa
frecuencia. Sin embargo, dada la relevancia de la region mutada y el tipo de mutacion, los
cambios no persisten uniformemente en todo el genoma a través de las generaciones, Se ha
demostrado en diversos estudios que las velocidades de dichos cambios (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, ¢s deseable analizar la secuencia mis completa del gen. Comparando las
secuencias nucleotidicas o aminoacidicas de un mismo gen entre diferentes especies, se
pueden 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 drboles
filogenéticos que relacionan las proteinas o las especies entre si. Al hacer reconstrucciones
de drboles 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 reconstrucciin puede ser dificil o poco confiable.
Generalmente se usan secuencias que tengan variacién moderada y que estén distribuidas
entre las especies en estudio. También se usan secuencias de baja relevancia como
pseudogenes para normalizar las estimaciones en tiempo de divergencia en las
reconstrucciones.

| Tabla 1.4 Velocidades de cambio de diferentes regiones génicas. l

Secuencia ¥ Longitud (aa) | Velocidad'
Histona 3 (mutaciones no sinénimas *) 135] 0.00+0.00
Histona 3 (mutaciones sinénimas) 135] 6.38%£1.19
Hormona de Crecimiento (mutaciones no sindnimas) 189] 1.2310.15
Hormoena de Crecimiento {(mutaciones sménimas) 189] 49510.77
Interferdn y (mutaciones no sinénimas) 136 2.7910.31
Interfertn y (mutaciones sinénimas) 136 8.5912.56
5’ UTR Hormona de Crecimiento 21| 1.79t0385
[3° UTR Hormona de Crecimiento 91| 1.83 £0.41
§° UTR Apolipoptroteina A-IV 83| 3.0610.68
3’ UTR Apolipoptroteina A-IV 134] 1.73+0.33
a y B Globina pseudogenes (vaca y cabra) 9.10£0.90

Varian con ia relevancia de Ia region y ef tipo de mutacién. Los cdiculos fueron
hechos a partir de secuencias de humanc, ratdn y rala, excepto donde se indica.
1 E1 tiempo de divergencia se 6 en 80 millones de affos. Las velocidades 2on
mosiradas en unidades de nimero de susttuciones por siio por 10° aflos (extraido
de Liy Graur, 1891).

Mutaciones no sindnimas son las que ocurren en fas secuencias codificantas y
cuya mutacién 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 dltimas, ya que cada
residuo de aminodcido es codificado por 3 nucledtidos, dando 61 tripletes o codones para
los 20 aminoécidos. En la actualidad es mas fécil obtener la secuencia nucleotidica que la
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aminoacidica; adem4s, 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 mas extensa sea la secuencia por analizar, mayor serd la resolucion en el
calculo de las velocidades.

Conforme el nimero de secuencias entre especies evolutivamente “lejanas™ aumente, se
incrementa la ramificacion del 4rbol filogenético de las especies y se eleva la confiabilidad
de sus bifurcaciones; y conforme aumente el nimero de sccuencias 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 reconstruccion de drboles filogenéticos basindose en ciertos criterios y
algoritmos. Entre otros, se encuentran ¢l PHYLIP y CLUSTALW (Higgins, 1994) que
realizan unh 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 evolutivo; (2) aumentar ¢l nimero 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 | g201% 12 ot de sacuencies
incluye también a las prolactinas y lactégenos | GenBank
placentarios (PLs) (Sherwood, 1971; Niall y cols, 1971).

Se cree que en los pre-vertebrados los genes de decuenclas
prolactina y GH se originaron de un gen ancestral Nucleotidicas
comin por duplicacion génica seguida por la Clases Reportadas
divergencia de los productos y que el producto |Peces 4]
polipeptidico de este gen ancestral debi6 parecerse mas [ Anfibios 3

a la prolactina (Niall y cols,, 1971; Seeburg, 1982; [Reptiles 0
Miller & Eberhardt, 1983). En primates, una segunda xoes 1
duplicacion ahora en el gen de la GH, dio origen a los MamiTeros 7
PLs. Tanto la prolactina como la GH estan presentes en .

todos los vertebrados estudiados hasta la fecha (Niall, supiales 1

1971), entonces el estudio de la GH como modelo

evolutivo nos daria datos relevantes para la reconstruccion de arboles 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 aminodcidos
incluyendo en su extremo amino terminal un péctido sefial de 25 aminoécidos, Estas
hormonas son producidas y secretadas por los somatotrofos de la hipofisis 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} ¥ producir en microorganismos (Escamilla, 1996; Gallardo-Blanco,1998).

Se ha observado que todas Ias 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 ¢jemplo, 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 § 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 aminodcidos. En cudnto a la secuencia | Figura 1.1 Estructura tridimensional
nucleotidica, frecuentemente solo se conocen las | (30) de la GH porcina. En dderentes

’ : colores se muestran las 4 héiices a
secuencias que codifican para las proteinas (RNAm o (recreads en RasMol v2.6).
DNA complementario - DNAc -) y éstas son todavia
parciales en algunos casos. No obstante, existen muchas especies y drdenes en los cuales no
se ha reportado secuencia alguna hasta ahora,




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

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 la accién enzimatica 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 el DNAg o se prepara retro-transcribiendo ¢l 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 inmunolégica o enzimética del producto. Ya
seleccionada la colonia fagica, se extrae el DNA, se corta y se obtiene la secuencia del
fragmento que contiene, Asi, s¢ obtuvo de hipéfisis de la trucha arco iris Oncorhynchus
myhkiss, el DNAc de la GH (Agellon y cols., 1986). Cuando no se tiene informacion sobre la
proteina en estudio de una especie dada, pero se conoce la de la proteina homdloga en otra
especie relativamente cercana, se pueden utilizar en el tamizaje sondas heterélogas de la
especie conocida, De esta manera, por ejemplo, se obtuvieron el DNAc de Caranx
delicatissimus al usar una sonda de Seriola quinqueradiata (Yamakawa y cols., 1988) y
para ¢l DNAc de cabra, se utilizé el DNAc de vaca (Yamano y cols. 1988). El gen de la GH
bovina se obtuvo a partir de DNAg de higado cortado con EcoRl y clonado en un vector
derivado del bacteriéfago 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 ¢l fragmento de interés y evitar la construccion 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 oligonucledtidos 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 disefiar un
oligonucledtido 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 ¥ a pesar de que es el 5° orden con mas
especies, es el orden con mas 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 Artiodactilos, constituyen entonces
un buen modelo para tratar de diseflar oligonucledtidos consenso que permitan amplificar
sus genes de la GHs. Al mismo tiempo, se 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 oligonucleétidos
especificos para diferentes drdenes de vertebrados,

2.1 Objetivo General

Diseflar 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 informacidn existente.

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

3. Seleccionar una region 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 hibridacion con
DNA de varias especies) y en computador (por comparacién con las secuencias
reportadas).

8. En los érdenes donde sea factible, disefiar oligonucledtidos consenso que permitan
obtener el gen de la GH, amplificando por PCR.

6. Confirmar Ja utilidad del juego de oligonucledtidos diseflado para Artiodactilos,
amplificando a partir del DNA gendmico 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 restriccion fueron adquiridas de Gibco-Bethesda Research Laboratories,
Inc. (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA) y de New England Biolabs, Inc. (NEB,
Beverly, MA, EUA).

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

La enzima T4 polinucledtido 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 nucleétidos radioactivos [2Pl-adATP y [*?P}-ydATP NEG502Z se adquirieron de
las compailias Amersham International (Buckinghamshire, UK) y New England Nuclear
(Boston, MA, EUA) respectivamente.

E! 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 secuenciacion AmpliCycle fue de Perkin-Elmer Cetus (Norwalk, CT, EUA).

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

El juego de oligonucledtidos para Artiodictilos fue sintetizado en el laboratorio de
Quimica Biomolecular de la ULIEG.

3.2 Material Biolégico

El vector utilizado para la clonacién 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 plismido pBR322 usado como control negativo y de peso molecular en los
experimentos de hibridacién fueron obtenidos de la plasmidoteca de la ULIEG y
proporcionados por J. Claudio Moreno Rocha.

El plasmido 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 asi como la sangre de gamo, cebra y avestruz
utilizados para la extraccion de DNA, amplificaciéon 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 extraccién
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 ¢l Dr. Carlos Aguirre del Laboratorio de Fisiologia y det
Museo de Historia Natural respectivamente, ambos de la Facultad de Ciencias Biolégicas
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
Rincén,

Una fraccién del DNA humano fue extraida de sangre del M.C. y Biol. J. Claudio
Moreno Rocha del laboratorio de Biologia 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 la 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 algin riesgo para la salud, fue
manejado siguiendo los requerimientos impuestos por la Secretaria de Salud. E]l manejo de
productos radioldgicos se realizd siguiendo los lineamentos de la Comisién Nacional de
Seguridad Nuclear y Salvaguarda de la Secretaria de Energia,

3.3 Equipo de Laboratorio

Se utilizaron 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 Coming, un ultracongelador marca So-Low de
Enviromental Equipment, una campana de flujo laminar marca Labconco Corporation, dos
termocicladores modelo PT/50 y PT100 marca MJ Research, una bascula digital marca
Sartorios moedelo 1206MP, un equipo de secuenciacién Gemnomyx 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
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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 imigenes de geles
y/o peliculas y el Molecular Analyst incluido con este sistema como cuantificador.

Para andlisis en Biologia Molecular, se usé Amplify vi.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 utilizé CLUSTALW version PC.

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

Para el almacenamiento en base de datos y desarrollo de programas se utilizé 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 Obtencion 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 Intemet del GenBank:

www.ncbi.nlm. nih gov/Entrez/nuc]eotide.html
www.ncbi .nih.gov/E in.html
Se introdujo la consulta:

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

* El simbolo “["* en computacién significa “OR™ que quiere decir “O™ (alternativa) y se usa para no provocar
confusion con la palabra “OR". Los simbolos *‘< >" s¢ utilizan para delimitar una expresion literal.
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Figura M1 Estrategia General. Se Husiran los pasos seguidos en el trabajo y que son: 1) Oblencion de
las Secuencias. 2) Conversidn y aimacenamiento local. 3) Filtrado. 4) Agrupacion. 5) Alineamiento por
grupos. 6) Disefio de iniciadores consensc y sonda{s). 7) Comprobacitn tedrica-virtual yio practica de
la{s) sonda(s). 8) Comprobacitn tedrica-virtual de los iniciadores. 9) Amplificacion de la GH de jirafa
usando iniciadores de Artiodéctilos. 10} y 11) Comprobacion del producto amplificado por clonacion y
secuenciacidn y/o por hibridacién con sonda conocida.

Es conocido que existen versiones diferentes de la hormona y, ademas, variaciones al
nombrarlas teniendo nombres como “growth hormone a”, “b”, “c”, “17, “2", *i", “ii",
algunos otros como “growth hormone precursor”, “pregrowth hormone™ y combinaciones.
Para resolver esto, primero se obtuvieron todas las variaciones en cada uno de los dos
términos usando el valor “List Terms” en la opcién “Mode™ en la misma pagina. Los
términos usados fueron los siguientes:

growth hormone

growth hormone 12

growth hormone 9d

growth hormone alt

growth hormone factor |

growth hormone gh precursor

growth hormmone i

%owthhunmprmsoraa
to

growth hormone precursor aa

25 to 191

growth hormone prohormone

growth hormone wt

somatotropin
somatotropin 2 splice frame 2
precursor

growth hormone 1

growth hormone 2

growth hormone a

growth hormone b

growth hormone gh 1

growth hormone i

growth hormone i precursor
growth hormone precursor aa
17 to 187

growth hormone precursor aa
26 10 190

growth hormone type 2
growth prehormone aa 12 to
173
somatotropin 1 precursor
somatotropin 20k

growth hormone aa 1 217
growth hormone c variant
growth hormene gh 2

growth hormone i precursor
growth hormone precursor
growth hormone precursor aa
23to 188

growth hormone prepeptide

growth hormone variant
pregrowth hormone

somatotropin 2 precursor
somatotropin 22k
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somatotropin 8 somatotropin alpha chain somatotropin b
somatotropin i somatotropin i precursor somatotropin #
somatotropin il precursor somatotropin precursor | somatotropin precursor i
somatotropin, variant

06714 Anas platyetnyrchos « Cn. (maberd duck»oo%0 s £
U2035) Columba e (NO ES O/ (domessc prgeon-paior Eutd
3 QAR pavo ¢ |Euls

nramn

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;

(((((((SE((((((((((((((((((((g(“growth hormone” [Protein Name) OR “growth
hormone 1"[Protein Name]) OR “growth horwone 1 precursor"{?mte'ln Nane?g OR
“growth hormone 127[Protein Name]) OR “growth hormone 2"([Protein Name]) OR
“growth hormone 2 precursor”[Protein Name)) OR “growth hormone 9d"[Prote1‘n 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.rowth 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 §1i"[Protein Name]) OR “arowth hormone ii precursor”[Protein Name]) OR
“growth hormone precursor”"[Protein Name]) OR “growth hormone precursor aa 17
to”"[Protein Name]) OR “growth hormone precursor aa 17 to 187"[Protein Name]) OR
“growth hormone precursor aa 23 to 188"[Protein Name]) OR “growth hormone
grecursor aa 25 to 191"&Pr‘ote’in 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 ormone variant”[Protein Name]) OR “growth hormone wt”[Protein Name)) OR
("growth prehormone aa to 173"[Protein Name] OR “somatotropin'[Protein Name])
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OR  (CCCCCCCCCC(C(“somatotropin 1 precursor”[Protein Name] OR “somatotropin 2
precursor”[Protein Name)) OR “somatotropin splice form 2 ?recursor"[Prote'ln
Name_‘]) OR “somatotropin 20k”[Protein Name]) OR “somatotropin 2 "[Protein Name;
OR “somatotropin a"[Protein Name]) OR “somatotropin alpha chain"[Protein Name
OR “somatotropin b"[Protein Namel) OR ‘“somatotropin i"F'rote'in Name]i OR
“somatotropin 1 precursor"LProtein Name]) OR “somatotropin 11" [Protein Name]) OR
2"0R “somatotropin precursor i"[Protein

“somatotropin i1 precursor”[Protein Name X -
[Protein Name]) OR “somatotropin,

Name]) OR “somatotropin precursor
variant”"[Protein Name]))

3.6.2 Conversién de las Secuencias a una Base de Datos Local

Se realizd 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, andlisis de codones, cortes con enzimas de restriccion,
visualizacién del mapa de restriccion, extraccién y exportacion de secuencias delimitadas
por marcadores, alineamiento (por ligacion con CLUSTALW), disefio de iniciadores y
sondas consenso, entre otros.

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

3.6.3 Seleccién de la Mejor Secuencia de Cada Especie

Con BioCode Explorer se ordenaron las secuencias por especie (organismo). Se
activaron las “ventanas” de informacion 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 repiti6 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 agrupacion fue variable segin el nimero de secuencias “cercanas”
reportadas. Se efectué una segunda agrupacién por clases. Las clases fueron: Peces,
Anfibios, Reptiles, Aves, Mamiferos y Marsupiales.
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3.6.5 Alineamiento de las Secuencias

Se construy6 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 caicular el porcentaje de similitud. Cada par de
secuencias fue usado como entrada para CLUSTALW. Los resultados fueron graficados
utilizando Excel.

3.7 Diseno de la Sonda “consenso” para las GH

3.7.1 Seleccion de la Region Conservada como Sonda

Para buscar los posibles oligonucledtidos, primero se elaboré un programa (en lenguaje
C++) que suma el mimero total de secuencias en que aparea fotalmente un oligonucleétido
y se ejecutd con todos los posibles oligonucleétidos de 16 bases de longitud derivados de
las todas secuencias codificantes; posteriormente se elaboré otro programa (MaxProbe) que
calcula el consenso de un oligonucleétido 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 oligonucledtidos 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
oligonucleftidos 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 disefié una funcién (fiuta descrita en el capitulo 4) que considera: a)
Alineamiento, b) Aparcamiento en los extremos, ¢) Energias intramoleculares e
intermoleculares, d) Temperatura de fusién media, y, adicionalmente consideramos un
parametro al que denominamos “emcadenamiento”, que estd en funcion del nimero
méximo de nucleétidos consecutivos que aparean con el oligonucledtido en cuestion. Para
determinar el peso aproximado de cada pardmetro, se ejecuté el programa variando en cada
¢jecucién un solo pardmetro hasta obtener resultados satisfactorios. Para determinar los
oligonucledtidos que podrian ser “los mejores”, antes de evaluarlos con f;,ui, se formaron
dos grupos. El primer grupo se orden6 por aparcamiento promedio y el segundo por
apareamiento promedio menos dos desviaciones estandar; se analizaron con fumde solo el
5% de los mas altos de cada grupo. Para determinar la suficiencia del 5%, se ordenaron
todos los valores de aparcamiento promedio y apareamiento promedio menos dos
desviaciones estandar, 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 la 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 evaluacién (fiond,) fuema
menor que la inmediata anterior o rebasara el limite de 50 nucleétidos. También se
eliminaron nucledtidos en los extremos mientras la evaluacién fuera mayor que la
inmediata anterior. Esto con el fin de corregir si al extender un extremo, pueda resultar
mejor que se recorte ¢l otro y viceversa, dado que la asignacién inicial esta basada
(micamente en alineamiento 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 parimetros para todas las secuencias blanco;
entonces, para minimizar la desviacién de los parimetros, se disefié un algoritmo para que
funcione de la siguiente manera:

Considerando Nt(a,b) = 1 si el nucledtido a es igual al nucleétido b y Nt(a,b) = 0 en
caso contrario; Seq{c,m,d) = I 8i ¢l nucledtido m de la secuencia c es igual al nucleétido
d, Seq(c,md) = 0 en caso contrario; y kS como el nucledtido en la posicion k de la
secuercia S...

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

2) Para cada posicién j en el oligonucledtido y para cada uno de los nucleétidos se
calcula el nimero de secuencias que tienen en la posicién j ese nucledtido
(#Sa;=ZSeq('Sec, A), #5g/=ESeq('Sec,G), #Sc;=2Seq('Sec,C), #Stj=ISeq('Sec,T))
y se calcula #Sx;=2Seg( Sec,Oligoj como el numero de secuencias que tienen el
mismo nucledtido que el oligonucledtido en cada posicién 5.

3) Se cakcula Gyugey = #aps / #5wgeqy - Hap; / #Sy que representa la “ganancia™ de
cambiar la posicion j por algin nucledtido.

4) Si para alguna Gyagcy hay un valor positivo, se hace el cambio en el
oligonucleétido en la posicién j por el nuevo nuclebtido. Se evaliz el nuevo
oligonucledtido Oypuges = fomde Se vuelve a ejecutar el algoritmo desde el paso 1
tomando como entrada el nuevo oligonucleétido (solo hasta un nive! de recursividad'
de 3, o0 sea, solo se pueden cambiar 3 nucle6tidos en cada oligonucledtido).

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

'&mmhﬁwﬁﬁdﬁ”nmmmmmmmmmwsmomy
que usa una condicién de sahda para evitar quedarse en un ciclo infinito.

15



Matevia y Métodes
Obiencidn de muevos gewes de la hormona del crecimento (GH) en vertebrados

3.7.3 Ajustes Manuales de la Sonda

Una vez escogida una secuencia y usando el programa disefiado, se extendid la
secuencia en ¢l extremo 3’ para incrementar el desempefio en animales superiores. Ademas,
se introdujo en una posicion una degeneracién de 2 nucleétidos para incrementar el
desempedio exclusivamente en primates, sin afectar a las demads especies.

3.8 Comprobacién de la Sonda (GH-Explorer |)

3.8.1 Comprobacidn Tebrico — Virtual de la Sonda

En la pagina de Internet de BLAST 2.0.5 (Altschul, 1997) www.ncbi.nlm nih.gov/cgi-
bin/BLAST/nph-gewblast?Jform] se introdujo en el cuadro de opciones <-W 8> y en el
cuadro de consulta se introdujo la secuencia:

gcctgcettcaRgaaggacatgcacaaggtggagacctacctgagggtcatgaagtg

3.8.2 Comprobacion Practica — Experimental de la Sonda

Se hicieron dos ensayos de hibridacion para probar el desempeiio de la sonda GH-
Explorer 1. E| primer ensayo fue una hibridacion tipo siot-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 prehibridacién, hibridacion y Gltimo lavado fueron 42°C, 48°C y
50°C respectivamente. Las concentraciones de sales no fueron cambiadas con respecto del
protocolo original. A 1a solucién de prehibridacion del protocolo original se omitié el DNA
de esperma de Salmén (ya que hibridaria con la GH-Explorer I). Se omitieron el paso de la
membrana al filtro himedo con solucién de desnaturalizacion 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 la 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 Salmoén en la solucion de
prehibridacion. Se usd la misma solucién de hibridacion que en el ensayo anterior cuya
radiactividad tenia una vida media transcurrida. La exposicién fue de 72h. Ambas peliculas
fueron sometidas a andlisis densitométrico, integrandose Unicamente I8 curva de cada
banda. Para calcular la fuerza relativa de apareamiento de GH-Explorer I con los diferentes
DNAg; se utilizaron las dreas de la titulacion 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 area de todas las
demés muestras se calculé un aproximado de la fraccién de 8ug de DNAg de gallo que
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equivaldrian a hibridar y dar una seial densitométrica aproximadamente igual; la fraccidn
se dividié por el nimero de genomas relativos a gallo segin la especie. Los tamafios de los
genomas (Tabla J3.J3) fueron extraidos de 1la pdgina de Internet

Todos los ensayos involucraron el marcaje radiactivo de la misma, La reaccién para el
marcaje 3¢ 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 sspecies ensayadas en hibridacion con la sonda GH-Explorer |, 1
DNA*  Pes DNA* Pos DNA* Pos DNA® Pes DNA* Pos
Hummo Al Gallo Bl Tilapia C! PBSjcGH-JS(20g) Dl Gallo(800ng) Ei
Gato A2 Avestrwz B2 Ameca(7.5pg) C2 “ (L.2ng) D2 Gallo (800g) E2
Vaca A} Tortuga B3 Catin a3 * (120pg) D3
Jirsfa A4 Vibona B4 Tiburon C4 “ (12pg) D4
Cedo A5 Gecko(T.5ug) BS Guppy(ug) ©  * (1.2pp) DS
Ratén A6 Campa B6 C(-)PBR3Z2 C6  * (0.12pp) D6

*Todas las muestras con 8ug de DNA, excepto donde se indica.

Tabta 3.2 Muestras de DNA usadas en ¢l ensayo de sensibilidad en hibridacién con la sonda GH-
Explorer|.

Columas Lisea A DNA Lisea B DNAg Lines C DNA LineaD DNA
1 pBSjcGH-JI-EcoRl  3.2ng Gallo 8ug PSVhpll-EcoRI  3.2ng C(-)A 2pg
2 PBSjcGH-JI-EcoRl 320pg Gallo  B0Ong PSVhpll-EcoRI  320pg C(-)2  200ng
3 PBSjcGH-JI-EcoRl  32pg Gallo 80ng PSVhpli-EcoRl  32pg C(-)3  20ng
4  PBSjcGH-JI-EcoRl 3.2pg Gallo 8ng PSVhpll-EcoRI  3.2pg C(-)A Ing
S pBSicGH-JI-EcoRI  320fg PSVhpil-EcoRI  320fg C(-)A  200pg
6  pBSicGH-JI-EcoRl  32fg pSVhpll-EcoRI  32fg C()A  20pg
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Tabla 3.3 Tamahos de l0s genomas wsados pera normalizer las sefizles de

hibridacién.
Especie incluide en Ensaye Especie Fucnte
Tamadle Hapleide
del Genoma
Noembre Comim  Nombre Clentifice  Nembre Cleatifics  (Pares de banes)
Humeno Homo sapiens Homo sapiens 3 40x10°
Gao Felis catus Camis fomiharis® 3.36x10°
Vaca Bos tourss Bos tawrus 3.65x10°
Jirafa Giraffe camelopardoalis  Bos tourus* 3.65x10°
Cerdo Sus scrofe Sus scrofa 3 11x10°
Ratén Mas muscuins Maus musculus 3.45x10"
Gallo Gallus gallus Gallus galius 1.20x10°
Avestruz Struthio camelus Gallus golius® 1.20x10°
Tortuga Trichemys scripta Caiman crocodyiys* 2.60x10°
Vibors Crotalus atrox Boa constrictor® 2.10x10°
Gecko Hemidactylos turcicus Caiman crocodyiyg* 2.60x10°
ircicus
Carpa Cyprinus carpio Cyprinus carpio 1.70x10°
Tilapia Tilapia sp. Cyprimus carpio® 1.70x10°
Ameca Cyprinus carpio®
Catha Lepisostens osseus 1.70x10°
Tiburén Squalus sp. Carcarias obscarus- 2.70x10°
Guppy Poecilia reticulata Cyprinus carpio® 1.70x10°

3.9 Disefio de Iniciadores para PCR

El disefio de iniciadores para PCR se cubri6 en dos etgpas. La primera, en artiodictilos,
se us6 e programa CLUSTALW para hacer los alineamientos, manualmente se detectaron
dos zonas conservadas, se utiliz6 OLIGO para diseflar ¢l par de oligonucleitidos y se
verifichd su desempefio usando el programa Amplify. En la segunda etapa, que incluye todas
las especies, se diseié un programa, MaxPrimer que usa la misma metodologia utilizada en
MaxProbe para buscar las regiones consenso dentro de Ias secuencias y se hicieron
modificaciones en la evaluacién para considerar los parémetros propios del proceso de PCR
como iniciabilidad®. Se utilizd BioCode Explorer para extrser cuando mucho 500pb de la
region 5’ justo antes del codon de inicio y 1000pb de la region 3’ justo después del codon
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
comprobo el desempefio de los iniciadores de 22nt reportados por MaxPrimer en Amplify
Se comprob6 la especificidad de los oligonucledtidos haciendo bisqueda en GenBank
usando BLAST.

1 Se usb “iniciabilidad” como la capacidad de potcaciar In imiciacién de pohmerizacién y traduciendo del

18



Material y Métodos
Obtencion de meevaos genes de Ja hormona del crecimiento (GH) en vertebrodos

3.10 Comprobacion del Juego de Oligonucleoétidos
Disefiados para Artiodactilos

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

Se hicieron ensayos de PCR usando el juego para amplificar la GH de cabra, vaca,
oveja, jirafa, biufalo 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 ensayos de PCR.

Reactivo Concentracion

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

MgCl, 1.5mM  2) Desnaturalizacion 1min a 94.0°C
dNTP’s 0.2mM 3) Apareamiento Imin a 58°C~59.5°C
pArt5’-140 0.5uM  4) Extensién lmin a 72.0°C
pAr3’-139 0.5uM 30 veces: Pasos 2~4
Amortiguador 1.0x 5) Extension Final 10min a 72.0°C
Taq Polimerasa 1.25U
H;0 c.b.p. 25uL

Se hicieron ensayos con temperaturas de apareamiento de 58°C y 59.5°C. En las especies
de dificil amplificacién se hicieron reacciones adicionales titulando MgCl, y variando
temperaturas. Los amplicones se observaron en geles de agarosa al 0.8% usando
generalmente 7pL de la reaccidn. 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 bdrico
y 2mM EDTA) y los geles fueron preparados con TBE 1x.

3.10.2 Comprobacién 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-¢*’P y Taq Polimerasa extraida de una region codificante de 494pb de la
hormona del crecimiento Bovina clonada en el plismido pPic9kbGH 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-P)dATP, 2.5mM de MgCh, 2.5U Tag DNA
polimerasa en S0pL de reaccion 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 plismido pBS-SK(+) se
linearizé utilizando la endonucleasa EcoRV para producir extremos romos. La reaccion
para generar el Vector T fue: 2ug de plasmido, 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
preparade, 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
transformacién de células XZ.1-Blue caicio - competentes. Tres clonas se caracterizaron
utilizando las enzimas de restriccion Ncil, Pvull, Pstl, Sacl, EcoRl y Xhol.

Plasmido
recombinante

{Sanger)

Figura 3.3 Estrategia de Clonacién del amplicén. El piésmido pBSI-SK+ ea linearizado con EcoRV al
que s ie adiconal dT a los extremos 3, por su parte los amplicones ya cuentan con una dA en sus
extremos J'. Los extramos de cada fragmentio son complementarios uncs con otros favoreciendo la
reaccion de ligacion. El pldsmido recombinante obtenido es usado para transformar bactenas calcio
competentes para su propagacion. El pldsmido asislado y multiphcado es uthzado como templado para
caracierizario 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, ademas de los iniciadores de
artiodactilos, Art5’ y Art3’ y de los iniciadores comerciales T7 y M13 reverso para pBSIi-
SK(+), 6 iniciadores adicionales que ya se encontraban disponibles en nuestro laboratorio.

) e 1 aT?
, . - g YV {bAnS
@ Pldsmido pBSII-SK(+) 8 GH de Jirafa (jcGH) c~h Intemos
BB !niciador Art 5° & Iniciador Art 3 iArt3
2 E e 2 e r——— j M13 reverso
f 9 horog

Figura 3.4 Iniciadores utilizados en la secuenciacién de las clonas. Se utilizaron los iniciadores
comerciales para el plasmido pBS|-SK(+), T7 y M13 situados justo antes del sitio de policlonacién
para comprobar {a orientacidn del inserto y la secuencia de los iniciadores ArtS' y Ari3'. Los
iniciadores Art5' y Art}’ se utikzaron para obtener la secuencia de los exiremos. Otros iniciadores
internos a ios exones 2, 3, 4 y 5 se usaron para obtener la secuencia intermedia y traslapar las
secuencias. Los iniciadores T7 y M13reverso ("a" y [} podrian estar invertidos a1 ol insarto se igd
en sentido contranio.

3.11 Extraccion y Semicuantificacion del DNA Genomico

Se utiliz6 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
utiliz6 para hacer la extraccion de DNAg de sangre de gallo, avestruz, tortuga y serpiente
aumentando 3 veces ¢l volumen final sin cambiar la concentracién de Proteinasa K. Se usd
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 catin; 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
semicuantificacién fue realizada integrando el drea densitométrica de un estindar de DNAg
de humano y aproximando proporcionalmente con el érea densitométrica de los demds
DNA, utilizando el paquete Molecular Analyst.
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Capitulo 4

Resultados

4.1 Obtencidn, 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,

| Tabla 4.1 Especies ordenadas por clasificacion. |
‘Accassion Sec Organi s Grupo Accession Bec Organi san arupo
478615 AA Acipenser gueidanstaedti Pecas 1174395 Aa Esax lucius Pacas
873969 AR  Amia calwva Paces X77248 DAy Coregoous autumnalis Peces

[ T FLY]] ARN Lepisostesus csseus Pgces LodcES DNAg Oncorbynchus keta Facas
N240686 ARN Anguilla japonica Pucas NK24760 ARN Oocorhynchus kisutch Pacas
UE300% DNAg FPoecilia reticulata Paces 850067 ARN Oncorhynchus tschawytschs Paces
S804 DEAg Colisa lalia Paces YO0T741 DtAg Oucorhynchus mykiss Paces
492753 AA Tilapia mosssmbica Paces X61938 DMAg Salsg salar Peces
ps0368 Bericola quingueradiaca Peced ABOOLNSS LDNAg Coregonus lavaretus Paces
870253 ARN Norone saxatilis Peces 4654704 AA Pricnace glavca Pocan
ASS176 DNAg Caranx deiicacissimus PFeces X14601 DNAG Xenopus laevis Apfibics
143620 ARN Seriola dumerili Pecas X14602 DMAg Xenopus laevis Antibios
5627 ARN Seriocla quingueradiata Paces 852027 ARN Rana cateabeisna Anfibics
U16814 kg Lates calcarifer Pecea 1041939 AL Crocodylus novaegilosas Reptiles
ADE993 DAy Tilapia sp. Peces 464779 AA Chelconia mydas Reptiles
NE4TT4 DeiAg Tilapia pilorica Pacas 05054 AA Anss platyrhypchos AV »
X73002 DNAg Coryphasoa hippurus Pecas 134707 AL Melsagris gallcpave A oa
K63716 DWAg Dicentrarchus labrax Paces D10484 DMAg Gallus galius As
143629 ARN Lateolabrax japonicus Paces DOD4TE DNAg Capra hircus Mamifarcs
259177 DREAg Acanthopagrus butcheri Pacea M57764 DMAg Bos taurus Manifaros
40221 DHAg BSparus aurata Peces X72947 DitAg Bubalus arrnee bubslis ranifaros
1083902 AA Acaothopagrus latus Peces D14298 DMAg Capricornis crispus Mamifercs
134713 Ak Chrysophrys major Peces M3IT110 DiAg Ovis aries Haniforos
5649 AA Suthynnus pelamis Peces 155870 AL Cervidas Mamf faros
45653 AA Thunous albacarss Pacas D16299 DMAg Cervus nippon Manifercs
134721 AR Thunous thynaus Paces V12378 DNAg Cervus slaphus Mamf fazoe
D29737 INAg FParalichthys olivaceus Paceas M17704 DRAg BSus serofa Mamiteros
492759 AA Hippoglosscides platessoides Teces 1070554 Ab Lama pacos Manifearos
103198% AA Peavudoplsuropectes aparicanus Peces 223067 ARN Canis familiaria Hamifaros
Un1143 ARN  Bolea sensgalensis Peces 134722 AN Vuipas vulpes Mamifar s
o7 ARN Ssbastes schlegell Pecas 83010 AR Al opsx lagopus Maniferos
LA3627 ARN Bebasticus sarscratus Peces U13290 ARN Peiis catus Manitferos
063803 DNAg Arothron maculatus Paces X56120 ARF mustels vison Ha faros
Ds3007 DAy Fugu rubripes Pecas 204549 Al Salasnoprers borealis Manf foros
Y0542 DNAg Albuinus alburnous Paces B)9127 DEAg Oryctolagus cuniculus Manifercs
Tanamm ARN Carassius aurstus Paces UD2929 ARN Equus caballus Manifercs
I60419 DMAg Ctenopharyngodon idella Mces T02129) DMAg Macace mulatta Mamnifaros
X51%969 DNAg Cyprious carpie Pacas MLI4M DRAg Bomo saplens Mamifearon
U21920 DAg Abramis brasa Peces 134706 Al Loxodonta africana Mamifuros
Hr4343 DNAg HRypophthalmichthyw molitrix Pacas 320148 AA Cavia porcellus Mamifaros
260473 DaAg Bypophthalmichchyw nabilis Paces BE6299 ARN MNesocricetus auratus Mamiferos
1036070 AA Clarias gariepinus Peces Z46663 DEag Mus susculus Mamiferos
869215 DNAg lIctalurus punctatus Peces J00739 DitAg Rattus norvegicus Xauifercs
L2783% ARN Pangasianodon gigas Peces 264607 Al Macropus rufogriseus Mamifer &
nITLY ARN Pangasius pangasiua Pacas AF0%2192 ™ urus a up
02754 AA Gadus morhua Paces

483102 AA Gadus morbua Paces
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Las secuencias de cada especie que formaron parte de la base de datos final se
encuentran resaltadas en ¢l 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 més
sccuencias 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 iinicamente el 10% a todas las demas 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 ciase. Se detallan dos de las clases més
estudiadas, peces y mamiferos.

# T Tt %lot
Especies Clase Nt % aa % S Se 4

55 Peces 4 65% 14 54% 55 62%

7 Salmoniformes
5 Siluriformes
7 Cypriniformes
19 Perciformes
4 Pleuriformes

2 Anfibios 3 5% 0 0% 3 3%

2Reptiles 0 0% 2 8% 2 2%

3 Aves 1 2% 2 8% 3 3%

26 Mamiferos 17 27% 8 31% 25 28%
10 Artiodactyls
5 Camivora
2 Primates
4 Rodentia

| Marsupal 1 2% 0 0% 1 1%

89 Total 63 100% 26 100% 89 100%

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 més a mamiferos que a peces. En mamiferos, la
GH se aprecia mas conservada.
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Figura 4.1 Matriz de alineamiento aminocacidico (% similitud). Todas las especies orndenadas por
clasificacion (se nombraron Unicamente 1 de cada 3). En horizontal de izquierda a derecha peces,
anfibios, 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 bisicamente en dos estrategias de busqueda y comparamos los resultados. Se
utilizaron oligonucleétidos de 16 bases de longitud para efectos de la comparacién y 32
bases de longitud como base para el diseilo 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 oligonucledtido 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 est4 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. Ademds se puede
notar que el exén 5 es ¢l mas conservado (Nicoll y cols., 1986). El grifico B de la Figura
4.2 muestra el apareamiento promedio (nimero promedio de nucledtidos 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 oligonucleétidos de 16
nucledtidos 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
pequeiia zona conservada y en ¢l exén 4 y una zona adicional en el exén 5 en peces. Se
puede ver claramente la conservacion de la posicién intrénica por las regiones rojas (o
claras) y la aparicién del sexto exdn en algunas especies por la aparicién de una regién roja
(o clara) adicional.

: g
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Figura 4.2 Comparaciéon de algoritmos. A) Frecuencia de oligonucledtidos de 16b de longitud. A la
secuencia de cada especie (vertical) se calcula el nimero de especies en las que estid presente cada
oligonucledtido {horizontal y en su posicion respectiva) y se le asigna un color. B} Apareamiento promedio
de cada oligonuciebtido de 16b de longitud. De cada oligonucledtido (horizontal) de cada especie (vertical),
se obtiene la suma de nucleétidos con los que tiene el mejor apareamiento en cada secuencia y se divide
entre el nimero de especies (52). La posicion aproximada de cada oligonucledtido con respecto a cada
exdn se muestra en la parte inferior. La asignacién de colores se muestra a la derecha de cada gréfico. Las
zonas rojas (0 claras) indican la posicion 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 gréafico B).

4.3.2 Determinacion de la Poblacion de Oligonucleétidos por Evaluar

La poblacion total de oligonucledtidos 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 inutil dado que las secuencias de bajo apareamiento Idgicamente 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 estindar 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 promedic menor a 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 oligonucledtidos, tienen un valor de alineamiento menos dos
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desviaciones estindar menor a 18 que corresponde al 72% con respecto del valor miximo
de 25. Por lo tanto, evaluar el 5% superior en ambos criterios resulta ser suficientemente
sobrado.

% 45% be%  100% P ym W% o™ 100

Figura 4.3 Frecuencia de alineamientos de los 28,038 oligonuciedtidos consenso posibles
de 32nt de longitud. Vertical, is fracuencia de los alineamientos redondeados al entero més
cercano. Horizontal, siineamiento an negro, porcentsje de la poblacion en rojo. A) Curve de
slineamientos promedios (P): El minimo es 15/32 (47%) y ol maximo 29/32 (81%). Casi ol 96% de
los oligonuciedtidos alinaa menos de 25/32 (78%), es decir, 3010 ol 4% de Ia poblacidn tene P
superior a 77%. El 83% de la poblacidn tiene P muy bajo, 22/32 (68%). B) Alineamientos
promedios menos dos desviaciones esténdar (P-25): El mimmo es 7/32 (22%) y ¢l miomo es
26732 (B81%). El 89% de la poblacion tiene A-2S menor o igual & 15 y 50l0 ol 3% de Ia poblacion
tiene un P-25 mayor o igual a 20.

4.3.3 Evaluacién de los Oligonuclettidos

Se determiné anteriormente que evaluar el 5% de los oligonucledtidos con més alto
apareamiento es suficiente para encontrar un buen oligonucledtido como sonda, pero para
determinar dentro de esta sub-poblacién los mejores oligonucleétidos, fue necesario disefiar
una funcién que compare los oligonucleétidos entre si. Las ideas bésicas que nos llevaron a
disefiar la funcién a la que llamamos fi,n fueron las siguientes:

e El éxito de una buena hibndacion depende directamente del aparsamiento entre cada
nuciedtido de ia sonda con la secuencia blanco: Decidimos incluir 8l numero de nucledtidos
iguales con cada secuencia blanco en forma de promedio.

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

¢ Dado que la sonda no aparearia perfectamente con todas las secuencias blanco, por lo tanto
habrian desapareamientos & lo largo de la sonda, 8 indeseable que los desapareamentos
ocurran en aiguno de jos extremos de la sonda; Si los extremos no estan apareados, se podria
facilitar ol desaparec de la misma. Decidimos incluir el apareamiento de los Gitimos tres
nucledtidos en cada extremo de la sonda, en forma de promedio y peso a cada uno de ellos.
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Asimismo, el correcto apareamiento de alguno de los extremos de la sonda con la secuencia
blanco, podria favorecer una posible reaccion de PCR.
Dado que las secuencias blanco no son exactamente ias mismas, la femperatura de
apareamiento seria variable. Decidimos homogenizar las temperaturas: La temperatura optima
depende basicamente del apareamiento con cada secuencia blanco, del contenido de GC y del
tamafio del oligonuciedtido, asi como la concentracién de sales. Incluimos la temperatura de
fusiéon media en forma promediada.
Dado que se consideran desapareamienios en la secuencia, pero no la distribucién de ollas:
Decidimos incluir ol tamafic maximo de apareamiento contiguo con cada secuencia 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, 89 decidid
que ol mejor de los oligonuciedtidos que tienen promedios muy Ssimiares seria el
digmudadtﬂomdasﬁacﬁnosténdaddapamambﬁoy/obmpomtmmmlmma.fm
evitaria que algunas secuencias tengan muy poco apareamiento y/o muy baja temperatura,
pero compensado con oiras secuencias de apareamiento y/o temperatura altos. Decidimos
reducic of promedio en dos desviaciones estandar a cada término, bajo la suposicion de que la
distribucion del apareamiento y de las temperaturas se aproxima a una curva estadistica
normal. Dada la suposicion de una distribucion normal, ia media menos dos desviaciones
represantan el 86% de la poblacion y resulta en un estadistico tal, que 36io e 2% de la
poblacitn esta por debajo de este valor; es decir, solo una de las 52 secuencias podrian astar
por debajo del estadistico escogido. Ahora, la desviacidn estandar de la poblacion se ve
afectada por secuencias blanco que aparean muy poco con la sonda o a secuencias blanco
Que aparean mucho con la sonda 0 a ambos casos en la misma poblacion. Entonces es
proferible que la desviacion estandar de un oligonuciedtido sea provocada por apareamientos
altos que por apareemientos bajos. Para “premiar” a aquellos oligonuciettidos cuya desviacion
es provocada por secuencias blanco con muy alto apareamiento y “castigar” aquelios
oligonucledtidos cuya desviacibn es provocada por secuencias blanco con muy bajo
apareamiento: decidimos introduckk como “comreccion®, el nimero de secuencias de
apareamiento superior al 83% menos el nimero de secuencias con apareamiento por debajo
de 681%.

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

Término Unidades Rango
Apareamiento Nuclettidos 0O~L*
Temperatura media de fusién °c 0~100
Apareamiento en los extremos (5'y 3') Nucledtidos O~N?’
Encadenamiento Nucledtidos 0~L*

Energlas intermoleculares & Intramolemlares Kcal/mol 95~0"
'I.ublongiuddolaﬂganmwdo. N es oi nimero de secvencias.

mmwmmmmmMmmm
18 longitud 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 méximo y minimo permisible resultando en valores de
0 y 1 antes de multiplicar por el “peso” relativo de cada uno. Para comparar
oligonucledtidos de diferente tamafio, los términos se multiplicaron por el inverso de la
longitud del oligonucleétido.
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La funcién para evaluar los oligonucledtidos resulté ser la siguiente :
Joonda =8P + sE + 3G + 8] +sTm

donde

SP = (Py—2Psp) *0.18 *(1/50 + 1/0l) + 0.333 * (Noy — Nw} / Noec
SE = 0.6 Nusso¥ 0.3 Nyss1 + 0.1 Nyssz + 0.6 Nyzro+ 0.3 Ny + 0.1 N3z
sG =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)
$Tm = (Tmw—2Tmpg) * 0.18 * (1/50 + 1/0]) + 0.333 * (Noy - Nw) / Ny
Tmp = Tmop promedio (Z{TMopy) / Nyeo)
Tmps = Desviacion estandar de T g
Tope = Tiprimer * 0.3 + Tiproguc * 0.7
TMproduce = (100.5 + 16.6 * log10(0.050) + 0.41 * %GC - (820 / Ol) - %mismatch
T Prinser = (1000.0 ® (Ah - 3.4) / (As + 1.987 * log(1/ 50x10°)) - 273.15 +
16.6 * log10(50x10°) )
Py, = Apareamiento promedio
Psp = Desviacion estdndar del apareamiento promedio
Ol = longitud del oligonucledtido.
Nsee = Nitmero de secuencias
Noy = Numero de secuencias que rebasan 89% de apareamiento
Nw = Niimero de secuencias que no llegan a 61% de apareamiento
Nws+o = Numero de nucledtidos que aparean en el extremo 5'
Nus+1 = Numero de nucledtidos que aparean 1 nucleotido después del extremo 5’
Nyus+2 = Numero de nucledtidos que aparean 2 nucledtidos después del extremo 5’
Nyui.2 = Numero de nucledtidos que aparean 2 nucleétidos antes del extremo 3°
Nys.1 = Niimero de nucledtidos que aparean | nucledtido antes del extremo 3’
N30 = Numero de nucleotidos que aparean en el extremo 3’
Jm = Promedio del encadenamiento (numero mdximo de nucledtidos que aparean
¥ 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 maxima de formacion de un complefo 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 I)

Las secuencias iniciales de 32 nucleétidos ordenadas por alinecamiento promedio
reportadas segiin MaxProbe fueron:

1) ctggcctgcttcaagaaggacatgcacaaggt
2) aaggtggagacctacctgacggtggccaaatg
33 tcctatcgactgattgagtcttgggagttccc

ctacgaactgctggcctgcttcaagaaggaca
$) ggctctctccagaggccaactgcaccctgtag
6; ttgagtcttgggagttccccagtcggtctctg

tgaggagcagcgacagctcaacaaaatcttcce
8) gaactgctggcctgettcaagaaggacatgca
9) ttcaagaaggacatgcacaaggtggagaccta
10) gtggagacctacctgacggtggccaaatgcag
11) cacaaggtggagacctacctgacggtggccaa

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

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

gcctgettcaagaaggacatgcacaaggtggagacctacctg (42nt)
ctacgaactgctggcctgcttcaagaaggaca ?g)
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 tnica que esta totalmente inmersa es el oligonucleétido 9.

En la Figura 4.4 muestra ¢l informe después de indicar a MaxProbe que extendiera el
extremo 5’ de la sonda. Se ve que ¢l 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 posicién 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 [ es la siguiente:

i
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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Energy :AG Hairpin=-1.9 S=0.0340 AG Dimerse-B.5 Su«0.0228
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Temp. (° c) $=0.2406 Pop=53.5184 Avg=58.0 x 2.25 Max=61.7 Min=50.4 Diff=11.3
Alignament: S=0.2021 Pop=44.4938 Avgud48.1 £ 1.80 Max=51 Min=42 Diff=9
Joined Nt : 5=0.0314 Pog- 7.8139 Avg-ZS .2 % 7.68 Max=40 Minal0 Diff=30
General  : F=0.6140 T=2549/2968 %( +C)=53 #5:44a52 #5<28=0 L=56 #5eqQu53

Figura 4.4 informe del alineamiento de la sonda segin MaxProbe. Se muesira sl alineamiento. Se resalkka
con mayisculas la posicion de la degeneracion, incremeniando el valor de encadenamiento —join- en
primates de 10 hasta 19. Se muestra con una barra vertical (|) la posicidn del intrén 5 solo en Ias especies
Que se sabe que o contienen, un punto {.) en las que 38 sabe que no lo contienen y un guidtn (-) en las que
no hay swvidencia experimental al respacto dado que son secuencias de DNAC. La barra vertical, o punto y o
guidn, indican iguaidad con el nucledtido de la secuencia en cuestion (arriba y abajo).
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4.5 Comprobacién del Desempeio de GH-Explorer |

4.5.1 Comprobacién Virtual de GH-Explorer |

Para comprobar la especificidad de la sonda por la GH de vertcbrados, se efectué una
consulta en la pigina de Internet del GenBank con la secuencia de GH-Explorer 1, como se
indic6 en Material y Métodos. En el informe completo (Anexo 3) se obtuvieron 189
secuencias, de los cuales 173 corresponden a todos los informes de GH obtenidos (Anexo
1), por lo tanto, 16 son falsos positivos. Unos fragmentos representativos por analizar se
muestran en la Figura 4.4, Casualmente, las secuencias de GH de pato (Figura 4.6) y attin,
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, Atim, Sapo y Possum entre otros, queda demostrade que ain con secuencias
desconocidas de la 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 aparean mis 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 el apareamiento que resulta 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 consecutivos serian
posibles positivos, sin embargo el apareamiento ¢s realmente bajo.

* El informe de los apareamientos no se muestra completo debido al volumen de informacién. Para
analizarios, debe reproducir 1a consulta como se indica en material y métodos e introducir et nimero méximo
posible en el pardmetro “Alignaments” de la pigina de internet correspondiente.
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Score' B
lSequences producing significant alignments: (bits) Value

emb|X07079 |APGE Duck mRNA for growth hormone _83 4e-15
anb|X06735 | TTGHR Tuna mRNA for growth hormone _83 4e-15
... lOominidn) ...
amb|V01238 |RNGRONZ Rat gens for growth hormone {presomatotropim..: _7% 1le-12
amb|X17618 (GDGHSON G.dowmesticus growth hormone somatcotropin mRNA _75 le-12
«e.{Omigién) ...
gb|L235053 | RATGNRHR Rattus norvegicus Gonadotropin releasing hor... 75 le-12
o {ominidn) ...
db |AF062746 |AF062746 Bufo warinus growth hormone precursor, mREA... §7 3e-10
es.(Omimibn) ...

Macaca mulatta growth hormone-variant gene, ... 47 e-04
v..{Omimibn) ...
gb|582528|862528 growth hormone [Lepisosteus osssus=long-nosed ... _41 0.019
opb| 232691 |RCT7DN1 B.coli (HM174) pT7T?/T7H DNA, 11271 bp _39 o0.075
emb|232693 [ECT7ON3 R.coli pT7hGH_pl DNA, €160bp _3% 0.075
gb|AF075648 |AF075648 Bquus caballus microsatellite LEX046 _37 0.30

Monkey growth hormone mRNA, ¢omplete cds and f1l... 37 0.30

«..({omigidn) ...

Chum salmon mRNA for somatolactin, complete cds _35 1.2
... (omieibn) ...
gblU63803 | AMU63803 Arothron maculatus growth hormone (GH) gene,... 33 4.8
... (omimibn) ...
ab|U90307|HSU90307 Human iroquois-class homeodomain protein IRX... _33 4.8

Figura 4.3 Fragmentos representativos del informe del apareamienio de le sonda GH-Explorer | con las
secusncias reportadas an GenBank,

eab(X07079 [APGH Duck mRNA for growth hormone Length = 794
Score = 82.7 bits (41), Expect = 4ea-15

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

Query: 2 cctgeotteargaaggacatgcacaaggtggagacctacetgagggtcatgaagtg 56

Sbject: 601 cctgcttcaagaaggacctgcacaaggtggagacctacctgaaggtgatgaagtg 655

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 cctgcttcargaaggacatgcacaaggtggagacctacctgagggtcatgaageg 56

VELURRREE e T e e e e e e e e e el el 1 e

8bjct: 597 cctgcttcaagaaggatctgcacaaggtggagacctacctgaaggtgatgaagtg 651

Figura 4.8 Mejores apareamientos.

qb|[U02293 |MMU02293 Macaca mulatta growth hormone-variant gene, complete cds.
Length = 2594

Score = 46.6 bits {23}, Expect « 3e-04

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

Query: 3 ctgcttcargaaggacatgcacaaggtggagac 3§
FECCREEE TREEER e TEEEeer 1

Sbjct: 188% ctgcttcaggaaggacatgaacaaggtcgagac 1921

Figura 4.7 Bap 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 recombinacién especifica en esta linea celular que pudo dar lugar a la
obtencion de esa secuencia.

gb|L25053 [ RATGNRHR Rattus norvegicus Gonadotropin releasing hormone receptor
(GnRH-R) mRNA, complete cds. Leangth = 2938

Score = 74.7 bits (37}, Bxpect = le-12

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

Query: 2 cctgcttcargaaggacatgeacaaggtggagacctacctgagggtcatgaagtg 56

Shjct: 149 cctgcttcaagaaggacctgcacaaggcagagacctacctgegggtcatgaagtg 95
[ Figura 4.8 Falso positvo. Vease texto.

4.5.2 Comprobacién Experimental de GH-Explorer |

4.5.2.1 Extraccion y Semicuantificacion del DNAg

En la Figura 4.A se muestra la imagen del gel con los DNAg de humano, carpa, raton,
catdn, tortuga (1), tiburbn, 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.

Ca Ct ) L T Se
H Ra Toh Av ‘GcfmGll aG pTo

=% B W EKE-B | ——— .

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

! Sevag esta compuesto de Cloroformo:Alcohol isoamilico (24:1).
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Hum Gallo Gato Vibora
450 459 1150 112V50 1 %50 1

-

I..‘i "

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
hibridacion 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 (C5) con 3.5ug en vez de 8ug, por lo tanto, las variaciones en
intensidad deberfan corresponder a las variaciones de apareamiento de GH-Explorer I con
la secuencia especifica normalizando respecto al tamailo 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 Cl1 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 mas 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 plasmido, 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 Figurs 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 lactégeno placentario 1 humano (hpl-1) se lograron detectar
3.2ng lo que equivale a 9x10° copias de la secuencia blanco que son 4 érdenes 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 la
reproducibilidad y la sensibilidad del ensayo, y también que la sonda tiene menos afinidad
por otro gen de la familia, el PL-1 al menos en humano.

Con estos ensayos queda comprobado que la sonda GH-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 6 respectivamente). Linea B: galo, avestruz, tortuga,
vibora, gecko, carpa. Linea C: Tlepia, ameca, catén, tburdn, guppy y pBR322 (Control
negativo). Linea D: pBSjeGH-JS (titulacién). Linea E: gallo 800ng y gallo 80ng.

I Tabla 4.3 Apareamiento de la sonda GH-Explorer | a DNA de diferentes especies ° —|
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
062 0.77 047 030 045 090 W /83 228 145 087 1.17 277
1.00 073 0.68 0.64 033 0.72@m:m 1.09 077 155 116 0.75 107
0.89 082 0.56 0.63 0.27 135 133 082 093 0.84

g 0.098 0.015 ﬂ 0.85 1.09

* (Izquierda) Integracion densitométrica de ias sefiales de la Figura 4.10 relativas a gallo. Se subrayan los
que participaron en la curva de calbracion. (Derecha) Fuerza de apareamiento relativo a gallo ( { Antilog [
(log(Area_Relativa_a_gallo) - b) / m ] / (Tamafio_Genoma_ga¥o / Tamafio_Genoma_Especie) ); m =
0.91374, b = -0.03235), es dec, los que tienen un apareamiento “aparente simiar” a galio, tendran un
valor cercano a 1, menor para los que aparsan mencs y mayor para los que aparean mas. En gecko,
ameca y guppy se hicieron comecciones por la cantidad disminuida de DNAg. Los tamafios utilizados en
cada genoma se muestran en Tabla 3.4 .
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Figura 4.10 Hibridacién de GH-Expiorer [ con titulaciones de DNA. (A) DNAg de gallo
8ug, 800ng, B0ng, Bng. (B) DNA plasmidico con la GH de jirafa 3.2ng, 320pg, 32pg, 3 2pg.
{C) DNA plasmidico de hPL-1 J.2ng. 320pg, 32pg 3.2pg. (D) DNA de fago lambda como
control negativo,

7 -

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
gsimilar (51/56). Otros casos, como humano (44/56) y gato (50/56) y vaca estin muy
elevados. En peces los resultados son cercanos dado el margen de error, carpa por ejemplo,
tiene un valor de /.07 y coincide muy bien con el apareamiento. En el caso de tilapia puede
haber variacion 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 artiodactilos para buscar un consenso.
La segunda metodologia fue usando la estrategia de bisqueda de consensos como en el
diseflo de la sonda GH-Explorer L.

4.6.1 Diserio de Iniciadores para Artiodactilos

El alineamiento realizado en CLUSTALW de las secuencias 5' y 3' de Artiodictilos se
muestra en la Figurs 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 nucledtido en la posicion 6 de Art5’-140 fue cambiado
del consenso para romper una estructura de horquilla (apareamiento intramolecular)
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