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RESUMEN 

El caballo es una especie que presenta un amplio rango de variación fenotípica, tanto 

en tipo como en talla corporal. La talla corporal es un rasgo cuantitativo complejo que 

ha atraído el interés de investigadores, sin embargo los factores que influyen en la 

misma no se han dilucidado completamente. El objetivo del presente estudio fue 

obtener la secuencia del gen de la hormona del crecimiento en caballos de raza 

Miniatura Americano para realizar un análisis comparativo entre ésta y la del caballo 

de talla regular e identificar diferencias y estudiar si las mismas pueden influir en la 

expresión del gen o en la proteína final y si esto se pueda relacionar con el fenotipo 

de baja talla corporal en esta especie miniatura. Se extrajo sangre periférica de tres 

yeguas miniatura en tubos vacutainer con EDTA para el aislamiento de su ADN 

genómico, seguidamente se utilizó el ADN extraído para amplificar y secuenciar el 

gen GH mediante primers específicos previamente diseñados para el caballo 

doméstico (Equus caballus). Posteriormente las secuencias fueron ensambladas 

utilizando programas bioinformáticos y se sometieron a un análisis comparativo de 

sus elementos con las contrapartes del caballo de talla regular. Al comparar ambas 

razas se encontraron 3 sitios polimórficos potenciales, 27 diferencias, 2 inserciones y 

2 deleciones. Dos de estos cambios suceden en la región codificante del gen y 

provocan cambios de aminoácidos (Arg -> Cys y Ala -> Gly) en la proteína final de la 

raza miniatura. Adicionalmente se realizó el cariotipo de bandas G y bandas C como 

un análisis complementario para caracterizar los individuos de estudio e identificar 

diferencias cromosómicas en la raza miniatura si se compararan con los del caballo 

de talla regular. No se encontraron diferencias en el patrón de bandas G y C. 
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 

1.1. Sobre el caballo. 

El caballo (Equus caballus) es una especie antiguamente domesticada que ha 

jugado un papel importante en el desarrollo de la humanidad en la explotación de 

nuevos territorios, como medio de transporte, para trabajo de campo, en deportes, 

espectáculos y hasta como mascota. Pertenece al orden perissodactyla, que se 

refiere a los mamíferos cuyas extremidades poseen dedos impares que se 

recubren por un casco (Wade et al., 2009a). 

Distintas clasificaciones de caballos han sido propuestas sin embargo una bien 

aceptada se basa en el origen geográfico, formando así tres grupos conteniendo 

muchas razas: los grandes y pesados llamados de “sangre fría”, los veloces y 

ligeros conocidos como de “sangre caliente” y un tercer grupo encontrado en la 

literatura: el de los ponis. Entre estos grupos se muestran diferencias en cuanto al 

tamaño corporal, al fenotipo y al entorno en el que viven pues se cree que las 

influencias del hábitat de los ponis (montañas europeas) donde escasea el 

alimento, el clima es extremo y el terreno rugoso se vio reflejado en el cuerpo 

pequeño, robusto y sus patas firmes (Edwards, 1994).  Especialmente en caballos 

la apariencia, el color de capa y el tamaño corporal son criterios cruciales para la 

clasificación en razas (Frankeny, 2003). 

Una raza se define como un grupo de caballos con el mismo fenotipo y función 

cuya fundación se basa en un libro de registros que muestra la evolución de los 

equinos que dieron origen a todas las razas modernas de caballos desde el 

Eohippus (caballo del eoceno), caballos primitivos (Przewalski, Tarpán) y además 

el primer individuo considerado fundador de la raza y toda su descendencia 

(Edwards, 1994). 

Un caballo miniatura es un caballo de baja talla.  Según la Asociación Americana 

de Registro de Caballos Miniatura (AMHR por sus siglas en inglés), un caballo 

entra en la categoría de miniatura si cumple el criterio de medir hasta 38” (96.52 
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cm) a la altura del último pelo de la crin. Distintas razas miniaturas han sido 

reconocidas a nivel mundial como la Falabella, Pony de Shetland, American 

Miniature Horse (caballo miniatura americano, AMH), entre otros. 

La raza de estudio para la presente tesis de investigación, es la  American 

Miniature Horse. Los individuos pertenecientes a esta raza son caballos pequeños 

y bien proporcionados, de alrededor de 120 kg de peso y no más de 34” (86.36 

cm) de altura a la cruz. Esta raza se conforma por dos líneas fenotípicas: línea 

árabe y línea cuarto de milla, ambos fenotipos son iguales a su contraparte de talla 

regular. El estándar de la raza exige que no debe de tener piernas cortas, cuellos 

gruesos o barrigas grandes pero sí acepta cualquier color de pelaje, aunque un 

cuerpo bien proporcionado y una bonita cabeza son tan importantes como el 

tamaño al momento de registrarlo (Patent y Muñoz, 1991). 

A partir la década de los 90’s se intentó dilucidar el mapa génico del caballo 

doméstico, utilizando marcadores tipo II (RAPDs y Microsatélites) para identificar 

genes candidatos potenciales para caracteres de interés en esta especie (Shiue et 

al., 1999). Hasta el 2007 una hembra de raza Thoroughbred llamada Twilight fue 

la donadora de la muestra de ADN para obtener todo el genoma equino. Dicho 

proyecto fue denominado EquCab 2.0 y se realizó por el Broad Institute en 

Estados Unidos. Una de las características importantes encontradas fue la 

identificación de un nuevo centrómero en desarrollo en el cromosoma 11 cuyo 

reposicionamiento es típico del género Equus. Además se determinó que el 

genoma equino posee 20,322 genes que codifican proteínas (Wade et al., 2009a).  

En el 2009, se reportó la secuencia del genoma equino de forma más detallada, 

permitiendo identificar que es relativamente repetitivo y posee duplicación 

segmentada además de compartir un amplio rango de similitud de haplotipos entre 

las razas de caballos (Wade et al., 2009b) . 

Análisis de polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs por sus siglas en inglés) 

han sido orientados a investigar el fenotipo y genotipo de caballos de la misma 

raza pero distinta línea, por ejemplo entre caballos cuarto de milla de corte y 
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cuarto de milla de carreras se determinaron 54,602 SNPs uniformemente 

distribuidos por el genoma a través de los 31 autosomas y el cromosoma X (Meira 

et al., 2013).  

1.2. Tamaño corporal. 

El tamaño corporal es un rasgo cuantitativo, por lo tanto es el resultado de la 

expresión de muchos genes con un efecto aditivo y además de factores nutritivos 

y ambientales, entre  otros. Puede ser medido de manera objetiva o subjetiva.  

El material genético del individuo brindará la capacidad y el potencial para su 

desarrollo, tasa de crecimiento, composición corporal y más importante: su altura y 

peso en la etapa adulta. Existen especies que presentan una enorme variabilidad 

corporal en las razas que las conforman, por ejemplo los caninos poseen un rango 

de tamaño desde un par de kilos como el Chihuahua, hasta más de 60 como el 

Gran Danés o San Bernardo. Diversos estudios se han realizado para dilucidar 

esta variabilidad, en especial, Rimbault y colaboradores realizaron un mapeo de 

genes previamente relacionados a la talla en caninos como GHR, HMGA2, 

SMAD2, STC, IGF-1 e IGF-1R en 500 perros de 93 razas donde múltiples 

combinaciones de todos los marcadores mencionados se relacionaron a la baja 

talla corporal. Concluyendo que del 46 al 52.5 % de la varianza en talla corporal de 

los cánidos se puede explicar con estos marcadores próximos a los genes 

candidatos (Rimbault et al., 2013). 

Lo mismo ocurre en la especie equina, presentando un amplio rango de peso, 

estructura y estatura, desde razas pequeñas como AMH hasta gigantes como la 

Shire, por mencionar ejemplos. Cabe destacar que independientemente del 

material genético, si existen deficiencias nutricionales durante la etapa de 

desarrollo temprano, el crecimiento se verá retrasado, generando un fenotipo de 

baja talla (Hossner, 2005). 

Entre las especies domésticas podemos encontrar razas miniatura que han sido 

perfeccionadas por selección artificial  a través de los años para mantener su 
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fenotipo característico de baja talla, ya sea por algún fin de producción, beneficios 

en laboratorio o como mascotas debido a su atractivo tamaño pequeño. Se 

pueden mencionar varios ejemplos de razas de baja talla como las ovejas de 

razas Babydoll o Harlequin, además de cabras enanas o burros miniatura, así 

como cerdos miniatura de Yucatán.  

Las razas miniaturas han sido investigadas y comparadas con razas de talla 

regular para identificar diferencias entre ellas. Por ejemplo, SNPs en cerdos 

miniatura de Yucatán fueron comparados con cerdos de talla regular para intentar 

identificar elementos de selección específicos para la talla corporal, sin embargo 

factores ambientales como el consumo de alimento, la regulación de peso y el 

incremento de masa, además de factores como proliferación celular y genes como 

XP-EHH relacionado con docilidad, inmunidad y talla corporal fueron identificados 

como rasgos cuantitativos ligados a la selección artificial (Kim et al., 2015). 

La baja talla no es un fenómeno encontrado solamente en especies domésticas, 

en humanos existe la población de pigmeos, personas de baja estatura que 

habitan en el continente africano cuya talla corporal ha sido intrigante para los 

investigadores por ser  este rasgo es poligénico aditivo aún no se logra dilucidar 

las razones que la causan. Al momento no existe evidencia definitiva que soporte 

la baja talla corporal en humanos, aunque algunos genes involucrados en la 

homeostasis ósea y en la estatura como SUPT3H-RUNX2 han sido relacionados 

(Mendizabal et al., 2012). Al analizar la población pigmea se identificaron múltiples 

regiones a través de todo el genoma que intervienen en distintos loci como el de la 

GH y la insulina, así como en vías de señalización de IGF y los señalamientos 

inmunitario y neuroendócrino involucrados en la reproducción y el metabolismo; 

además de los genes DOCK3 que ha sido relacionados con la estatura en 

Europeos y CISH relacionado con la señalización de STAT. Sin embargo al 

analizar todos estos elementos en la población, se concluyó que los hallazgos más 

importantes se relacionaron con la señalización de IGF (Jarvis et al., 2012). 
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Como se mencionó anteriormente, a diferencia de la mayoría de las especies de 

granja, los caballos exhiben enormes diferencias fenotípicas, particularmente con 

respecto al tipo de cuerpo. Se ha sugerido que la altura a la cruz en el caballo 

recién nacido, sin importar raza o sexo, equivale al 60% de la altura final adulta, lo 

cual es una gran proporción comparado con otros animales domésticos (Martin-

Rosset, 1983).  

Evolutivamente, el género Equus ha sufrido cambios corporales importantes, 

mostrando hasta 60 veces aumento en masa corporal desde hace siglos a la 

actualidad. En la literatura científica se ha referido que estos cambios han sido 

influenciados por factores ambientales, disponibilidad de alimento, competitividad 

por el hábitat, el clima, entre otros factores. Basado en lo anterior, se analizó una 

base de datos de fósiles en orden cronológico utilizando modelos matemáticos de 

predicción de talla que estimaron que hace 24 millones de años, la masa máxima 

aproximada de los equinos era de 100 kg, cambiando hace alrededor de 12 

millones de años a 800 kg aproximadamente de masa corporal. Dicho análisis 

explicó el 92% de incremento en la talla máxima de 39 kg hasta 1200 kg a través 

de los 56 millones de años de la expansión del género equidae (Shoemaker y 

Clauset, 2014). 

Varias investigaciones relacionan los rasgos cuantitativos poligénicos (QTLs) en el 

caballo con su conformación general. Recientemente, se identificaron 8 SNPs a 

través de dos regiones de QTLs en el cromosoma 3 (ECA3) y el cromosoma 9 

(ECA9) que fueron significativos para altura a la cruz, localizados cerca de los 

genes LCORL/NCAPG y ZFAT respectivamente (Signer-Hasler et al., 2012). 

Uno de los más recientes análisis relacionado al tamaño corporal en caballos fue 

realizado por Metzger y colaboradores, en el cual se logró correlacionar un 

polimorfismo en un sitio potencial de unión a factores de transcripción asociado 

con niveles altos de expresión del gen LCORL y simultáneamente con el tamaño 

corporal de varias razas de caballos (Metzger et al., 2013). 
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En otra investigación, donde se propuso la hipótesis que los ponis de Shetland 

comparten un alelo del gen HMGA2 que influye en tamaño reducido, se realizó un 

mapeo fino del cromosoma 6 en 19 individuos <87 cm de estatura y 29 ponis de 

mayor altura, determinando un haplotipo común homocigoto en los 19 ponis <87 

cm de estatura y en 16 de los 29 individuos más altos. La variante identificada no 

se encontró en razas de talla regular, concluyendo que este alelo interviene en el 

rasgo de estatura en caballos (Frischknecht et al., 2015).  

La talla corporal de los caballos miniatura se debe a la influencia de múltiples 

genes con efecto aditivo al rasgo, esto sucediendo de manera fisiológica normal. 

Sin embargo, existen también genes relacionados al enanismo; un síndrome que 

puede afectar a esta raza con diferentes grados de múltiples defectos fenotípicos. 

Una región específica ha sido localizada con genes candidatos que impactan en 

este carácter no deseado (Eberth et al., 2009).  

Las alteraciones genéticas que han creado y mantenido el tamaño pequeño en los 

caballos miniatura, los han predispuesto a patologías que en su contraparte más 

grande no son comunes, (aunque sí se presentan casos en razas de talla regular 

como la frisón) (de Graaf-Roelfsema et al., 2009a); la raza AMH era altamente 

propensa a enanismo hace 25 años, sin embargo el cruzamiento con individuos no 

relacionados fue declinando la incidencia de este grave problema (Frankeny, 

2003). 

1.3. Hormona de crecimiento. 

1.3.1. Funciones. 

Crecimiento se define como una elevación del peso y tamaño del individuo debido 

a un incremento en el número de células (hiperplasia) y/o un aumento del tamaño 

de las células (hipertrofia). Muchas hormonas, incluyendo: la hormona de 

crecimiento (GH), hormonas tiroideas (T3 y T4), catecolaminas, insulina, 

glucocorticoides y esteroides sexuales, influyen en procesos metabólicos 
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involucrados en la degradación y síntesis de tejido corporal, por lo tanto en el 

crecimiento (Squires, 2010). 

La GH, también conocida como somatotropina (ST), es la hormona peptídica más 

importante que influye en el crecimiento, está formada por 191 aminoácidos 

(según la especie) y tiene un peso de 22,000 daltons. En caballos la GH fue 

purificada y caracterizada en los 70’s y así como en otros mamíferos, el patrón de 

secreción en esta especie es pulsátil (Thomas et al., 1998b). 

La glándula pituitaria (también llamada hipófisis) es la encargada de la secreción 

de esta hormona. En el caballo es del tamaño de un chícharo y se localiza en la 

parte baja de la base del cerebro, cubierta por la duramadre. El tallo pituitario se 

eleva dorsalmente de la pituitaria para conectar con el hipotálamo (Reimers, 

2003). Consiste de 2 lóbulos, anterior y  posterior, con diferentes tipos celulares y 

cada uno produce hormonas específicas (Pilliner y Davies, 2004) (Ver tabla 1).  

Tabla 1. Anatomía de la glándula pituitaria, tipos celulares que la conforman y 
hormonas que secreta. 

 Tipo de Células Hormonas que secreta 

 Somatotropas Hormona del Crecimiento (GH) 

 Lactotropas Prolactina (PRL) 

Lóbulo anterior Corticotropas Hormona Adrenocorticotropa (ACTH) 

(Adenohipófisis) Tirotropas Hormona Estimulante de tiroides (TSH) 

 Gonadotropas 
Hormona Foliculoestimulante (FSH) 
Hormona Luteinizante (LH) 

Lóbulo posterior 
(Neurohipófisis) 

Gliales /Pituicitos Hormona antidiurética (ADH) 
Oxitocina 

La GH normal se expresa en las células somatotropas de la glándula pituitaria y su 

principal función consiste en regular el crecimiento lineal postnatal y diversas 

actividades metabólicas. En los 90’s se identificó que la GH también se sintetiza 

en otros tipos celulares, incluyendo linfocitos B circulantes (Valerio et al., 1997), 

los cuales contienen receptores de GH. La GH de linfocitos parece mostrar efectos 

autocrinos y paracrinos (Hattori, 2009). 
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La GH interviene en procesos como la homeostasis de la glucosa, la síntesis  

proteica en tejido muscular, la lipólisis en tejido adiposo, la reparación tisular, la 

regeneración ósea (Rozman, 1997), la neurogénesis, neuroprotección, el 

aprendizaje y la memoria (Sonntag et al., 2005). Asimismo se ha determinado que 

influye en la proliferación celular y en la modulación de la expresión de proteínas 

apoptóticas en el oviducto de aves de postura (Hrabia et al., 2014). Además, en 

bovinos se han identificado polimorfismos a través del exón 4, intrón 4 y exón 5 del 

gen GH, llamados L (GH1) y V (GH2) que influyen en el comportamiento sexual, 

tanto en líbido, tiempo de reacción, estímulo para monta, actividad espermática en 

masa, número de dosis de semen por colecta, motilidad espermática individual, 

cuenta de células vivas y muertas, y anormalidades morfológicas espermáticas. 

Por lo que se considera al gen GH como candidato para rasgos de 

comportamiento seminal y sexual en ganado (Pal et al., 2014). Además, 

polimorfismos del gen GH han sido relacionados a la producción de leche en 

bovinos, siendo los genotipos encontrados de impacto importante para una mayor, 

media o menor producción (Dybus, 2002). 

Es bien conocido que el crecimiento de los músculos, huesos y órganos es 

dependiente de la GH, solamente el cerebro crece independientemente de 

presencia o ausencia de esta hormona. Para demostrar esto, Glasscock y 

colaboradores hipofisectomizaron ratas recién nacidas, resultando en su muerte a 

no más de 30 días; la causa de muerte se debió a un crecimiento continuo del 

cerebro en ausencia de un espacio craneal adecuado (Glasscock et al., 1990). 

Una función clave de la GH es la estimulación de la expresión hepática del gen 

IGF-I (Factor de Crecimiento Insulínico); el cual media muchas de las acciones de 

la GH. La mayoría del IGF-I circulante es de origen hepático, sin embargo también 

puede provenir de tejido adiposo u otras fuentes (Bartke et al., 2013). Al ser 

analizados la expresión, el control y la acción de IGF-I en las placas de 

crecimiento se demostró que ésta molécula es necesaria  para el crecimiento 

esquelético (David, 2009) ya que posee un efecto regenerativo óseo. En una 

compilación de 39 investigaciones clínicas se concluyó que la terapia con GH e 
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IGF-I beneficia a los pacientes con osteoporosis y en recuperación de fracturas 

debido a sus efectos anabólicos (Locatelli y Bianchi, 2014).  

1.3.2. Secreción y señalización 

Las acciones biológicas de la GH comienzan al unirse con su receptor en la 

superficie celular. El receptor de la hormona de crecimiento (GHR) es una proteína 

de 634-648 aminoácidos, de una masa molecular de aproximadamente 70kDa. 

Existe de forma libre como un dímero inactivo y se convierte a un complejo de 

receptor activado por un cambio conformacional al unirse a una molécula de GH; 

es miembro de la superfamilia de los receptores de citosinas, interferones e 

interleucinas. Una vez activado tiene unido Jannus Kinasa 2, que fosforila 

proteínas STAT, generando IGF-1 (Squires, 2010). El proceso se muestra en la 

figura 1. 

 

Figura 1. Vía de señalización de la GH. Se muestra la unión de GH-GHR en la membrana celular y 

los procesos intracelulares posteriores a la unión iniciados por la activación de Jak2. El lado 

izquierdo esquematiza la vía de los factores de transcripción STAT. El lado derecho describe la vía 

MAPK por las proteínas SHC. 
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La regulación fisiológica de la GH se basa en tres aspectos principales: La 

hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH) controla la síntesis y 

liberación de GH, interviniendo en la transcripción de ARNm (Reimers, 2003). La 

somatostatina influye como un potente inhibidor de la secreción de GH. Se 

incrementa la secreción de somatostatina al elevarse los niveles de GH e IGF-1; 

esta proteína parece determinar la amplitud y los pulsos de GH, pero no tiene 

efecto en la síntesis de GH (Reichlin, 1998). Por último, la grelina es secretada en 

el estómago después del consumo de alimento; su acción primaria es disminuir el 

vaciado gástrico y promover la saciedad  (Hadley y Levine, 2007). 

La secuencia de la GH madura es precedida por una secuencia llamada péptido 

señal, de alrededor de 26 aminoácidos que dirige a la proteína en la vía secretoria. 

En estudios evolutivos, se ha hecho notar que la secuencia de la GH madura es 

conservada mientras que el péptido señal muestra variaciones considerables entre 

especies (Wallis, 2008). 

La proteína tiene una estructura terciaria muy característica formada por 4 hélices 

con una topología inusual (arriba-arriba-abajo-abajo) típica de la superfamilia de 

las citoquinas. Se ha considerado que la GH de rumiantes difiere de los otros 

mamíferos en aproximadamente el 10% de todos los residuos, sin embargo dentro 

de la misma especie también se muestra heterogeneidad, que puede estar dada 

por eventos de duplicación génica, ser resultado de un splicing alternativo o por 

modificación postraduccional de dos cadenas peptídicas (Forsyth y Wallis, 2002). 

La secreción  de GH disminuye con la edad en humanos, ganado (ovejas, cabras 

y vacas) y se presume que sucede de igual manera en otras especies incluyendo 

perros y gatos(Feldman y Nelson, 2004).  

Desde 1995, Buonomo y colaboradores reportaron que las concentraciones de GH 

no diferían entre adultos (>2 años de edad) AMH, Cuartos de milla y Belga. Sin 

embargo las concentraciones séricas de IGF-1 fueron más altas en los fenotipos 

grandes (Buonomo et al., 1995). Por otra parte, se comprobó que las 

concentraciones en plasma de GH y  de IGF-1 son altamente relacionadas con el 
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tamaño corporal pues perros de raza grande, tienen más concentración sanguínea 

de IGF-1; por ejemplo los poodles estándar tienen 6 veces más concentración que 

los poodles Toy (Reimers, 2003). Las mutaciones que inactivan el receptor de GH 

en cualquier especie, provocan enanismo (Mendoza Patiño, 2008). 

En equinos se identificó que las concentraciones séricas de GH tienden a ser 

constantes en yeguas y sementales, no varían por sexo ni periodo estacional; sin 

embargo la estimulación sexual (que en los sementales implica generalmente 

considerable actividad física) provocan aumento de la secreción de GH de entre 8 

a 10 veces (Thomas et al., 1998a). La cantidad de ejercicio también influye en los 

niveles de secreción; caballos con un entrenamiento físico intenso mostraron picos 

de secreción mayores y patrones pulsátiles más frecuentes de GH durante 

muestreos nocturnos (de Graaf-Roelfsema et al., 2009b). 

1.3.3. Locus GH 

El gen de la GH es el responsable de la secreción de GH, crecimiento, desarrollo y 

otras actividades fisiológicas importantes (Ver apartado Funciones) (Feldman y 

Nelson, 2004). Ahora es bien conocido que esta hormona comparte homología de 

secuencia con la hormona prolactina (PRL) y con lactógeno placentario (PL), 

sugiriendo que las 3 evolucionaron de un gen ancestral común (Forsyth y Wallis, 

2002). 

Se ha identificado que el gen GH está muy conservado entre las distintas especies 

de mamíferos, tanto así que se ha demostrado que la GH canina es idéntica a la 

GH porcina (Ascacio-Martinez y Barrera-Saldaña, 1994). Sin embargo si se 

compara la GH de primates y la de ungulados se puede concluir que estos grupos 

difieren mucho entre ellos. Wallis y colaboradores proponen en sus análisis 

evolutivos que esto sucedió en consecuencia a episodios de evolución repentinos 

(Wallis et al., 2005).  

Si bien en algunas especies de mamíferos se ha identificado un solo gen GH 

(caballo, cerdo, perro, etc.), en otras especies por ejemplo los artiodáctilos (cabra, 
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vaca, oveja, ciervo, por mencionar algunos) se presentan 2 genes y en el caso de 

los primates se ha reportado un número variable de genes de hasta 41 genes. Las 

especies que presentan un solo gen lo expresan en la glándula pituitaria y donde 

se presentan variantes además expresan una variante en la placenta durante la 

gestación al tiempo que se inhibe en pituitaria  (Forsyth y Wallis, 2002). 

Con el objetivo de conocer mejor el orden de los cetartiodáctilos (artiodáctilos – 

cetáceos), el gen GH fue secuenciado en especies como jirafa (Giraffa 

camelopardalis), hipopótamo (Hippopotamus amphibius) y camello (Camelus 

dromedarius). Los primeros dos poseen secuencias distintas del gen GH con 

diferencia de entre 5 a 21 nucleótidos, pero codificando proteínas idénticas 

(Maniou et al., 2004). Además se ha caracterizado la secuencia de los genes GH 

de delfín (Delphinus delphis) (Maniou et al., 2002) y ballena de aleta (Balaenoptera 

physalus) (Wallis et al., 2005). En el 2005, fue estudiado el gen GH del ciervo rojo 

(Cervus elaphus) y se reportó que posee dos secuencias (denominadas A y B) 

que difieren en 23 nt. Al analizar varios individuos se concluyó que esto era 

consecuencia de polimorfismos alélicos, poseyendo el tipo A o B (homocigotos)  o 

ambos tipos (heterocigotos). Las diferencias se encontraron principalmente en la 

región 5’ río arriba, lo cual podría asociarse con la expresión génica (Wallis et al., 

2006). 

1.3.4. Gen GH en caballos. 

El gen GH1 en equinos se localiza en el cromosoma 11. Consta de 1683 pb y está 

constituido por cinco exones y cuatro intrones. La proteína que codifica se forma 

por 216 aminoácidos (Oliver y Hartree, 1968). El ADNc de la GH fue aislado y 

secuenciado por la Universidad Autónoma de Nuevo León en 1994 (Ascacio-

Martinez y Barrera-Saldana, 1994). Se dice que la GH de caballo es altamente 

homóloga con la de burro en base a la secuencia nucleotídica, de ADNc y de 

aminoácidos (aa). Al comparar el gen de GH de caballo con el de burro se 

identificó que el caballo posee un cambio de C por G en el aminoácido 117, donde 

en el burro es fenilalanina en el caballo es leucina. Los autores de estos hallazgos 
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sugirieron que podría ser la razón de la diferencia en crecimiento y desarrollo entre 

caballos y burros (Wen-jin et al., 2012). 

El gen GH1 de distintas razas de caballos consta de 5 exones y 4 intrones con una 

gran similitud de secuencias. En cuatro razas de caballos: mongol, japonés (Kiso), 

anglo-árabe y el thoroughbred se han identificado tres polimorfismos en regiones 

codificantes: T/C en la posición 335 del exón 4 en el caballo thoroughbred y 

mongol provocando un cambio aminoacídico y en el exón 5 hay  dos cambios en 

las 4 razas de caballos que no alteraron la secuencia de aminoácidos: T/C en la 

posición 534 y G/A en la posición 558 (Hai et al., 2009). 

1.4. Regulación transcripcional. 

La expresión génica es controlada por secuencias reguladoras en Cis como el 

promotor, que es la secuencia de ADN que contiene el sitio del inicio de la 

transcripción y determina la unión de la ARN polimerasa II, por lo tanto promueve 

y controla la transcripción. Dicho de otra manera, es la región de un gen que será 

indispensable para la expresión del mismo por ser el templado para la unión de 

proteínas reguladoras, como a sus elementos potenciadores y reguladores 

proximales que se encuentran alrededor de 200 pb del sitio de inicio. Mutaciones 

que afectan la función de estas secuencias provocan cambios en la expresión. Por 

ello analizar la evolución de dichas secuencias brinda una oportunidad para 

entender la razón de la biodiversidad en el fenotipo de las especies (Wittkopp y 

Kalay, 2012) 

El promotor del gen de la hormona del crecimiento se conoce por contener 

elementos reguladores de la expresión, incluyendo la Caja TATA, sitios de unión al 

Factor de Transcripción Pituitario (Pit-1), sitios de unión al Receptor de Hormonas 

Tiroideas (TRE por sus siglas en inglés), sitios de unión al Elemento Regulado por 

AMP Cíclico (CRE) y sitios de unión a diversos Elementos Reguladores Negativos 

(NREs) regulados por péptido YY1 (Wallis, 2008). 
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Pit-1 es un elemento esencial para el desarrollo pituitario, por lo tanto para la 

función pituitaria. Se expresa en células secretoras de GH, PL, T3 y T4. Los genes 

de estas hormonas pituitarias contienen el sitio se unión a Pit-1 en el promotor de 

sus secuencias  antes de la posición -200. A su vez Pit-1 se regula por otros 

elementos proximales del promotor por lo tanto es de los factores más importantes 

en la activación de la expresión de GH (Shewchuk et al., 2006). Si alguna 

mutación altera su sitio de reconocimiento no podría ser reconocida por el factor 

de transcripción, por lo tanto se alterarían los patrones de expresión del gen. 

Los promotores eucariotas presentan diferentes combinaciones de secuencias de 

elementos reguladores. Su posición es de suma importancia pues reflejará la 

interacción entre los factores de transcripción con estos sitios de unión.  En un 

estudio comparativo hecho mediante alineamientos y análisis de complejidad de la 

región promotora del gen GH de distintas especies de mamíferos se identificó que 

esta región ha evolucionado variablemente, pues se encontró evidencia de re-

arreglos variables (Chuzhanova et al., 2000).  

La región proximal del promotor del gen GH1 en humanos es altamente 

polimórfica. Cuando se analizó dicha región en 154 hombres de origen británico, 

se determinó que existen 15 sitios con frecuencias desde 0.003 a 0.41 ubicándose 

desde la posición -476 hasta +59, formando 36 haplotipos diferentes. Se analizó la 

expresión in vitro  y se identificó que los niveles varían desde menor hasta mayor 

expresión según el haplotipo, confirmando que los polimorfismos en el promotor 

modulan la expresión del gen GH1. Sin embargo, algunos de estos sitios (del 8 al 

15) son bastante conservados en otros mamíferos, lo cual causa intriga sobre su 

candidatura a influir en la talla corporal (Horan et al., 2003). 

En un análisis del gen GH en bovinos se eliminó la región que abarca los 

nucleótidos de las posiciones -336 a -240 y se midió su actividad frente a un gen 

reportero. La expresión fue aumentada 2.2 veces y 5 veces en el gen reportero 

(Cloranfenicol acetil transferasa, CAT). Esta región eliminada se denominó Sitio 

Regulador Negativo (NRS). Al probar con más combinaciones de elementos 
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promotores donde no se eliminaba esta región, se concluyó este sitio reprime la 

expresión del gen (Park y Roe, 1996).  Posteriormente estos sitios represores de 

la región 5’ se nombraron Elementos Reguladores Negativos (NRE). Dichas 

secuencias actúan como sitios de unión para proteínas que a la vez interactúan 

con otros factores para impedir la unión de ARN polimerasa o permitir la formación 

de heterocromatina pudiendo actuar de forma local o global al intervenir en 

regiones cromosómicas (Hampsey, 2001).   

Los cambios en los patrones de expresión génica han impactado en la evolución 

de la hormona del crecimiento. Dichos cambios son relacionados con los 

elementos regulatorios presentes en las distintas especies de mamíferos. 

Alteraciones en los tamaños o números de elementos regulatorios génicos 

asociados a alelos específicos pueden incrementar o afectar la respuesta de un 

gen a factores génicos que regulen su actividad (Hossner, 2005). 

1.5. Elementos móviles. 

Los elementos repetitivos, elementos móviles o elementos transponibles (TEs) son 

secuencias nucleotídicas que tienen la capacidad de cambiar su posición en el 

genoma. Se encuentran dispersos como elementos individuales e incluyen  dos 

grupos: los SINE (Short Interspersed Elements, Elementos Cortos Intercalados) y 

los LINE (Long Intersperesd Elements, Elementos Largos Intercalados). Los 

SINES se localizan en regiones génicas, principalmente en los promotores; 

mientras que los LINEs se concentran en regiones génicas pobres y no se 

presentan en los promotores. Por muchos años se creyó que estos elementos no 

poseían ningún impacto en el genoma, por lo que se llamaba ADN “basura”, sin 

embargo han sido de importancia en la evolución al crear nuevas señales 

reguladoras en genes codificantes (Tomilin, 2008). Su impacto aún no se 

comprende completamente pero se ha sugerido que estos elementos tienen una 

influencia en el genotipo y en el fenotipo de los individuos(Shapiro, 2012). 

Los LINE se representan por la familia de los elementos L1 (Karp., 2014), que son 

los elementos dominantes en los genomas de mamíferos y son indispensables 
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para la transposición de los SINE pues contienen la maquinaria necesaria para la 

transposición de los MIRs (Mammalian-wide Interspersed Repeats) (Jurka et al., 

2007). Esta familia representa los eventos genéticos previos a la radiación de los 

órdenes placentarios (Jurka et al., 1995). 

Durante la evolución, los elementos transponibles han tenido influencia en las 

secuencias regulatorias y codificantes del hospedero, pues existe evidencia de re-

arreglos como inserciones, deleciones, inversiones y duplicaciones que se han 

asociado a eventos de especiación, brindando a los elementos transponibles suma 

importancia en la diversidad genómica y biológica de los vertebrados (Böhne et al., 

2008).  En humanos se identificó  que la inserción de elementos móviles cerca de 

los promotores puede alterar la expresión génica o si se insertan en los exones es 

muy probable que se incorporen nuevos exones a las proteínas codificadas por los 

genes (Krull et al., 2007). 

Los trasposones de ADN o TIRs (Terminal Inverted Repeats, Repeticiones 

Invertidas Terminales) proliferan en forma de “copiado y pegado” por 

intermediarios de ADN (Gao et al., 2012). La superfamilia de elementos hAT que 

pertenece a los transposones de ADN son los elementos de ADN más comunes 

en el genoma humano. Algunos de ellos se vuelven activos al entrar al hospedero 

(Arensburger et al., 2011). Los elementos hAT-Charlie han sido identificados en 

los loci GH del humano, chimpancé y gorila, donde MER5b aporta los dominios 

determinantes para la actividad potenciadora (Pérez-Maya, 2012). 

Los elementos SINE fueron aislados y caracterizados en equinos en 1994. Los 

hallazgos arrojaron que la familia de SINEs ERE-1 (Equine Repetitive Element, 

Elemento Repetitivo Equino) comparte características con los retrotransposones 

derivados de ARNt. Los miembros de la familia ERE-1 se distribuyen en 5 

especies del género Equus y se cree que sus variantes pudieron influir en la 

variabilidad genética durante la evolución (Sakagami et al., 1994). Además, los 

elementos SINE de la familia ERE-1 y ERE-2 han sido encontrados en el género 

equus y rhinoceros y son específicos del orden perissodactyla, esto indica que 
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estos elementos preceden de la divergencia de équidos y otros perisodáctilos 

(Gallagher et al., 1999). 

En el año 2010 se realizó una anotación detallada de los elementos repetitivos del 

caballo, encontrando que los elementos L1 son los más abundantes en el genoma 

y que la clase ERE es el mayor SINE del orden perissodactyla. No obstante a 

estos hallazgos un 11% de los elementos del genoma equino no pudieron ser 

clasificados en esa ocasión (Adelson et al., 2010). Este estudio ha aportado 

información invaluable en relación a los elementos móviles del genoma equino. En 

la tabla 2 se muestran los elementos identificados. 
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Tabla 2. Elementos repetitivos del genoma equino. Adaptación de Adelson et al., 
2010 (Adelson et al., 2010). 
 

Grupo Número Pb Totales % del 
Genoma 

Transposones No-LTR    
LINE L1 464 621 402 200 888 16.25112 
LINE L2 234 304 71 040 977 2.87044 
LINE CR1 24 886 6 321 427 0.25542 
LINE RTE 19 102 4 519 823 0.18263 
 742 913 484 083 115 19.55961 
SINEs    
SINE ERE ½ 296 962 70 493 153 2.84831 
SINE MIR 433 220 65 909 940 2.66312 
SINE ERE3 159 847 35 928 664 1.45171 
Otro SINE 6 507 647 743 0.02617 
SINE ARNt 3 356 535 733 0.02165 
 889 892 173 515 233 7.01096 
ERVs    
LTR MaLR 189 978 66 355 259 2.68031 
LTR ERVL 97 995 45 135 591 1.82372 
LTR ERV1 95 173 37 924 134 1.53234 
LTR ERVK 6 250 1 698 832 0.06864 
 389 396 151 093 816 6.10502 
Todos los transposones de  DNA 330 947 77 908 269 3.14792 
Otros LTR 16 778 4 205 795 3.14792 
SSR Dinucleótidos    
Di AG 491 252 4 615 663 0.1865 
Di AC 455 500 5 154 925 0.20829 
Di AT 317 721 3 249 245 0.13129 
Di CG 6 671 60 736 0.00245 
    
Tri AAT 239 773 2 478 174 0.10013 
Tri AAG 196 665 2 012 054 0.0813 
Tri AGG 182 780 1 830 576 0.07397 
Tri AGC 118 372 1 179 278 0.04765 

Tri AAC 113 989 1 174 230 0.04745 

Tri ACC 97 191 972 959 0.03931 
Tri ATC 85 399 890 424 0.03598 
Tri ACT 29 303 284 872 0.01151 
Tri CCG 12 825 135 075 0.00546 
Tri ACG 2 560 24 792 0.001 
 1 078 857 10 982 434 0.44375 
SSR tetra-pentanucleótidos 2 560 707  30 290 224 1.22389 
Sin clasificar/quiméricos 278 805 770  11.265 
Total de elementos repetidos 2 379 926 1 169 611 998 47.25844 
    

Total de SSR 4 910 708 54 353 227 2.19617 
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1.6. Cariotipo. 

Las razas de caballos domésticos originalmente derivan de poblaciones salvajes 

que se distribuían desde Europa hasta el Medio Este. Se reconocen 4 formas 

provenientes de Europa y África (coldblood, warmblood, tarpán y Afro-turkic) ahora 

extintas que juntas generaron el pool del caballo doméstico y poseen 64 

cromosomas diploides (Ryder et al., 1978). 

Cariotipo se define como la constitución cromosómica de cada individuo, además 

se llama así al análisis de los cromosomas en la genética. Desde los años 70’s se 

encuentran publicaciones donde se caracteriza el cariotipo equino de tamaño 

regular  basado en bandas G (Bandas de Giemsa) y bandas C (Bandas de 

heterocromatina constitutiva). El bandeo G muestra un patrón característico de 

cada par de cromosomas y se basa en un patrón de bandas oscuras que 

contienen ADN rico en AT (replicación tardía y pocos genes constitutivos) y 

bandas claras ricas en GC (replicación temprana y muchos genes constitutivos). El 

bandeo C muestra las regiones de los cromosomas que poseen heterocromatina 

constitutiva (región pericentromérica) (Buckland et al., 1976). El cariotipo del 

caballo doméstico consiste de 31 autosomas más los cromosomas sexuales X y Y 

(2n=64) (Shiue et al., 1999). Se ha determinado que las especies que conforman 

el género Equus, poseen distinto número de cromosomas, por ejemplo la raza 

przewalskii (2n=66) (Benirschke et al., 1965). 

La familia equidae se forma por un solo género (Eqqus) que incluye el caballo, 

cebras y burros. Sin embargo, difieren en el número cromosómico diploide. Por 

ejemplo la cebra posee 32 cromosomas (2n=32) y el patrón de bandas G difiere 

en gran manera con otros equinos, el caballo doméstico (equus caballus 2n=64) o 

el caballo salvaje przewalskii (2n=66) (Ryder et al., 1978). Los cariotipos de E. 

przewalskii  y E. caballus difieren en una translocación; además varias 

translocaciones, fusiones en tándem e inversiones forman parte de las diferencias 

evolutivas entre los cariotipos de caballos y cebras (Yang et al., 2004). 
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Los centrómeros son estructuras caracterizadas por la presencia de ADN satélite 

altamente repetitivo. Regularmente el centrómero de los cromosomas no tiñe, sin 

embargo al obtener el genoma equino se observó la tinción de un centrómero en 

el cromosoma 11 capturado en un estado inmaduro. Posteriormente se identificó 

que el género Equus ha mostrado varios cambios centroméricos por 

reposicionamiento. Ya que el caballo es la única especie que lo posee, sugiere 

que es evolutivamente nuevo (Wade et al., 2009a). 

La identificación cromosómica ha intentado ser perfeccionada a través de los años 

en caballos, los patrones de bandeo en metafase temprana (350 bandas) y en 

prometafase (500 bandas) se realizaron por primera ocasión en el 2002 con 

bandas G y bandas R (Iannuzzi et al., 2003) . 

Distintas patologías han sido identificadas por medio de cariotipos anormales en 

yeguas y sementales (Moncaleano et al., 2007). La pérdida embrionaria temprana 

es un problema de importancia en yeguas que puede acarrear anormalidades 

cromosómicas. Al ser estudiada esta patología en yeguas de raza Thoroughbred 

los cariotipos mostraron translocaciones 64,XX,t(1;21), 64,XX,t(16;22) y 

64XX,t(4:13) (Lear et al., 2008). Anormalidades del desarrollo sexual que provocan 

infertilidad en caballos se han analizado desde los años 70’s por medio de 

citogenética convencional (Bandas G y C) desde individuos fenotípicamente 

normales hasta animales con ambos órganos sexuales (Lear y McGee, 2011). 

En Polonia se realizó el cariotipo de 500 caballos para identificar anormalidades, 

donde una yegua mostró quimerismo (64,XX/64,XY), ocho presentaron 

anepleudías cromosómicas sexuales (una de línea pura 63,X y siete formas 

mosaico 63,X/64,XX), además observó una yegua con anepleudía autosómica con 

mosaicismo (64,XX/65,XX,+31) (Bugno et al., 2007). 

1.7. Justificación del trabajo 

El tamaño corporal es un rasgo cuyas razones no han sido dilucidadas en 

animales domésticos. En contraste con el humano, pocos genes pueden explicar 
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la variación de talla. La amplificación y secuenciación del locus GH y regiones 

flanqueantes en el caballo miniatura americano brindará una primera aproximación 

genómica para saber si éste determina en parte la talla corporal en el caballo 

miniatura. El enfoque de genómica comparativa con respecto al caballo de talla 

regular nos permitirá valorar todos los elementos del locus GH que puedan diferir 

con su contraparte de talla regular para inferir si las alteraciones encontradas 

difieren ya sea en la forma de la proteína final,  en los elementos moduladores de 

la expresión, o en señalización. El gen GH no ha sido caracterizado en especies 

miniatura, por lo que éste será el primer reporte de su secuencia y su comparación 

con especies de talla regular.  

El presente estudio es el primero de su tipo a nivel nacional al analizar la talla 

corporal en especies miniatura desde un abordaje molecular. Los resultados 

obtenidos en este trabajo de investigación proporcionan información suficiente 

para la publicación de al menos dos artículos científicos en revistas 

internacionales, además se realizará el primer reporte de una secuencia del gen 

GH con sus sitios polimórficos potenciales de una especie miniatura al GenBank.  

La información generada con este trabajo podrá ser la base de investigaciones 

futuras en relación a la importancia funcional de los hallazgos de este estudio.  

1.8. Hipótesis 

Existe diferencia en el locus GH de caballos miniatura comparado con el de 

caballos de talla regular, ya sea en su unidad transcripcional o en sus elementos 

reguladores de la expresión que puedan explicar una parte del carácter del 

tamaño en individuos miniatura. 
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CAPÍTULO II: OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GENERAL. 

Comparar el locus GH y regiones adyacentes de caballos de raza miniatura 

americano con el caballo de talla regular para identificar diferencias relacionadas 

al tamaño corporal y obtener el cariotipo de las tres yeguas de estudio. 

 

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Amplificar mediante PCR el gen GH y regiones flanqueantes del genoma en 

el AMH. 

2. Secuenciar y ensamblar la región genómica amplificada. 

3. Anotar la región genómica ensamblada del locus GH. 

4. Comparar los loci GH de caballo miniatura y caballo de talla regular.  

5. Obtener los cariotipos de las yeguas miniatura del estudio. 

 

CAPÍTULO III: ESTRATEGIA GENERAL 

La estrategia general para llevar a cabo el presente trabajo se basó en dos 

perspectivas: el análisis molecular del locus GH y el estudio cromosómico de los 

caballos miniatura. En la primera etapa se recopiló literatura sobre ambos 

abordajes. Posteriormente se recolectaron las muestras biológicas de tres yeguas 

miniatura con anticoagulante EDTA para la extracción de ADN por el método 

TSNT. En base al caballo Thoroughbred se realizó el diseño de las parejas de 

oligonucleótidos específicos para amplificar la región de interés y se ensayaron las 

reacciones para la amplificación de los tres fragmentos en los que se dividió la 

región. Los productos de PCR fueron purificados y enviados a secuenciación por 

duplicados, triplicados o cuantas veces se requirió para cubrir la región de forma 

completa. Las secuencias obtenidas para cada individuo fueron ensambladas y se 
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realizó la anotación estructural de cada secuencia consenso de los tres individuos 

de estudio. Por último, se realizó el análisis comparativo de los intrones, exones, 

sitios polimórficos potenciales, elementos móviles, sitios de unión a factores de 

transcripción y otros elementos identificados del caballo miniatura con el caballo 

de talla regular. Mientras se llevaba a cabo el análisis molecular en paralelo se 

estudió el cariotipo de las tres yeguas miniatura. Para ello se recolectó sangre con 

anticoagulante heparina para el cultivo leucocitario, luego los leucocitos fueron 

cosechados y posteriormente se realizó el goteo en una laminilla con solución 

fijadora para realizar la técnica de tinción de Giemsa (Bandas G y C) y así 

observar las metafases para ordenar el cariotipo y compararlo con el caballo de 

talla regular. Los resultados de ambos abordajes fueron analizados 

complementariamente para plantear hipótesis que pudieran explicar los hallazgos 

principales de esta investigación relacionada a la talla corporal. La estrategia se 

esquematiza en la figura 2. 
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Figura 2. Estrategia general. Para el análisis del locus GH comprendió las etapas de extracción de 

ADN, amplificación, secuenciación, ensamblaje y anotación. Para el cariotipo se realizó cultivo 

leucocitario, inhibición de mitosis, fijación, goteo, tinción y organización del cariotipo. 
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CAPÍTULO IV: MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1. Material 

4.1.1. Origen de los reactivos 

Los reactivos utilizados en este trabajo para la preparación de las soluciones de 

trabajo, cultivo, reacciones de PCR y geles provinieron de distintas compañías 

especializadas en materiales químicos de laboratorio. 

 Los materiales de punción, colección y cultivo de sangre periférica se obtuvieron 

de Becton, Dickinson and Company (BD) (Franklin Lakes, NJ, EUA). Las 

soluciones y los medios de cultivo leucocitario se adquirieron de Thermo Fisher 

Scientific (Waltham, MA, EUA), PAN Biotech (Aidenbach, Alemania), Biopack 

(Buenos Aires, Argentina), QCA Química Clínica Aplicada (Amposta, España). 

Los reactivos utilizados para la extracción del ADN genómico por la técnica de 

TSNT provenían de Sigma-Aldrich Chemical Company (St, Louis,MO, EUA). Para 

la amplificación por PCR se utilizó Master Mix de Promega Corporation (Madison, 

WI, EUA), los oligonucleótidos se enviaron a sintetizar a IDT Integrated DNA 

Technologies (Coralville, IA, EUA) 

4.1.2.  Material biológico. 

Tres hembras adultas de raza American Miniature Horse fueron utilizadas como 

individuos de estudio. Las yeguas se encontraban sanas y al corriente en su 

calendario de salud preventiva, sin signos aparentes de ninguna enfermedad. 

Adicionalmente se realizó el mapa citogenético de las mismas, para descartar 

anormalidades cromosómicas que influyeran en su fenotipo o su fertilidad. Las 

características de los individuos de estudio se muestran en la tabla 3 y en la figura 

3.  
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Tabla 3. Características de los individuos de estudio. 
 

N° Nombre Sexo Edad Fecha de 
nacimiento 

Estatura Color 

1 AF Snow Showers H 3 años 27/02/12 29” Negro 
apaloosa 

2 AF Black Swan H 4 años 09/03/11 32” Negro 

3 
Kahoka Sorrel 
Classic Doll H 14 años 12/06/01 32.75” Alazán 

 

 

 

Figura 3. Individuos de estudio. Fotografías mostrando el fenotipo de las tres yeguas AMH de 

estudio al momento de medir su estatura con la regla oficial de la Asociación. 

Previa limpieza del área con alcohol se colectó sangre periférica por punción 

yugular de las tres yeguas en tubos vacutainer con anticoagulante EDTA para el 

aislamiento genómico y con anticoagulante heparina para realizar el cariotipo de 

los mismos individuos. 

4.2. Equipo 

Dependiendo de sus requerimientos, los reactivos y material biológico se 

almacenaron en un colgelador marca TorRey de -20°C (Monterrey, N.L, México) o 

en un ultracongelador de -70°C de So Low Enviromental (Cincinnati, OH, EUA). La 

balanza granataria  fue de la marca Sartorious modelo 1206  MP (Göttingen, 

Alemania), se utilizó un horno de microondas GoldStar modelo MA-875M, una 
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microcentrífuga Eppendorf modelo 5415 C (Brinkmann Instruments, Inc. NY, EUA) 

y un vórtex Barnstead Thermolyne modelo Maxi Mix (Bubuque, IA, EUA), un 

termomixer Eppendorf (Westbury, NY, EUA). La electroforesis en geles de 

agarosa se realizó en cámaras Thermo EasyCastTM B1A y B2 con una fuente de 

poder BRL 500 (GIBCO-BRL). Para la documentación de la imagen de los geles 

se utilizó un fotodocumentador UVP Mini Darkroom de Bioimaging Systems 

(Upland, CA, EUA). Las amplificaciones por PCR se realizaron en un 

termociclador modelo Veriti de Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). La 

purificación y secuenciación del material se realizó en Macrogen USA (Rockville, 

MD, USA). El procesamiento de los datos y los análisis bioinformáticos fueron 

realizados en computadora portátil HP Pavilion g4 con sistema operativo Windows. 

Para obtener el cariotipo se utilizó un microscopio  modelo Primo Star marca Zeiss 

(Jena, Alemania) y una cámara digital adaptada al microscopio modelo AxioCam 

ERc5s de la misma marca. 

4.2.1. Programas computacionales 

Los programas bioinformáticos para el análisis molecular fueron: Oligo versión 

7.57 de Molecular Biology Insights (Inc. Cascade, CO, EUA) y Amplify versión 3.0 

(Universidad de Wisconsin, WI, EUA) para el diseño y evalúo de los 

oligonucleótidos. Para rectificar la extracción del ADN y la determinación de los 

tamaños amplificados se utilizó el software LabWorks versión 4.5.00.0  (Media 

Cybernetics, Inc. Rockville, MD, EUA.). El programa GeneStudio Free Molecular 

Biology Software versión 2.2.0.0 permitió realizar el ensamble de las secuencias 

obtenidas. El editor de alineamientos de secuencias Bioedit (Ibis Biosciences, 

Carlsbad, CA, EUA) fue la plataforma indispensable para los alineamientos y la 

traducción de secuencias nucleotídicas. Las figuras se realizaron en el programa 

Dia (Steffen Macke, 1997) y  en SnapGene (GSL Biotech LLC, Chicago, IL, EUA). 

Los programas bioinformáticos utilizados vía Internet fueron el BLAST disponible 

en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/, ClustalW accesible en 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/ , el programa de predicción de genes 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/
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Genescan disponible en http://genes.mit.edu/GENSCAN.html. (Standford 

University, USA), Repeatmasker (Smith, AFA., Hubley, R. y Green, P., 1996-2004) 

se utilizó para la identificación de elementos repetitivos fue utilizado en 

http://www.repeatmasker.org/. La plataforma de libre acceso de elección para la 

predicción del promotor y el sitio de inicio de la transcripción fue Neural Network 

Promoter Prediction versión 2.2 http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html. 

4.3. Métodos. 

4.3.1. Análisis del locus GH 

4.3.1.1. Extracción de ADN genómico. 

El ADN genómico fue extraído por la técnica TSNT a partir de sangre completa 

colectada en tubos vacutainer con EDTA. Este método consistió en agregar 200 

μL de buffer de lisis TSNT (2% Tritón X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-

HCL pH= 8.0) a un tubo eppendorf de 2ml con 500 μL de muestra sanguínea. Se 

mezcló por inversión durante 1 min y se agregaron 500 μL de fenol saturado, 

mezclando perfectamente por inversión. Una vez que la muestra se observó color 

“café chocolate” homogéneo se adicionaron 100 μL de Sevag y se mezcló por 

inversión perfectamente para posteriormente agitar en vórtex durante un min o 

hasta observar el contenido sin grumos. Luego fueron agregados 200 μL de TE y 

se mezcló por inversión. Los tubos se centrifugaron durante 5 min a 14,000 rpm y 

la fase acuosa fue recuperada y transferida a un nuevo tubo eppendorf de 2ml. 

Para precipitar el ADN fueron agregados 2 volúmenes y medio de etanol al 96% a 

cada tubo y se mezcló por inversión hasta observar la precipitación del material en 

forma de hebra blanquecina, posteriormente los tubos fueron centrifugados 

nuevamente durante 5 min a 14,000 rpm y se decantó el sobrenadante. Para lavar 

la pastilla de material genómico se agregó etanol al 70%, se mezcló por inversión 

y se centrifugó como el paso anterior, por último el sobrenadante fue decantado y 

la pastilla se dejó secar al aire hasta que no se observaron restos de etanol. 

http://genes.mit.edu/GENSCAN.html
http://www.repeatmasker.org/
http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html
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Las pastillas obtenidas para cada individuo fueron resuspendidas en 100 μL de TE 

y se dejaron en agitación de 350 rpm a 55°C durante toda la noche. La cantidad y 

calidad del material genómico fue evaluada por espectrofotometría y por 

electroforesis en gel de agarosa al 1%. 

4.3.1.2. Diseño de oligonucleótidos. 

Debido a que en la literatura no se encontraron oligonucleótidos para amplificar el 

gen GH en caballos miniatura, se decidió realizar el diseño de parejas de 

oligonucleótidos con base a la secuencia reportada en el GenBank para el gen 

GH1 del caballo de talla regular (Acceso # NC_009154.2). Previamente, un 

alineamiento en el programa de secuencias reportadas en el GenBank para GH en 

distintas especies domésticas fue realizado en el programa BioEdit con la 

plataforma ClustalW, tomando el cerdo y la cabra como especies comparativas. 

Una vez obteniendo el alineamiento gráfico, se consideró que la secuencia de 

hibridación fuera en las regiones más conservadas del alineamiento, intentando 

obtener los pares más específicos a la hormona de crecimiento en más de una 

especie de referencia.  

Para el diseño de los oligonucleótidos se tomó la secuencia reportada para el gen 

GH1 del caballo de talla regular y 1500 pb de las regiones flanqueantes (5’ y 3’), 

obteniendo una secuencia base para diseño de 4683 nucleótidos. Se pretendió 

diseñar 3 parejas de oligonucleótidos para amplificar la región seleccionada, 

mismos que debían sobrelapar uno sobre otro para evitar perder regiones al 

momento de amplificar y de obtener la secuencia final (ver figura 4). Otra de las 

características deseadas fue elaborar oligonucleótidos que fueran compatibles con 

su pareja y con los oligonucleótidos restantes así en caso de obtener resultados 

de interés en alguna sección específica podremos amplificar solamente el 

fragmento que incluya dicha secuencia o combinar los oligonucleótidos en la 

manera que sea necesaria para amplificar cualquier región deseada. 
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Figura 4. Estrategia para el diseño de oligonucleótidos. Las flechas horizontales representan los 

oligonucleótidos e indican dirección y las líneas horizontales el amplicón que cubre cada par. En 

morado se identifica el par 1, en rosa el par 2  y en azul el par 3.  

El diseño fue realizado con el programa Oligo7 Primer Analysis Software. Las 

condiciones de los oligonucleótidos como temperatura de alineamiento, presencia 

de loops, y una predicción del comportamiento de los mismos en la PCR fueron 

evaluadas con el mismo software, así se eligieron los pares más compatibles a la 

reacción. 

Una vez diseñados los oligonucleótidos, se probaron en la aplicación BLAST del 

National Center of Biotechnology Information (NCBI) para confirmar que hibridara 

en el gen de la hormona de crecimiento en caballos, e identificar y evitar sitios no 

deseados de hibridación. Posteriormente, se realizó una PCR in sílico con todos 

los oligonucleótidos en el programa Amplify para evaluar la reacción previo al 

ensayo in vivo y analizar si la hibridación de los mismos en el gen GH1 era la más 

conveniente para la amplificación del fragmento deseado o se podía mejorar el 

diseño. 

4.3.1.3. PCR 

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un volumen total por reacción 

de 25 μL, de los cuales 12.5 μL eran de Master Mix (ADN Taq polimerasa 
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(0.05U/μL), buffer de reacción, 4mM MgCl2, 0.4mM de cada dNTP), 2 μL de 

material genómico (100ng/ μL), 1 μL de cada oligo (5 μM) y el resto de agua grado 

biología molecular. Ensayos de prueba fueron realizados en caballos de talla 

regular (de raza cuarto de milla), pertenecientes a un biobanco creado en un 

estudio previo, el cual consta del material genético almacenado a -80°C de 50 

individuos de raza cuartos de milla y 50 individuos AMH. 

La técnica se estandarizó por reacciones en bloques, con la función VeriFlex, del 

termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems, California, USA). Con esta función en 

un solo ensayo se amplificaron los 3 fragmentos deseados. Las temperaturas de 

alineamiento se eligieron en base a la aproximación dada por el programa de 

evaluación Oligo 7 previamente mencionado. 

En base a la longitud de los fragmentos y la temperatura de alineamiento sugerida, 

el programa elaborado fue el siguiente: Un ciclo de desnaturalización a 94°C 

durante 4 min; seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 94°C por 1 min, 45 

segundos de alineamiento (con la temperatura sugerida para cada par) y 1:30 min 

de extensión a 72°C; por último se agregó un paso final de extensión durante 6 

min a 72°C. Se programó el termociclador para mantener una temperatura de 4°C 

al final del programa por tiempo indefinido hasta ser controlado por el técnico. El 

programa se esquematiza en la figura 5. 

 

Figura 5. Protocolo de PCR para el locus GH en caballos miniatura. Esquema del programa 

utilizado en el para la amplificar los tres fragmentos del locus GH. Las líneas que decrecen 

señalizan gradiente de temperaturas (63°C decreciendo según el bloque). Denota tiempo 

infinito. 
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Una vez cumplido el programa en el termociclador, la amplificación de la banda 

esperada para cada par fue comprobada mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1%, teñido con 5 μL de bromuro de etidio (0.01mg/μL); aplicando 80 V 

por 10 min seguido de 100 V durante 40 min o hasta que el colorante avanzara a 

¾ del gel. Transcurrido el tiempo, se observó bajo la luz UV en el transiluminador y 

se realizó la captura de la imagen.  

4.3.1.4. Secuenciación. 

Los productos amplificados de las reacciones de PCR fueron etiquetados, 

sellados, y enviados mediante paquetería internacional al laboratorio Macrogen 

USA (Rockville, MD, USA) requiriendo sus servicios externos de purificación y 

secuenciación de los productos. Las reacciones de PCR se secuenciaron en 

repeticiones variables para cubrir cada nucleótido de la secuencia mínimo tres 

veces por fragmento. Si bien algunas regiones traslapaban otras mostraron 

dificultad para obtener una secuencia viable, por ello algunas regiones se enviaron 

más de tres reacciones para obtener secuencias consenso final sin dudas.  

4.3.1.5. Ensamblaje. 

El programa de análisis de secuencias GeneStudio Free Molecular Biology 

Software es un paquete bioinformático  profesional de libre descarga muy 

completo, el cual posee 3 funciones principales: Convertidor de formato de 

archivos de secuencias, editor de alineamiento y editor de ensambles. 

El editor de ensambles es el apartado donde se importan las secuencias en 

distintos formatos, ya sea Fasta o .ab1 y por medio de algoritmos ensambla esas 

secuencias en base a una secuencia de referencia, adicionalmente permite editar 

y eliminar los errores de secuenciación mientras se observa el electroferograma 

para confirmar si es un error de lectura o no se pudo cubrir esa región al 

secuenciar. 
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Una vez recibidos los resultados de la secuenciación, se utilizó el apartado “editor 

de ensambles” para ensamblar todas las secuencias en base a la referencia del 

caballo de talla regular y formar una secuencia consenso para la secuencia del 

locus eGH (Hormona de Crecimiento equina) miniatura. Las secuencias fueron 

importadas en formato .ab1, con parámetros de astringencia media para ser más 

permisivos en caso de presentar errores de lectura que limitaran la calidad del 

ensamble. Las regiones iniciales y finales de las reacciones fueron eliminadas si 

mostraban mala calidad, y toda la región ensamblada fue revisada y editada 

manualmente en caso de existir errores de lectura a través de las secuencias. Se 

creó una secuencia consenso general para la eGH miniatura. Posteriormente, 

tomando ahora ésta secuencia consenso general (nombrada por fines prácticos 

“eGH mini”) como referencia, se ensamblaron individualmente los fragmentos 

secuenciados de Dolly, Snow, y Swan para obtener las tres secuencias finales y 

realizar una comparativa tanto entre razas como entre individuos de la misma 

raza. Todas las secuencias ensambladas fueron revisadas manualmente 

prestando especial atención a las regiones donde se localizaron potenciales sitios 

polimórficos con el objetivo de eliminar errores donde el programa marcara una 

diferencia, sin embargo fueran errores de lectura, así cada nucleótido dudoso fue 

analizado y corregido manualmente en base a los picos observados en el 

electroferograma.  

Las secuencias finales fueron sometidas a distintos programas bioinformáticos de 

libre acceso para analizar la anatomía génica y realizar la anotación de las 

mismas. Asimismo, se analizó la secuencia del caballo de talla regular para 

finalmente realizar la comparación de todos los elementos descritos en cada una 

de las secuencias y así concluir las diferencias entre ellas. 

4.3.1.6. GeneScan. 

El primer análisis se realizó en el programa de libre acceso GeneScan 

(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) desarrollado por el instituto MIT de la 

Universidad de Stanford. Es un modelo de predicción de la estructura de 

http://genes.mit.edu/GENSCAN.html


34 

 

secuencias genómicas de una amplia gama de especies. Este programa predice 

elementos básicos de la transcripción, traducción, distribución y longitud de 

intrones y exones, además de la región codificante y otros factores estructurales. 

Se ha mencionado que la precisión de este programa es más alta que otros 

programas, con un 80%  de exactitud en la identificación de exones humanos 

(Burge and Karlin, 1997). 

Por las características mencionadas, éste fue el programa de elección para la 

predicción de algunos elementos anatómicos de la región secuenciada. Las 

secuencias consenso para cada individuo fue sometida a un análisis en la 

plataforma en línea, prediciendo las posiciones de los exones (por lo tanto, 

intrones también), la región codificante del ADN y su secuencia de aminoácidos.  

Para la predicción, se accedió a la página principal del programa. Se seleccionó la 

opción de organismo “Vertebrado” y una astringencia muy limitada fue elegida, 

siendo el rango de predicción de 1.00. Posteriormente la secuencia fue pegada en 

la casilla de análisis en formato FASTA y se dio el comando de ejecución para el 

análisis de la secuencia. El mismo procedimiento fue realizado para los tres 

individuos de estudio y para el caballo de talla regular, cuya anotación ya se 

encuentra descrita en el GenBank, por lo tanto se revisaron los resultados del 

programa y se analizó la localización de los elementos manualmente para dilucidar 

la precisión del programa.  

4.3.1.7. Bioedit. 

Este programa es un editor de secuencias y alineamientos de ADN, ARN y 

aminoácidos que se encuentra a libre acceso en la red para su descarga gratuita. 

Es una plataforma amigable y sencilla, pero muy completa que cuenta con la 

opción de ingresar a BLAST del NCBI para el análisis de secuencias; también se 

enlaza con muchas bases de datos relacionadas a predicción de promotores, 

splicing, proteómica, vectores, mapas de restricción, entre otros. Además posee 

herramientas para crear mapas filogenéticos(Hall, 2001).  
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Adicionalmente, esta plataforma trabaja con el programa Clustal W, que es una 

herramienta indispensable en la biología molecular para realizar alineamientos de 

múltiples secuencias nucleotídicas y  aminoácídicas. Estos alineamientos son 

necesarios para diseñar oligonucleótidos en regiones más conservadas y 

funcionales, o para analizar y comparar patrones de secuencias de ADN o 

aminoácidos entre especies y así identificar si existe homología entre proteínas de 

una misma familia. Además para saber si las diferencias encontradas impactarán 

en alguna característica importante del gen (Thompson et al., 1994). 

Por lo tanto, una vez obtenida la secuencia del locus GH para cada uno de los 

individuos en el programa GeneStudio, y después de someterlas a la plataforma 

GeneScan para identificar sus elementos y realizar la anotación de su anatomía. 

Las secuencias nucleotídicas incluyendo la del caballo de talla regular, fueron 

importadas a BioEdit para realizar un alineamiento con las mismas. El programa 

genera un archivo nuevo es con las secuencias alineadas. Este archivo se exportó 

en formato compatible con Microsoft Word y en este complemento de Office se 

corrigieron manualmente los errores no detectados por el programa y se realizó 

manualmente un análisis comparativo de los individuos miniatura y de talla regular. 

Las diferencias encontradas entre las 2 razas fueron identificadas y anotadas  en 

el archivo. 

4.3.1.8. RepeatMasker. 

Es una plataforma en línea que identifica elementos móviles del genoma a través 

de secuencias genómicas en base a la librería de elementos repetitivos del mismo 

programa “Repbase” o a la base de datos Dfam y arroja los resultados de las 

regiones repetitivas ocultas. El procedimiento de análisis se basa en adjuntar el 

archivo o pegar la secuencia en la página en formato FASTA, luego se selecciona 

uno de los cuatro buscadores que puede utilizar la plataforma: aablast, el cual es 

rápido pero un poco menos sensible que los demás; rmblast es una herramienta 

compatible con el conjunto de herramientas del BLAST del NCBI; hmmer utiliza el 

programa homónimo para analizar secuencias, sin embargo éste se limita a 
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secuencias humanas; por último se encuentra la opción cross_match que es la 

opción con mayor sensibilidad y precisión que las otras tres, sin embargo el 

análisis es más lento. Posteriormente se selecciona la velocidad/sensibilidad con 

que se desea realizar el análisis donde a mayor rapidez, menor sensibilidad. Por 

último se elige la procedencia del ADN, si no se encuentra la especie se puede 

limitar a la selección de “vertebrado”, “mamífero” u “otro”. 

El análisis se llevó a cabo pegando la secuencia en formato FASTA directamente 

en la página y como base de búsqueda fue seleccionado cross_match en la 

velocidad más lenta para una mayor sensibilidad. Debido a que en la lista no se 

localizó la especie equina se seleccionó como fuente de ADN “mamífero”. Se 

requirió que los resultados del análisis fueran enviados por correo electrónico para 

ser almacenados en nuestros archivos de programas bioinformáticos. El mismo 

procedimiento fue realizado para el caballo de talla regular, Snow, Swan y Dolly. 

4.3.1.9. Análisis del promotor. 

La ubicación del promotor en conjunto con las secuencias reguladoras presentes 

se identificaron con el programa disponible en línea denominado BDGP: Neural 

Network Promoter Prediction (www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) y 

manualmente en base a un alineamiento en el programa BioEdit de la región 5’ río 

arriba del codón de inicio (ATG) de las secuencias de las yeguas miniaturas y el 

caballo de talla regular.  

Además, la identificación de elementos reguladores en la región 5’ se realizó 

manualmente en base a artículos donde se analizan y describen sitios de unión a 

factores de transcripción en distintas especies no primates, principalmente de 

ungulados del grupo de los artiodáctilos y cetartiodáctilos (Wallis, 2008; Wallis et 

al., 2006; Wallis et al., 2005). Los elementos fueron resaltados en un alineamiento 

realizado en BioEdit y comparados entre ambas razas de caballos. 

http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html
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Distintos alineamientos  fueron realizados en la sección de resultados con el fin de 

mostrar de manera gráfica los cambios encontrados en todos los elementos de las 

secuencias. 

4.3.2. Cariotipo. 

4.3.2.1. Siembra. 

Cada muestra sanguínea en anticoagulante heparina fue sembrada para el 

crecimiento leucocitario.  

En un tubo cónico estéril que contenía 5ml de medio de cultivo comercial PB Max 

(Gibco,Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) se agregaron 500 μL de la 

muestra sanguínea de los individuos de estudio. Este medio contiene los 

elementos indispensables para el crecimiento leucocitario óptimo (suero fetal 

bovino, L-glutamina y fitohemaglutinina). Posteriormente los tubos se colocaron de 

forma inclinada y ligeramente desenroscados a 37°C en una atmósfera de 5% de 

CO2 por 72 horas. 

4.3.2.2. Cosecha.  

Para detener la división celular cada tubo se le adicionó 100 μL de colchicina 

(Colcemid, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), se mezcló por inversión y se 

incubó nuevamente durante 40 minutos a 37°C. 

Los tubos se centrifugaron a 1,200 rpm por 10 min. El sobrenadante fue retirado y 

se agregaron 6 ml de solución hipotónica (KCl 0.075M). Los tubos se incubaron a 

37°C durante 40 min. Se realizó una etapa de prefijación agregando 0.5 ml de 

solución fijadora (alcohol metílico 3:1 ácido acético) mientras se agitaba 

vigorosamente en vórtex. Posteriormente se centrifugaron por 10 min a 1,200 rpm. 

Se retiró el sobrenadante y el lavado con solución fijadora se repitió hasta que el 

sobrenadante se observó cristalino. El botón celular se resuspendió en 500 μL de 

solución fijadora. 
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4.3.2.3. Goteo.  

En una laminilla limpia, libre de grasa y previamente suspendida en alcohol etílico 

se goteó la suspensión celular. Las laminillas se dejaron secar y se mantuvieron 

por tres días en reposo (maduración) para posteriormente realizar la tinción para 

Bandas G y C. 

4.3.2.4. Tinción para bandas G. 

Las laminillas se sumergieron en una solución 2xSSC (SSC = cloruro de sodio 

0.15 M y citrato de sodio 0.015 M) durante  60 min a 60°C. Después se enjuagaron 

en agua desionizada y se sumergieron durante 25 seg en una solución de tripsina 

al 1% a temperatura ambiente. Las laminillas se pasaron a una jarra de coplin con 

colorante Giemsa al 5% en buffer pH 6.8 durante 7 min y se enjuagaron en agua 

desionizada. 

4.3.2.5. Tinción para bandas C. 

Las laminillas fueron colocadas en una solución de HCl durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. Se mantuvieron  durante 30 min a 40°C en una solución al 

5% de Ba(OH)2. Posteriormente se colocaron en una solución 2xSSC durante 120 

min a 60°C, y por último, para teñir las laminillas, fueron sumergidas en una 

solución de Giemsa al 2% durante 15 minutos.  

Las preparaciones se observaron al microscopio óptico a una magnificación de 

1000 aumentos. Al observar metafases de buena calidad se capturaron imágenes 

de las con una cámara digital adaptada al microscopio de modelo AxioCam ERc5s 

de la marca Zeiss (Jena, Alemania).  

Los cromosomas fueron identificados y ordenados manualmente en base a 

imágenes de referencia obtenidas de una tesis previamente elaborada por la 

Facultad de Medicina Veterinaria, UANL. Posteriormente se analizó el patrón de 

bandeo. 
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CAPÍTULO V: RESULTADOS 

5.1. Análisis del locus GH 

5.1.1. Extracción de ADN. 

El método TSNT utilizado para la extracción nos brindó un buen rendimiento de 

material genómico, recuperando alrededor de 200 ng/μL con un volumen total de 

100 μL. La figura 6 muestra la electroforesis en gel de agarosa al 1% 

comprobando la recuperación del material genómico. 

 

Figura 6. Extracción de ADN. Comprobación de la recuperación de material genómico de los tres 

individuos de estudio. Donde 1=Dolly, 2=Snow, 3=Swan. 

 

5.1.2. Diseño de oligonucleótidos y PCR. 

La secuencia de oligonucleótidos diseñada fue exitosa para la amplificación de los 

fragmentos del gen GH y regiones flanqueantes en el caballo miniatura y caballo 

de talla regular. Su secuencia se muestra en la tabla 4. 
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Tabla 4. Oligonucleótidos diseñados para amplificar el gen GH y regiones 

flanqueantes en caballos. 

Nombre Secuencia 5’-3’ Tm Óptima 

eGHPI1F CAGAGCAAGCCAGTGCAAGTC 
60.8°C 

eGHPI1R CAGCGTTGGCAAACAGGCTAGAC 

eGHPI2F CGCCATGCCGTTGTCTAGCCTG 
63°C 

eGHPI2R AAGCGGCGACACTTCATGACC 

eGHPI3F GGGCAGATCCTCAAGCAAACC 
58°C 

eGHPI3R GCAAGGAAACCAGGTCTCAGGG 

Los oligonucleótidos diseñados fueron evaluados utilizando el programa Amplify 

para realizar una PCR in sílico. Los parámetros arrojados por dicho programa 

predicen que el diseño fue exitoso y que ofrece la posibilidad de combinar los tres 

pares de oligonucleótidos para generar 6 fragmentos diferentes que abarcan la 

región de interés y proporciona ventajas para estudios posteriores. La figura 7 

muestra cada oligonucleótido ser empatado exitosamente con su pareja y con los 

oligonucleótidos restantes. 

Figura 7. PCR In Sílico en Software Amplify. Las líneas muestran la región que abarca el 

amplificado y los números las pb de cada fragmento. 
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Las condiciones de la PCR se optimizaron para obtener una banda única 

evidenciable en la electroforesis en gel de agarosa. Tres pares de oligonucleótidos 

fueron usados exitosamente en más de una ocasión para enviar duplicados o 

triplicados de las reacciones para secuenciación. El par 1 amplificó 1524 pb, el par 

2 amplificó 1227 pb y con el par 3 se obtuvo un producto amplificado de 1565 pb 

tal como fue predicho en el programa Amplify. En ninguna de las reacciones se 

observó la amplificación de fragmentos inespecíficos. En la figura 8 se muestran 

los 3 pares amplificando banda única. 

 

 

Figura 8. Amplificación de los tres fragmentos sobrelapables que conforman el locus GH del 

caballo miniatura. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Donde R es una referencia de peso 

molecular de 1524 pb. C+ se refiere controles positivos (caballo de talla regular). M1= Dolly, M2= 

Snow, M3= Swan.  

5.1.3. Secuenciación y ensamblaje. 

Se recibieron los resultados de 57 reacciones de secuenciación, sin embargo 2 de 

ellas mostraron muy baja calidad y fueron excluidas del análisis. Por lo tanto, 55 

secuencias fueron ensambladas utilizando el programa GeneStudio en primera 

instancia con el caballo de talla regular como referencia.  De éstas, 16 reacciones 

provenían de Dolly, 19 reacciones de Snow, y 20 reacciones de Swan. Estos 

números fueron variables debido a que algunas regiones fueron secuenciadas con 

distintas repeticiones para cubrir toda la secuencia sin dudas. 
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La secuencia consenso obtenida al ensamblar todas las reacciones se nombró 

“eGH mini” resultando en una secuencia de 4048 nt. Posteriormente utilizando 

esta secuencia general como referencia se obtuvieron de forma independiente tres 

secuencias para el locus GH correspondiente a cada una de las yeguas miniatura 

del estudio. Las secuencias pueden ser encontradas en formato FASTA en el 

apéndice A. 

5.1.4. Análisis comparativo del locus GH. 

Se encontraron diferencias en el locus  GH de los caballos miniatura comparado 

con el caballo de talla regular tanto en la región no codificante 5’ río arriba así 

como en el gen y también en la región no codificante 3’ río abajo. 

En base a las predicciones del programa GeneScan se identificó que los genes 

tanto del caballo de talla regular como de las yeguas miniatura poseen 5 exones y 

en consecuencia 4 intrones. La longitud del primer exón constó de 10 nt, el 

segundo exón de 161 nt, el tercer exón posee 117 nt, el cuarto exón tiene una 

longitud de 162 nt y el quinto exón mide 201 nt, siendo la longitud de los exones 

igual a los del caballo de talla regular. En relación a los intrones, se encontró que 

el intrón 1 en el caballo miniatura es más largo debido a una inserción de 7 nt que 

será descrita más adelante. En la tabla 5 se compara la longitud de intrones y 

exones del gen GH de las yeguas de raza miniatura y el caballo de talla regular. 

Tabla 5. Tabla comparativa de la longitud de los intrones y exones del gen GH de 
caballos miniatura y de talla regular 

 
Elemento Caballo miniatura Caballo talla regular 

Exón 1 10 nt 10 nt 
Intrón 1 253 nt 246 nt 
Exón 2 161 nt 161 nt 
Intrón 2 213 nt 213 nt 
Exón 3 117 nt 117 nt 
Intrón 3 199 nt 199 nt 
Exón 4 162 nt 162 nt 
Intrón 4 272 nt 272 nt 
Exón 5 201 nt 201 nt 
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Al comparar ambas razas se identificó que a diferencia de la secuencia del caballo 

de talla regular, los individuos miniatura presentaron dos sitios con deleciones: la 

primera es de un solo nucleótido y se localizó en la posición -1116  donde el 

caballo de talla regular presenta C y las tres miniaturas presentan deleción del 

nucleótido. La segunda deleción se localizó de la posición -767 a la -764 donde el 

caballo de talla regular presenta la secuencia AAGC y está ausente en los 

individuos miniatura (Figura 9). Adicionalmente se observan inserciones en la 

secuencia de las yeguas miniatura en comparación con el caballo de talla regular, 

siendo la primera inserción una A en la posición -792 y la inserción de 7 nt 

GCCTCCG en el intrón 1 del gen (posición 224-230). Todos los cambios 

mencionados anteriormente sucedieron en regiones no codificantes. Sin embargo, 

la inserción de los 7 nt en el intrón 1 del gen GH en caballos miniatura sí provocó 

un cambio de longitud del mismo, pues el gen GH del caballo de talla regular tiene 

una longitud de 1581 nt y el de la raza miniatura es de 1588 nt debido a esta 

inserción. Todos estos cambios se muestran en el alineamiento de las tres 

secuencias individuales con el caballo de talla regular como referencia en la figura 

9 y se esquematizan en la figura 10. 

En toda la región secuenciada se identificaron 27 diferencias de nucleótido simple 

entre ambas razas de caballos. De las cuales 17 fueron localizadas en la región no 

codificante 5’ río arriba, 4 cambios se identificaron en el gen (2 en intrones y 2 en 

exones) y 6 cambios ocurrieron en la región no codificante 3´río abajo. Las 

diferencias se identifican en la figura del alineamiento (Ver Figura 9).  

Adicionalmente, tres sitios polimórficos potenciales se localizaron a través de la 

región secuenciada. El primero de ellos se identificó en la posición -746 (G/C) 

donde Dolly y Swan presentaron ambos alelos (heterocigoto) y Snow solamente 

G. El segundo sitio se localizó en la posición -736 (G/C) donde Dolly y Swan 

presentaron ambos alelos en unas secuencias y en otras sólo C, Snow solamente 

cuenta con el alelo C. El tercer polimorfismo se localizó en la posición +2934 y se 

trata de un polimorfismo (T/-). Las tres yeguas presentaron un alelo T/T y un alelo 

T/-. 
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Figura 9. Alineamiento de la secuencia del locus GH del AMH con el del caballo de talla regular 

como referencia. (.) refiere coincidencia de nucleótido. En MAYÚSCULAS se muestran los exones. 

En minúsculas se representan las regiones no codificantes. Los codones de inicio y paro se 

marcan en amarillo. Las deleciones en la raza miniatura se muestran en verde y las inserciones en 

olivo. Los sitios polimórficos potenciales se identifican en rosa. 

 

 

Figura 10. Anatomía del locus GH de equinos. Se identifican los elementos que forman la región 

secuenciada con un color distintivo.   

La longitud de los exones (región codificante) no se mostró alterada por estas 

diferencias, siendo la región codificante de ambas razas de 651 nt. En cuanto a los 

dos cambios encontrados en la región codificante, el primero se localizó en el exón 

3 (posición 641) donde el caballo de talla regular presenta  C sin embargo se 

cambia por T en los individuos miniatura. La segunda diferencia identificada en la 

región codificante del  gen GH se localizó en la posición 1003, la cual coincide en 

el exón 4 donde los caballos miniatura presentan G cuando el caballo de talla 

regular presenta C (Figura 9). Estas variaciones impactaron en la secuencia de 

aminoácidos de la proteína final, pues el caballo de talla regular se presenta una 

Arginina (Arg, R) en el aminoácido número 59 mientras que en las yeguas 

miniatura se presenta una Cisteína (Cys, C). El segundo cambio en la secuencia 

de aminoácidos ocurre en la posición 113: en caballo de talla regular se encuentra 

una Alanina (Ala, A) mientras que en el caballo miniatura se presenta una Glicina 

(Gly, G). La figura 11 muestra un alineamiento de la secuencia de aminoácidos del 
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caballo de talla regular como referencia con la secuencia nucleotídica traducida a 

aminoácidos de las yeguas miniatura de estudio. Sin embargo los dos cambios de 

aminoácidos que modificaron la secuencia del caballo miniatura no coinciden con 

los sitios clave de unión de la proteína con su receptor.  

 

Figura 11. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la GH. (.) se refiere a nucleótido que 

coincide con la secuencia de referencia. El conteo de aa se observa en números pequeños sobre 

la secuencia. En negritas, subrayado y en itálicas se encuentra el péptido señal. Encerrados en un 

rojo se localizan los sitios donde existieron cambios aminoacídicos. 

5.1.5. Elementos repetitivos. 

Seis elementos repetitivos fueron identificados en el programa bioinformático 

RepeatMasker, entre  los cuales se incluyen las clases SINE, LINE y elementos de 

ADN. Tres de los elementos se localizaron en la región 5’ río arriba, un elemento 

en el intrón 4 del gen y dos elementos en la región 3’ río abajo. La tabla 6 resume 

los resultados en base a la información proporcionada por el programa. Las 

secuencias sometidas arrojaron resultados iguales tanto para las tres yeguas 

miniatura como para el caballo de talla regular, por ello se muestra una sola tabla.  
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Tabla 6. Elementos repetitivos del locus GH en caballos. 
 

Clase/Familia Tipo de elemento Posición en el locus 
SINE/MIR MIRc -1121 a -1110 
LINE/CR1 L3 -358 a -871 
Repetición Simple (G)n -753 a -728 
Baja complejidad Abundante en G 1305 a 1340 
SINE/tRNA ERE3 2177 a 2428 
ADN/hAT-Charlie Charlie8 2568 a 2836 

Adicionalmente se identifican de manera gráfica los elementos móviles en el 

esquema de la figura 12 y en el alineamiento de la figura 13 donde se incluyen las 

secuencias finales obtenidas de las tres yeguas miniatura con el caballo de talla 

regular como referencia. 

En el elemento MIRc de la raza miniatura se identificó una deleción de nucleótido 

simple: el caballo de talla regular presenta una C en la posición -1116 del locus y 

el caballo miniatura presenta deleción de este nucleótido (Ver figuras 12 y 13). El 

elemento L3 y la región abundante en G no presentan ninguna alteración entre 

ambas razas, este último es el único elemento presente en la región 

transcripcional, ubicándose en el intrón 4. 

El elemento ERE3 sólo mostró un cambio nucleotídico entre ambas razas, pues el 

caballo de talla regular presenta A en la posición 2237 mientras que las miniaturas 

presentan G. Por último el elemento Charlie8 de la familia hAT también muestra 

sólo una diferencia en cuanto al caballo de talla regular en la posición 2794, donde 

el talla regular presenta A mientras que las miniatura presentan T. 

El elemento repetitivo G(n) consiste en una región de 26 G en 26 con una A 

intermedia, sin embargo dicho elemento muestra una característica interesante, 

pues se sitúa en la región donde se localizaron dos de los tres sitios polimórficos 

potenciales del caballo miniatura en la posición -746 (G/C) y en la posición -736 

(G/C). 
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Figura 12. Elementos repetitivos del locus GH y regiones adyacentes. Sobre la figura se muestra la 

escala de la región secuenciada. En color morado se marcan los elementos móviles de la región 

secuenciada. En azul se identifican las regiones codificantes. En gris se observa la región 

promotora. Los tres sitios polimórficos potenciales se remarcan en rosa 



52 

 

 G(n) 

L3 

MIRc 



53 

 



54 

 

Abundante G 



55 

 

 

Charlie8 

ERE3 



56 

 

 

Figura 13. Alineamiento de los elementos móviles. Se muestra el locus GH y regiones adyacentes 

de individuos miniatura con caballo de talla regular como referencia identificando los elementos 

repetitivos móviles. Las líneas azules identifican las regiones que abarcan los elementos 

repetitivos.  

5.1.6. Análisis del promotor. 

Los resultados obtenidos del software predictor del promotor fueron idénticos en 

las tres yeguas de estudio y en el caballo de talla regular. La elección de la 

secuencia promotora se realizó en base al índice de predicción, donde el valor 

más cercano al 1 es el más preciso en la localización de la secuencia promotora.  

Todos los individuos coincidieron en la misma secuencia promotora para el gen 

GH en caballos con una calificación de 1.00. Cabe aclarar que el programa 

enumera las posiciones a partir del nombre de la secuencia, por lo tanto  la 

posición del promotor no coincide entre los individuos pues los caracteres del 

nombre hacen que se modifiquen los sitios. Además, se acepta esa posición como 

la más indicada de la predicción debido a que las otras se localizan en sitios muy 

alejados al orden anatómicamente “lógico” de la secuencia y sus elementos 

identificados con todos los programas anteriores, por lo tanto parece más precisa. 

La figura 14 muestra el sitio de inicio y final de la secuencia predicha, la 

calificación otorgada por el programa y la secuencia nucleotídica que abarca. 

La región que abarca de la posición -797 a -754 presenta variabilidad, 

concentrando 16 diferencias nucleotídicas y una deleción de 4 nucleótidos en las 

tres yeguas miniatura. Estos cambios no suceden en el caballo de talla regular, 

por lo que es una diferencia entre razas. 
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Predicción del promotor para Caballo: 

Inicio  Fin    Valor                Secuencia del Promotor 

  103   153    0.83   TGTAAATATTAAATAAAGGAGAAGAAAGAGGAGGGAGGAGACTACGGTGA 

 1020  1070    1.00   AGCCTGGGCATAAAAAGGGCCCGCAGGGGACCGATTCCAGGTTCCTAGGA 

 1131  1181    0.84   TAAGCGCCTCTAAAATCCCCCTGGGCTTGGCATCTACTGAGGGGTGACAG 

 1896  1946    0.94   TCCCTCTTTCTAAGAAGGCCGCCCTTTCGCTCCCCGGGCCCCGGGCGGCC 

 3406  3456    0.98   AGGTGTCCCATATATAAAGTAGAGGAAGATGGGCACAGATGTTAGCTCAA 

 3500  3550    0.92   TAGCTCAGGATTAATATCCGCCCCCCCAAAAGAAGAAAAAATGGTTTTGG 

 3592  3642    0.81   GAAAAGATTCTAAATTGGGGGTTGCAAATTCAGTGCCAACAGGTGCCAGG 

Predicción del promotor para Dolly : 
Inicio  Fin    Valor                Secuencia del Promotor 

  102   152    0.83   TGTAAATATTAAATAAAGGAGAAGAAAGAGGAGGGAGGAGACTACGGTGA 

 1015  1065    1.00   AGCCTGGGCATAAAAAGGGCCCGCAGGGGACCGATTCCAGGTTCCTAGGA 

 1126  1176    0.84   TAAGCGCCTCTAAAATCCCCCTGGGCTTGGCATCTACTGAGGGGTGACAG 

 1898  1948    0.94   TCCCTCTTTCTAAGAAGGCCGCCCTTTCGCTCCCCGGGCCCTGGGCGGCC 

 3408  3458    0.98   AGGTGTCCCATATATAAAGTAGAGGAAGATGGGCACAGATGTTGGCTCAA 

 3502  3552    0.92   TAGCTCAGGATTAATATCCGCCCCCCCAAAAGAAGAAAAAATGGTTTTGG 

 3594  3644    0.81   GAAAAGATTCTAAATTGGGGGTTGCAAATTCAGTGCCAACAGGTGCCAGG 

Predicción del promotor para Snow : 
Inicio  Fin    Valor                Secuencia del Promotor 

  102   152    0.83   TGTAAATATTAAATAAAGGAGAAGAAAGAGGAGGGAGGAGACTACGGTGA 

 1016  1066    1.00   AGCCTGGGCATAAAAAGGGCCCGCAGGGGACCGATTCCAGGTTCCTAGGA 

 1127  1177    0.84   TAAGCGCCTCTAAAATCCCCCTGGGCTTGGCATCTACTGAGGGGTGACAG 

 1899  1949    0.94   TCCCTCTTTCTAAGAAGGCCGCCCTTTCGCTCCCCGGGCCCTGGGCGGCC 

 3409  3459    0.98   AGGTGTCCCATATATAAAGTAGAGGAAGATGGGCACAGATGTTGGCTCAA 

 3503  3553    0.92   TAGCTCAGGATTAATATCCGCCCCCCCAAAAGAAGAAAAAATGGTTTTGG 

 3595  3645    0.81   GAAAAGATTCTAAATTGGGGGTTGCAAATTCAGTGCCAACAGGTGCCAGG 

Predicción del promotor Swan : 
Inicio  Fin    Valor                Secuencia del Promotor 

  102   152    0.83   TGTAAATATTAAATAAAGGAGAAGAAAGAGGAGGGAGGAGACTACGGTGA 

 1016  1066    1.00   AGCCTGGGCATAAAAAGGGCCCGCAGGGGACCGATTCCAGGTTCCTAGGA 

 1127  1177    0.84   TAAGCGCCTCTAAAATCCCCCTGGGCTTGGCATCTACTGAGGGGTGACAG 

 1899  1949    0.94   TCCCTCTTTCTAAGAAGGCCGCCCTTTCGCTCCCCGGGCCCTGGGCGGCC 

 3409  3459    0.98   AGGTGTCCCATATATAAAGTAGAGGAAGATGGGCACAGATGTTGGCTCAA 

 3503  3553    0.92   TAGCTCAGGATTAATATCCGCCCCCCCAAAAGAAGAAAAAATGGTTTTGG 

 3595  3645    0.81   GAAAAGATTCTAAATTGGGGGTTGCAAATTCAGTGCCAACAGGTGCCAGG 

Figura 14.Predicción del promotor por el programa Neural Network Promoter Predictor. Resultados 

proporcionados por el programa traducidos al español. En negritas y resaltado se muestra el sitio 

de inicio de la transcripción. En rojo se encierra el sitio más preciso para el promotor del locus GH. 
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En base al programa de predicción, el promotor se localiza de la región -100 a -49, 

siendo una G en la posición -60 el sitio de inicio de la transcripción. Los elementos 

del promotor fueron identificados manualmente en el alineamiento realizado en la 

plataforma BioEdit. Se encontraron seis sitios de unión a factores de transcripción 

en la región 5’ río arriba del gen GH de ambas razas de caballos. El sitio NRE2 

consta dela secuencia de  9 nt CAGATTGGT ubicada del sitio -322 al -314. El 

siguiente sitio es dPit-1 abarcando de -191 a -175. El sitio anterior es traslapado 

por un NRE1 de 10 nt que se localiza del sitio -181 al -172 y éste se separa por 

tres posiciones del sitio CRE que abarca del -168 al -153. El sitio que continúa río 

abajo es el pPit-1 abarcando de la posición -152 a la -135 y por último se localizó 

la caja TATA que se presenta con la secuencia CATAAA abarcando la posición -

92 a -87. Todos los sitios se identifican en la figura 15. Ninguno de estos sitios 

coincide con algún cambio nucleotídico entre secuencias ni sitios polimórficos, por 

lo tanto los sitios son iguales en ambas razas de caballos. 

En la figura 16 se muestra la anatomía de la región 5’ río arriba del gen GH 

incluyendo los sitios de unión a factores de transcripción NRE2, TRE, dPit-1, 

NRE1, CRE, pPit-1, la caja TATA y la región promotora. El sitio de inicio de la 

transcripción se identifica como Inr. Se encuentran tres elementos móviles (MIRc, 

L3 y G(n)), las inserciones, deleciones y los dos sitios polimórficos potenciales en 

el elemento G(n). 
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Figura 15. Alineamiento de la región 5’ río arriba del codón de inicio. Subrayado en amarillo se 

identifica el codón de inicio. El promotor predicho se encuentra subrayado en gris. La G en negritas 

y resaltada es el sitio del inicio de la transcripción. Cada sitio de unión se encierra en un color 

distinto para su identificación. Los números pequeños indican posición en la región. (.) denota 

similitud al nucleótido de referencia. Letras bajo nucleótidos de referencia indican cambios 

nucleotídicos en el individuo miniatura. 

 

Figura 16. Anatomía de la región 5’. Se describen los elementos identificados en el la región 5’ río 

arriba del gen GH. Sobre la región eGH se refiere la escala del número de nucleótidos.  

5.2. Cariotipo. 

Se obtuvieron los cariotipos de tres hembras AMH mediante las técnicas de tinción 

de Bandas G y Bandas C. 

Se observó que las yeguas miniatura al igual que los caballos de talla regular 

poseen 64 cromosomas en total (2n=64) siendo 62 autosomas y 2 cromosomas 

sexuales (XX en estas tres yeguas). Se confirma la presencia de 13 pares 

submetacéntricos y metacéntricos y 18 pares acrocéntricos. No se observaron 

alteraciones numéricas o estructurales (deleciones, duplicaciones, 

translocaciones). 

En la figura 17 se puede mostrar una metafase de buena calidad en tinción para 

bandas G. se observa los 64 cromosomas con un bandeo bien definido y en la 

figura 18 se observan los 32 pares de autosomas y los 2 cromosomas sexuales 

(XX) con el patrón de bandas G en un cariograma ordenado manualmente.  
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Figura 17. Micrografía de una metafase de Dolly. Bandas G.  
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Figura 18. Cariograma de Dolly. Bandas G. Se muestran los 32 pares de autosomas con el patrón 

de bandas G en con 2 cromosomas sexuales XX ordenado en base a la literatura. 

Con la técnica de Bandas C fueron identificadas las regiones pericentroméricas en 

las tres yeguas miniatura. En la figura 19 se observa una de las metafase teñida 

para bandas C y en la figura 20 se resalta la presencia de la banda oscura por 

debajo del metacentro del cromosoma X. 
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Figura 19. Micrografía de una metafase de Snow con Bandas C. 

 



64 

 

 

Figura 20. Micrografía de bandas C resaltando el cromosoma X. Swan. La flecha señala la banda 

teñida en el cromosoma X. 
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CAPÍTULO VI: DISCUSIÓN 

La selección genética en animales, principalmente de las especies destinadas a 

producción donde la talla corporal es económicamente importante, se ha basado 

en niveles sanguíneos de hormonas relacionadas al crecimiento entre ellas la GH 

claramente por su relación con la tasa de crecimiento y regeneración ósea y de 

tejidos (Hossner, 2005).  El presente estudio persiguió analizar el locus GH para 

identificar si existiese algún elemento que sugiriese relación con la talla corporal. 

En la metodología de este proyecto se utilizó la PCR como herramienta para aislar 

el genoma del AMH. La PCR puede ser influenciada por muchas variables como la 

calidad del ADN o las condiciones de la reacción, pero sobre todo por el diseño 

óptimo de las parejas de oligonucleótidos (Ye et al., 2012). La especificidad hacia 

el sitio de unión para amplificar la región requerida y no hibridar en regiones 

similares es sumamente importante por lo que se puso especial atención en su 

diseño (VanGuilder et al., 2008). En base a que en la literatura no se encontraron 

oligonucleótidos para amplificar la región deseada en caballos de ninguna raza, el 

diseño de oligonucleótidos fue un factor fundamental para llevar a cabo este 

estudio. Por lo tanto se realizó de forma meticulosa, específica y precisa y se 

evaluó su viabilidad in sílico de forma rigurosa para este trabajo. 

La comparación de secuencias es una tarea fundamental en la biología molecular 

para descubrir la relación, función y similitud de las moléculas. El alineamiento 

mediante algoritmos es la herramienta más útil para identificar los cambios con 

mayor facilidad (Zhang y Chen, 2011).  En este trabajo de investigación, los 

alineamientos de secuencias tanto nucleotídicas como aminoacídicas, así como la 

confirmación mediante más de un programa bioinformático, han tenido una 

importancia invaluable para el análisis de todos los elementos y las regiones de 

los loci GH en ambas razas de caballos.  

Al comparar el gen de GH de caballo con el de burro se identificó que el caballo 

posee un cambio nucleotídico de C por G en el aminoácido 117 provocando un 

cambio del aminoácido fenilalanina en el burro a leucina en el caballo. Los autores 
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de estos hallazgos sugieren que este cambio puede influir en la diferencia de talla, 

crecimiento y desarrollo entre caballos y burros (Wen-jin et al., 2012). Este 

aminoácido (leucina) también se presenta en los individuos miniatura. 

El péptido señal predicho no mostró diferencias entre ambas razas, por lo tanto la 

señalización de la proteína no se verá alterada en la raza de baja talla (Coleman et 

al., 1985).  

La ausencia de una gran variabilidad de secuencia tanto nucleotídica como en la 

proteína final entre las dos razas de caballos y el hecho de que los cambios 

aminoacídicos no influyen en la señalización o unión de la proteína permite 

deducir que la región codificante del gen GH del AMH carece de alteraciones 

decisivas para la proteína final que pudieran influir en la baja talla en los individuos 

miniatura (Goffin et al., 1996). 

Aunque la expresión del gen GH se controla por secuencias ubicadas 

generalmente en el flanco 5’ de la unidad transcripcional, desde el año 1996 se ha 

analizado que en algunas especies (por ejemplo el humano) podría involucrarse 

un elemento de respuesta a glucocorticoides en el intrón 1, así como elementos  

de respuesta negativa a la hormona tiroidea en la región 3’ no traducible del 

ARNm. Además de una secuencia localizada en un intrón de otro gen localizado 

alrededor de 30kb de distancia (Eberhardt et al., 1996). En este estudio no se 

encontró ninguno de estos elementos en el intrón 1 o en la región 3’, por lo tanto si 

bien se relacionan a la expresión en humanos, en equinos no se podrían asociar 

con la expresión del gen. 

Nuestros resultados coinciden con los análisis del promotor del gen GH publicados 

por Wallis en distintas especies de mamíferos  donde identifica que los sitios de 

unión a factores de transcripción se concentran de la posición -322 al -1 (Wallis, 

2008; Wallis et al., 2006).  

Si nuestro análisis fuera comparado con los análisis de sobre el promotor del 

ciervo rojo, podremos observar que nuestros resultados coinciden. Encontrando 
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los mismos sitios de unión a factores de transcripción identificados por Wallis sin 

embargo localizados en distintas posiciones y con algunas variaciones 

nucleotídicas por especie (Wallis et al., 2006). 

Los elementos móviles del genoma equino se dieron a conocer en el 2010, sin 

embargo se menciona que el 11% del total de los elementos permaneció sin ser 

caracterizados (Adelson et al., 2010). En este estudio se identificó  un elemento 

Charlie, mismo que pertenece a la familia hAT. Se realizó una búsqueda intensiva 

de literatura relacionada a dicho hallazgo y no se encontró la descripción de la 

familia hAT en ningún gen del caballo doméstico, aunque su presencia sí ha sido 

descrita en el locus GH de primates contribuyendo a la función potenciadora 

(Pérez-Maya et al., 2016). 

Los cambios en los patrones de expresión génica han impactado en la evolución 

de esta hormona y se relacionan a los elementos regulatorios presentes en las 

distintas especies de mamíferos. Alteraciones en los tamaños o números de 

elementos regulatorios génicos asociados a alelos específicos pueden incrementar 

o afectar la respuesta de un gen a factores que regulen su actividad (Hossner, 

2005).  

Si un gen muta y deja de contribuir funciones importantes para los individuos de 

una población se esperaría que acumulara numerosas sustituciones no sinónimas 

(Adkins et al., 2000). El hecho de que las inserciones y deleciones identificadas en 

la región secuenciada de este estudio hayan sucedido en regiones no codificantes 

y que no impactan en los elementos de regulación o transcripción nos indica que 

el gen no ha dejado de cumplir una función importante para el AMH. Haciendo su 

posible papel en la talla aún más interesante. 

Los equinos han mostrado distinto número cromosómico entre las especies del 

género equus (Ryder et al., 1978). Nosotros encontramos que la raza miniatura  

AMH posee 64 cromosomas tal como el caballo doméstico. 
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En el 2013 Loera López y colaboradores reportaron y compararon el cariotipo del 

AMH (2n=64) con el caballo de talla regular sin encontrar diferencias (Loera 

López, 2013). Nuestros resultados coinciden con dichos hallazgos pues no se 

observaron alteraciones numéricas o estructurales que sugieran algún cambio 

cromosómico en esta raza de baja talla. Además que nuestros resultados en 

bandas C también identificaron dos bandas positivas en el cromosoma X (en la 

región centromérica y en el brazo q). 

Análisis detallados de los cromosomas individuales han sido realizados en el 

caballo doméstico, como el de Raudsepp y colaboradores quienes describen 

ampliamente el cromosoma Y (Raudsepp et al., 2004).  A diferencia de los autores 

anteriores, el objetivo de este estudio era evaluar del patrón de bandeo G y C en 

una raza miniatura para identificar si existe una diferencia cromosómica en esta 

raza de talla baja, por ello ninguno de sus cromosomas se describe con mayor 

detalle. 

En contraste con un estudio de Polonia donde se encontraron aberraciones 

cromosómicas (Lear et al., 2008) en este estudio no se identificaron anomalías 

cromosómicas de ningún tipo en estas tres yeguas de estudio que pudieran 

relacionarse a la fertilidad, pues los cromosomas sexuales no se encuentran 

alterados, presentándose 64,XX en las tres hembras.  
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CAPÍTULO VII: CONCLUSIÓN 

Por primera ocasión se reporta y analiza el locus GH en una especie miniatura. 

Además este es el primer análisis de los elementos móviles y reguladores del gen 

GH en equinos. Se identificó que el gen GH en caballos de talla regular es más 

corto (1581 nt) que el gen GH en caballos de baja talla AMH (1588 nt). Se 

presentan 27 cambios nucleotídicos a través de la región analizada entre ambas 

razas concentrándose en la región 5’ río arriba.  

Dos de los sitios polimórficos potenciales identificados se localizaron en la región 

5’ río arriba y uno de ellos en la región 3’ río abajo, no obstante en dicha unidad no 

se identificó ningún polimorfismo potencial. Dolly y Swan comparten la misma 

distribución de los alelos y Swan presentó alelos distintos.  

La proteína difiere entre ambas razas en dos aminoácidos (arginina y alanina en el 

caballo de talla regular cambian por cisteína y glicina, respectivamente, en el 

miniatura). Sin embargo estos cambios parecen no impactar en los sitios de unión 

a receptor, en sitios de señalización o en elementos moduladores de la expresión. 

Los elementos génicos analizados a través de este estudio se encuentran 

bastante conservados entre ambas razas de caballos. Aunque existen cambios 

nucleotídicos en algunos de los elementos móviles identificados en el gen GH y 

sus regiones adyacentes ninguno parece representar significancia biológica. 

Como hallazgo incidental, se identifican miembros de la familia de elementos 

transponibles (hAT) que no había sido reportado previamente en equinos.   

La hormona de crecimiento ha sido relacionada a la talla corporal en diversos 

estudios, especies, poblaciones y casos aislados. En este análisis molecular de la 

GH y sus elementos moduladores se han identificado variaciones en el gen y la 

proteína en dos razas de caballos de tallas extremas. No obstante,  de todas las 

diferencias encontradas entre ambas razas ninguna de ellas es concluyente en 

relación a la significancia biológica de la GH y la talla corporal de individuos 
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miniatura. Sería interesante analizar otros elementos en razas miniatura como la 

regulación epigenética u otros genes que pudiesen modular la expresión del gen 

GH o la capacidad de la célula para captar la misma (receptor). Es necesario llevar 

a cabo estudios más específicos en una población de caballos miniatura. 

Se estudió la estructura cromosómica de caballos con fenotipo de baja talla 

corporal sin encontrar diferencias cromosómicas al comparar sus cromosomas con 

el caballos de talla regular tanto en el patrón de bandas G o bandas C. El cariotipo 

normal de las tres yeguas miniatura se reporta como 64,XX.  

No se encontró alguna alteración cromosómica que pudiera ser relacionada a la 

baja talla corporal en esta raza miniatura. 
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CAPÍTULO IX: ANEXOS 

APÉNDICE A  

Secuencias en formato FASTA del locus GH 

>Consenso eGH mini 

TCTTCTCTGTACATGGGGCGATAACACCTCCTTCACAAGATGTTTGTGAGGGTCAAATGT 

GAGAATGCACAGGCATGCTCATCACAGCCTGATAAGTTCTATGTAAATATTAAATAAAGG 

AGAAGAAAGAGGAGGGAGGAGACTACGGTGACTCGAGCAAGCATCTTTCAGGGTGCTGTA 

CCTTGAGTTCCAGTTCTGGGGACGAGACTCAAGCCTTCACGGTCTCTTCCAACTTTGGGG 

TTCTCTGATGGTGGCAGGGCGGTGGGAGGAAGCACTTGTGGTCTGTGTCTGTTCCTTGGA 

TTTCTGATTCTTGTCCAAGAAGCATCCACACCTCAAGTTTTGGTCCTTTGCCCCACCTGG 

CTGGGGGGGGGGGGGGGGGCGGGGAGGGCCTGTGTGGGGCTGGTGCCCTCTAGTGGTTAG 

TGTCAGCACTTCATCCACCTGCCTTAGGCCAGACCAAGTGGTGGGATGGCCGCAGGATAG 

TGATAAAGGTGGAGGTCGCATCTGGAGCTGAACTGGGCCCTAGCACCACAGAACATATTG 

CTCTCCTTGGCCCCCTTTCCCAACACACACATTCTCTGTGGTGGGTGGAGGGGAGCAGTG 

CGGGGAGGAGGAAAGGGATAGAATGAGGAAGGGGTCAGCAGAGCTCTCAAGGCCCAGCCG 

TCCTGACACAGCCCTCCTTTTGGGGACCAGGTTGGGACCTCCTCGCCTTGATGGACAACT 

CCACAGTGAGATCCTGCCAGAGCACGCCTGAACTCAGACTACTCCCTTCTGCCACTCCCC 

CTTAATAAGAGGACAGATTGGTGGTCTCTCTGGCTGAGACCCTGTGTGTACAACCTCCCA 

GGGCTGGTGACAGTGGGGAGGGGAAGATGATAAGCCTGGGGGACATGACCCAAGAGAGGA 

GCGGGTACAGGATGAGTGGGAGGAGGTTCTAAATTATCCATCAGCAGAGGCCCATCAGTG 

GCCCCATGCATAAATGTATAGAGAAAATAGGTGGGGGCCGAGGGGAGAGAGAAGGAGCCT 

GGGCATAAAAAGGGCCCGCAGGGGACCGATTCCAGGTTCCTAGGACCCAGCTCCCCAAAC 

GGCTCAGGGACCTGTGGACAGCTCACCCAACTGCGATGGCTGCAGGTAAGCGCCTCTAAA 

ATCCCCCTGGGCTTGGCATCTACTGAGGGGTGACAGGGGGCCCTGCAGATGGATGACGGC 

ACTAACCCTGGGCTTTGGGGCTCCTGAATGTGAGCACAGACATTTGGCCAAGTTTAGAAT 

GCTCTCAGTCCCTGTGGGAAGGAGGGGGAGGAAAGAAGTTTCCCTGAGGGAGGGAGAGGT 

CTGGCAGGAGACCCAGGCCTCCGGCTCTCTGCCCGCCACCCTCCATGTGTTTCTCTAGGC 

CCTCGGACCTCCGTGCTCCTGGCTTTCGCCCTGCTCTGCCTGCCCTGGCCTCAGGATGTG 

GGCGCCTTCCCCGCCATGCCGTTGTCTAGCCTGTTTGCCAACGCTGTGCTCCGGGCCCAG 

CACCTGCACCAACTGGCTGCTGACACCTACAAAGAGTTTGTAAGCTTCCCAGGGATGGGT 

GCTCATGGGGGGTGGCAGGAAGGGGTGAATTCCCCGCCGTGGGACTTAATGAGAAGAAAC 

TGACAAGTTCAGGGTTATTTTATCCAAGCGAAGATGCTCTCTGGTGAGCATAAACTGAGG 
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AGGGGTTCCAAAGAATCTCGGTGATGAGAACCGTGCACCAGCTTAGACCCCGGTGGGCGT 

TCTTTCTCCCAGGAGTGCGCCTACATCCCCGAGGGACAGAGATACTCGATCCAGAACGCC 

CAGGCTGCCTTCTGCTTCTCCGAGACCATCCCGGCCCCCACGGGCAAGGATGAGGCCCAG 

CAGAGATCTGTGAGTGGCCCTGCCCAGGAAGAGGGGCCTCCCTCTTTCTAAGAAGGCCGC 

CCTTTCGCTCCCCGGGCCCTGGGCGGCCTTGTCCCCTAGGTGGCGGAGCAGGGCCGAGGG 

TGTAGGGTGACGGGGTAAGGCCCGCGGGCAGAGCGGGGCCTAGAGCGGCTGCCCTGCGCC 

TGCGCACCCACTGCGCCCCTCCCCGCAGGACATGGAGCTGCTCCGCTTCTCGCTGCTGCT 

CATCCAGTCGTGGCTCGGGCCCGTGCAGTTGCTCAGCAGGGTCTTCACCAACAGCCTGGT 

GTTTGGCACCTCGGACCGCGTCTATGAGAAGCTGAGGGACCTAGAGGAAGGCATCCAGGC 

CCTGATGCGGGTGGGGATGGCGTTGCGGGTCCCCCTCTCCTGGGTCTGGAGGCCCCTCTG 

GCTTAGCTGAGGGGTGGGGGCTTACATAGGCTGGGGAAGACAGATCTCGACGCCCTCTTT 

GTAGCTGTCCAGCCCTGACCCAGGAAAGATCTGACTCTTCATTTCCCCTTTTGAATCCTC 

CCTGCCTTTCTCTAAGCCCGGGAAGGGAAGGTGGAAATGGAGGGGGAGGGGAGGGAGCAG 

CTTGCAAGTTCTCGGCCTCTCTTTTCTCCTTCTCTTCTGCAGGAGCTGGAAGACGGCAGC 

CCCCGGGCTGGGCAGATCCTCAAGCAAACCTACGACAAGTTTGACACAAACTTGCGCAGT 

GATGATGCACTGCTCAAGAACTACGGGCTGCTCTCCTGCTTCAAGAAGGACCTGCACAAG 

GCTGAGACGTACCTGCGGGTCATGAAGTGTCGCCGCTTCGTGGAAAGCAGCTGTGCCTTC 

TAGTGCTGGGCTTCTCTGTTACCCCTCCTCAGTGCCTCCCTTGATCCTGGAGAGTGCCCC 

TCTAGTGCCTACCCATCTTTCCTAATAAAATAAAATTGCATCGTATTGTCTGAGTAGGTG 

TTGTTCTATTCCAGGATGGATGGGGGCAGTACCGGGCAAGGGACAGGTTGGGAAGACAAC 

CTGTAGGGATCTTGTGCCATCTATTGGGAACCAAGACACTGAACAATAACTGACCCAGTT 

CTTCCTGGGCTAGAAAGAAGCTGACACATTCACTCCTCTCTGTTACACACCAAGTCCACT 

CCCCAGGTCGGTGGGCCCAATTTGCTGGGCAGTCATAGGTCAGGACCACCCCCAGAAGGT 

ACTTGGGAGCATTCCTTCCTGCCCCACCAGCACACCACCACCAAACCTAGGCTCCAGGAG 

TGGGATGAAATGAAAGCAAGACAGGCTATGAAGTACAGAAGCAAAACACCCCAACATGCG 

AGAAAACCATGAGAGAATTCATAGAATTACTTCTGTGCATAAAATTTAAGGTGAATACAC 

ATGAGGCCCACCTACTCTTGGGAAATGGGAACAACGCAAAAATGGCTTTGGGGGGCCAGA 

GTGGTGGCACAGCAGTTAAGTTTGCACACTCCACTTGGGCCGCCTGGGGTTCCCTGGTTC 

AGATCCCGGGTGCAGACCTATGCACTGCTTGCCAAGTCATGCTGTGGCAGGTGTCCCATA 

TATAAAGTAGAGGAAGATGGGCACAGATGTTGGCTCAAGGCCAGTCTTCCTCAGCAAAAA 

GAGGAGGATTGGCGGTAGATGTTAGCTCAGGATTAATATCCGCCCCCCCAAAAGAAGAAA 

AAATGGTTTTGGGACAAACAGAACCAGAATGTTTGAGATCTGAACTAGGAAGTAGAAAAG 

ATTCTAAATTGGGGGTTGCAAATTCAGTGCCAACAGGTGCCAGGTAGATAACTACATACG 

TAATGAGGATCGGATGTGAAGGGGTAAATCGCAACTGACACTCAGCCTCCTGGTGAGGGA 

GACAACACAGAGGAATGGGACCACAGCAACCTGAAGAACTCAGGCCCCAGCTAAGGAGGG 
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GCCCGTCCAGCTGTTTCACCATTCAAGGCTGCAGGAGCAGGGCTGCCAGAGTTTCTGATT 

CTTCAAGACACACAGGATATCCAGCCTTTCATATGAAATCTAATTTTTAAACATTGGCAG 

CTAATTCATACTGAAAACATTTTAAGGGCAAAAATTAACCCAAACACATTTGGTCTTCAA 

GCTGTCAGTGAACAATTTGTTCTAAGAGTGATGGTTTGGGATAACTTGATATGTATAAGG 

GAAAGAATCAGAAAGACTTGGGACTGAA 
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>Dolly eGH Final 

TCTTCTCTGTACATGGGGCGATAACACCTCCTTCACAAGATGTTTGTGAGGGTCAAATGTGAGAAT

GCACAGGCATGCTCATCACAGCCTGATAAGTTCTATGTAAATATTAAATAAAGGAGAAGAAAGAGG

AGGGAGGAGACTACGGTGACTCGAGCAAGCATCTTTCAGGGTGCTGTACCTTGAGTTCCAGTTCTG

GGGACGAGACTCAAGCCTTCACGGTCTCTTCCAACTTTGGGGTTCTCTGATGGTGGCAGGGCGGTG

GGAGGAAGCACTTGTGGTCTGTGTCTGTTCCTTGGATTTCTGATTCTTGTCCAAGAAGCATCCACA

CCTCAAGTTTTGGTCCTTTGCCCCACCTGGCTGGGGGGGCGGGGGGGGGCGGGGAGGGCCTGTGTG

GGGCTGGTGCCCTCTAGTGGTTAGTGTCAGCACTTCATCCACCTGCCTTAGGCCAGACCAAGTGGT

GGGATGGCCGCAGGATAGTGATAAAGGTGGAGGTCGCATCTGGAGCTGAACTGGGCCCTAGCACCA

CAGAACATATTGCTCTCCTTGGCCCCCTTTCCCAACACACACATTCTCTGTGGTGGGTGGAGGGGA

GCAGTGCGGGGAGGAGGAAAGGGATAGAATGAGGAAGGGGTCAGCAGAGCTCTCAAGGCCCAGCCG

TCCTGACACAGCCCTCCTTTTGGGGACCAGGTTGGGACCTCCTCGCCTTGATGGACAACTCCACAG

TGAGATCCTGCCAGAGCACGCCTGAACTCAGACTACTCCCTTCTGCCACTCCCCCTTAATAAGAGG

ACAGATTGGTGGTCTCTCTGGCTGAGACCCTGTGTGTACAACCTCCCAGGGCTGGTGACAGTGGGG

AGGGGAAGATGATAAGCCTGGGGGACATGACCCAAGAGAGGAGCGGGTACAGGATGAGTGGGAGGA

GGTTCTAAATTATCCATCAGCAGAGGCCCATCAGTGGCCCCATGCATAAATGTATAGAGAAAATAG

GTGGGGGCCGAGGGGAGAGAGAAGGAGCCTGGGCATAAAAAGGGCCCGCAGGGGACCGATTCCAGG

TTCCTAGGACCCAGCTCCCCAAACGGCTCAGGGACCTGTGGACAGCTCACCCAACTGCGATGGCTG

CAGGTAAGCGCCTCTAAAATCCCCCTGGGCTTGGCATCTACTGAGGGGTGACAGGGGGCCCTGCAG

ATGGATGACGGCACTAACCCTGGGCTTTGGGGCTCCTGAATGTGAGCACAGACATTTGGCCAAGTT

TAGAATGCTCTCAGTCCCTGTGGGAAGGAGGGGGAGGAAAGAAGTTTCCCTGAGGGAGGGAGAGGT

CTGGCAGGAGACCCAGGCCTCCGGCTCTCTGCCCGCCACCCTCCATGTGTTTCTCTAGGCCCTCGG

ACCTCCGTGCTCCTGGCTTTCGCCCTGCTCTGCCTGCCCTGGCCTCAGGATGTGGGCGCCTTCCCC

GCCATGCCGTTGTCTAGCCTGTTTGCCAACGCTGTGCTCCGGGCCCAGCACCTGCACCAACTGGCT

GCTGACACCTACAAAGAGTTTGTAAGCTTCCCAGGGATGGGTGCTCATGGGGGGTGGCAGGAAGGG

GTGAATTCCCCGCCGTGGGACTTAATGAGAAGAAACTGACAAGTTCAGGGTTATTTTATCCAAGCG

AAGATGCTCTCTGGTGAGCATAAACTGAGGAGGGGTTCCAAAGAATCTCGGTGATGAGAACCGTGC

ACCAGCTTAGACCCCGGTGGGCGTTCTTTCTCCCAGGAGTGCGCCTACATCCCCGAGGGACAGAGA

TACTCGATCCAGAACGCCCAGGCTGCCTTCTGCTTCTCCGAGACCATCCCGGCCCCCACGGGCAAG

GATGAGGCCCAGCAGAGATCTGTGAGTGGCCCTGCCCAGGAAGAGGGGCCTCCCTCTTTCTAAGAA

GGCCGCCCTTTCGCTCCCCGGGCCCTGGGCGGCCTTGTCCCCTAGGTGGCGGAGCAGGGCCGAGGG

TGTAGGGTGACGGGGTAAGGCCCGCGGGCAGAGCGGGGCCTAGAGCGGCTGCCCTGCGCCTGCGCA

CCCACTGCGCCCCTCCCCGCAGGACATGGAGCTGCTCCGCTTCTCGCTGCTGCTCATCCAGTCGTG

GCTCGGGCCCGTGCAGTTGCTCAGCAGGGTCTTCACCAACAGCCTGGTGTTTGGCACCTCGGACCG

CGTCTATGAGAAGCTGAGGGACCTAGAGGAAGGCATCCAGGCCCTGATGCGGGTGGGGATGGCGTT



82 

 

GCGGGTCCCCCTCTCCTGGGTCTGGAGGCCCCTCTGGCTTAGCTGAGGGGTGGGGGCTTACATAGG

CTGGGGAAGACAGATCTCGACGCCCTCTTTGTAGCTGTCCAGCCCTGACCCAGGAAAGATCTGACT

CTTCATTTCCCCTTTTGAATCCTCCCTGCCTTTCTCTAAGCCCGGGAAGGGAAGGTGGAAATGGAG

GGGGAGGGGAGGGAGCAGCTTGCAAGTTCTCGGCCTCTCTTTTCTCCTTCTCTTCTGCAGGAGCTG

GAAGACGGCAGCCCCCGGGCTGGGCAGATCCTCAAGCAAACCTACGACAAGTTTGACACAAACTTG

CGCAGTGATGATGCACTGCTCAAGAACTACGGGCTGCTCTCCTGCTTCAAGAAGGACCTGCACAAG

GCTGAGACGTACCTGCGGGTCATGAAGTGTCGCCGCTTCGTGGAAAGCAGCTGTGCCTTCTAGTGC

TGGGCTTCTCTGTTACCCCTCCTCAGTGCCTCCCTTGATCCTGGAGAGTGCCCCTCTAGTGCCTAC

CCATCTTTCCTAATAAAATAAAATTGCATCGTATTGTCTGAGTAGGTGTTGTTCTATTCCAGGATG

GATGGGGGCAGTACCGGGCAAGGGACAGGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGATCTTGTGCCATCTAT

TGGGAACCAAGACACTGAACAATAACTGACCCAGTTCTTCCTGGGCTAGAAAGAAGCTGACACATT

CACTCCTCTCTGTTACACACCAAGTCCACTCCCCAGGTCGGTGGGCCCAATTTGCTGGGCAGTCAT

AGGTCAGGACCACCCCCAGAAGGTACTTGGGAGCATTCCTTCCTGCCCCACCAGCACACCACCACC

AAACCTAGGCTCCAGGAGTGGGATGAAATGAAAGCAAGACAGGCTATGAAGTACAGAAGCAAAACA

CCCCAACATGCGAGAAAACCATGAGAGAATTCATAGAATTACTTCTGTGCATAAAATTTAAGGTGA

ATACACATGAGGCCCACCTACTCTTGGGAAATGGGAACAACGCAAAAATGGCTTTGGGGGGCCAGA

GTGGTGGCACAGCAGTTAAGTTTGCACACTCCACTTGGGCCGCCTGGGGTTCCCTGGTTCAGATCC

CGGGTGCAGACCTATGCACTGCTTGCCAAGTCATGCTGTGGCAGGTGTCCCATATATAAAGTAGAG

GAAGATGGGCACAGATGTTGGCTCAAGGCCAGTCTTCCTCAGCAAAAAGAGGAGGATTGGCGGTAG

ATGTTAGCTCAGGATTAATATCCGCCCCCCCAAAAGAAGAAAAAATGGTTTTGGGACAAACAGAAC

CAGAATGTTTGAGATCTGAACTAGGAAGTAGAAAAGATTCTAAATTGGGGGTTGCAAATTCAGTGC

CAACAGGTGCCAGGTAGATAACTACATACGTAATGAGGATCGGATGTGAAGGGGTAAATCGCAACT

GACACTCAGCCTCCTGGTGAGGGAGACAACACAGAGGAATGGGACCACAGCAACCTGAAGAACTCA

GGCCCCAGCTAAGGAGGGGCCCGTCCAGCTGTTTCACCATTCAAGGCTGCAGGAGCAGGGCTGCCA

GAGTTTCTGATTCTTCAAGACACACAGGATATCCAGCCTTTCATATGAAATCTAATTTTTAAACAT

TGGCAGCTAATTCATACTGAAAACATTTTAAGGGCAAAAATTAACCCAAACACATTTGGTCTTCAA

GCTGTCAGTGAACAATTTGTTCTAAGAGTGATGGTTTGGGATAACTTGATATGTATAAGGGAAAGA

ATCAGAAAGACTTGG 
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TCTTCTCTGTACATGGGGCGATAACACCTCCTTCACAAGATGTTTGTGAGGGTCAAATGTGAGAAT

GCACAGGCATGCTCATCACAGCCTGATAAGTTCTATGTAAATATTAAATAAAGGAGAAGAAAGAGG

AGGGAGGAGACTACGGTGACTCGAGCAAGCATCTTTCAGGGTGCTGTACCTTGAGTTCCAGTTCTG

GGGACGAGACTCAAGCCTTCACGGTCTCTTCCAACTTTGGGGTTCTCTGATGGTGGCAGGGCGGTG

GGAGGAAGCACTTGTGGTCTGTGTCTGTTCCTTGGATTTCTGATTCTTGTCCAAGAAGCATCCACA

CCTCAAGTTTTGGTCCTTTGCCCCACCTGGCTGGGGGGGGGGGGGGGGGCGGGGAGGGCCTGTGTG

GGGCTGGTGCCCTCTAGTGGTTAGTGTCAGCACTTCATCCACCTGCCTTAGGCCAGACCAAGTGGT

GGGATGGCCGCAGGATAGTGATAAAGGTGGAGGTCGCATCTGGAGCTGAACTGGGCCCTAGCACCA

CAGAACATATTGCTCTCCTTGGCCCCCTTTCCCAACACACACATTCTCTGTGGTGGGTGGAGGGGA

GCAGTGCGGGGAGGAGGAAAGGGATAGAATGAGGAAGGGGTCAGCAGAGCTCTCAAGGCCCAGCCG

TCCTGACACAGCCCTCCTTTTGGGGACCAGGTTGGGACCTCCTCGCCTTGATGGACAACTCCACAG

TGAGATCCTGCCAGAGCACGCCTGAACTCAGACTACTCCCTTCTGCCACTCCCCCTTAATAAGAGG

ACAGATTGGTGGTCTCTCTGGCTGAGACCCTGTGTGTACAACCTCCCAGGGCTGGTGACAGTGGGG

AGGGGAAGATGATAAGCCTGGGGGACATGACCCAAGAGAGGAGCGGGTACAGGATGAGTGGGAGGA

GGTTCTAAATTATCCATCAGCAGAGGCCCATCAGTGGCCCCATGCATAAATGTATAGAGAAAATAG

GTGGGGGCCGAGGGGAGAGAGAAGGAGCCTGGGCATAAAAAGGGCCCGCAGGGGACCGATTCCAGG

TTCCTAGGACCCAGCTCCCCAAACGGCTCAGGGACCTGTGGACAGCTCACCCAACTGCGATGGCTG

CAGGTAAGCGCCTCTAAAATCCCCCTGGGCTTGGCATCTACTGAGGGGTGACAGGGGGCCCTGCAG

ATGGATGACGGCACTAACCCTGGGCTTTGGGGCTCCTGAATGTGAGCACAGACATTTGGCCAAGTT

TAGAATGCTCTCAGTCCCTGTGGGAAGGAGGGGGAGGAAAGAAGTTTCCCTGAGGGAGGGAGAGGT

CTGGCAGGAGACCCAGGCCTCCGGCTCTCTGCCCGCCACCCTCCATGTGTTTCTCTAGGCCCTCGG

ACCTCCGTGCTCCTGGCTTTCGCCCTGCTCTGCCTGCCCTGGCCTCAGGATGTGGGCGCCTTCCCC

GCCATGCCGTTGTCTAGCCTGTTTGCCAACGCTGTGCTCCGGGCCCAGCACCTGCACCAACTGGCT

GCTGACACCTACAAAGAGTTTGTAAGCTTCCCAGGGATGGGTGCTCATGGGGGGTGGCAGGAAGGG

GTGAATTCCCCGCCGTGGGACTTAATGAGAAGAAACTGACAAGTTCAGGGTTATTTTATCCAAGCG

AAGATGCTCTCTGGTGAGCATAAACTGAGGAGGGGTTCCAAAGAATCTCGGTGATGAGAACCGTGC

ACCAGCTTAGACCCCGGTGGGCGTTCTTTCTCCCAGGAGTGCGCCTACATCCCCGAGGGACAGAGA

TACTCGATCCAGAACGCCCAGGCTGCCTTCTGCTTCTCCGAGACCATCCCGGCCCCCACGGGCAAG

GATGAGGCCCAGCAGAGATCTGTGAGTGGCCCTGCCCAGGAAGAGGGGCCTCCCTCTTTCTAAGAA

GGCCGCCCTTTCGCTCCCCGGGCCCTGGGCGGCCTTGTCCCCTAGGTGGCGGAGCAGGGCCGAGGG

TGTAGGGTGACGGGGTAAGGCCCGCGGGCAGAGCGGGGCCTAGAGCGGCTGCCCTGCGCCTGCGCA

CCCACTGCGCCCCTCCCCGCAGGACATGGAGCTGCTCCGCTTCTCGCTGCTGCTCATCCAGTCGTG

GCTCGGGCCCGTGCAGTTGCTCAGCAGGGTCTTCACCAACAGCCTGGTGTTTGGCACCTCGGACCG

CGTCTATGAGAAGCTGAGGGACCTAGAGGAAGGCATCCAGGCCCTGATGCGGGTGGGGATGGCGTT
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GCGGGTCCCCCTCTCCTGGGTCTGGAGGCCCCTCTGGCTTAGCTGAGGGGTGGGGGCTTACATAGG

CTGGGGAAGACAGATCTCGACGCCCTCTTTGTAGCTGTCCAGCCCTGACCCAGGAAAGATCTGACT

CTTCATTTCCCCTTTTGAATCCTCCCTGCCTTTCTCTAAGCCCGGGAAGGGAAGGTGGAAATGGAG

GGGGAGGGGAGGGAGCAGCTTGCAAGTTCTCGGCCTCTCTTTTCTCCTTCTCTTCTGCAGGAGCTG

GAAGACGGCAGCCCCCGGGCTGGGCAGATCCTCAAGCAAACCTACGACAAGTTTGACACAAACTTG

CGCAGTGATGATGCACTGCTCAAGAACTACGGGCTGCTCTCCTGCTTCAAGAAGGACCTGCACAAG

GCTGAGACGTACCTGCGGGTCATGAAGTGTCGCCGCTTCGTGGAAAGCAGCTGTGCCTTCTAGTGC

TGGGCTTCTCTGTTACCCCTCCTCAGTGCCTCCCTTGATCCTGGAGAGTGCCCCTCTAGTGCCTAC

CCATCTTTCCTAATAAAATAAAATTGCATCGTATTGTCTGAGTAGGTGTTGTTCTATTCCAGGATG

GATGGGGGCAGTACCGGGCAAGGGACAGGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGATCTTGTGCCATCTAT

TGGGAACCAAGACACTGAACAATAACTGACCCAGTTCTTCCTGGGCTAGAAAGAAGCTGACACATT

CACTCCTCTCTGTTACACACCAAGTCCACTCCCCAGGTCGGTGGGCCCAATTTGCTGGGCAGTCAT

AGGTCAGGACCACCCCCAGAAGGTACTTGGGAGCATTCCTTCCTGCCCCACCAGCACACCACCACC

AAACCTAGGCTCCAGGAGTGGGATGAAATGAAAGCAAGACAGGCTATGAAGTACAGAAGCAAAACA

CCCCAACATGCGAGAAAACCATGAGAGAATTCATAGAATTACTTCTGTGCATAAAATTTAAGGTGA

ATACACATGAGGCCCACCTACTCTTGGGAAATGGGAACAACGCAAAAATGGCTTTGGGGGGCCAGA

GTGGTGGCACAGCAGTTAAGTTTGCACACTCCACTTGGGCCGCCTGGGGTTCCCTGGTTCAGATCC

CGGGTGCAGACCTATGCACTGCTTGCCAAGTCATGCTGTGGCAGGTGTCCCATATATAAAGTAGAG

GAAGATGGGCACAGATGTTGGCTCAAGGCCAGTCTTCCTCAGCAAAAAGAGGAGGATTGGCGGTAG

ATGTTAGCTCAGGATTAATATCCGCCCCCCCAAAAGAAGAAAAAATGGTTTTGGGACAAACAGAAC

CAGAATGTTTGAGATCTGAACTAGGAAGTAGAAAAGATTCTAAATTGGGGGTTGCAAATTCAGTGC

CAACAGGTGCCAGGTAGATAACTACATACGTAATGAGGATCGGATGTGAAGGGGTAAATCGCAACT

GACACTCAGCCTCCTGGTGAGGGAGACAACACAGAGGAATGGGACCACAGCAACCTGAAGAACTCA

GGCCCCAGCTAAGGAGGGGCCCGTCCAGCTGTTTCACCATTCAAGGCTGCAGGAGCAGGGCTGCCA

GAGTTTCTGATTCTTCAAGACACACAGGATATCCAGCCTTTCATATGAAATCTAATTTTTAAACAT

TGGCAGCTAATTCATACTGAAAACATTTTAAGGGCAAAAATTAACCCAAACACATTTGGTCTTCAA

GCTGTCAGTGAACAATTTGTTCTAAGAGTGATGGTTTGGGATAACTTGATATGTATAAGGGAAAGA

ATCAGAAAGACTTGG 
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TCTTCTCTGTACATGGGGCGATAACACCTCCTTCACAAGATGTTTGTGAGGGTCAAATGTGAGAAT

GCACAGGCATGCTCATCACAGCCTGATAAGTTCTATGTAAATATTAAATAAAGGAGAAGAAAGAGG

AGGGAGGAGACTACGGTGACTCGAGCAAGCATCTTTCAGGGTGCTGTACCTTGAGTTCCAGTTCTG

GGGACGAGACTCAAGCCTTCACGGTCTCTTCCAACTTTGGGGTTCTCTGATGGTGGCAGGGCGGTG

GGAGGAAGCACTTGTGGTCTGTGTCTGTTCCTTGGATTTCTGATTCTTGTCCAAGAAGCATCCACA

CCTCAAGTTTTGGTCCTTTGCCCCACCTGGCTGGGGGGGCGGGGGGGGGCGGGGAGGGCCTGTGTG

GGGCTGGTGCCCTCTAGTGGTTAGTGTCAGCACTTCATCCACCTGCCTTAGGCCAGACCAAGTGGT

GGGATGGCCGCAGGATAGTGATAAAGGTGGAGGTCGCATCTGGAGCTGAACTGGGCCCTAGCACCA

CAGAACATATTGCTCTCCTTGGCCCCCTTTCCCAACACACACATTCTCTGTGGTGGGTGGAGGGGA

GCAGTGCGGGGAGGAGGAAAGGGATAGAATGAGGAAGGGGTCAGCAGAGCTCTCAAGGCCCAGCCG

TCCTGACACAGCCCTCCTTTTGGGGACCAGGTTGGGACCTCCTCGCCTTGATGGACAACTCCACAG

TGAGATCCTGCCAGAGCACGCCTGAACTCAGACTACTCCCTTCTGCCACTCCCCCTTAATAAGAGG

ACAGATTGGTGGTCTCTCTGGCTGAGACCCTGTGTGTACAACCTCCCAGGGCTGGTGACAGTGGGG

AGGGGAAGATGATAAGCCTGGGGGACATGACCCAAGAGAGGAGCGGGTACAGGATGAGTGGGAGGA

GGTTCTAAATTATCCATCAGCAGAGGCCCATCAGTGGCCCCATGCATAAATGTATAGAGAAAATAG

GTGGGGGCCGAGGGGAGAGAGAAGGAGCCTGGGCATAAAAAGGGCCCGCAGGGGACCGATTCCAGG

TTCCTAGGACCCAGCTCCCCAAACGGCTCAGGGACCTGTGGACAGCTCACCCAACTGCGATGGCTG

CAGGTAAGCGCCTCTAAAATCCCCCTGGGCTTGGCATCTACTGAGGGGTGACAGGGGGCCCTGCAG

ATGGATGACGGCACTAACCCTGGGCTTTGGGGCTCCTGAATGTGAGCACAGACATTTGGCCAAGTT

TAGAATGCTCTCAGTCCCTGTGGGAAGGAGGGGGAGGAAAGAAGTTTCCCTGAGGGAGGGAGAGGT

CTGGCAGGAGACCCAGGCCTCCGGCTCTCTGCCCGCCACCCTCCATGTGTTTCTCTAGGCCCTCGG

ACCTCCGTGCTCCTGGCTTTCGCCCTGCTCTGCCTGCCCTGGCCTCAGGATGTGGGCGCCTTCCCC

GCCATGCCGTTGTCTAGCCTGTTTGCCAACGCTGTGCTCCGGGCCCAGCACCTGCACCAACTGGCT

GCTGACACCTACAAAGAGTTTGTAAGCTTCCCAGGGATGGGTGCTCATGGGGGGTGGCAGGAAGGG

GTGAATTCCCCGCCGTGGGACTTAATGAGAAGAAACTGACAAGTTCAGGGTTATTTTATCCAAGCG

AAGATGCTCTCTGGTGAGCATAAACTGAGGAGGGGTTCCAAAGAATCTCGGTGATGAGAACCGTGC

ACCAGCTTAGACCCCGGTGGGCGTTCTTTCTCCCAGGAGTGCGCCTACATCCCCGAGGGACAGAGA

TACTCGATCCAGAACGCCCAGGCTGCCTTCTGCTTCTCCGAGACCATCCCGGCCCCCACGGGCAAG

GATGAGGCCCAGCAGAGATCTGTGAGTGGCCCTGCCCAGGAAGAGGGGCCTCCCTCTTTCTAAGAA

GGCCGCCCTTTCGCTCCCCGGGCCCTGGGCGGCCTTGTCCCCTAGGTGGCGGAGCAGGGCCGAGGG

TGTAGGGTGACGGGGTAAGGCCCGCGGGCAGAGCGGGGCCTAGAGCGGCTGCCCTGCGCCTGCGCA

CCCACTGCGCCCCTCCCCGCAGGACATGGAGCTGCTCCGCTTCTCGCTGCTGCTCATCCAGTCGTG

GCTCGGGCCCGTGCAGTTGCTCAGCAGGGTCTTCACCAACAGCCTGGTGTTTGGCACCTCGGACCG

CGTCTATGAGAAGCTGAGGGACCTAGAGGAAGGCATCCAGGCCCTGATGCGGGTGGGGATGGCGTT
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GCGGGTCCCCCTCTCCTGGGTCTGGAGGCCCCTCTGGCTTAGCTGAGGGGTGGGGGCTTACATAGG

CTGGGGAAGACAGATCTCGACGCCCTCTTTGTAGCTGTCCAGCCCTGACCCAGGAAAGATCTGACT

CTTCATTTCCCCTTTTGAATCCTCCCTGCCTTTCTCTAAGCCCGGGAAGGGAAGGTGGAAATGGAG

GGGGAGGGGAGGGAGCAGCTTGCAAGTTCTCGGCCTCTCTTTTCTCCTTCTCTTCTGCAGGAGCTG

GAAGACGGCAGCCCCCGGGCTGGGCAGATCCTCAAGCAAACCTACGACAAGTTTGACACAAACTTG

CGCAGTGATGATGCACTGCTCAAGAACTACGGGCTGCTCTCCTGCTTCAAGAAGGACCTGCACAAG

GCTGAGACGTACCTGCGGGTCATGAAGTGTCGCCGCTTCGTGGAAAGCAGCTGTGCCTTCTAGTGC

TGGGCTTCTCTGTTACCCCTCCTCAGTGCCTCCCTTGATCCTGGAGAGTGCCCCTCTAGTGCCTAC

CCATCTTTCCTAATAAAATAAAATTGCATCGTATTGTCTGAGTAGGTGTTGTTCTATTCCAGGATG

GATGGGGGCAGTACCGGGCAAGGGACAGGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGATCTTGTGCCATCTAT

TGGGAACCAAGACACTGAACAATAACTGACCCAGTTCTTCCTGGGCTAGAAAGAAGCTGACACATT

CACTCCTCTCTGTTACACACCAAGTCCACTCCCCAGGTCGGTGGGCCCAATTTGCTGGGCAGTCAT

AGGTCAGGACCACCCCCAGAAGGTACTTGGGAGCATTCCTTCCTGCCCCACCAGCACACCACCACC

AAACCTAGGCTCCAGGAGTGGGATGAAATGAAAGCAAGACAGGCTATGAAGTACAGAAGCAAAACA

CCCCAACATGCGAGAAAACCATGAGAGAATTCATAGAATTACTTCTGTGCATAAAATTTAAGGTGA

ATACACATGAGGCCCACCTACTCTTGGGAAATGGGAACAACGCAAAAATGGCTTTGGGGGGCCAGA

GTGGTGGCACAGCAGTTAAGTTTGCACACTCCACTTGGGCCGCCTGGGGTTCCCTGGTTCAGATCC

CGGGTGCAGACCTATGCACTGCTTGCCAAGTCATGCTGTGGCAGGTGTCCCATATATAAAGTAGAG

GAAGATGGGCACAGATGTTGGCTCAAGGCCAGTCTTCCTCAGCAAAAAGAGGAGGATTGGCGGTAG

ATGTTAGCTCAGGATTAATATCCGCCCCCCCAAAAGAAGAAAAAATGGTTTTGGGACAAACAGAAC

CAGAATGTTTGAGATCTGAACTAGGAAGTAGAAAAGATTCTAAATTGGGGGTTGCAAATTCAGTGC

CAACAGGTGCCAGGTAGATAACTACATACGTAATGAGGATCGGATGTGAAGGGGTAAATCGCAACT

GACACTCAGCCTCCTGGTGAGGGAGACAACACAGAGGAATGGGACCACAGCAACCTGAAGAACTCA

GGCCCCAGCTAAGGAGGGGCCCGTCCAGCTGTTTCACCATTCAAGGCTGCAGGAGCAGGGCTGCCA

GAGTTTCTGATTCTTCAAGACACACAGGATATCCAGCCTTTCATATGAAATCTAATTTTTAAACAT

TGGCAGCTAATTCATACTGAAAACATTTTAAGGGCAAAAATTAACCCAAACACATTTGGTCTTCAA

GCTGTCAGTGAACAATTTGTTCTAAGAGTGATGGTTTGGGATAACTTGATATGTATAAGGGAAAGA

ATCAGAAAGACTTGG 
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