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RESUMEN

Facultad de Medicina de la U.A.N.L.

Q.C.B. Dolores Carmen Esquivel Escobedo.

Titulo del Proyecto: ORGANIZACION DEL LOCUS DEL COMPLE]JO GH-PL
EN EL MONO ARANA (Ateles geottroys).

Candidata para el grado de Maestria an Ciencias con especialidad en Biologfa
Molecular e Ingenierfa Genética.

Area de estudio: Biologfa Molecular.

Objetivo y Método de estudio: La Biologfa Molecular al aportar herramientas para
obtener secuencias de protefnas y de genes, ha permitido estudiar la evolucién de éstos, la
organizaci6n del genoma y la filogenia molecular. Dentro del genoma de los vertebrados, el
gen de la hormona del crecimiento (GH) muestra un alto grado de conservacién y por ende
constituye un buen modelo para este tipo de estudios. En los primates, los genes de la GH y
del lactogeno placentario (PL) estin estrechamente relacionados, ya que evolucionaron a partir
de un gen ancestral, el cual se duplic6 hasta formar un complejo de cinco genes en el humano:
dos GH y tres PLs. En primates inferiores solo se ha estudiado al Macaco (Macaca rhesus), que
también posee cinco genes, para el cual atin se deconoce el orden del locus. Para precisar la
evolucién molecular de este complejo multigénico nos propusimos describir la organizacion
del locus GH en un mono americano: el mono arafia (Ateles geoffroys). Aprovechando la
conservacion de las secuencias nucleotidicas, se propuso obtener por medio de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) los genes, y por PCR-Largo las regiones intergénicas de esta
especie. Los productos obtenidos de ambos tipos de PCR, se clonaron y se secuenciaron. Las
secuencias se compararon entre s{ y con las ya reportadas del humano y macaco.
Contribuciones y Conclusiones: Por PCR se lograron oblener tres genes
correspondientes al tipo GH que en base a los valores de similitud obtenidos, se pudo inferir
su identidad: maGHA es mucho més parecido a la GH del humano (85%) y del macaco (87%)
que los maGHB y C. Por lo tanto, se identific6 este primero como un gen GH-N y a los otros
dos como genes GH-V. Estos 1ltimos comparten una similitud mayor con maGH-A que con
sus homélogos en el humano y macaco. Este resultado se habfa descrito también para el
macaco. Con [a utilizacién del PCR-Largo se lograron obtener cinco regiones intergénicas, las
cuales fueron clonadas y parcialmente secuenciadas. La comparacién de las regiones
promotoras incluidas tanto en las regiones intergénicas como en los genes, permitié proponer
dos posibles organizacines del locus. La utilizacién de PCR y PCR-Largo para lograr obtener
tanto los genes como las regiones intergénicas representa una inovacién metodol6gica que
puede aplicarse para el an4lisis de otros complejos multigénicos.

Lp—/

gnes Revol de Mendoza Dr. Hu Al Barrera Saldafia
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Entender como han aparecido y divergido las especies ha sido uno de
los grandes retos cientificos de los ultimos dos siglos.

Inicialmente las herramientas que se tenian para estudiar la filogenia
de los animales eran la Paleontologia, la Anatomia, Embriologia, Inmunologia
y Bioquimica comparadas (Novacek, 1992). En estas Gltimas décadas, el
desarrollo explosivo de la Biologia Molecular, ha proporcionado cada vez un
mayor nimero de secuencias tanto nucleotidicas como aminoacidicas de una
misma proteina en diferentes especies, lo que ha permitido realizar estudics
comparativos. Lo que ha dado lugar a una nueva herramienta muy potente, la
Evolucion Molecular, que engloba principalmente dos areas importantes de
estudio; la evolucion de las macromoléculas y la filogenia molecular (Li y
Graur, 1991).

La evolucion de macromoléculas se refiere al estudio de las
velocidades y del perfil de los cambios ocurridos en el material genético
(secuencias de DNA) y sus productos (proteinas) durante la evolucién y a los
mecanismos responsables de tales cambios.

La filogenia molecular reconstruye la historia evolutiva de las
macromoléculas e infiere sobre la filogenia de los organismos analizando los
datos moleculares.

La evolucibn molecular complementa los datos obtenidos por las
herramientas empleadas anteriormente y ha ayudado a aclarar dudas que se
tenian acerca de la clasificacién anterior y a confirmar las relaciones
filogenéticas (Novacek, 1992).



1.1. Modelo de estudio: La familia GH-Pri-PL

Dentro de las familias multigénicas destaca la familia GH-Prl-PL, de la
cual por lo menos dos de sus miembros (GH y Prl) se encuentran presentes
en todos los vertebrados, incluyendo los peces mas primitivos. Los miembros
provienen del mismo ancestro y codifican para: Hormona del Crecimiento
(GH), Prolactina (Prl) y Lactogeno Placentario (PL); éstas muestran variables
de similitud estructural y funcional (Catt y cols, 1967; Sherwood, 1967; Niall y
cols, 1971).

1.1.1 Estructura y funcion de las hormonas de la familia GH-Prl-PL

Las hormonas del crecimiento de mamiferos son en su forma madura,
polipéptidos de 191 aminoacidos (aproximadamente 22 kDa), producidas y
secretadas por los somatétrofos de la hipéfisis anterior y son responsables de
estimular el crecimiento lineal en los animales (Daughaday, 1981).

La GH presenta una gran cantidad de funciones, entre las cuales
destacan: la actividad impulsora de! crecimiento, la promotora de la sintesis
de proteinas, DNA y RNA, los efectos diabetogénicos y las acciones
lactogénicas y mamotroficas (Li, 1945; Phillips, 1980 y Edwards, 1988).

En el humano se ha descrito una variante de la hormona de
crecimiento (GH-V) que se expresa unicamente en la placenta y podria
participar en el crecimiento fetal, estimulando la sintesis del factor de
crecimiento parecido a la insulina (IGF-I).

La Prolactina (Prl), es una proteina con una masa molecular
aproximada de 23 kDa. Es producida y secretada por los lactotrofos de la
hipéfisis anterior. Interviene en el inicio y mantenimiento de la lactacion en los
mamiferos. En los roedores, es capaz de mantener el cuerpo liteo; por eso,
para ellos se denomina también hormona luteotrépica. En los peces participa
en la osmorregulacién (Harper, 1997).



El Lactégeno Placentario (PL) es una proteina que se expresa en la
placenta. En los primates no se le ha encontrado una funcién especifica, pero
se cree que participa en el transporte de nutrientes hacia el feto (Hill, 1986 y
1988). En los mamiferos no primates se sabe que estimula la lactacion
(Goffin y cols, 1996).

1.1.2. Evolucion de los miembros de la familia
GH-Prl-PL

La prolactina y la hormona del crecimiento se encuentran en todos los
vertebrados, incluyendo los peces mas primitivos. Sin embargo, la actividad
biolégica del Ultimo miembro de la familia (PL) ha sido detectada solamente
en primates, roedores y numerosos artiodactilos (Forsyth, 1986).

El analisis de la secuencia de los genes de GHs, Pris y PLs ha
proporcionado una informacion muy valiosa para reconstruir el proceso
evolutivo que di¢ origen a la familia. El alto grado de similitud (85%)
observado en el humano entre las secuencias aminoacidicas de HGH y HPL
(Bewley y cols, 1972), y en un grado menor de éstas con la prolactina (35%),
(Shome y cols, 1977), se refleja también y alin mas a nivel nucleotidico: 95%
entre hGH y hPL (Chen y cols, 1989) y 44% entre hGH y hPrl (Hirt y cols,
1987).

Los lactogenos placentarios en los primates se derivaron de la
hormona del crecimiento, mientras que en los roedores y rumiantes lo
hicieron de la prolactina. (Forsyth, 1994).

Se ha postulado que hace aproximadamente 450 millones de afios un
gen ancestral se duplicd originando dos ramas (Fig. 1), una para el gen GHy
la otra para el gen Pri (Barsh y cols,1983; Miller y cols, 1983). Ambos genes
precursores se segregaron en dos cromosomas diferentes (Owerbach y cols,
1980); por ejemplo en el humano el gen de la PRL se encuentra en el
cromosoma 6 y el de la GH en el 17. Una duplicacién posterior de la GH en



primates dié origen al lactégeno placentario (Wallis, 1981), mientras que enr
los 6rdenes artiodactilos y roedores fue el gen Pri (Goffin y cols, 1996).
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Fig 1. Evolucién en los primates de los genes que codlifican para GH, PRL y PL. Se ejemplifica
la duplicacién del gen ancestral y el origen hipotético del locus del complejo multigénico en el
humano (Chen,1989).

1.1.3. Evolucion del complejo multigénico GH-PL en primates

El humano ha sido la especie mas estudiada de los primates. En ésta,
los genes hGH y hPL constituyen un complejo multigénico localizado entre
las bandas q22-24 del brazo largo del cromosoma 17 (George y cols, 1981;
Harper, 1982). La longitud del locus es de aproximadamente 66 Kpb y su
secuencia nucleotidica completa ha sido determinada (Chen y cols, 1989).
Los genes del complejo multigénico se encuentran arreglados del extremo &'
al 3' de la siguiente forma: primeramente hGH normal (hGH-N), luego hPL-1,
posteriormente hPL-2, al cual le sigue hGH variante (hGH-V) y finalmente
hPL-3. Los genes hGH y hPL presentan en su unidad transcripcional una
orientacion similar y la organizaciobn génica es idéntica: cinco exones
separados por cuatro intrones en la misma posicién. Los genes estan
separados por regiones intergénicas de 6 a 13 kpb (Chen y cols, 1989).



Los cinco genes del complejo hGH-hPL provienen de la duplicacion de
un precursor comun (parecido a GH), que sucedi6 hace aproximadamente 15
millones de afios (Barsh y cols, 1983; Chen y cols, 1989). Los eventos de
recombinacion involucraron secuencias repetitivas, que corresponden al 21%
del locus. La presencia de homologias internas entre estas hormonas y la
abundancia de secuencias de DNA altamente repetitivas a través del locus
podria explicar estos eventos recombinantes inusuales (Chen y cols, 1989).
Se postula que el complejo multigénico se generod por tres eventos sucesivos
de duplicacion génica (Fig. 1). En el primero, el precursor di6 origen a los dos
genes ancestrales de GH y PL. En un segundo evento, la duplicacion en
tandem de estos dos genes, generando cuatro genes de hGH-N, hPL-2/hPL-
1, hGH-V y hPL-3. En el tercero y Gitimo, el gen ancestral hPL-2/hPL-1 se
duplicé hace aproximadamente 5 millones de afios generando los genes hPL-
1 y hPL-2 (Walker y cols, 1991).

Existe mayor similitud entre los cinco genes del complejo hGH-hPL,
que entre las GH del humano y de cualquiera especie diferente de los
primates (Wallis, 1994), esto seria un indicador de que las duplicaciones
fueron eventos muy recientes en la escala evolutiva y/o de |a ocurrencia de
eventos de conversion génica.

Si bien se ha estudiado ampliamente el locus GH-PL en el humano,
poco se conoce a la fecha de esta familia en los otros primates. El dnico
mono para el cual se han reportado los cDNAs de esta familia es Macaca
mulatta (mono del viejo mundo), el cual tiene por lo menos cinco genes, dos
derivados de GH y tres de PL (Golos y cols,1993), cuyo orden en el locus se
desconoce hasta la fecha.

1.1.4. Hipotesis acerca de la duplicacion de gen ancestral de GH

Las secuencias obtenidas de los genes GH y PL del humano y del
macaco, han permitido hacer comparaciones que sugieren que la duplicacion
del gen ancestral de GH sucedid antes de la divergencia del humano y del
macaco (Wallis, 1994); hipétesis que contradice a lo propuesto previamente



(Chen y cols, 1989), donde la duplicacién

del gen ancestral de GH ocurrié

después de que divirgieran el humano y los monos (Fig. 2). Ambas hipotesis
concuerdan en que hubo tres eventos de duplicacién, solo difieren en el

tiempo en que estas sucedieron.

Debido a las controversias existentes sobre la duplicacion del gen de

GH, es importante estudiar un mono que ha
y el humano.

ya divergido antes que el macaco
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Fig. 2. Hipotesis de la duplicaclon del gen ancestral de GH. Se muestran en forma

esquematizada la hipotesis de Chen y cols y la de Wallis.

1.2. Evolucién paleontolégica de los primates

En el orden de los primates se distinguen 3 subdrdenes (Tabla 1):

lemuroidea (lemures), tarsioidea (tarsiers) y

antropoidea (monos y hombre).



Tabla 1. Taxonomia de los primates (Colbert, 1961).

Suborden Superfamilla Familia Ejemplos
Lemuroidea | Tupaioides Tupaia, Tana
Lemuroidea Lemures
Daubentonioidea Aye-aye de Magadascar
Lorisoidea Lemures africanos
Loris de la India
Galago
Tarsioidea Anaptomorphi-dea Fésiles de tarsioides
Tarsiidae Tarsiers del Oriente
Antropoidea | Ceboidea Monos del Nuevo Mundo
Cebidae Mono aullador, arafia
Callithricicle Mono titi
Cercopithecoidea Monos del Antiguo Mundo
Cercopithecidae | Macacos, Baboo, Mandriles,
Papio
Hominoidea Parapithecidae | Parapitecus
Pongidae Gibones, Orangutan, Pongo
pigmaeus, Gorila, Chimpance
Hominidae Hombre

Pruebas palentolégicas hacen suponer que a partir de un grupo de
insectivora (Fig. 3), semejante a los tupaidos ocurrid en el Paleoceno (65
millones de aflos) una primera radiacion de los primates, representada por
tres ramas evolutivas principales: una, los lemures de Madagascar,
colocados en el infraorden de Lemuriformes; la segunda, los lemures de Asia
y Africa con los cuales se forma el infraorden Lorisiforme; y en tercer lugar los
Tarsiformes. Durante el Eoceno (hace 55 millones de afos), se efectué una
segunda radiacién de la rama que di6 origen a los monos y al hombre. Esta
rama se bifurcé en dos, para dar origen a los Monos americanos por un lado,
y a los monos del antiguo Mundo y al hombre por el otro (Alvarez, 1977). El
macaco pertenence a los monos del viejo mundo y evolutivamente hablando

esta relativamente cerca del humano.
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Fig 3. Evolucién paleontolégica de los primates. Se muestra la evolucion de los primates segun
los datos paleontol6gicos. A partir de un orden ancestral cercano a los tarsios, divergieron los monos
del nuevo mundo, los monos del viejo mundo Y finalmente los grandes monos y el humano (Alvarez,
1977).

Debido a las incertidumbres existentes en los eventos de duplicacién
que generaron el complejo multigénico, el presente trabajo propone estudiar
los genes GH, PL en un primate que divergié antes que los monos del viejo
mundo, el mono araia (Ateles geoffroyi) como modelo de los monos del
nuevo mundo.



CAPITULO Il

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Describir la organizacién del locus de la familia GH-PL en el mono

arana (Ateles geoffroyi).

1)

2)

3)

4)

5)

2.2. Objetivos especificos
Amplificar por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), los genes de la familia GH-PL del mono araiia a partir de
DNA gendmico.

|dentificar, caracterizar y clonar los productos amplificados.

Por medio de la técnica de PCR-Largo, obtener la(s) secuencia(s)
intergénica(s).

Secuenciar parcialmente la(s) region(es) intergénica(s) y deducir la
organizacion del locus en esta especie.

Comparar las secuencias obtenidas con el humano y el macacao,
para concluir sobre la evolucion de la familia en primates.



CAPITULO Il

MATERIAL Y METODOS

3.1. Origen de los reactivos

Las enzimas de restriccion y la DNA ligasa de T4 fueron adquiridas

de Gibco-Bethesda Resaerch Laboratories (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD
EUA) y de New England Biolabs (NEB, Beverly, MA, EUA).

La enzima Tag DNA polimerasa al igual que los dNTP’s y los
reactivos necesarios para realizar la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) provinieron de Promega (Madison, WI, EUA). El Kit de
PCR-Largo, asi como también el Kit de secuenciacion fueron aquiridos de
Perkin Elmer Cetus (Norwalk, CT, EUA).

El nucledtido radiactivo [32P}-o. dATP se compré a la compaiiia
Amersham, a través de su representante en México (México, D.F.).

La secuencia de los iniciadores que se utilizaron para PCR, PCR-
Largo y secuenciacion se muestran en la tabla 2. Los inciadores para
PCR y secuenciacién, fueron disefiados por MC Claudio Moreno, y
sintetizados en el Departamento de Bioquimica. El concepto y aplicacion
de los iniciadores para PCR-Largo (ITG10 e ITG11) estuvieron a cargo
del Dr. Hugo A. Barrera, y el diseiio lo realizé el Dr. José Ma. Viader. Los
iniciadores m13r y T7 se obtuvieron junto con el Kit de secuenciacion
(Perkin Elmer Cetus).

10
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Tabla 2. Secuencia de los Iniciladores.

Inicador Secuencia

PM430 ggggtctcgaggactggctate

402 gggcatcctgtggacagctcaccta
ITG11 gactagttcggggagttgggceetigggat
Exil ctgcaccagetggetgetgacac
Exlir aggtgtcagcagccagctggtgecag
ExIV ctgctgctcatccagtcatgg

ExIVr cacgactggatgagcagcagcgaga
ExVr gaagcaggagagcagcccgtagtt
iTG10 catggtcgacggcagctgtggattcta
403 ccgaattccaggagaggcactggaga

Los reactivos para elaborar las soluciones, amortiguadoras, medios
de cultivo, geles, eic., necesarios para realizar este trabajo se obtuvieron
de las compainias Sigma Chemical (St, Louis, Missouri) , Merck
(Monterrey, México), Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI, EUA),
DIFCO Laboratories (Detroit, Ml, EUA) y United States Biochemical (USB,
Cleveland, OH, EUA).

3.2. Material bioldgico

El Bioparque Estrella facilito [a extraccion de sangre venosa
periférica de un ejemplar de los monos existentes en cautiverio, de la
especie Ateles geoffroyi, mono araiia (Fig 4). La puncién se realizé del
antebrazo izquierdo, obteniendo 5 ml de sangre, a la cual de inmediato se
le agregé EDTA, como anticoagulante.
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El vector utilizado para la clonacién (pBS-SK Il), proporcionado por
el laboratorio del Dr. Jean Marc Egly del Instituto de Genética y Biologia
Molecular y Celular en Estrasburgo, Francia.

La cepa bacteriana XL-1 Blue de Escherichia coli empleada en los
ensayos de fransformacion y propagacion de los plasmidos
recombinantes, proveniente de Gibco-BRL.

El manejo de productos radiolégicos se realizd siguiendo los
lineamientos de la Comisién Nacional de Salvaguardia.



13

Fig. 4. Mono arafia (Ateles geoffroyl). Se muestra una fotografia de la especie estudiada en
este trabajo.
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3.3. Equipo

Durante este trabajo se utilizaron: un homo de microndas GoldStar
modelo MA-857M, microcentrifugas Eppendorf modelos 5402 y 5415,
fuentes de poder EC600 (E-C Apaparatus Corporation, St. Petersburg,
Florida), ISCO494 (ISCO, Nebraska USA) y BRL250 (Gibco-BRL, MD,
EUA), un secuenciador automatico GX100 (Genomyx, California EUA),
una placa agitadora con control de temperatura marca Coming PC320
(N.Y., EUA), un termomixer 5436 (Eppendorf), un bafio de agua con
agitacion G76 (New Brunswick Scientific, Edison N.J., EUA), un bafio de
agua 188 (Precision, Chicago, EUA). El material y los reactivos se
almacenaron en un congelador a -200C marca American, 0 en un
ultracongelador marca So-Low Eviromental Equipment (Cincinnati,
Corporation (K.C., Missouri, EUA).

Los termocicladores empleados fueron: MJ Research modelos PT
150 y PT100 (Watertown, Mass., EUA); y Perkin Elmer, modelo 2400.

La balanza analitica fue de la marca OHAUS modelo AP110S, y la
balanza granataria digital de la marca Sartorivos modelo 1206MP
(Géttingen, Germany).

El procesamiento de los datos fue realizado en las computadoras
Macintosh modelos LCIIl, Classic y PowerPC (Apple Computer, Inc.,
Cupertino Califomia, EUA). E! digitalizador de imagenes de cama plana
UMAX data System Inc., modelo UC630 MaxColor (Industrial Park
Hsinchu Taiwan, R.O..).

Los procesadores de textos utilizados fueron: Microsoft Word
Versién 5.1a (© 1987-1992 Microsoft Corporation), procesadores de
graficos de Microsoft Power Point Versién 3.0 (© 1987-1992 Microsoft
Corporation), Adobe Photoshop Limited Edition 2.5.1. (© 1989-1993
Adobe Systems Incorporated), Graphic Converter 2.2.2. (©1992-1995,
Thorsten Lenke) y UMAX Scan (© 1990-1991 UMAX Scanner Driver,
Impact Resaerch Inc.).

Los programas de analisis en Biologia Molecular fueron: Amplify
Version 1.2b (Bill Engels © 1992 University of Wisconsin Genetics M,
Madison, WI, EUA), DNA Strider ™ 1.1 (© Ch. Merck and C.E.A 1989
Service de Biochimie-Département de Biologie-Institut de Recherche
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Fondamentale-CEA-FRANCE), OLIGO Version 4.0 (© 1992, Plymount,
Mn, EUA), Clustal version 1.5 (Multiple Sequence Alignments) y el Blast

version 2.0.
Para la cuantificacién del DNA y la determinacién de los tamaiios

se utilizé un aparato para la digitalizacion de imagenes Gel Doc 1000 de
Bio-Rad (Hercules CA).

3.4 Métodos

3.4.1. Estrategia general

Para el desarrollo del presente trabajo se plantedé la siguiente
estrategia general (Fig. 5):

. S

4 “Reconstnuccion da ia
organizacién del locug

J

5 Comparacién de las secusncles GH

Fig. 5. Estrategia general. Se indican los cinco puntos claves de la estrategia que se utilizé en
este trabajo.
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Dicha estrategia fue ejecutada a través de la siguiente serie de
pasos:

1) Extraccion de DNA a partir de sangre periférica del mono arafa.

2) Obtencidén de los genes del complejo GH-PL por PCR a partir del DNA
genémico del mono arafia, utilizando iniciadores consenso que flanquean
los genes. El nimero posible de genes se determind por caracterizacion
de los productos amplificados con endonucleasas de restriccion y
posteriormente por clonacidon del mismo. Las clonas recombinantes
obtenidas se secuenciaron.

3) Las regiones intergénicas del complejo GH-PL se obtuvieron por PCR-
Largo a partir del DNA gendémico, para deducir el nimero posible de
productos amplificados obtenidos se realiz6 una caracterizacién con
endonucleasas de restriccion y después una clonacion.

Posterior a la clonacién se realizé una secuenciacién de ambos
extremos del inserto de cada una de las clonas recombinantes obtenidas.

4) La comparacion de las secuencias de los extremos tanto de los genes
como de las regiones intergénicas permitié deducir la organizacion del

locus GH-PL en el mono arafia.

5) Comparacion de las secuencias de GH.

3.4.2. Extraccion del DNA

3.4.2.1. Obtencién de DNA genémico

La extraccion del DNA genomico se realiz6 a partir de sangre
venosa periférica (5 ml) del mono araiia, por la técnica del TSNT
(Martinez Soriano, 1993) descrita a continuacion.
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Los 5 ml de sangre obtenidos se colocaron en un tubo Falcon de 15
ml, y se centrifugaron por 4 min a 2000 rpm, separando asi el paquete
celular del plasma; este Gltimo se elimind con una micropipeta.

Las células se lisaron con 2 ml de buffer de TSNT (2% triton 100X,
1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH=8, 1 mM EDTA disédico).
Los Aacidos nucleicos se extrajeron con 5 ml de fenol, 1 ml de
cloroformo:alcohol isoamilico (29:1) y 2 ml de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA
1 mM, pH 8), mezclando por inversién después de agregar cada uno de
los reactivos. Posteriormente, el tubo se centrifugé por 20 min a 10,000

rpm.

La fase acuosa se transfirid a un tubo Falcon nuevo de 15 ml, y el
DNA se precipitd con 2 volimenes de etanol al 100% (mezclando por
inversion) incubando durante 1 h a -700C, y finaimente el tubo se
centrifugd por 20 min a 10,000 rpm. La pastilla obtenida se lavé con 1 ml
de etanol al 70% vy el tubo se centrifugé nuevamente. El sobrenadante se
eliminé con una micropipeta para en seguida dejar secar al aire la pastilla,
ésta se resuspendid finalmente en 200 pl de TE y se conservéd a -200C.

3.4.2.2. Obtencion de DNA plasmidico

Las clonas recombinantes obtenidas fueron procesadas para la
obtencién del DNA plasmidico utilizando la técnica de lisis por ebullicién a
partir del cultivo (Sambrook y cols, 1989).

3.4.3. Analisis electroforético y cuantificacién del DNA
Las muestras de DNA se analizaron por electroforesis en geles de

agarosa o de acrilamida dependiendo del tamafio del fragmento y de la
resolucion requerida.
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3.4.3.1. Electroforesis en gel de agarosa

Los geles de agarosa se prepararon al porcentaje requerido en
buffer TBE (Tris-Borato 0.089 M, a&cido bérico 0.089 M). Una vez
solidificados, se depositaron en una camara de electroforesis y se
cubrieron con el mismo buffer. Las muestras a analizar se depositaron en
el gel preparado, se mezclaron con jugo azul 6X (azul de bromofenol al
0.25%, xilencianol al 0.25% y glicerol al 30%), a una relacioén 5:1 (v/v). La
electroforesis se llevd a cabo a 100 V; concluida ésta, el gel se colocd en
una solucion de bromuro de etidio a Sug/ml por 10 min y posteriormente
se lavé varias veces con agua para quitar el exceso de bromuro y asi
proceder a su observacion y- analisis, utilizando el programa
computacional Molecular Analyst del Gel Doc.

3.4.3.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida
Los fragmentos de restriccion fueron visualizados en un gel de
poliacrilamida al 8% (Tabla 3). Las dimensiones del gel fueron de 14 cm

por 17 cm y 1.5 mm de grosor.

Tabla 3. Preparacién del gel de Poliacrilamida al 8%.

Reactivos

Conc. Iniclal Conc. final
TBE, 20 X 1X
Acrilamida:Bisacrilamida (29:1), 30% 8%
Persulfato de amonio, 10 % 0.1%
TEMED, 100% 0.1 %

3.4.3.3 Determinacion del tamaiio de las bandas

Durante la electroforesis, la distancia que recorren los fragmentos
lineales de DNA es proporcional al logaritmo de su tamaiio (logPM).
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A partir de un marcador, del cual se conoce el tamaiio exacto de
cada una de sus bandas, se establecio la curva de calibracién [distancia =
flogPM)], y se calculd asi el tamafio de los fragmentos de interés,
utilizando el programa computacional Molecular Analyst, del Gel Doc.

3.4.3.4. Cuantificacion del DNA

Una vez extraido, el DNA se cuantific por electroforesis y analisis
densitométrico de la intensidad de la banda tefiida con bromuro de etidio.
Al intercalarse entre las bandas del DNA, el bromuro de etidio emite una
fluorescencia al ser excitado por la luz UV. La fluorescencia emitida es
proporcional a la cantidad de bromuro de etidio intercalado, dependiendo
asi de la cantidad de DNA y de la longitud de! fragmento. Utilizando una
curva de calibracién realizada a partir de concentraciones variables de
DNA de X comercial, se puede determinar la concentracion del DNA de la
muestra en estudio. Para este caso se hicieron diluciones a partir de un
concentrado de 500 ng/ul: 1:2 (250 ng/ul), 1:4 (125 ng/p1), 1:8 (62.5 ng/l),
y 1:16 (31.25 ng/pl).

3.4.4 Amplificacion de los genes GH-PL

Para la obtencién y caracterizacion de los genes del mono araiia se
siguioé la estrategia mostrada en la Fig. 6. Utilizando iniciadores consenso
se traté de obtener por PCR tanto la unidad transcripcional como la regién
promotora de los genes GH-PL en esta nueva especie.
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Fig. 6. Posicién de apareamiento de los Inicladores utilizados en ¢l PCR para obtener los
genes. Se muestran los sitios de apareamiento de los iniciadores PM430, 403 y ExVr en los
genes del humano. Estos iniciadores fueron probados con el DNA genémico del mono arafia,
después de determinar las condiciones de PCR dptimas, la presencia del producto de
amplificacion se visualizd en gel de agarosa.

3.4.4.1 Iniciadores

En el laboratorio de Biologia Molecular de la U.L.L.E.G., ya se tenia
un par de iniciadores (PM430 y 403) que permite amplificar los cinco
genes del complejo multigénico GH-PL en el humano, generando
fragmentos del mismo tamaiio (1900 pb), que incluyen 430 pb de la
region promotora, la unidad transcripcional y parte de la regién 3' no
traducible (28 pb después del codon de terminacion).

También se requiri6 utilizar otro iniciador consenso, ExVr, que se
aparea en el exén V; éste junto con el PM430, coamplifica a los cinco
genes en el humano, generando fragmentos de 1800 pb, que incluyen la
region promotora y parte de la unidad transcripcional (hasta 70 pb antes
del codon de terminacién).
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3.4.4.2. Optimacion de las condiciones de amplificacion

Tomando como base las condiciones de amplificacion establecidas
para el DNA humano, se modificd tanto la concentracién de DNA como de
MgCl2 para determinar las condiciones Optimas del mono araia. En la
tabla 4 se resumen las condiciones determinadas de amplificacion para
los dos juegos de iniciadores utilizados, las reacciones se realizaron a 50
pl. El programa de PCR para las dos amplificaciones (fragmentos de 1900
y 1800 pb) consta de los mismos pasos; difiere solamente en la
temperatura de apareamiento: 600C y 650C respectivamente. A
continuacion se describen los pasos del programa de la PCR:

1) Desnaturalizacién inicial: 94°C por 5 min.
2) 30 ciclos: 940C, por 1 min,
600C (6 659C) por 1 min,
720C por 1 min.
3) Extensién prolongada: 729C por 5 min.

En todas las reacciones de amplificacion se utilizo el DNA
gendémico humano como control positivo y ademas se ensay6 un control

negativo, en el que se sustituyé el DNA por agua.

Tabla 4. Condiciones de amplificacion para los dos juegos de iniciadores.

Reactivo Fragmento de 1800 pb Fragmento de 1800 pb
Conc. inicial Conc. final Cong. final
Buffer 10 X 1X 1X

Iniciador 403, 5 pM 0.1 uM 0.5 uM
Iniciador PM430, 5 uM 0.1 uM “eee

Iniciador ExVr, 5 yM =enow 0.5 uM

MgCi2, 25 mM 1.5 mM 15mM

dNTPs, 10 mM 200 pM 200 uM

Taq DNA Polimerasa, 5 U/l 0.05 Uil 0.05 U/ul

DNA, 100 ng/pl 2 ng/ul 2 ng/pl
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Los productos de las amplificaciones fueron analizados en un gel
de agarosa al 1%, utilizando como marcador de tamario el DNA del
bacteriéfago A cortado con Pst |.

3.4.5. Amplificacion de las regiones intergénicas

Para obtener las regiones intergénicas se siguié la estrategia
mostrada en la figura 7.
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* TG 11 Secuenclacién
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Fig. 7. Estrategia para obtener las regiones intergénicas. Para lograr |la amplificacién de las
regiones intergénicas del complejo GH del mono arafia, se escogi6 el mejor juego de iniciadores
mediante programas computacionales. Este permiti6, una vez determinadas las condiciones de
amplificacion optimas, generar un producto de amplificacion, el cual se caracterizé y se cloné.
Una secuenciacion parcial permitié determinar la secuencia de los exiremos de cada clona para

compararia a las de los genes.



3.4.5.1. Iniciadores

Se analizaron mediante programas computacionales, Amplify y
Oligo, los iniciadores que se tenian disponibles en el Departamento de
Bioguimica. Para cada uno de ellos se tomaron en cuenta los siguientes
parametros: fuerza de apareamiento, estabilidad del apareamiento, Tm,
formacién de estructuras secundarias y formacion de "hairpin”. El andlisis
se hizo utilizando como secuencias blanco los DNAcs de los genes GH y
PL reportados en primates: humano y macaco. Lo que también se
buscaba de los iniciadores, era que éstos se aparearan en los extremos
de cada gen, para posteriormente lograr el traslape con cada regién
intergénica y poder obtener el orden del locus. El juego de iniciadores
elegidos {ITG10 y ITG11), originan tedricamente en el humano cuatro
fragmentos: dos de 13 Kb, uno de 6.5 Kb y otro de 6 Kb.

3.4.5.2. Condiciones de amplificacion por PCR-Largo

Para la estandarizacion de la reaccion a partir del DNA genémico
del mono arafia, se utilizaron las condiciones de reaccién (Tabla 5) y el
programa recomendados por el kit de PCR-Largo de Perkin Elmer, a un
volumen de reaccion de 25ul. A continuacion se describen los pasos del
programa de PCR-Largo:

1) Desnaturalizacién inicial 939C por 30 seg.

2) 16 ciclos: 939C por 30 seg,
6890C por 10 min.

4)12 ciclos: 930C por 30 seg,
680C por 10 min, con incrementos de 15 seg en
cada ciclo.

5) Extension prolongada 729C por 5 min.
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Tabla 5. Condiciones de reaccién para el PCR-Largo.

Reactivos

- Conc. inicial Conc. final
Buffer 10 X 1X
Iniciador ITG10, 5 uM 0.4 uyM
Iniciador ITG11, 5 pM 04 pM
Mg(OAc)2, 25 mM 11 mM
dNTPs, 10 mM 200 pM
rTth/Vent, 2 U/l 0.128 U/l
DNA, 100 ng/ul 0.50 ng/l

3.4.6. Caracterizacion enzimatica de los productos amplificados

Los fragmentos derivados de la amplificacidén de los genes como de
las regiones intergénicas se caracterizaron por digestion enzimatica. Se
utilizaron diferentes enzimas,como: Eco Rl, Hind lil, BstE ll, Msp | y Pst .

Las condiciones de digestion se establecieron en base a las
recomendaciones del proveedor. Las incubaciones se realizaron en la
mayoria de los casos a 37°C, por 4 h. Posteriormente, los productos
derivados de la digestion de los genes y de las intergénicas se resolvieron
en geles de acrilamida al 8% y de agarosa al 0.8%, respectivamente.

3.4.7. Clonacion de los productos amplificados

3.4.7.1. Construccion del vector recombinante

La clonacién de los productos amplificados, tanto de los genes
como de las regiones intergénicas, se realiz6 en vector T, empleando la
estrategia mostrada en la Fig. 8.
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Fig. 8. Estrategia de clonacion. Los productos de PCR obtenidos fueron ligados al vector pBS-
KS Il, formando asi lo que es el plasmido recombinante el cual posteriormente fue transformado
en celtlas Ca** competentes; iuego las clonas recombinantes obtenidas fueron caracterizadas
utilizando diferentes enzimas de restriccién; finalmente las clonas recombinantes que tuvieran el
inserto deseado fueron secuenciadas.

3.4.7.1.1. Preparacion del "Vector T"
El vector pBS-SK |l sirvi6 para preparar el vector T (Marchuk,1990).
Este vector circular en su forma nativa se linearizé con la enzima Eco RV

(Tabla 6), la cual deja extremos romos.

Tabla 6. Digestién de pBS-SK Il con Eco RV.

Reactivos

Conc. inicial Conc. final
Buffer 2 NEB, 10 X 1X

BSA, 10 mM 0.1 mM
Eco RV, 10 U/pi 1Upl
DNA pBS-SK If, 300 ng/ul 50 ng/ul

Volumen final de 50 pl.
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La reaccién se incubd durante 4 h a 370C y la digestion total se
corroboré mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

Aprovechando la actividad de transferasa terminal de la Taq
polimerasa, se agregd una T en cada extremo 3" del fragmento, utilizando
las condiciones de reaccién descritas en la tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de reaccién para la preparacién del Vector T y del inserto A.

Vector T Inserto A
Reactivos
Conc. incial Conc. Final  Conc. final
Buffer de Taq, 10 X 1X 1X
dTTP, 10 mM 2mM ---
dATP, 10 mM --- 2mM
MgClg, 25 mM 1.5mM 1.5 mM
DNA, 50 ng/pl 10 ng/ul —-
DNA, P.A, 50 ng/ut --- 20 ng/ul
Taq DNA pol, 5 U/l 0.125 U/l 0.125 Uil

Volumen final de 50 .

Se agregd una gota de aceite a cada tubo y se incubé por 2 h a
720C en un MiniCycler (MJ Research). Una vez terminada la incubacion,
la fase acuosa se pasd a un tubo nuevo , y se realiz6 una extraccién con
medio volumen de fenol y medio volumen de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1). Después de la centrifugacién se recuper6 la fase
acuosa de la cual se precipité el DNA con 0.1 V de acetato de sodio 3.0
M, pH 5.2 y 2 V de etanol al 100%. La pastilla colectada por una segunda

centrifugacion se lavé con etanol al 70%, y finaimente el DNA se
resuspendid en 5 ul de H20 ultrapura.

3.4.7.1.2. Preparacion del "inserto A"

A la par se preparé también el inserto A. Durante la PCR la Taq
polimerasa adiciona adenilato en los extremo 3', pero para asegurarse de
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que la mayor parte del producto amplificado tenga este nucleétido
adicionado, lo que hicimos fue forzar su adicion, preparando un inserto A
bajo las mismas condiciones que el vector T, pero utilizando como
sustrato al dATP (Tabla 7).

3.4.6.1.3. Ligacion para formar el vector recombinante
Una vez abtenido tanto el vector T a utilizar como los insertos A, se
procedié a [a ligacion (Tabla 8), para posteriormente formar el vector

recombinante.

Tabla 8. Condiciones de Iigacién.

Reactivos

Conc. Inicial Conc. Final
Buffer, 5 X 1X

ATP, 10 mM 1mM

T4 DNA Ligasa 1 U/l 0.1 Uil
Vector T 10 ng/pl
Inserto A 20 ng/ul

Volumen final de 20 pl.

La incubacion se realizd a 169C durante toda la noche.
Posteriormente se precipitd toda la ligacion con 0.1 volumen de acetato

de sodio 3.0 M (pH 5.2) y 2 V de etanol al 100%, la pastilla se lavé con
etanol al 70%, y finalmente se resuspendi6 en 5 pl de H2O ultrapura

esteéril.
3.4.7.2. Transformacion
Una vez realizada la ligacion se procedié a la transformacion en la

cepa XL-1 Blue de E. cofi, utilizando la tecnica de bacterias Ca**
competentes (Sambrook y cols, 1989).
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3.4.7.3. Caracterizacion de las clonas recombinantes obtenidas

Las bacterias que recibieron un vector recombinante (con algin
inserto) se seleccionaron por su fenotipo Amp*, Bgal-, desarrollando una
coloracion blanca en presencia de IPTG y X-Gal (Sambrook y cols, 1989).
Estas colonias se recuperaron, y se pusieron a crecer para extraer de
cada una de ellas el DNA plasmidico.

Una primera seleccion rapida de las clonas recombinantes se
realizé por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, comparando la
migracion del DNA y la del control correspondiente al plasmido pBS-SK II.
Solamente las clonas cuyo DNA plasmidico presenté una migraciéon mas
lenta fueron seleccionadas para posteriores caracterizaciones.

Las clonas seleccionadas se caracterizaron preliminarmente con las
enzimas Kpn | y Sac |, que tienen un sitio de corte unico dentro de la
secuencia de policlonaciéon, y que flanquean el inserto. Esta primera
caracterizacion permitio estimar el tamaiio del inserto (1900 y 1741 pb).
Después, las clonas que tuvieran el tamaio esperado se caracterizaron
con diferentes enzimas de restriccion: Eco Rl y Bam HI. Para el inserto de
3800 se caracterizaron directamente con las enzimas Eco RI, Hind Ill y
Dra |, que presentan sitios de corte unicos dentro de la secuencia de
policlonacion.

Finalmente, el inserto de cada clona se reamplificé utilizando el
mismo juego de iniciadores que lo generd para caracterizarlo mas
ampliamente, y eliminar asi la interferencia del vector.

Las digestiones se realizaron siguiendo las recomendaciones del
proveedor, e incubando a 379C toda la noche. Los fragmentos fueron
analizados en geles de agarosa al 0.8% y al 1.0%.
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3.4.7.4. Subclonacion de las clonas recombinantes

Se realiz6 una subclonacion de cada una de las clonas de los
genes para lograr la secuencia completa (Fig.9).

Clona GH-A y GH-C Clona GH-B
Jmi3r midr
4
[ 4 1 (! !
20
Xbal Avrll o Sacl Sacl W

Fig. 9. Estrategia para la subclonacién de los genes. Se muestran los sitios de las enzimas
de restriccion utilizadas en cada uno de los genes para asi lograr la subclonacion.

Para llevar a cabo la subclonacion de los genes GH-A y GH-C (Fig.
9-A), se utilizd una doble digestion con las enzimas Xba | y Avr ll, que
cortan una sola vez dentro de la secuencia de policlonacion del vector y
del inserto, respectivamente. La doble digestion con estas enzimas
elimina un fragmento de aproximadamente1000 pb correspondiente a la
region 5° del gen.

Para realizar la subclonacién del gen GH-B (Fig. 9-B), el cual no
tiene sitio de corte Avr II, se utilizé Sac |, la cual presenta un sitio tnico
tanto en la region de policlonacién del vector como en el inserto. De tal
forma que al digeririo con esta enzima se genera un fragmento de 900 pb;
y al realizar una religacion se pierde este fragmento.

Las condiciones de digestion y ligacion para ambas subclonaciones
fueron las establecidas por el proveedor.

Una vez realizadas las digestiones y ligaciones de ambos genes, se
procedié a la transformacion y posterior caracterizacion de las subclonas
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recombinantes, las cuales se analizaron utilizando a Sac |, para ambos
tipos de subclonaciones. Posteriomente esas subclonas seleccionadas se
secuenciaron utilizando al iniciador M13r, el cual se aparea en la region
del vector hacia el extremo 5" del inserto.

3.4.7.5. Conservacion de las clonas de interés

Las clonas de interés fueron almacenadas a -709C, con 30% de
glicerol (Sambrook y cols, 1989).

3.4.8. Determinacion y analisis de las secuencias de las clonas
recombinantes

3.4.8.1. Secuenciacion ciclica de las clonas recombinantes

La técnica utilizada para la secuenciacion es una adaptacion de la
descrita por Sanger y cols en 1977. La secuenciacién enzimatica se
realizé siguiendo las especificaciones del Kit AmpliCycle (Perkin Elmer).
Los fragmentos sintetizados se marcaron al incorporar P32-o-dATP y se
resolvieron en un gel de electroforesis de acrilamida 6% - urea 50%. La
lectura de la secuencia se realiz6 sobre la autorradiografia.

3.4.8.2. Iniciadores

Para determinar la secuencia nuclectidica de cada una de las
clonas recombinantes de los genes y de las regiones intergénicas, se
utilizaron iniciadores que se aparean tanto en el vector (M13 y T7) como
en el propio inserto (Fig 10).
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Fig. 10-. Iniciadores para la secuenciacion. A. Se muestra |3 posicion de los inciadores
utilizados para los genes: 1) m13r, 2) T7, 3) PM430, 4) 402, 5) ExI, 6)Exlir, 7) ExIV, 8) ExIVr, 9)
ExV y 10) 403. B. Se muestra la posicion de los inciadores utilizados para las regiones
intergénicas: 1) m13r, 2) T7, 11) ITG10, 12) PM430, y 13) ITG11.

3.4.8.3. Comparacién de las secuencias génicas

3.4.8.3.1. Analisis comparativo mediante el programa
computacional Blast

Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas de los tres genes
del mono arafia, se compararon con las secuencias reportadas en los
bancos de datos (GeneBank) mediante el programa Blast.

3.4.8.3.2. Sitios enzimaticos caracteristicos de cada gen
De las secuencias nucleotidicas obtenidas de los genes, se realiz6

un mapeo enzimatico mediante el programa computacional DNA Strider,
para encontrar sitios enzimaticos que diferenciaran a los fres genes
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obtenidos del mono arafia y ademas sitios enzimaticos caracteristicos del
complejo multigénico.

3.4.8.3.3. Obtencion del DNAc y de la secuencia aminoacidica

Las secuencias nucleotidicas obtenidas a partir de los genes se
alinearon mediante el programa Clustal V con las secuencias de hGH-N y
hGH-V. De esta comparacién se pudo deducir la localizacion de los
exones e intrones, y asi obtener las secuencias respectivas del DNAC,
mediante el programa computacional DNA Strider.

Las secuencias aminoacidicas obtenidas para el mono arafia se
compararon con las proteinas GH y PL del humano y del macaco,
mediante el programa Clustal V. De estas comparaciones se dedujo un
arbol filogenético.

3.4.9. Reconstruccion de la organizacion del locus

Para comprobar que los genes y las regiones intergénicas
pertenecian al mismo locus y que fueran relacionados, se siguio la
estrategia indicada en la fig 11. Llevandose a cabo una amplificacién de
los promotores a partir de los genes y de las regiones intergénicas y
ademas una comparacion de las secuencias nucleotidicas de los
extremos.
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Fig.11. Estrategia para obtener la organizacién del locus. Se muestra el traslape de la regi6n
intergénica con los genes para asi lograr la organizacion del locus del compiejo multigénico GH-
PL del mono arafia.

3.4.9.1. Amplificacion de promotores

Finalmente, a las clonas seleccionadas tanto de las regiones
intergénicas como de los genes, se les realizd6 una amplificacién
solamente de la regién promotora (Fig 11), utilizando como iniciadores al
PM430 y ITG11. El iniciador PM430 se aparea a 430 pb del inicio de la
unidad transcripcional y el ITG11 (3°) se aparea al inicio de la unidad
transcripcional, originando asi un fragmento de 373 pb.

Las condiciones de amplificacion establecidas se muestran en la
tabla 9. El programa de amplificacion se describe a continuacion:
6) Desnaturalizacion inicial: 949C por 5 min.
2) 30 ciclos: 940C por 1 min,
620C por 1 min,
720C por 1 min
6) Extension prolongada; 720C por 5 min.



Tabla 9. Condiciones de amplificacién para los promotores.

Reactivos

Conc.iniclal Conc. Final —
Buffer 10 X 1X

Iniciador PM430, 5 uM 0.5 uM

Iniciador ITG11, 5 pM 0.5 yM

MgCl2, 25 mM 1.5 mM

dNTPs, 10 mM 200 uM

Taq DNA Polimerasa, 5U/ul  0.05U
DNA, plasmidico 10ng/pl 0.2 ng/pl
Volumen final de 50 pl.

3.4.9.2. Comparacion de los productos amplificados

A estos productos amplificados se les realizé una caracterizacion
enzimatica utilizando Ava |l, Rsa |, Apa LI, Bgl |, y Msp | (estas enzimas
fueron escogidas en base a enzimas caracteristicas de los promotores del
complejo GH-PL en el humano). Las condiciones de digestion fueron las
recomendadas por el proveedor.

La incubacién de cada una de las enzimas se realizé a 379C por 4
h, posteriormente se analizaron en un gel de agarosa al 2.5%, siendo éste
tefiido con bromuro de etidio y visualizado en el Gel Doc, para obtener el
tamaiio de cada uno de los fragmentos resultantes en cada digestion.

La comparacién de los mapas de restriccion obtenidos permitid
relacionar las regiones intergénicas con los genes y asi proponer una
posible organizacion del locus GH.



CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1. Obtencion de los genes

4.1.1. Amplificacion y caracterizacién de los genes

Con la utilizacion de los iniciadores PM430 y 403 se estandarizé la PCR a
partir del DNA genémico del mono arafia, originando una banda unica del mismo
tamario que en el humano (1930 pb), pero de menor intensidad (Fig. 12).

<= 1830

Fig. 12. Amplificacién de los genes. La PCR se realiz6 utilizando un juego de iniciadores
consenso a partir de DNA genémico. El producto amplificado se visualizé utilizando un gel de
agarosa al 1.0 %. Carril 2 amplificacién del DNA genémico del humano (control positivo), carril 3
amplificacion del DNA genémico del mono arafia, carril 4 testigo negativo. Carril 1 marcador de
peso molecular A cortado con Pst |.

La caracterizacion enzimatica del producto de 1930 pb indic6é que
correspondia a la amplificacién de dos genes, los cuales se podian distinguir por

35
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la presencia diferencial de los sitios enzimaticos Eco Rl y Pst |, mientras que
otras enzimas como Bam HI y Msp |, presentaban el mismo patrén (Fig. 13).

1986
1159

Fig. 13. Caracterizacién de la banda amplificada. E! producto amplificado se digirid con
diferentes enzimas de restriccion. Los productos generados se resolvieron en un gel de
poliacrilamida al 10%. Carril 2 producto amplificado sin digerir, camiles 3 al 6, digestion con Bam
HI, Eco RI, Msp | y Pst | respectivamente. En los carriles 1 y 7: marcador de peso molecular (A
cortado con Pst |).

4.1.2. Clonacién de los genes

Los productos amplificados de 1930 pb fueron clonados en pBS. Las
clonas recombinantes se seleccionaron en un primer paso por el tamaiio del
inserto. En un segundo paso se determiné la orientacién del inserto al digerirlas
con Bam HI, y finalmente se distinguieron cortando con Eco RI. En paralelo, el
inserto de las clonas recombinantes se amplificé utilizando los mismos
iniciadores y el producto se caracteriz6 con las enzimas Eco Rl y Alu | (Fig. 14).
Los resultados indicaron claramente que se tenian dos tipos de clonas, que
correspondian a los dos genes detectados en el producto amplificado de 1930
pb. Se obtuvieron 10 clonas del tipo A (sin Eco RI) y tres del tipo B (con Eco R),
con el inserto en ambas orientaciones.
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Fig. A Fig. B

nuc 12345 67891011

nue 123456 7891011
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Fig. 14. Diferenciaclén del Inserto de las clonas recombinantes. Se muestran las clonas que
fueron amplificadas y caracterizadas por digestion con las enzimas Eco Rl (Fig. A) y Alu | (Fig.
B). Los productos generados fueron resueltos en geles de agarosa al 1.0% y 2.5%,
respectivamente. Camil 2 producto sin digerir; carriles 3 al 11, digestion de las clonas; carril 1
marcador A cortado conPst | para la fig A y para la fig B un césmido recombinado cortado con
Bam Hl y Eco RI.

4.1.3. Determinacion de la secuencia

Se seleccionaron tres clonas de cada grupo, las cuales fueron
secuenciadas con una serie de inciadores consenso, con éstos no se logré
obtener la secuencia completa, faltando 20 pb ubicados al final del tercer intrén y
el inicio del cuarto ex6n de los dos genes, por lo que se recurridé a la
subclonacién. Esta se realizé siguiendo la metodologia descrita en materiales y
meétodos. La secuenciacion de las subclonas respectivas, a partir del iniciador
m13 reverso del vector permitié completar la secuencia. Una vez obtenidas las
secuencias completas, se hizo una comparacion mediante el servicio Blast,
indicando que éstas correpondian al tipo GH.
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4.2. Obtencidn de las regiones intergénicas por
PCR-Largo

4.2.1. Amplificacién y caracterizacion de las regiones
intergénicas

A partir del DNA genémico del mono arafia y con la utilizacion de un
segundo juego de iniciadores (ITG10 y ITG11) se estandariz6 el PCR-Largo (Fig
15). Para el caso del humano (control positivo) se obtuvieron dos bandas, una de
13184 pb, la cual incluye dos regiones intergénicas y una de 6500 pb, la cual
involucra también dos regiones intergénicas; y para el caso del mono araia se
obtuvo una banda Unica de 3842 pb (Fig. 15).

El producto amplificado fue caracterizado utilizando diferentes enzimas,
con las cuales Unicamente se logré predecir que habia por 1o menos tres
regiones intergenicas.

<= 13184 (2)
<= 600 (2)
- 3342

Fig. 15. Amplificacién de las regiones intergénicas por PCR-Largo. Se muestran las
amplificaciones realizadas a partir del DNA genomico del humano y mono arafia por PCR-Largo.
Resolviendo las bandas obtenidas en un gel de agarosa al 0.8%. H, humano; Ma, mono arafia;
T(-), testigo negativo; M, marcador (A Pst l).
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4.2.2. Clonacion de las regiones intergénicas

El producto amplificado con los iniciadores intergénicos también fue
clonado, y las clonas recombinantes obtenidas fueron caracterizadas para
corroborar el tamario del inserto. A las seleccionadas se les reamplificé por PCR-
Largo sus insertos, y éstos fueron caracterizados con £co Rl y Dra | (Fig 16).

Con las digestiones de Eco Rl se obtuvieron tres patrones diferentes de
restriccion, los cuales estan representados en el producto amplificado
directamente del DNA genémico: el primero sin sitio de corte (X), el segundo
liberando una banda de 3162 pb (V,Y,2) y el tltimo dando una banda de 2640 pb
(W). Tres clonas mostraron el mismo patrén de digestion con Eco RI, sin
embargo, al cortar con Dra | los fragmentos fueron diferentes y estas diferencias
se pudieron también observar al digerir el producto derivado del DNA gendmico.
Con estos resultados evidenciamos que hay cinco regiones intergénicas
representadas en el genémico, lo cual indica que hay por lo menos seis genes.

Fig. A Fig. B
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Fig 16. Evidencia de cinco regiones intergénicas. Las clonas fueron amplificadas por PCR-
Largo, cuyos productos fueron diferenciados con las enzimas Eco Rl (Fig. A) y Dra | (Fig. B). Los
fragmentos se resolvieron utilizando un gel de agarosa al 0.8%. Carril 2 producto sin digerir, carmil
3, amplificacion directo del gendmico; carriles 4 al 8, clonas digeridas (V, W, X, Y y Z). En los
carriles 1 y 9 el marcador es DNA del bacteriéfago A cortado con Pst 1).



4.3. Obtencion de un nuevo gen

Para tratar de obtener por amplificacién los genes faltantes, se cambié el
juego de iniciadores, substituyendo el 3" por uno disefiado sobre una region muy
conservada del exén V. El producto amplificado con este nuevo juego fue de
1741 pb a partir del DNA gendmico del mono araiia (Fig. 17).

La banda amplificada se cloné utilizando la misma estrategia del vector T.
De las clonas recombinantes obtenidas solamente una comrespondié a un nuevo
gen (C) y las ofras fueron idénticas al gen A.

Esta clona fue secuenciada; y para obtener la secuencia completa
también fue subclonada, una vez obtenida ésta, se compard mediante el
programa Blast con las secuencias reportadas en los bancos de datos (Gen
Bank). El resultado fue que correspondia también a un tipo GH.

nue

13845

5080

2840

1986

700 +=i741 pb

1159

Fig. 17. Obtencién de un nuevo gen. Se muestran las amplificaciones directamente del
gendmico y ademas la unica clona obtenida para el gen C. Las bandas se resolvieron utilizando
un gel de agarosa al 1.0%. Carril 2 amplificacién de 1930 pb, carril 3 amplificacién de 1741 pb,
carril 4 plasmido sin digerir, carril 5 clona sin digerir, carril 6 plasmido linearizado, caril 7 la clona
liberando el inserto de 1741 pb. Carriles1 y 8, marcador de DNA del bacteridfago A cortado con
Pstl).
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4.4. Organizacion del locus

Para investigar la organizacion del locus GH en el mono araiia se
compararon las porciones de las regiones intergénicas y de los genes que se
traslapaban.

4.4.1. Amplificacioén y caracterizacion de los promotores

Se realizé un PCR para la region promotora de cada gen clonado y de
cada una de las regiones intergénicas también clonadas. El producto de 373 pb
posteriormente se caracterizd con diferentes enzimas: Rsa |, Ava |l y Apa LI,
para tratar de encontrar patrones similares entre el promotor derivado de una
clona génica y el derivado de una intergénica. Al cortar cada promotor con Rsa |,
se obtuvo un patron de restriccion diferente para cada gen (Fig. 18). Al comparar
éstos con los obtenidos a partir de las regiones intergénicas, se observd que
ninguna correspondia al patron obtenido con el gen A; el patron derivado del gen
C es identico al de la region intergénica V, y el del gen B es compatibie con el de
tres regiones intergénicas X, Y, y Z. Analisis adicionales con otras enzimas (Ava
Il y Apa LI) confirnaron los resultados obtenidos y permitieron relacionar el
promotor del gen B con la intergénica Y.



42

NUC MsdABC VWXYZ
910

657

Fig. 18. Caracterizacién enzimitica de los promotores. Las clonas fueron amplificadas con
los iniciadores PM430 y [TG11, para obtener la region promotora de 373 pb, cada producto se
caracterizé con Rsa |. Los fragmentos generados se resolvieron en un gel de agarosa al 2.5%.
Carril s/d producto amplificado sin digerir, carriles A, B y C las clonas de los genes digeridas, los
carriles V, W, X, Y, y Z clonas de las regiones intergénicas digeridas. Carril M marcador pBR
cortado con Alu I.

Estas correlaciones se confirmaron con la comparacion de las secuencias
nucleotidicas de estas regiones promotoras derivadas tanto de los genes como
de las regiones intergénicas.

4.4.2. Comparacion de las regiones 3" no-traducibles de los
genes

La comparacién de las regiones 3" de los genes fue mas dificil,
realizandose a partir de las secuencias de los extremos de las clonas. Sin
embargo, el traslape entre los genes y las regiones intergénicas es solamente de
27 pb.

Aun asl, se logré correlacionar el extremo 3" del gen A con la region
intergénica Z, y el 3" del gen B con la region intergénica X.
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El gen C se obtuvo con un iniciador 3° que se aparea dentro del exén V,
por lo cual no hay posibilidad de traslape de la region 3" no traducible.

4.4.3. Posibles organizaciones del locus GH

El analisis tanto de las regiones promotoras como de los extremos 3° no
traducibles permitié correlacionar los genes y las regiones intergénicas
obteniendo asi tres subconjuntos (Fig 19).

e B ;
5
Region intergénica Y Region intergénica X
Ben i
¥ 3
Region intergénica V

]
Region intergénica W

Fig. 19. Subconjuntos realizados para armar el locus. Se ilustra el traslape del gen A con la
intergénica Z; el fraslape del gen B en ambos extremos, en el 5° con la intergénica Y y por el 3°
con la X; el traslape del gen C en su extremo 5° con la intergénica V, y |a region intergénica W
posiblemente se traslape con el extremo 3 del gen C.

La reconstitucion de los seis genes y cinco intergénicas del locus GH se
basé en los tres subconjuntos obtenidos y tomando al gen A como el primero, ya
que no se encontrd una regidbn promotora que le comrespondiera en las
secuencias intergénicas.
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De esta manera, tuvimos dos posible organizaciones (Fig. 20) en la primera el
orden de los genes es GH-A/X1/GH-B/X2/GH-C/X3, y en la segunda se cambian
de posicion los bloques correspondientes a los gens By C.

Los genes X comesponderian a los tres genes que no se lograron
amplificar con los iniciadores utilizados.

Fig. A
Sen B IGHH
X4
CL f

I
Interg. Z Interg. Y  Interg. X Interg. W

Fig. B

x‘l xz X,

Interg. Z Interg V  Interg W Interg. Y  Interg. X

Fig. 20. Posibles organizaciones del locus GH. Se muestra que el gen A en ambas
organizaciones es el primer gen del locus. La diferencia entre las dos, es la posicién de los
bloques GH-B y GH-C, tomando en cuenta que los genes X fueron los que no se lograron

obtener.

4.5. Analisis de las secuencias

4.5.1. Andlisis de las secuencias de DNAcs

Se realizé6 una comparacion entre las secuencias de cDNAs de las GHs
obtenidas para el mono arafia, y las reportadas para el humano y macaco,
mediante el programa Clustal. En la fig. 21 se muestra el alineamiento
correspondiente a esta comparacion, sefialando la secuencia sefial y
posteriormente la secuencia de la proteina madura, en esta Ultima hay cuatro
aminoacidos que hacen la diferencia entre GH y PL, tanto del humano como del
macaco; los genes obtenidos del mono arafia presentan los aminoacidos
caracteristcos de GH, corroborando lo obtenido por el Blast.
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Fig 21. Comparaciones aminoacidicas entre las GHs y PLs del humano, macaco y mono arafla.
En un rectangulo se indica el péptido sefial. Dentro de la proteina madura hay cuatro aminoacidos que hacen la diferencia entre GH y PL; el
primer aminoacido para GH es fenilalanina (F) y para PL es valina (V); el aminoacido 4 para GH es isoleucina (I) y para PL es valina (V); el
aminoacido 16 para GH es (R) y para PL es (Q): el amino4cido 52 para GH es leucina (L) y para PL es fenilalanina (F). Los genes obtenidos
del mono arafia presentan los aminoacklos caracteristicos de GH. Las flachas indican los sitios de unién del receptor a la proteina.
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En la tabla 10, se muestra el porcentaje de similitud de los aminoacidos
de las GHs del mono araiia frente a las GHs del humano y macaco.

Tabla 10. Porcentajes de similitudes de las hormonas GH-A, B y C del mono arafia, con
respecto a las GHs del humano y macaco.

Hormona HGH-N| HGH-V| MGH-N| MGH-V| MaGH-A| MaGH-B| MaGH-C
% % % % % % %
HGH-N 100 92 91 80 85 74 er
HGH-V 92 100 86 75 81 71 65
MGH-N 91 86 100 74 87 74 67
MGH-V 80 75 74 100 73 70 62
MaGH-A 85 81 87 73 100 75 68
MaGH-8 74 4 74 70 75 100 61
MaGH-C 67 65 67 62 68 61 100

De la comparacién se hizo también un arbol filogenético (Fig 22), tomando
como una especie fuera de grupo la secuencia del DNAc de GH del polio. Se
puede observar que las GHs del mono arafia divirgieron a partir del ancestro de
los genes GH (N y V), tanto del humano como del macaco, y que ésitos se
duplicaron de forma independiente una vez que divirgieron el macaco y el

humano.

0.066 m

0021 mGH-N

_0.036 hGH-V
2017 hGH-N

GH-V

0.097

maGH-B
maGH-C

0.096
el GH-Pollo

Fig. 22. Arbol Filogenético.
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4.5.2. Anilisis de las secuencias promotoras

Se realizé una comparacién de 101 pb (-131/-30) de la regién promotora
situadas antes de la caja TATA tanto del humano como del macaco, Yy las
obtenidas del mono arafia. Estas ultimas incluyen los promotores de los genes
clonados y los de las regiones intergénicas clonadas que no tienen traslape. Esta
comparacion se hizo con la ayuda del programa computacional Clustal V. Enla
fig. 23 se muestran estos resultados, en donde se indican los sitios de unién a
factores transcripcionales descritos por hGH-N. Se pueden observar variaciones
importantes, por ejemplo en los sitios de unién proximal de Pit y Sp1, mientras
que otros como el sitio distal del primero quedan muy conservados.
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Fig 23. Comparacién de los promotores.
Comparacién realizada con los promotores del humano, del macaco y los seis promotores del mono arafia. En los cuadros se marcan los sitios
de union de factores transcripcionales en donde hay diferencias importantes respecto al humano y al macaco, como en los de Sp1 y Pit
proximal, y otros en los que estan muy conservados coma es el caso del sitio Pit distal.



CAPITULO V

DISCUSION

La familia multigénica GH-PL constituye un modelo interesante para
estudiar la evolucién relativamente reciente de sus miembros y del gen
ancestral de GH en primates.

Dos GHs y tres PLs integran el complejo multigénico, en las dos
especies de primates que han sido estudiadas hasta la fecha. En el
humano, ya se conoce la organizacion del locus, siendo ésta: hGHN,
hPL1, hPL2, hGHV y hPL3 (Chen y cols, 1989); mientras que en el
macaco (Golos y clos, 1993) Onicamente se sabe la composicion del
locus, siendo su organizacén aun desconocida. En este trabajo nos
abocamos a estudiar tanto la composicién, como la organizacion del locus
GH-PL en un mono del nuevo mundo.

De las metodologias tradicionalmente utilizadas para obtener
genes, destacan el tamizaje de bibliotecas, y la amplificacion del gen por
PCR. La segunda requiere conocer las secuencias de interés en
especies cercanas para poder disefiar un juego de iniciadores
especificos. En este frabajo se escogidé esta segunda altemativa para
obtener los genes GH-PL del mono arafia, ya que se conoce la
secuencia de los genes del humano y los DNAcs del macaco. El diseiio
de los iniciadores para obtener los genes se realizé antes de iniciar este
tesis con finalidades completamente diferentes a las que se propusieron
en este frabajo, habiendose hecho en base a secuencias consenso de
los genes del humano.
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Utilizando dos juegos de inicadores consenso se lograron
amplificar tres genes del mono araiia, los productos amplificados fueron
clonados y secuenciados.

1. Obtencion de los genes GHs del mono araiia y comparacion.

Dos de los genes se obtuvieron con un iniciador 5' disefiado en la
region promotora (a 430 pb del sitio de iniciacién de la transcripcion) y
un 3’ que se aparea aproximadamente a 33 pb antes de la seiial de poli
adenilacion.

El tercero se amplificé utilizando el mismo iniciador &' pero un
iniciador 3'que se aparea en una region muy conservada del quinto
exén y por lo tanto, su secuencia nucleotidica no es completa, faltando
alrededor de 191 pb.

El anélisis de las secuencias de los tres genes indica que son del
tipo GH, uno siendo mas parecido a hGH-N y mGH-N (maGH-A) que los
ofros.

En base a los valores de similitud obtenidos, se puede inferir
sobre la identificacién de los genes. maGHA es mucho mas parecido a
la GH del humano (85%) y del macaco (87%), que los maGHB y C. Por
lo tanto, se identifico este primero como un gen GH-N y a los otros dos
como genes GH-V. Estos Ultimos comparten mas similitud con maGH-A
que con sus homélogos en el humano y macaco. Este resultado se
habia encontrado también para el macaco.

El grado de similitud entre las GHs del mono araiia varia entre un
74% y un 61%, siendo maGH-C la mas diferente; esta diferencia se
observa también entre las dos GHs del macaco (similitud del 74%), pero
no en las del humano (similitud del 92%). Estos resultados podrian
sugerir que: 1) los eventos de duplicacion que generaron las GH-B y
GH-C del mono araifa y la GH-V del macaco fueron anteriores al que



51

generd GH-V en el humano, y/o 2) que la fuerza de seleccién que se
ejercio sobre estos genes no fue la misma.

Del analisis realizado a partir de las secuencias aminoacidicas de
las GHs obtenidas del mono arafia, se observé que tienen los dos
puentes disulfuros en la misma posicién (aa 53 y 182) que las GHs y
PLs del humano y macaco.

La comparacion realizada con la maGHA con respecto a la HGH-
N, nuestra que presenta 14 cambios aminoacidicos de los cuales 11 son
no sinénimos y de éstos, dos son sitios importantes, en la region de
union al receptor de GH.

Los resultados obtenidos de la comparacién de las maGH-B y C
con respecto a las GHs, se observa que la GH-C es la que presenta
mayor nimero de cambios no sindmimos, lo cual indica que muy
probablemente el receptor de GH no se une a ésta, pero si pudiera
unirse a las proteinas GH-A y GH-B.

2. Organizacidn del locus.

Las regiones intergénicas fueron obtenidas utilizando el PCR-
Largo, para posteriormente intentar determinar la organizacion del locus.
La combinacién de PCR y PCR-Largo para lograr el orden del locus no
habia sido reportada, siendo ésta una innovacién metodoldgica
aportada por este trabajo.

El disefio previo de los iniciadores para obtener las regiones
intergénicas fueron en base a las secuencias conocidas en el humano.
Estos no habian sido probados en otras especies de monos, siendo el
mono arafa la primera en que se utlizaron. Se obtuvo una
coamplificacion de cinco regiones intergénicas, lo cual indica seis
genes. Sin embargo, solo se logrd amplificar por PCR tres genes de los
seis presentes en el complejo multigénico, indicando que el resto de los
genes debe diferir en las secuencias de apareamiento de los iniciadores
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(se han encontrado variaciones en la region 3’ de los genes X, que
podrian explicar que el iniciador no pueda aparearse de.manera eficaz).

La caracterizacién enzimatica y la secuenciacion de los exiremos
de las regiones intergénicas permitieron ordenar los diferentes genes
utilizando como base la organizacion del locus humano. Igual que en
este ultimo, el primer gen (que no tiene la contraparte de su promotor en
una region intergénica) es maGHA que corresponde al gen de GH
hipofisiaria.

Se ha observado que a lo largo de la evolucién de este complejo
el orden que se conserva es primero una GH y luego un PL, en base a
esto se plantearon las dos organizaciones para el locus del complejo
multigénico del mono arafa, variando las posiciones del bloque GHB y
GHC, y permaneciendo constante en ambas la posicion el primer gen
(GHA); estas dos organizaciones presentan una diferencia con respecto
a la del humano ya que en éste hay dos PLs contiguos (PL1y PL2) y en
el mono araiia aparentemente no existe esta estructura.

Con el conjunto de resultados obtenidos en este frabajo se
plantearon dos propuestas acerca de la duplicacion del gen ancestral de
las GHs. La primera seria que el gen ancestral se duplic6 a preGH y
prePL antes de que divirgieran los monos del nuevo mundo (seis
genes), los monos del viejo mundo (cinco genes) y el humano (cinco
genes), y que posteriormente evolucionaron en forma independiente en
cada especie; esta propuesta es apoyada por el resultado del arbol
filogenético, pero lo que es dificil de explicar es cobmo a partir de dos
especies se fue expandiendo el locus en diversas especies. La segunda
propuesta, indica que la primera y la segunda duplicacién ocurrieron
antes de que divirgieran los monos del nuevo mundo, los monos del
viejo mundo y el humano, y que a partir de aqui cada uno evoluciond en
forma independiente en cada especie. Esta propuesta seria la mas
aceptada pero en este caso las GHN y GHV de estas especies deberfan
tener el mismo ancestro, y los resultados obtenidos del arbol filogenético
no lo demuestran.
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3. Evolucién de los promotores

El obtener las secuencias de las regiones promotoras de los
genes del complejo GH del mono araila permitid inferir sobre la
evolucién de la regulacién de la expresion de los miembros de esta
familia génica. En el promotor del gen hGH-N se han descrito varias
secuencias de unidn a factores transcripcionales, que juegan un papel
importante en la regulacion de este gen. Entre éstos se pueden
mencionar al factor Pit-1 que se une a dos regiones, una proximal (a -80
pb) y la otra distal (a -120 pb), el factor ubicuo Sp1 que se une justo
atras del sitio distal de Pit-1 con el cual compite para unirse, y el factor
de la caja Z, entre otros.

En el andlisis realizado a las regiones promotoras se encontraron
variaciones importantes en los sitios de unidon de algunos factores
transcripcionales. Para el sitio de unién de Sp1 (GGGAGG), tenemos
que esta conservado tanto en el humano como en el macaco, pero
existen variaciones importantes en las secuencias promotoras del mono
arafia (GAGAGG y GGAAGG), indicando que este sitio de union se
adquirié durante la evolucion de los propios primates.

En un trabajo desarrollado anteriormente en el laboratorio de
Biologia Molecular (Barboza, 1998) en donde se modificd el sitio de
unién a Sp1, GGAAAG, dentro de la regién promotora del gen hPL+4 sin
alterar el resto de los 500 pb del promotor, esta modificacién impidié la
uniéon de la proteina purificada. Otros reportes indican que las G son
importantes para la union de la proteina. Esto nos hace inferir que le
factor Sp1 no se puede unir a los promotores de los genes del mono
arafia, y por lo tanto la importancia de Sp1 se adquirid en los primates
del viejo mundo.

Existen reportes de la requlacion de la expresion de GH en ratas,
en donde se indican que los sitios de unién de Pit tanto proximal como
distal son importantes para esta especie. Sin embargo, en el humano
existen evidencias de que es mas importante para la regulacion, la
unién de Pit a su sitio distal que a su sitio Pit proximal. Con los
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resultados obtenidos en este trabajo demuestran que esta preferencia
se establecié desde la aparicion del mono arafia, ya que la secuencia
del sitio distal estd conservada mientras que fa del proximal no
permanece conservada.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES

1.- Utilizando iniciadores consenso se lograron amplificar tres genes del
complejo GH-PL del mono arafia, éstos fueron clonados y secuenciados
totalmente, los tres correspondiendo a GH o "GH-like".

2.- Utilizando un segundo juego de iniciadores se lograron amplificar las
regiones intergénicas del complejo GH-PL del mono arafia. Los
patrones de restriccion demostraron que cincos regiones intergénicas se
coamplificaron originando un producto del mismo tamario. Este
resultado se corroboré por clonacion.

3.- La presencia de cinco regiones intergénicas implica la existencia de
seis genes de los cuales tres se amplificaron, y los otros tres no se
lograron obtener por PCR, debido a que existen variaciones importantes
en las regiones de apareamiento de los iniciadores.

4.- El analisis de los promotfores, tanto de las regiones intergénicas
como de los genes clonados, permiti6 inferir las posibles organizaciones
del locus.

5.- El andlisis de los promotores reveld variaciones nucleotidicas
importantes, tanto en el sitio proximal de unién de Pit como en el del
factor Sp1. Sin embargo, el sitio distal de unién de Pit permanece
conservado. Estos resultados permitieron inferir sobre la importancia de
estos factores en la regulacion de GH, a lo largo de la evolucion.
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APENDICE A

NOMENCLATURA PARA LOS AMINOACIDOS

<HEgHLINZRO-ZOMOAOUZ N>

Alanina
W
Asparagina
Ac, Aspartico
Cisteina
Glutamina
Ac. Glutamico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Triptofano
Tirosina
Valina



APENDICE B

Secuencia nucleotidica de los genes obtenidos

1. Gen maGH-B

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
S01
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

GGGGTCTCGAGGACTGGCTATCCTGACATCCTTTCCTGCCTTCAGGTTGGCCACCATGGE
ATGCTGCCAGAGGACACCCACCTGCCCCTCAAGGAGAGGCCAGGATGGETGGTGCCTCTG
GCTGACACTCTATGCACAACCCTCATAGCGCTGGGAAAGATGACAAGCCAGGGGCATGAC
ACCAGCATGTGTGAGAGAAGCTTCTARATTATCCATTAGCACAGGCACGTCAGTGGTCCE
CATGCATAAATGTACAAAGAAACAGTTAGGGGCAAGTAGGGAGAGAGAAGGAGCCAGAGT
ATAAAAGGGCCCACGAGAGACCAGCTCCAGGATCCCAAGGCCCAACTCCCCAAACCACCT
GGAGTCCTGTGGACAGCTCACCTAGCTGCAATGGCTGCAGGTAAGGGTCCCTAAAATCCC
TTTTGGCATTATAAGTCCTGAGGGGAGAGGCGGTGTCCTGTAGATGGGACGGGGEGACTA
ACCCTCAGGTTTCGGGCTTCTGAATCTGGGTATCGCCATCTAAGCCAATCTCAGAATGTT
CCTCATCCCAGAGAGATAATAATAARAAAAAARAATCCAGCCCCTGAGCAAGAGCACTGG
TCTCTTGCTCTCCAGCTCCCTCCCTTCCCCTCOGGTTTCTCCCCAGGCTCCCGGACATCC
CTGCTCCTGGCTTTCACCCTECTCTGCCTGCCCCAGCTTCAAGAGGCTGGTGCCTTCCCA
ACAATTCCCTTATCCAGGCTTTTGGACARTGCTATGCTCOGCGCCCATCOCCTGCACCAG
CTGECCTTTGACACCTACCAGGAGTTCGTAAGCTCTTGGGGAATGGCTGCCCATCAGGGE
TGGCAGGAAGGAGTGACTTTCCCCTGCTGGGAAGTAATGGGAGGAGACGAAGGAGCTCAG
GGTTGTTTCAGAAGCAAAGATGCAGACAGATGAGCACAGGCCGAGAGAGETCCCAGAARA
GTAAGTGGGAGCTGGTCACCAGCATAGACCTTGGTGGGCGGTCCTTCTCCTAGGAAGAAG
CCTATATCCCGAAGGAACAGAAGTATTCCTTCCTGCAGAACCCCCAGACCTCCCTCTGCT
TCTCAGAGTCTATCCCGACACCOGCCAGCARAAAGGAARCTCAGCAGAAATCOGTGAGTG
CCCCCTGTCOGCAGGCAGGGATGGGGGAGGCCTGTGGTCAAAGCCCCCAGGCAGCACACE
CACTGCCGGTCCTTCCCCTGCAGAACCTAGAGCTCCTCCGCATCTCCCTGCTGCTTATCS
AGTCCTGGTTCGAGCCTGTGCAGTTCCTCAGGAGTGTCTTCGCCAACAGCCTATTGTATG
GCGTCTCAGACAGCGATGTCTACGAGTACCTGAAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACTC
TGATGGGGGTGAGGGTGGCACCAGAGGTCCCCAATCCTGGGGCCCCACTGGCTTCCAGAG
CTGGGGGAAAGAAACACTGCTGTTCTCTTTTCAGCAGTCAGGCCCTGACCCAAGAGAACT

61



1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

CAGCTTATTCTTCATTTCCACTCGTGAATCCTCCAGGCCTTTCTCTACACCTTAGAGAGK
AGAGGGAAAATGAATGAATGAGAGAGEGAGGGAACAGTGTCCAAGCACTTGGCCTCTCCE
TCTCTTCCTTCACTTTGCAGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCAGACTGAGGAGATCTTCA
GGCAGACCTACAGGAAGTTTGACATAAACTCGCAAAACAATGACGCATTGCTCARGAACT
ACGGGCTGCTCTACTEGCTTCCGGAAGCGACATGGACAAGGTCGAGACGTTCCTGCGCATTG
TGCAGTGCCGCTCTGTGEACGGCAGCTGTGECTTCTAGCTGCCGGGTAGCATTCCTGTGA
CCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGAATTC

2. Gen maGH-B

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

GGGGTCTCGAGGACTGGCTATCCTGACATCCTTTCCTGCCTTCAGGTTGGCCACCATGGC
ATGCTGCCAGAGGACACCCACCTGCCCCTTAAAGAGAGGCCAGGATGGGTGGTGCCTCTG
GCTGACACTCTATGCACAACCCTCGGAGCGCTGGGAAAGATGACAAGCCAGGGGGCATGA
TACCAGCATGTGTGAGAGRAGCTTCTAAATTATCCACTAGCACAGGCACGTCAGTGGLCCC
COGTTGCATGAACGTGCATAGAAACAGGTGGGGGCCAGCAGGCAGAGAGARGGGGCAAGE
GTATARAAGGGCCCACGAGAGACCAGCTCCAGGATCCCAAGGCCCAACTCCACAAACCAC
TGAGAGTCCTGTGGACAGCTCACCTAGCTGCAATGGCTCGCAGTTAAGOGCCCCTAAAATC
CCTATGAGCAGGATGTGT CTGGAGGGGAGAGGCGGTGTCCTGTAGATGGGACGGGGGCAC
TAACGCTCAGGTTTGGGGCTTCTGGATCTGAGCATCACCATCTAAGCCCAGATATTCGGC
CTATCTCAGAATGTTCCTGATCCCTGGAGGGAGACTAAAAARATAGCCOGTCGAGCAAGA
GCACTGGCCTCTTGCTCTCCGGCTCACTCCCTTCTCCTACGGTATCTCCCCAGGCTCCCG
GATGTCCCTGCTCCTGACTCTTGCCCTGCTCTGCCTGCCCTGGCTTCAAGAGACTGETGC
CTTTCCAAGAATTCCCTTATCCAGGCTTTTTGGTGACGCTATGCTCCGTGCCCATCAGCT
GCACCAGGTGGCCTTTGACACCTACCAGGAGTTGGTARGTCTTGGGGAATGGGTGCCATC
AGGGGTGGCAGGAAGGGTTGACTTTCCCCTGCTGGGAAGTAATGGGAGGAGAGCAAGGAG
CTCAGGGTTGTTTTCTGAAGTGAAGAAGCAGGCCCATGATCATATGCTGAGTGAGGTCCC
AGAAAAGTAAGAATGGGAGCTGGTCCCCAGCATAGACCTTGATGGGTGGTCCTTCTIGCTA
GGAAGAAAATTGTATCCCGAAGARACAGAAGTATTTCTTCCTGCGTAACCCCAAGAACTT
COTCTGCTTCTCAGAGTCTATCCCGACACCCTTCAACAAGGAGGARGTGCTGGCAAAATC
CCTGAGTGGCCGCCCT CTCCCCAGGCAGGCATGGAGAGGCCTGTCETCAGAGCCCCCGEG
CAGCACACCCACTGCCAGTCCTTCCCCTCGAGAGCCTAGAGCTGCTCCACATCTCCCTGE
TGCTCATCCAGTCCTGGCTCGARACCCGTGCAACCCCTCGGOGGTGTCTTTGCCARCAGCC
BACGGCATAACATCTCAAACACCGATGTCTACGAGTACCTGAAGGACCTAGAGGAAGGCA
TCCARATTCTGACGTGGGTGAGGGTGGCOGCCAGCGGTCTCCAATCCTGGGGCCCCACTCG



1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

CTTCCAGAGCTGGGGGAAAGAAACACTGCTGCTCTCTTTTTAGCAGTCAGGCCCTGACCC
AGAGAACTCAGCTTATTCTATCATTTCCACTCATGAATCCTCCAGGAATTTCTCTATGTC
CTGGAGGGCAGGGAACAAAAGAATGAATGAGAGAGGGAGGGAACAGTGTCCAAGCACTTG
GCCTCTCCTTCTCTICTTITCATTTTGCAGAGGCTGGARGATGGCAGCCCCCAGACTOGGA
AGATCTTCAGGCAGACCTACAGGAAGTTIGACAGAAACTCACACAACGATGACGCACTGC
TCAAGARCTACTGGCTGCTCTTCTGCTTCCGGAAGGACATGAACARGGTCGAGACATTCC
TGCACATTGTGCAGTGCCACTCTCTGCAGGACAGCTGTGGCTTCTAGCTGCCGGGTGGCA
TCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGAATTC

3. Gen maGH-C

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

GGGGTCTCGAGGACTGGCTATCCTGACATCCTTTCCTGCCTTCAGGTTGGCCACCATGAC
ATGCTGCCAGAGGGCACCCACCTGCCCCTAMAAGAGAGGCCAGGATEGGTGGTGCCTCTG
GCTGACTCTCIGTGTACAACCCTCACAGCGCTGGTGACGGTGTAAAGGGAARAATGACAA
GCCAGGGGGCATGATACCAGCATGTGTGGAAGAAGCTTCTAAATTATCCACTAGCACAGG
CATGTCCGTGACCCTCCCTTGCCCAAACATACATAGAAACAGGTAGGGACCAGCAGGGAG
AGAGAAGGGGACAGGGTATAAAAGGGCCCATGAGAGACCAGCTCCAGGATCCCAAGGCCC
ARACTCCCCAAACCAGTAAGAGTCCTGTGGACAGCTCACCTAGCTGCAATGGCTGCAGGTA
AGGGTCCCTAAAATCCCTTTCAGCATTATATGTCCTGAGGGGAGAGGCGGTGCCCTGTAG
ATGGGATGGGGGCACTAATCCTCTGAATGTGGGTATTGCCATCTAAGCCCAGATATTTGG
CCATTCTCAGAATGTTCCTGGTCCCTGGAGGGAGAGACAAAAAAGAARTAGCCCCTGAGC
AAGAGCACTGACCTCTTGCTCTCCGRCTCCCTCCCACGCCCTCTGGTTTCTCCCTAGTCT
CCCGGGCATCCCTGCTCCTRACTTTCGCCCTGCTCTGCCTGCCCTCGGCTTCGGGAGGCTG
GTGCCTTCCCAGCAATTCCCTTATCCTCGCTTTACGACTATGCTATGATCCGCGCCTATC
GCCTGRACCAGCTGGCCTTTGACATCTACCAGAAGTTTGTAAGCTCTTGAGGAATGGATG
CATGTCAGGGTTGGCAGGAAGGGGTGACTTTGCCTTGCTGGGAAGTAACGGGAGGAGACG
AAGAACGTCAGGATTGTTTGCTGAATTGAAGATGCAGGCAGATGAGCATACACTGAGTGA
GGTCCAGAAAAGGAACATGGGAGCTGGTCACCAGCATAGATACTGATGGGCAGTCCTTICT
CCTAGGAAGAAGCTCGTAGCCCGAAGGAACAGAAGGATTTCTTGCAGCATAAAGCCAGGA
CCTCCCTTTGCTTCTCAGCGTCTGTCCCAACACCCACTAACAGAAAGGAAACTCTGCAGC
AATCTGTGAGTGGCCACCCTCTCTACCAGGCAGGGATGGGGGAGGCCTGTGGTCAGAGTC
CCTGGGCAGCACACCCACTGCCGGTCCTTCCCCTGCAGAACGTAGAGCTGCTCCGCAACT
CCCTGCTGCTCATCCAGTTGTGGTTCAAGCCCGTGCAGCTCTTCAGCAGTGTCTTTGCCA
ACAGCCAACTGCATGGTGTCTCACACAGCTTCATCTATGAGTACCTGAAGGACCTAGAGG
AAGTCATCCAAACTCTGATCAGGGTGAGGGTGGCACCAGAGGTCCCCAATCCTGGGGCCC




1441
1501
1561
1621
le8l
1741

CACTGGCTTCAAGGGCTGGGAGAAAGAAACACTGCTGCTCTCTTTTTAGCAGCTCAGGCC
CTGATCCAAGAGACCTCAGCTTATTCTTCATTTCCACTCGTGAATCCTCCAGGCCTTTCT
CTACACCATGGAGCCTTGGAGAAGAGGGAGGAAAAAGAATGAGTGAGAGAGGGAGGGAAC
AGTGTCCAAGCATTGGCCTCTCCTTCTCTTCCTTCACTT TGCAGAAGTTGGAAGATGGCA
GCCCCCGGACTGGGGACATCTTCGGGCAGACCTACAGCAAGTTTGACACAAACTTGCACA
AGGATGACACACTGCTCAAGAACTACGGGCTGCTCTCCTGCTTCAATCAAGCTT






