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PREFACIO

La resistencia a insecticidas es la capacidad de los insectos de tolerar dosis de insecticidas
gue pueden ser letales para la mayoria de individuos de una misma especie. Entre los mecanismos
de resistencia estan las enzimas detoxificadoras citocromo P450. Este trabajo tuvo como finalidad
validar in silico iniciadores degenerados y especificos para amplificar genes citocromo P405 de la

familia CYP6 y CYP9 en Anopheles albimanus

Una de las formas de control del mosquito vector de la malaria, es el uso de insecticidas.
Debido al uso de insecticidas, es importante conocer los mecanismos que confieren esta
resistencia como las enzimas citocromo P450. El principal vector de la malaria en Guatemala es
Anopheles albimanus. No se cuenta aun con el genoma secuenciado de este vector por lo que
tampoco se conoce la secuencia de los genes citocromo P450. Por esto es importante validar
iniciadores que permitan amplificar estos genes y poder conocer su secuencia, para determinar en

investigaciones futuras el papel que juegan estos genes citocromo.
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SINOPSIS

La resistencia a insecticidas en Anofelinos y otros vectores es un obstaculo para el
control de enfermedades como la malaria en Guatemala. Debido a esto, es necesario contar
con herramientas que permitan entender los mecanismos de resistencia a nivel molecular y
poder detectarla en poblaciones del campo. Uno de los mecanismos de resistencia mas comin
en cepas resistentes a insecticidas, es la detoxificacion por medio de las enzimas citocromo
P450.

En Guatemala, el principal vector de la malaria es Anopheles albimanus. Actualmente
no se ha secuenciado el genoma de este mosquito por lo que se desconocen muchos genes,
entre estos los miembros de la familia de los citocromo P450. Debido a que estos genes
pueden impartir un mecanismo de resistencia, es importante identificarlos para poder analizar

el papel que cumplen en la resistencia a insecticidas de A. albimanus en Guatemala.

El objetivo de este trabajo fue la validacion in silico de iniciadores reportados en la
literatura para la amplificacién del ARNm de genes de las familias Citocromo P450 6 (CYP6)
y 9 (CYP9) en A. albimanus. Esto se logré realizando alineaciones de secuencias de proteinas
y mARN de citocromos P450 de diferentes insectos, en programas de bioinformatica tales
como BLAST y ClustalW.

Los resultados indican que los iniciadores degenerados propuestos por Amenya, et.al.,
2005 para amplificar genes de las familias CYP6 y CYP9 se pueden utilizar en A. albimanus.
Los alineamientos en ClustalW mostraron que los iniciadores fueron disefiados a partir de
regiones altamente conservadas en diferentes insectos lo cual sugiere que estas regiones
también se encuentran conservadas en A. albimanus. Se redisefi6 el iniciador CYP9 R para
gue se pueda utilizar para amplificar CYP9 con diferentes secuencias ya que el propuesto por
Amenya, et.al., 2005 tiene una regién que no se une a varias secuencias de CYP9. De los
iniciadores especificos solamente el CYP6AA4 y CYP6P3 forward pueden amplificar genes
homologos directos de CYP6 de otras especies de Anopehlinos ademéas de la que son
especificos; sin embargo los iniciadores reversos de ambos CYP6 no pueden amplificar en
otras especies, por lo que no se recomienda utilizar estos iniciadores para amplificar genes
CYP6 en A. albimanus

Los resultados obtenidos a partir de este trabajo, se podran utilizar en un futuro, para
obtener secuencias de los genes de las familias CYP6 y CYP9 en A. albimanus, generando
informacion necesaria para el analisis del papel de estas familias en la resistencia a

insecticidas.
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ABSTRACT

Insecticide resistance in Anophelines and other disease vectors is an obstacle for vector
control in Guatemala. An understanding of the molecular mechanisms involved in insecticide
resistance facilitates the development of tools for monitoring and new strategies for vector
control. The most common mechanisms of resistance are associated with increased
detoxification via cytochrome P450 (CYP).

The main malaria vector in Guatemala is Anopheles albimanus. The genome sequence
of this mosquito is not complete yet; because of this, many gene sequences are unknown,
including the CYP gene family. The CYP genes play a crucial role in insecticide resistance; it
is important to identify these genes in A. albimanus to analyze their role in insecticide

resistance in Guatemala.

The aim of this study was in silico primer validation for mRNA amplification from
genes of the cytochrome P450 6 and 9 families in A. albimanus. Alignments of protein and
MRNA sequences were done in BLAST and CLUSTALW to validate the primers.

The degenerate primers proposed by Amenya, et.al., 2005 to amplify genes from CYP6
and CYP9 families could amplify CYP genes in A. albimanus. The alignments show that the
primers were design based on highly conserved regions among different insects; this implies
that in A. albimanus these regions are also conserved. The CYP9 reverse primer was
redesigned to amplify CYP9 with different sequences because the one proposed by Amenya

et.al, 2005 had a region that didn’t hybridize with several CYP9 sequences.

The results for the specific primers showed that only two set of primers might amplify
homologues genes from other Anopheles species. The set of primers were CYP6AA4 and
CYP6P3. Only the forward primer of the two sets presented an alignment with other CYP6;
the reverse primer didn’t showed alignments with other CYP. These set of primers might not

amplify CYP6 genes in A. albimanus.

Primer in silico validation constitutes the first step to elucidating the role of these genes
in insecticide resistance. In the future, the results of this investigation are going to allow
researchers to amplify genes from de CYP6 and CYP9 families in A. albmianus. This will
generate important information for the analysis of insecticide resistant mechanism and the role

of these genes.






. INTRODUCCION

La resistencia a insecticidas es definida como la seleccion de caracteristicas heredables en
una poblacién de insectos que produce que los insecticidas utilizados para control de vectores,
sean inefectivos (Aultman, et. al., 2006).

Entre los métodos utilizados para el control del vector de la malaria en Guatemala esté el
uso de insecticidas en rociado intradomiciliar y en pabellones. Los insecticidas se utilizan para
el control del insecto adulto para evitar que continGe la transmision. (Zaim et al., 2007).
Actualmente la resistencia a insecticidas se ha observado en gran cantidad de vectores. Debido a
esto, es importante estudiar los mecanismos que confieren resistencia a insecticidas. Uno de

estos mecanismos es el aumento de enzimas detoxificadoras como las citocromas P450.

A. Albimanus es uno de los vectores principales de la malaria en Centro América, el
Caribe y algunas regiones de norte y sur América. En Guatemala es el vector principal. Debido
a gque es el vector mas importante, es necesario contar con herramientas que permitan
controlarlo para evitar la transmision de la malaria. Debido a que el genoma de A. albimanus no
se ha secuenciado, se desconocen gran cantidad de genes, entre estos las citocromas P450
(Merida et.al., 1999).

El objetivo de este trabajo fue la validacion in silico de iniciadores degenerados
reportados en al literatura para la identificacion de los genes de las familias de citocromo P450
CYP6 y CYP9 en A. albimanus. La validacion de iniciadores especificos reportados para los
genes CYP6P4, CYP6AA4, CYP6P3, CYP6M2 y CYP6P9 implicados en la resistencia a
insecticidas piretroides en A. funestus y A. gambiae, y determinar si estos iniciadores se pueden

utilizara para amplificar genes de A. albimanus.






1. MARCO TEORICO

A. Malaria

La malaria es una enfermedad parasitaria causada, en el humano, por 4 especies
diferentes de Plasmodium (CDC. Life cycle of malaria, 2004) (Burton et. al., 2005).

El parésito se desarrolla en dos hospederos, en el vector que es el mosquito hembra del

género Anopheles y en el humano (CDC. Life cycle of malaria, 2004) (Burton et. al., 2005).

Figura 1. Ciclo de vida del parésito causante de la malaria.

Modificado de: Centers for disease control and prevention. Schema of the life cycle of
malaria. 2006
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El ciclo de vida de la malaria se divide en dos fases, una asexual esquizogonia y una
sexual gametogonia. La fase sexual ocurre en el mosquito hembra Anopheles y la fase asexual
en los humanos (CDC. Life cycle of malaria, 2004) (Burton et. al., 2005).


http://www.cdc.gov/Malaria/biology/life_cycle.htm

El ciclo de vida se inicia cuando una hembra de mosquito Anopheles ingiere sangre y
secreta en la saliva esporozoitos. Esta fase infectiva es depositada debajo de la epidermis del
humano, directamente al torrente sanguineo. Los esporozoitos migran a las células
parenquimales del higado en donde se desarrolla hasta llegar a esquizonte. La preferencia por
las células del higado se debe al reconocimiento de la capa de recubrimiento del
circumesporozoito por receptores en las células del higado. Dentro del hepatocito el
esprozoito madura hasta trofozoito. Esta fase se alimenta del citoplasma de la célula del
higado. A continuacion el nucleo del trofozoito se divide varias veces, seguido por una
division del citoplasma. Este proceso de division produce miles de merozoitos. Estos son
liberados al romperse la célula del higado. Esta fase que ocurre en el higado, es la fase exo-
eritrocitaria. Los merozoitos liberados pasan al torrente sanguineo en donde infectan
eritrocitos. Al igual que con las células del higado, los merozoitos entran a las células
sanguineas por el reconocimiento de receptores. La fase de infeccién de los eritrocitos se
conoce como fase eritrocitaria esquizogénica (CDC. Life cycle of malaria 2004) (Burton et.
al., 2005).

Dentro del eritrocito el merozoito crece hasta una etapa temprana del trofozoito. Esta
es la fase en forma de anillo que se utiliza como diagnoéstico En esta etapa se presenta la
vacuola del parasito, llena de hemoglobina del hospedero. A continuacién el trofozoito sufre
una maltiple divisiéon y se transforma en esquizonte. Este esquizonte se rompe liberando
merozoitos, los cuales pueden infectar otros eritrocitos. Otro destino que pueden seguir los
merozoitos es el desarrollarse hasta llegar a machos microgametocitos y  hembra

macrogametocitos (CDC. Life cycle of malaria, 2004) (Burton et. al., 2005).

La fase sexual, que se da en el mosquito, inicia con la ingestion de sangre de un
humano infectado. EI mosquito ingiere el microgametocito y el macrogametocito. Dentro del
mosquito ocurre la exaflagelacion del microgametocito, fase durante la cual se divide
produciendo de 6-8 nlcleos que migran a la periferia del gametocito; en esta fase el
microgametocito pasa a ser microgameto. EI gametocito hembra pasa a ser macrogametocito.
Ocurre la fusion del gameto macho y hembra. Después de 12-24hrs se forma el ooquineto. El
ooquineto penetra la pared del intestino del mosquito en medio del epitelio y la lamina basal
en donde se desarrolla hasta ooquiste con esporozoitos. Finalmente el mosquito ingiere sangre
nuevamente, y libera los esporozoitos (CDC. Life cycle of malaria 2004) (Burton et. al.,
2005).



1. Malaria en Guatemala. En el 2003 se registraron aproximadamente 30,000 casos de
malaria. Los casos se dieron en un 40% en Alta Verapaz, 32% en Petén, 6% en Quiché, 5%
en Baja Verapaz, 4% en Huehuetenango, 4% en Escuintla'y 3% en lzabal. El 17.1% se dio en
nifios menores de 5 afios, el 32% en nifios entre 5-14 afios y el 40% en personas entre 15-49
afios (Korenromp, et.al., 2005).

El principal causante de malaria en Guatemala es Plasmodium vivax que produce 97%
de los casos y Plasmodium falciparum el 3%. En la Figura 2 se muestra un mapa con la
distribucion de casos de malaria causados por P. falcipaurm Los principales vectores de la
malaria tanto por P. vivax como P. falciparum son A. albimanus, A.pseudopuntipennis, y A.
darlingi (PAHO, 2007) (CDC. Malaria en Guatemala. MERTU/G, 2004).

Figura 2. Mapa de la distribucion de casos de malaria causados por P. falciparum en
Guatemala.

PfAPI, infecciones causadas por P. falciparum Modificado de: Guerra, 2008
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B. Descripcion de Anopheles

La malaria es transmitida por los moquitos del género Anopheles. De las 444 especies
de Anopheles solamente entre 30-40 son vectores de la malaria (CDC. Anopheles Mosquitoes.
Biology 2008).



1. Ciclo de vida. Los Anofelinos pasan por cuatro fases en su ciclo de vida: huevo,
larva, pupa y adulto. Las primeras tres fases son acuaticas y esta dura de 5-14 dias
dependiendo de la temperatura. En la etapa adulta es cuando puede transmitir la malaria
(CDC. Anopheles Mosquitoes. Biology 2008).

a. Huevo: los huevos son depositados por las hembras en el agua. Estas depositan
entre 50-200 huevos por ovipostura. Estos eclosionan de 2-3 dias después (CDC.
Anopheles Mosquitoes. Biology, 2008).

b. Larva: este estadio posee una cabeza desarrollada con boca en forma de cepillo, la
cual usan para alimentarse. Poseen también, un térax largo y abdomen
segmentado. En este estadio no poseen patas a diferencia de otros mosquitos.
Tampoco posee un sifon respiratorio sino espiraculos que se localizan en el octavo
segmento del abdomen. Las larvas viven en la superficie de los habitats acuaticos
lo que les permite respirar. Esta se alimenta de bacterias y algas que encuentra en
la superficie. Este periodo larvario estd compuesto por cuatro subetapas en las que

cambia de exoesqueleto (CDC. Anopheles Mosquitoes. Biology 2008).

c. Pupa: en esta etapa, la cabeza y el térax estan juntos en el cefalotérax con el
abdomen curvo debajo. Al igual que la larva, la pupa sale a la superficie del agua
para respirar. En esta etapa, posee unas trompetas en el cefalotérax que le permiten
respirar. Al terminar este estadio, se quiebra el cefalotérax y sale el mosquito
adulto (CDC. Anopheles Mosquitoes. Biology 2008).

d. Adultos: el cuerpo de estos estd divido en cabeza, térax y abdomen. La cabeza
contiene los ojos, un par de antenas segmentadas, la proboscis y papulas sensitivas.
Las antenas le permiten captar olores, y en las hembras sirve para escoger sitios
para la ovipostura. La proboscis y las papulas sensitivas las utiliza para
alimentarse. Solamente las hembras poseen una proboscis que les permite penetrar
la piel humana, por lo que solamente estas ingiere sangre y pueden transmitir la

malaria (CDC. Anopheles Mosquitoes. Biology 2008).

El torax estd compuesto por tres pares de patas y un par de alas que le permiten
movilizarse (CDC. Anopheles Mosquitoes. Biology 2008).

El abdomen esta segmentado y se expande cuando se alimentan. Esta parte esta
especializada en la digestion y desarrollo de los huevos (CDC. Anopheles

Mosquitoes. Biology 2008).



Los adultos se aparean unos dias después de salir de la pupa. Los machos viven
aproximadamente una semana, y se alimentan de fuentes de azlcar. Las hembras
viven alrededor de 1-2 semanas, y se alimentan de sangre para el desarrollo de los
huevos y de azlcar para obtener energia. Después que las hembras ingieren sangre,
descansan de 2-3 dias, en condiciones tropicales, para la digestion de la sangre y el
desarrollo de los huevos (CDC. Anopheles Mosquitoes. Biology 2008).

Figura 3. Diagrama de mosquito hembra.

Modificado de: Centers for Disease control and prevention. Anopheles Mosquitoes. Biology.
2008. Atlanta, Estados Unidos
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En Guatemala solamente A. vestitipennis, A. Pseudopunctipennis , A. darling y
A. albimanus estan asociados a la transmision de la malaria (Padilla 1997). En la
figura 4 se observa el mapa de distribucion de vectores de la malaria en América.


http://www.cdc.gov/malaria/biology/mosquito/

Figura 4. Distribucion de los vectores de la malaria en América.
Modificado de: Kiszewski, 2004
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C. Filogenetica de Anofelinos

Los mosquitos del género Anopheles tiene importancia médica como vectores de
enfermedades como la malaria; sin embargo se conoce muy poco sobre la filogenética de
estos. Esto se debe a que algunas especies no tiene un genoma Secuenciado como A.
albimanus y otras si estan secuenciadas como A. gambiae (Slakwr et.al., 2001).

La clasificacion taxonémica del mosquito A. albimanus es la siguiente (ITIS 1996):

Reino Animalia
Filo Artropoda
Subfilo Hexapoda
Clase Insecta
Subclase Pterygota
Infraclase Neoptera
Superorden Endopterygota
Orden Diptera
Suborden Nematocera
Infraorden Culicomorpha
Familia Culicidae
Subfamilia Anophelinae
Género Anopheles
Especie Anopheles albimanus Wiedemann

Como se observa en la clasificacion taxonomica los anofelinos pertenecen al
orden Diptera dentro del cual también se clasifican una gran diversidad de organismos

como Musca domestica y Drosophila melaogaster.

En la Figura 5 se encuentra la relacién filogenética entre el orden Diptera y
Lepidoptera. Al primer orden pertenecen los Anofelinos, Cx. quinquefasciatus, Ae.
Aegypti, D. melanogaster y M. domestica; mientras que al orden Lepidoptera pertene

Helicoverpa armigera y Heliothis virescens. (ITIS 1996).
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Figura 5. Arbol filogenético de las divisiones en 6rdenes del superorden Endopterygota
(Whiting, 2001)
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Asi mismo los Anofelinos pertenecen al infraorden Culicomorpha y Brachycera al que
pertenecen D. melanogaster y M. domestica. En la figura 6 se muestra la relacion filogenética
entre el infraorden Culicomorpha y Brachycera (ITIS, 1996).

Figura 6. Arbol filogenético de la relacion entre el infraorden Brachycera y
Culicomorpha.

Modificado de: Bertone 2008.
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Los Anofelinos se encuentran dentro de la familia Culicidae a la cual pertenecen otros

vectores de enfermeda

des como Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti. En la figura 7 se

muestra la relacion filogenética entre los diferentes géneros que forman la familia Culicidae

(ITIS 1996).

Figura 7. Arbol filogenético de los géneros que forman la familia Culicidae.
El género Anopheles contiene todos los mosquitos Anofelinos como A. albimanus. Cx.
guinquefasciatus pertenece al género Culex y Ae. Aegypti a Aedes.
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El género incluye 444 especies clasificadas y 40 clasificadas provisionalmente. Existen
seis subgeneros: Anopheles, Cellia, Kerteszia, Lophodomyia, Nyssorhynchus y Stethomyia. En
la Figura 8 se muestra la relacion filogenética entre estos subgéneros asi como algunas
especies de Anofelinos. Entre éstas especies hay vectores importantes, como A. gambiae, A.

funestus y A. albimanus (Sallum, et.al. 2002).

A continuacion se muestra una figura con la relacion filogenética entre diferentes

vectores de la malaria en Latinoamérica.

Figura 8. Arbol filogenético de Anofelinos.
Analisis de parsimonia utilizando aproximaciones por peso sucesivas de secuencias de
rADN y mtADN. Los numeros arribay debajo de las ramas indican las proporciones de
MP Bootstrap obtenidas. Tomado de Sallum, et.al. 2002.

e fowid

O, trlierianus

Outgroup

Tx. amboinensis

Ad. sguamipennis
h. Bathena

Chagasia
=== = = = = = = A acantioreryni —— Stethomyia
1k | Aw. diras
1} An. farauti
An, stephensi

An. subpictus Cellia

Ll I L]
1EH)

An. sandarcus
An, grabiensiy

L AR, funesn

piy

An. minims A
Ane fudithae

Ani. prewdapuncripennis
A, cousiani

An. eisent

An. intermedins Anopheles

An, punctimacnin

An. arfropas
An. freeborni

An, punctipennis

iy AM. S E T — Lﬂpﬁﬂﬂﬂdﬂ‘lﬂ_}'iﬂ
1} B, e il c—— Bironella
i3 10K} —An cruzi .
62 10Ky I—.—'I w. ellanor Kerteszia
o5 An. allirnarsis
o A Rumezrevari

i3
An. Bhard e

A rondoni Nyssorhynchus

A aguosalls

An. darlingi

An. friansilaies




14

Control de vectores

El control de vectores se refiere a los métodos utilizados para disminuir el contacto
entre el humano y vectores de enfermedades, como Anopheles albimanus que transmite
la malaria. Esta es una de las medidas mas efectivas para la prevencion de la
transmision de esta enfermedad (CDC. Vector Control, 2008) (Zaim et al. 2007).

Entre los métodos para el control de vectores y prevencién de la malaria estan:

1. Redes de cama tratadas con insecticida (Insecticide-treated bed
nets ITN). Este método, como su nombre lo indica, consisten en la impregnacién de
redes de cama con insecticida. La red proporciona proteccion contra las picaduras de
mosquito; mientras que el insecticida mata a los mosquitos que llegan a la red. Asi
mismo, posee caracteristicas repelentes ya que disminuye la cantidad de mosquitos que

entran a las casa para alimentarse (CDC. Vector Control 2008).

Actualmente se utilizan insecticidas piretroides para rociar las redes. Este tipo de
insecticida posee baja toxicidad para los mamiferos, pero es altamente téxico para los
insectos, ademas no se degradan rapidamente. Las redes deben ser tratadas con
insecticida cada 6-12 meses (CDC. Vector Control 2008).

Ahora existen redes tratadas con insecticida que dura mas tiempo. Estas retienen
concentraciones letales de insecticida hasta por tres afios. Estas redes también son

rociadas con insecticidas piretroides (CDC. Vector Control 2008).

2. Aplicacién de insecticida en interiores (Indoor residual spraying).
Este método implica el rociado de paredes y otras superficies de las viviendas con
insecticida. Por varios meses el insecticida puede matar mosquitos que entran en
contacto con las superficies rociadas. Actualmente se utiliza DDT como insecticida
(CDC. Vector Control, 2008).

Por lo general los mosquitos después de la ingesta sanguinea, permanecen dentro de las
casas en donde picaron. Por lo que este método no previene las picaduras, pero si

previene la transmision de la malaria (CDC. Vector Control 2008).

En la Figura 9 se muestra un mapa con al distribucion del uso de redes de cama tratadas

con insecticida y rociado de interiores.
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Figura 9. Mapa de los paises que utilizan como control del vector de la malaria.
Redes de cama tratadas con insecticida en A 'y en donde se utiliza el rociado de interiores
en B. Modificado de: (Zaim et al. 2007).

3. Reduccion de fuentes de larvas (source reduction for larval
control). Este método consiste en la destruccion o reduccion de posibles habitats para
el desarrollo de larvas de mosquito. Este método es utilizado para el control de
mosquitos cuando hay baja concentracion de estos en un numero pequefio de hébitats.
Este método elimina al mosquito antes que alcance el estadio en el que puede transmitir
la malaria (CDC. Vector Control, 2008).

4. Otros métodos: estos métodos incluyen el rociado de areas
extensas. Este método esta reservado solamente para situaciones de emergencia en
lugares donde hay epidemias. Este método consiste en rociar con insecticida areas
abiertas para matar a los mosquitos cuando estos se han convertido en una peste. Otro
método es la liberacion de machos estériles, asi como la futura modificacién genética
de los mosquitos (CDC. Vector Control 2008).
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A continuacién se muestra en la Figura 10 el uso global de insecticidas para el control
de la malaria y los diferentes métodos de control.

Figura 10. Uso de insecticidas para el control de la malaria reportado por WHOPES.
Clase de insecticida y método de aplicacion durante los afios 2003-2005. Las clases de
insecticidas son: OC. Organoclorados, OP. Organofosforados, C. carbamatos y PY.
Piretroides. IRS: aplicacion de insecticidas en el interior. ITN: redes tratadas con
insecticidas SS: aplicacién de insecticidas en grandes areas. Modificado de: (Zaim et al.
2007).
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Se observa en la figura que solamente los insecticidas piretroides son utilizados en
redes de cama. Esto se debe a que poseen baja toxicidad y no se degradan facilmente como
otros insecticidas. También se muestra que se utilizan insecticidas organoclorados,

organofosforados y carbamatos para el rociado intradomiciliar y aplicacion en grandes areas.

E. Resistencia a insecticidas

La resistencia a insecticidas se define como la seleccién de caracteristicas heredables en
una poblacién de insectos que evita que los insecticidas sean efectivos para el control de

vectores (Aultman, et. al. 2006).

Los insecticidas cumplen un papel importante en los programas de control de vectores.
Estos son utilizados en interiores, exteriores, en redes para cama etc. A causa de esto algunos
mosquitos han desarrollado resistencia debido a la exposicion prolongada a los insecticidas.

Debido a que los mosquitos pueden tener varias generaciones por afio, la resistencia se



desarrol
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la rapidamente. Se han reportado mas de 125 especies de mosquitos resistentes a uno

0 mas insecticidas; entre estos A. Albimanus (CDC. Vector Control, 2008).

F. Factores que influyen en la resistencia a insecticidas

De acuerdo con la organizacion mundial de la salud los factores que influyen el

desarrollo de la resistencia a insecticida son los siguientes:

4.

o &

a o

o Q o

Genéticos

a. Tasa de mutacion y frecuencia para los genes de resistencia
b. Penetracion, expresion y dominancia de los genes de resistencia

c. Qué tan adecuado es el fenotipo del insecto (WHO, 2003).

Reproductivos

a. Generaciones por afio
b. Tasa de incremente y fluctuacion en el tamafio de la poblacion

c. Monogamia/poligamia partenogénesis y otras variaciones (WHO, 2003).

De comportamiento/Ecoldgicos

a. Migracion dentro y fuera de la poblacion expuesta
b. Evitar los insecticidas

c. Variacion de condiciones ecoldgicas

d. Monofagia y polifagia (WHO, 2003).

Operacionales

Proporcion de la poblacion expuesta a dosis selectivas

Dosis de insecticida ingerido por los insectos expuestos.

Persistencia del insecticida

Existencia de refugios sin rociar

La ruta de exposicion

Estadio en el que fue expuesto

Integracidn de insecticidas con métodos de control bioldgicos o genéticos
Uso de mezcla de insecticidas y patron de aplicacion

Liberacion de machos susceptibles (WHO, 2003).
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G. Mecanismos de resistencia

Existen diferentes formas de resistencia a insecticidas, entre estas estan:

1. Resistencia por comportamiento. Esta resistencia se refiere a una modificacion
en el comportamiento del insecto lo cual evita el efecto dafiino de los insecticidas; por
ejemplo cuando los mosquitos evitan cierto lugar que fue rociado con insecticida, esto es

resistencia por comportamiento (Aultman, et. al. 2006) (WHO 2003).

2. Resistencia de penetracion. Esta resistencia se da cuando hay modificaciones en
la cuticula del insecto o en el tracto digestivo. Esto previene la penetracion del insecticida o
causa que sea lenta. Si existe penetracion del insecticida, debido a que es lenta, el insecto
puede activar las enzimas detoxificantes reduciendo asi el dafio. Este tipo de mecanismo se ha
identificado solamente en moscas domésticas (Aultman, et. al. 2006) (WHO 2003).

3. Resistencia metabdlica. Este tipo de resistencia se refiere a la modificacion de
las rutas metabdlicas de detoxificacion. Este mecanismo y el de resistencia por alteracion del
sitio blanco son los mas comunes. Es mediada por cambios en la actividad de enzimas
detoxificadoras. Existen varias enzimas que participan en la detoxificacion como lo son: las
esterasas, monooxigenasas del citocromo P450 y glutatién S-transferasas. Por lo general se
observa un incremento en los metabolitos que producen estas enzimas (Aultman, et. al.
2006) (Hemingway 2002).

4. Resistencia por alteracion del sitio blanco. Es el mecanismo de resistencia
mas comun en los insectos. Por lo general los insecticidas actian sobe un sitio blanco en
especifico, por ejemplo el sistema nervioso del insecto. Cuando ocurre una mutacién en este
sitio blanco, el insecticida ya no puede unirse al sitio. Esto hace que el insecticida no afecte, o

afecte menos al insecto (Aultman, et. al. 2006) (Hemingway 2002).

En Culex spp. se han encontrado mutaciones en la acetilcolinesterasa, sitio blanco de
los insecticidas organofosfatados y carbamatos También se han encontrado la mutacién
conocida como “knockdown resistance”, esta consiste en un cambio en la secuencia de
aminoacidos del canal de sodio de las células nerviosas del insecto; esto produce una
reduccion en la sensibilidad de la union del canal con insecticidas como el DDT y los
piretroides. Este tipo de mutacion se ha encontrado en A. gambiae en Africa (Aultman, et. Al.
2006) (Hemingway 2002).
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H. Tipos de insecticidas utilizados para el control de la malaria

1. Organoclorados. Son los mas utilizados en servicios de salud. Estos
insecticidas contienen carbono, hidrogeno y cloro. Este grupo se puede dividir en tres
categorias: DDT y analogos, hexacloro-ciclo-hexano, y compuestos ciclodieno. Este
tipo de insecticidas ataca el sistema nervioso del insecto. Entre los insecticidas de este
tipo mas utilizados en el control de vectores estdn: DDT, heptacloro, endrina,
endosulfan y dieldrina (WHO 2003).

2. Organofosfatados. Presentan un amplio espectro insecticida con la ventaja de ser
poco toxicos para los mamiferos. La mayoria de insecticidas que pertenecen a este grupo son
esteres o amidas con un enlace organico a un acido fosférico o pirofosférico. EI mecanismo
de accion consiste en la fosforilacién de la enzima acetilcolinesterasa en las terminaciones

nerviosas, por lo que inhibe la funcién de la enzima (WHO 2003).

Ejemplos de este tipo de insecticidas que son utilizados para el control de la malaria estan:
fenition, temephos, cloropirifos, fenitrotion, pirimifos-metil y malation (WHO 2003).

3. Carbamatos. Estos son &cidos de éster. Estos insecticidas afectan el receptor de la
acetilcolinesterasa. Ejemplos de este tipo de insecticida utilizado contra la malaria es el
Propoxur (WHO 2003).

4. Piretroides. Son insecticidas sintéticos, similares quimicamente a las piretrinas
extraidas de los Crisantemos. Estas piretrinas naturales han sido modificadas para hacerlas
mas estables en el ambiente y que puedan ser utilizadas como insecticidas. Estos insecticidas

actlian paralizando el sistema nervioso del insecto (WHO 2003).

Tienen baja toxicidad para los humanos y una accion rapida contra un gran espectro de
insectos. Poseen baja polaridad y volatilidad propiedades que restringe su movimiento en el
aire y suelo del sitio de donde fueron aplicados. Los insecticidas de este tipo mas utilizados en
el control del vector de la malaria son: permetrina, deltametrina, etofenprox entre otros.
(WHO 2003).
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A continuacion se presenta un cuadro con los insecticidas mas utilizados para el control

del vector de la malaria en Guatemala (WHO 2003).

Cuadro 1. Insecticidas utilizados en Guatemala para el control de la malaria. 1995-2005

Afio

1995
1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005

(Zaim et al., 2007).

Tipo de Insecticida (Kg de ingrediente activo)

Organofosforados Carbamatos Piretroides
273 650 543
266 11620 454

3547 12000 3968
1108 4592 66
530 494 194
532 3420 640
10 872 355 0
494 959 704
492 3642 454
582 2254 24
909 1512 0

I. Resistencia a insecticidas en Anopheles albimanus

En Guatemala se han realizado pocos estudios sobre la resistencia a insecticidas en A.

albimanus. La mayoria de estos estudios se realizaron durante la década del 90. Uno de estos

reportd la resistencia a organofosforados y piretroides por medio del mecanismo detoxificante
de las esterasas (Beach 1989).

En 1989 se demostrd resistencia a fenitrotion en A. albimanus con un método

enzimatico y por el ensayo de la Organizacion Mundial de la Salud. (Beach, 1989). Luego en

1990 se reporto la resistencia a carbamatos por el mecanismo de alteracion del sitio blanco.

(Corddn-Rosales, 1990). En 1992 se detectd resistencia a organofosforados por el mecanismo

de acetilcolinesterasa insensible y altos niveles de esterasas. Por Gltimo, en 1999 se reporto la

resistencia a piretroides y DDT debido a un alto nivel de oxidasas y esterasas (Brogdon,

1999).
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J.  Monooxigenasas Citocromo P450

Las citocromas P450 son una familia de enzimas que se encuentran en una gran
cantidad de organismos incluyendo los insectos. Estas estan involucradas en la biosintesis de
metabolitos secundarios, el transporte y el catabolismo de xenobi6ticos como los insecticidas.
Son hemoproteinas, es decir contiene un grupo prostético hemo. La superfamilia de genes
P450 se subdivide y clasifica con base a la identidad de los aminoéacidos, criterios
filogenéticos y por la organizacion de los genes. La nomenclatura consiste en el simbolo CYP
seguido por el nimero de la familia, que son grupos de proteinas con un 40% de identidad;
luego sigue la letra de la subfamilia y por altimo el nimero del gen. Los grupos de proteinas
de las subfamilias poseen >55% de identidad. Un ejemplo de esta nomenclatura es el CYP6P9
en donde 6 es la familia, P la subfamilia y 9 el nimero de gen (Guengerich 1991) (Omura
1999) (Werck 2000).

Las principales familias de CYP, en diferentes insectos, que se asocian a la resistencia a
insecticidas son CYP4, CYP6 y CYP9 (Hemingway 2000).

1. Mecanismo enzimatico. La reaccién general mediada por las enzimas

monooxigenasas P450 es:

En este caso, el RH es el sustrato y la flavoproteina NADPH se utiliza para reducir
equivalentes. Las monooxigenasas P450 poseen un gran numero de isoformas por lo que
pueden metabolizar diferentes sustratos. En los eucariotas la mayoria de estas enzimas se

localizan en el reticulo endoplasmico y la mitocondria (Scott 2001).

2. Caracteristicas estructurales. Las citocromas P450 se dividen en cuatro clases
dependiendo del método por el cual los electrones del NADPH son llevados al sitio catalitico.
Las proteinas del tipo | requieren una reductasa con FAD y una redoxina con ién sulfuro. Las
clase Il requieren una P450 reductasa con FAD/FMN. La Clase Il no requiere donador de

electrones, pero la clase 1V recibe electrones directamente del NADPH (Werck 2000).

La conservacion en las diferentes secuencias de citocromo P450 es relativamente baja,
pero existen tres sitios conservados. Las estructuras cristalograficas han mostrado una
conservacion general de la topografia y el plegamiento. El nicleo o centro de la proteina se
encuentra altamente conservado, alrededor del grupo hemo. Esto refleja un mecanismo en

comun de transferencia de electrones, protones y activacion de oxigeno. El centro conservado
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esta formado por cuatro hélices D, E, | y L; posee también hélices J y K y dos pares de hojas
B. Esos plegamientos constituyen la region de unién al grupo hemo. La familia se puede
identificar por esta region conservada de la proteina, que tiene la secuencia Fen-X-X-Gli-X-
Arg-X-Cis-X-Gli. Otra regién conservada en la hélice K cercana a la region de unién al grupo
hemo es la region Glu-X-X-Arg. La Gltima region conservada se encuentra en la parte central
de la hélice I, esta también permite identificar las proteinas de la familia P450. La secuencia
de la region es Ala/Gli-Gli-X-Asp/Glu-Thr-Thr/Ser); esta regién corresponde al sitio de
intercambio de protones (Werck 2000).

Figura 11. Diagrama de la estructura secundaria de una citocroma P450.
Lo rectangulos azules son hélices a, y las flechas beige son hojas B. El primer dominio es
asociado con el reconocimiento al sustrato y el segundo dominio al centro catalitico.
Tomado de: Werck 2000

-,

o domain
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Figura 12. Estructura de CYP101.
Se observa el grupo hemo en color rojo. Se observa la hélice K e | las cuales presentan
las regiones conservadas. También se observa la hélice L cercana al grupo de union al
hemo, otra region conservada. Tomado de: Mestres 2005.

K. Resistencia por medio del citocromo P450

Uno de los mecanismos de resistencia a insecticidas méas comudn es la resistencia
metabdlica. Esta involucra un incremento en la capacidad de los sistemas de detoxificacion.
Este mecanismos de resistencia incluye las enzimas monooxigenasas citocromo P450
(Xianchun 2007) (Scott 1999) (Bergé 1998).
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1. Mecanismos moleculares de resistencia por medio de citocromo P450. Se ha
demostrado que el principal mecanismo de resistencia por citocromo P450 es un incremento
en la expresion del gen. En la mayoria de los casos la sobreexpresién no se da por una
duplicacién de los genes. Hasta ahora se ha reportado solo duplicacién de los genes CYP6P4
y CYP6P9 en A. funestus. (Wondji, 2009) Los mecanismos moleculares de resistencia por
citocromo P450 son: Via mutaciones en sitios trans-regulatorios, via mutaciones en sitios cis-

regulatorios y por cambios en la secuencia codificante.

a. Via mutaciones en sitios trans-regulatorios. La sobreexpresion de los genes se
debe a regulacion via mutaciones en loci trans-regulatorios. A pesar que la sobreexpresion se
puede deber a un incremento en la transcripcion, estabilidad del mARN y traduccion de la
proteina; en la mayoria de los casos el incremento se debe a la activacién por mutaciones e
inserciones/deleciones en promotores que acttian en cis 0 en locus regulatorios trans. En M.
domestica los alelos de CYP6AL (en el cromosoma 5) y CYP6D1 (en el cromosoma 1) en la
cepa resistente “Rutgers”, son regulados por factores del cromosoma 2 proveniente de la cepa
susceptible. Esto produce una reduccion en la expresion de estos dos genes a niveles similares
a los de la cepa susceptible, cuando, en el cruce las dos copias del cromosoma 2 provienen de
la cepa susceptible. Esto sugiere que la sobreexpresion de CYP6AL y CYP6DL1 se debe en
parte a mutaciones que causan una pérdida en la funcién en el locus regulador en el

cromosoma 2 de la cepa resistente (Xianchun 2007) (Hemingway 2004).

En D. melanogaster resistente a DDT, los genes CYP6A2 y CYP6AS8 (en el cromosoma
2) son regulados por el loci repressor en el cromosoma 3. En este caso también se sugiere que
la resistencia se debe a una mutacion que causa la perdida de funcién del sitio represor
(Xianchun 2007) (Hemingway 2004).

b. Via mutaciones en sitios cis-regulatorios. Otro mecanismo de resistencia por
citocromo P450 se debe a regulacion via mutaciones en loci cis-regulatorios. En los CYP6D1,
CYP6D3 y CYP6A8 de M. domestica se encontraron mutaciones e inserciones/deleciones en

el promotor lo cual puede contribuir a la sobreexpresion de estos genes (Xianchun 2007).

Los cambios en loci cis-regulatorios mas importantes, son los encontrados en D.
melanogaster y D. simulans. En D. melanogaster resistente a DDT el cambio se encuentra en
la regién 5° del promotor del gen CYP6GL. En esta el retrotransposon Ilamado Accord esta
insertado a 300pb antes del sitio de inicio de la transcripcion. Varios estudios han demostrado

que esta insercion Accord se relaciona con la resistencia a DDT e imidacloprid. En D.
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simulans el retrotransposén que se inserta es llamado Doc. Este se inserta 200pb antes del
sitio de inicio de la transcripcion en el homologo de CYP6G1 (Xianchun 2007).

Estas inserciones pueden tener diferentes efectos en la resistencia. Pueden introducir
elementos aumentadores, alterar el sitio de represion, alterar la distancia fisica entre el sitio

regulatorio y el de inicio de transcripcion (Xianchun 2007).

c. Por cambios en la secuencia codificante. La pérdida de parte de la resistencia
cuando los citocromos P450 no estan sobreexpresados en D. melanogaster, sugiere que las
mutaciones puntuales pueden cumplir un papel secundario en la resistencia mediada por P450
(Xianchun 2007).

Asi  mismo, se han observado mutaciones en el gen CYP6A2 en el sitio activo de la

enzima lo cual incrementa el metabolismo del DDT (Xianchun 2007).

L. Citocromos P450 implicados en resistencia en Anofelinos

En Anofelinos, se ha reportado resistencia a insecticidas por citocromo P450 en A.
gambiae, A. funestus y A. minimus. En A. gambiae los genes reportados asociados a
resistencia son: CYP6Z1, CYP6P3 y CYP6M2 (Amenya 2005) (Ranson 2002).

En A. funestus los genes asociados a resistencia son: CYP6P4, CYP6AA4 y CYP6GPL.
Los genes CYP6P4 y CYP6P9 se expresan hasta 25 a 51 veces méas en la cepa resistente
comparada con la susceptible (Wondji 2009).

En A. minimus los genes expresados son CYP6AA3, CYP6P7. El gen CYP6P7 se

expresa de 2-4 veces mas en la cepa resistente a deltametrina (Rodpradit 2005).

M. Citocromos P450 implicados en resistencia en diferentes insectos

Se ha reportado diferentes genes citocromo P450 implicados en resistencia a
insecticidas en diferentes insectos. Por ejemplo en D. melanogaster, se ha reportado que el
gen CYP6G1 se sobreexpresa en la cepa resistente. Se ha demostrado que solamente con la
expresion de este gen se puede lograr la resistencia a DDT en D. melanogaster (Daborn, et al.
2002) (McCart 2008).
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En Musca domestica, se han reportado una diferencia en la expresion de los genes
CYP6A5, CYP6D1 y CYP6A5V2 en la cepa resistente a piretroides. Este ultimo CYP se
sobreexpresa constitutivamente en la cepa resistente. La parte donde se expresa en mayor
cantidad es en los tejidos abdominales, en donde se localizan los 6rganos principales para la
detoxificacion (Zhu 2008).

En vectores de enfermedades como Culex pipiens y Aedes aegypti, también se ha
reportado la sobreexpresion de citocromos P450 en cepas resistentes a insecticidas. (Shen
2003) (Strode 2008) En Cx. Pipiens se ha reportado genes de la familia CYP4 como
CYP4H21, CYP4H22v1, CYP4J4v2, CYP4J6vl, y CYP4J6v2 que se expresan de 3.1-7.7

veces mas en la cepa resistente comparado con la cepa susceptible (Shen 2003).

En otros insectos como Heliothis virescens el citocromo CYP9A1se sobreexpresa en la
cepa resistente (Rose 1997). En Helicoverpa armigera la detoxificacion de insecticidas
piretroides es a través del citocromo P450. Se han encontrado dos genes de citocromo P450
CYP9A12, CYP9A14 y CYP6B7 que se expresan de 433, 59 y 9.3 veces mas en la cepa
resistente que en la susceptible. (Yang, et. al. 2006) En Bemisia tabaci se encontraron 11
genes P450 implicados en la resistencia a imidacloprid, entre estos el CYP6CML1. (Karunker,
et. al., 2008) En Blattella germanica el gen CYP4G19 también se sobreexpresa en la cepa
resistente (Wu 1998).

N. Bioinformatica

La bioinforméatica es la aplicacion de técnicas de cOmputo para el manejo,
almacenamiento Yy analisis de datos bioldgicos. Actualmente la bioinformatica tiene una gran
cantidad de aplicaciones, entre estas el estudio de familias de genes, que es lo que se hara en
este trabajo. El andlisis de familias de genes permite comparar secuencias de diferentes
organismos y encontrar las secuencias conservadas, asi como las relaciones evolutivas y

tiempos divergencia (Madden, 2002).

En este trabajo, los programas de bioinformatica a utilizar seran BLAST y ClusttalW.
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O. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Algoritmo de comparacién de secuencias. EI programa encuentra las secuencias de
ADN o proteina de la base de datos que tienen mayor parecido a la secuencia que se esta
analizando (Madden 2002).

1. Estadistica de los programas de bioinformatica BLAST

a. Estadisticas de la comparacion de secuencias globales. Se conoce muy poco
sobre las comparaciones globales 6ptimas; esto debido a que los puntajes de un alineamiento
global crecen proporcionalmente al tamafio de la secuencia a comparar, y pequefios cambios
en el sistema de puntaje pueden producir alineamientos diferentes. Por lo que hay pocos
métodos para conocer si un alineamiento es estadisticamente significativo. Un alineamiento
Optimo, es el mejor alineamiento que se puede obtener utilizando ciertos parametros; mientras
gue un alineamiento global es cuando se realizan alineamientos de la secuencia entera, de

principio a fin (Pang et.al. 2005).

Uno de las formas de conocer si un alineamiento es estadisticamente significativo,
es generar muchos pares de secuencias del tamafio y composiciéon adecuada y calcular el
puntaje Optimo para cada alineamiento. Por ende se puede expresar el alineamiento en
términos de desviaciones estandar de la media. Sin embargo no se puede asumir una
distribucién normal y convertir el valor de Z en valor P, vya que se desconoce el
comportamiento de las colas de la distribucion de un alineamiento global. Lo Unico que se
puede afirmar es que de 100 alineamientos al azar con un puntaje menor al alineamiento de
interés, el valor P del alineamiento de interés, probablemente sera menor a 0.01 (Madden
2002).

b. Estadistica de la comparacion de secuencias locales y de secuencias con
espacios. Debido a que no se cuenta con métodos que demuestren que un alineamiento es
estadisticamente significativo, el programa BLAST utiliza la estadistica de un alineamiento
local. Un alineamiento local sin espacios consiste en un par de segmentos de igual tamafio. La

estadistica de estos alineamientos se basa en los siguientes términos:

1) Puntaje bruto (Raw Score, S). Se calcula a partir de las sumas de los
puntajes de las sustituciones y de espacios. Los puntajes de sustitucion estan dados por las
matrices de sustitucion PAM (Point Accepted Mutation) o BLOSUM (Blocks Substitution
Matrix). Los puntajes de espacio se calculan como la suma de las penalidades que se dan en

la puntuacion por alinear un espacio G (gap), mas la penalizacion por extender un espacio
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preexistente L (largo). Para un espacio de largo n, el valor del espacio sera G+Ln. Los valores
de G normalmente se encuentran entre 10-15 y los de L entre 1-2. Estos valores se escogen
empiricamente (Madden 2002).

2) Radio Lambda (S"). Es el puntaje S normalizado. Se utiliza la ecuacion 1. En
donde lambda y K son pardmetros dependientes del sistema de puntaje, es decir la matriz de
sustitucion y los costos por los espacios. El radio de lambda es el radio para un sistema dado
de puntaje en el cual se usa la misma matriz de sustitucion, pero costos de espacios infinitos.
Este radio indica que proporcidn de la informacidn, en un alineamiento sin espacios, debe ser
sacrificada para mejorar el puntaje por medio de la extension de espacios. Se ha determinado
empiricamente que los costos de espacios tienden a unos radios de lambda de 0.8-0.9
(Madden, 2002).

— (Ecuacién 1)

3) Valor —E. Es el nimero de diferentes alineamientos con puntajes equivalentes
a 0 mejores que el valor S que se esperan que ocurran por azar en una busqueda en base de
datos. Es decir, entre menor sea el valor- E, mas significativo sera el puntaje. Se calcula con la

ecuacién 2 en donde my n son el largo de la secuencias a comparar (Madden 2002).

(Ecuacién 2)

4) ldentidades: Segmento en donde dos aminoacidos o nucleétidos son iguales
o invariantes (Madden 2002).

5) Espacios: Es un espacio introducido en un alineamiento para compensar las
inserciones y deleciones en una secuencia comparado con otra. La introduccion de un espacio
causa la sustraccion de un valor fijado (el gap score) del puntaje del alineamiento (Madden
2002).

c. Estadistica del alineamiento con bases de datos. Ese alineamiento involucra
compara una secuencia de largo m con una base de datos. En este alineamiento también se

analiza el valor-E. En este caso, el valor-E se debe multiplicar por N/n en donde N es el largo
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total de la base de datos en residuos, y n es el largo de la secuencia obtenida de la base de
datos (Madden 2002).

Para determinar si el alineamiento que se produjo en BLAST es significativo o no, el
programa proporciona valores como el valor-E y el Puntaje normalizado (EMBL-EB 2009).

El puntaje normalizado o puntaje maximo indica que tan bueno es el alineamiento
que se produjo, entre mas alto sea el valor mejor sera el alineamiento producido. Este puntaje

es calculado con la ecuacion 1 (Madden 2002).

P. Clustalw

Es un programa para realizar alineaciones multiples de secuencias de ADN o proteina.
Calcula la mejor identidad entre secuencias y las alinea para representarlas graficamente
(EMBL-EB 2009).

1. Estadistica de los programas de bioinformatica ClustalWw.

a. Matrices de sustitucion. Una matriz de sustitucion contiene valores proporcionales
a la probabilidad que el aminoécido i mute al aminoacido j. Estas matrices son construidas
con una muestra grande y diversa de alineamientos verificados. Si la muestra es lo
suficientemente grande para que sea estadisticamente significativa, las matrices resultantes
deberan reflejar las verdaderas probabilidades de que ocurran ciertas mutaciones en un

periodo de evolucion (Madden 2002).

Se les asigna un valor positivo a las identidades; las mutaciones observadas
frecuentemente se les da una puntuaciéon positiva, mientras que las poco observadas una

puntuacion negativa (Madden 2002).

Hay cuatro tipos de matrices: PAM, BLOSUM, GONNET y DNA Identity Matrix
(EMBL-EB, 2009).

Las matrices PAM se basan en la distancia evolutiva entre pares de secuencias. Una
unidad de 1.0PAM representa el 1% de cambios evolutivos que se producira, en promedio, en
los aminoéacidos de una proteina. Una matriz PAM(X) es una tabla en donde los puntajes para

cada sustitucidn de aminoacidos se han calculado; basandose en la frecuencia que se encontro
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en proteinas altamente relacionadas que han experimentado una cantidad (x) de evolucién
divergente (Madden 2002).

La matriz PAM40 es la mas sensible. La PAM250 es para secuencias mas distantes.
Para comparacion de secuencias de nucle6tidos se puede modificar la matriz PAM40 para que
reconozca identidades y desigualdades; en este tipo de matrices se permite el cambio de una
purina por otra purina, y una pirimidina por otra (EMBL-EB 2009).

BLOSUM es la més utilizada. En este tipo de matrices los puntajes para cada
posicidn son obtenidos a partir de observaciones de las frecuencias de sustitucion en
bloques de alineamientos de proteinas relacionadas. Cada matriz es construida para
una distancia evolutiva especifica. Por ejemplo para construir la matriz BLOSUM62
se utilizaron secuencias que compartieran no mas del 62% de identidad (Madden
2002).

Estas son ideales para tratar de identificar una secuencia de nucleétidos
desconocida (EMBL-EB 2009).

La matriz GONNET fue construida a partir de la medicién de distancias para estimar
el alineamiento de proteinas y a partir de esto crear una matriz. Los autores de esta matriz,
encontraron que la distancia en las matrices como PAM250 diferia dependiendo si se habian

construido a partir de proteinas homoélogas o distantes (EMBL-EB 2009).

En la matriz de DNA ldentity matrix, se obtiene un puntaje positivo para una
igualdad y un puntaje de -10000 para una desigualdad. Debido a que las desigualdades tienen

una alta penalidad, no se permiten sustituciones pero si espacios (EMBL-EB 2009).

El programa ClustalW ademas de utilizar las matrices de sustitucion utiliza el
Cuadro 2 para determinar si un cambio en los residuos mantiene la regién conservada o no.
Por ejemplo, si un residuo es A 'y cambia a F la regidn sigue siendo conservada debido a que
el cambio fue de un residuo pequefio e hidrofébico, por otro igual. Las regiones en donde los
residuos o los nucleo6tidos son idénticos en toda la secuencia, se denota con un asterisco “*”’;
dos puntos ““:” significa que ha habido una sustitucion de acuerdo con el Cuadro 2, y el punto

“’significa que es una sustitucion semi-conservativa (EMBL-EB 2009).
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Cuadro 2. Clasificacion de los amino&cidos por sus caracteristicas quimicas (EMBL-EB

2009).
Aminoacidos Caracteristica
AVFPMILW Pequefios e hidrofobicos
DE Acidicos
RK Basicos

STYHCNGQ Hidroxilos-amino y basicos
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1I1.  JUSTIFICACION

En el 2003 se dieron aproximadamente 30,000 casos registrados de malaria. Esta es
tratada con medicamentos como clorogquina y primaquina; sin embargo, se ha reportado
resistencia del parasito contra estos medicamentos. Debido a esto, es importante encontrar
formas alternativas para combatir la malaria, siendo una de las alternativas el control de

vectores con el uso de insecticidas (Korenromp, et.al. 2005) (Sina 2002).

El uso extendido de insecticidas en Guatemala, ha producido que A. albimanus sea
resistente a insecticidas organofosforados, piretroides y carbamatos (Brogdon 1992) (Beach
1989) (Beach, 1989)(Cordon-Rosales 1990). Por lo que es importante entender los
mecanismos por los cuales se da la resistencia a insecticidas. Uno de estos mecanismos es la
detoxificacion por medio de enzimas citocromo P450 (Hemingway 2000). Actualmente, solo
se cuenta con partes de la secuencia de 17 CYP de la familia 4 de una cepa de A. albimanus
resistente a deltamentrina (Scott 1994). Este estudio, permitié validar iniciadores para
amplificar genes de las familias CYP6 y CYP9. Actualmente no se cuenta con ninguna
secuencia para estas familias en A. albimanus. Los iniciadores de cada familia se validaron a
partir de iniciadores degenerados publicados disefiados con base a regiones conservadas en
diferentes especies de insectos. Este trabajo demostré que los iniciadores especificos
propuestos para A. gambiae y A. funestus no amplificaran genes homoélogos en A. albimanus,

ya que los iniciadores son especificos para el CYP y la especie.

En un futuro, se espera que el uso de estos iniciadores permitan obtener secuencias de
los genes de las familias CYP6 y CYP9 para disefiar iniciadores especificos que permitan
detectar los diferentes genes implicados en la resistencia a insecticidas en una cepa resistente
de A. albimanus. A largo plazo, también se podran desarrollar métodos de monitoreo de

resistencia en el campo basados en esta nueva informacion.
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IvV. OBJETIVOS

General

Validar in silico iniciadores reportados en la literatura para la amplificacion del
ARNmM de genes de las familias CYP6 y CYP9 del citocromo P450 en Anopheles

albimanus.

Especificos

Validar in silico iniciadores para la amplificacion de familias de genes del
citocromo P450 CYP6 y CYP9 implicados en la resistencia a insecticidas en otros

insectos, utilizando como modelo A. albimanus.

Validar in silico iniciadores para los genes CYP6P9, CYP6P4, CYP6AA4,
CYP6M2 y CYP6P3 implicados en la resistencia a insecticidas en A. funestus y A.

gambiae y determinar si se pueden utilizar para amplificar genes en A. albimanus
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V. METODOS

A. Procedimiento

El objetivo de este trabajo fue la validacion in silico de iniciadores para la
identificacion de genes citocromo P450 en Anopheles albimanus. Se validaron los iniciadores
reportados en Wondji 2009; Muller, et.al. 2008 y Amenya, et.al. 2005.

Se utilizaron dos planteamientos para validar los dos tipos iniciadores: degenerados ye
specificos. Para los degenerados se partié de iniciadores degenerados disefiados en base a
regiones conservadas se busco fue determinar si estos iniciadores generales podrian amplificar
genes en una especie especifica como A. albimanus. El acercamiento utilizado para validar los
iniciadores especificos consistié en determinar si un iniciador especifico para un gen de una
especie se podia utilizar de manera general para amplificar genes homologos en diferentes
Anofelinos.

Los iniciadores degenerados fueron disefiados de acuerdo a las secuencias conservadas
de las citocromas P450. Las regiones conservadas utilizadas fueron: para CYP6 la region
YELN vy la region de union al grupo hem; para CYP9 la region conservada de la hélice |
FTGS y la regién ETLR en CYP9. Para determinar si los iniciadores amplificarian genes de
la familia del citocromo P450, se realizaron alineamientos de diferentes secuencias de
proteinas de las familias CYP6 y CYP9 de A. gambiae, A. funestus y otros insectos como D.
melanogaster, C. quinquefasciatus, M. domestica, Heliothis vircenses y Helicoverpa
armigera. Esto permitié determinar si las regiones utilizadas para disefiar los iniciadores son
realmente conservadas en los diferentes insectos, y por lo tanto pueden amplificar genes
citocromo P450 en A. albimanus. Se compar6 con otros insectos debido a que las secuencias
disponibles de citocrormos P450 eran de A. funestus y A.gambiae, los cuales estan cercanos
filogenéticamente entre si, pero alejados de A. albimanus. Utilizar otros insectos permitid
conocer si las regiones estaban conservadas y, por lo tanto, estarian conservadas también en A.

albimanus, dando confiabilidad a los resultados obtenidos.

Para la validacion de iniciadores de CYP6P9, CYP6P4, CYP6AA4, CYP6P3,
CYP6M2 se realizaron alineamientos de las secuencias de iniciadores con la base de datos de
Anofelinos de BLAST; esto con el fin de determinar si los iniciadores especificos podrian
amplificar homologos de CYP6 en otras especies de Anofelinos ademas de la que son

especificos. Si los iniciadores mostraban un alineamiento con otro CYP6 de otro anophelino,
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estos iniciadores podrian amplificar los homdlogos de estos genes en A. albimanus. El valor-E
y el puntaje maximo fueron los valores para determinar si el alineamiento en BLAST es

significativo.

En la figura 13 se observa un diagrama de flujo del proceso para la validacién de los

iniciadores degenerados (A) y especificos (B)

Figura 13. Diagrama de flujo del procedimiento para la validacion in silicio de
iniciadores

A) Validacion de iniciadores degenerados publicados en Amenya et al. (2005)

1. Busqueqa de 2. Alineamiento de 3. Allneamlento de prot@lnas de
secuencias de ) insectos del orden Diptera y
) secuencias en : }
proteinay ARNm de Lepidoptera, y de insectos de
) . ClustalW o S
diferentes insectos. la familia Culicidae.

3.1 Busqueda de sitios
conservados a partir de los
cuales se disefiaron los
iniciadores .

|

\

3.2 Conservacion ~ de las
regiones en  Dipteros,
Lepidopteros 'y  familia
Culicidae ~ ->conservacion
en A. albimanus

5. Conservaciénen

4. Alineamiento de mARN de )
insectos del orden Diptera y protelna y mARN de los
: . diferentes insectos
Lepidoptera, y de insectos de e
la familia Culicidae > conservacionen A.
albimanus
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une el iniciador. Busqueda de
conservacionen estos sitios
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en A. albimanus
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6.1 Serealizo este andlisis
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albimanus
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B) Validacion de iniciadores especificos publicados en

2. Sepueden obtener dos resultados.

1. Alineamiento en BLAST de los iniciadores ! ‘
conla base de datos de Anofelinos. Un alineamiento con otro CYP6 o
solo con el gen para el cual es

especifico.

1.1 Se buscé un alineamiento con otro
CYP en otra especie de Anofelino
ademas del alineamiento con el gen
para el cual fue disefiado el iniciador.
o | v

1.2 Un alineamiento con otro CYP podria
implicar que el iniciador amplifica
genes CYP homologos en otra especie
-> posible amplificacion de homédlogos
enA. albimanus

\ /

4. Alineamiento en ClustalW
de secuencias de CYP6y
localizacién de los
iniciadores en el gen
especificoy el homdlogo.

3.1 Puede amplificar
homélogos en otros
anofelinos

incluyendo A.
albimanus

3. Alineamiento con
otro CYP

ays

Alineamiento con el
mismo

3.2 Los iniciadores
probablemente
no amplificaran

homologos en A.
albimanus

uniera a alguna region
conservada y amplificara otros
genes.

4.1 Selocalizaron las regiones para
comprobar que el iniciador se

5. Se analizaron los iniciadores en
OligoAnalyzer sin importar si
presentaron un alineamiento con Conclusién
otro CYP 0 no. M preliminar

e
5.1 Se realizé este andlisis silos Res.ult‘ado
preliminar

iniciadores eran adecuados o no

1. Busqueda de secuencias. Se realiz6 una blsqueda de las secuencias de
proteinas y nucleétidos de citocromo P450 implicadas en la resistencia en diferentes dipteros
como: Drosphila melanogaster, Culex quinquefasciatus, Musca domestica, Anopheles
gambiae, Anopheles funestus, Anopheles minimus, Heliothis virescens y Helicoverpa

armigera.

Las busquedas se realizardn en NCBI con la base de datos de proteinas y de

nucledtidos (www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide y www.ncbi.nlm.nih.gov/protein ).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
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En el Cuadro 3 y 4 se muestran las secuencias de proteina y mARN obtendias de

NCBI.

Cuadro 3. Secuencias de proteinas obtenidas de NCBI

Gen CYP NUmero de accesion Insecto
CYP6P1 AAY85596.1 Anopheles funestus
CYP6P9 AAV68097.2
CYP6P5 AAZ04292.1
CYP6P4 AAYS85603.1
CYP6Y1 AAY85604.1
CYP6N2 AAYS85601.1

CYP6M1 AAYS85600.1

CYP6M8 AAV68096.1

CYP6M7 AAV68095.1

CYP6AA4 AAL93295.1
CYP6P3 AAL93295.1 Anopheles gambiae
CYP6Z1 AAL93296.1
CYP6P2 AAL93298.1
CYP6P7 AANO05727.1 Anopheles minimus
CYP6F1 BAA92152.1 Culex quinquefasciatus
CYP6GL AAF58557.1 Drosophila melanogaster

CYP6A2 AAB36782.1
CYP6AS8 AAF58185.2
CYP6D1 AAC99341.1 Musca domestica
CYPOL4 AAY85606.1 Anopheles funestus
CYP9M3 AAV68102.1
CYP9J14 AAV68101.1
CYP9J13 AAV68100.1
CYP9J12 AAV68099.1
CYP9K1 AAR13731.1 Anopheles gambiae
CYPIL1 AAL96668.1
CYP9OC1 XP_001869970.1 Culex quinquefasciatus
CYP9B2 XP_001864297.1
CYP9B1 XP_001855241.1
CYP9J1 AAK73350.1 Aedes aegypti
CYP9J2 AAK17188.1
CYP9B1 NP_523645.1 Drosophila melanogaster
CYPOC1 NP_523850.1
CYP9B2 AAF59290.1

CYP9A1v2 AAD25104.1 Heliothis virescens
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Cuadro 4. Secuencias de proteinas obtenidas de NCBI

Gen CYP

CYP6P9
CYP6M8
CYP6M7

CYP6AA4

CYP6P3
CYP6Z1

CYP6P2
CYP6M1

CYP6P7
CYP6G1
CYP6A2
CYP6AS
CYP6D1
CYP6B7
CYPOM3
CYP9J14
CYP9J13
CYP9J12
CYP9J11
CYPOK1

CYPIL1
CYPOC1
CYP9B2

CYP9J1

CYP9J2
CYP9H1
CYPOC1
CYPOB1

CYPYA1V2

2. ldentificacion de iniciadores a validar.

NUmero de accesioén

DQ497428.1
AY729660.1
AY729659.1
AY729658.1
AF487534.1
AF487535.1
AF487537.1
AY062208.1
AY426719.1
NM_136899.2
NM_078904.1
NM_079025.3
U22366.1
DQ497428.1
AY729666.1
AY729665.1
AY729664.1
AY729663.1
AY729662.1
AF487533.1
XM_320243.3

XM_001869935.1
XM_001864262.1

AF390099.1
AF329892.1
NM_136976.1
NM_079126.2
NM_078921.2
AF140021.1

Insecto

Anopheles funestus

Anopheles gambiae

Anopheles minimus
Drosophila melanogaster

Musca domestica
Helicoverpa armigera
Anopheles funestus

Anopheles gambiae

Culex quinquefasciatus

Aedes aegypti

Drosophila melanogaster

Heliothis virescens

Los iniciadores degenerados a

validar para amplificar genes de las familias CYP6 y CYP9 se muestran en el Cuadro 2, y los

iniciadores especificos en el Cuadro 3.
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Cuadro 5. Iniciadores generales para las familias CYP6 y CYP9 (Amenya, et.al. 2005).

Familia Iniciador forward Iniciador reverse

CYP6 5-TCW SIC TGT ACGAGC TKG C-3° 5-GGI CCC TCG CCGAACGG-3
CYP9 5-TTYACCGGC AGC AAR ATG CG-3’ 5-AGY GTYTCC GAY ACR ACC ATR TC-3’

En el Cuadro 2 los nucleétidos degenerados: W puede ser A/T, S puede ser C/G, K
puede ser G/T, Y puede ser C/T y R puede ser G/A (NC-1UB 2008).

Cuadro 6. Iniciadores especificos (Wondji 2009) (Muller, et.al. 2008)

Especie para la que

Gen Iniciador forward Iniciador reverse . Homoélogo
es especifico
CYP6P9 5'- 5'- A. funestus CYP6P3 de
AGGTGACACTATAGAATATCTT GTACGACTCACTATAGGGACCG A. gambiae
CGTAGTGTCGGCAGTG -3° AACAGAAAATGTGGGTT-3

CYP6P4 AGGTGACACTATAGAATAGAGG GTACGACTCACTATAGGGACTG A funestus CYP6P4 de

ACCATGGTGGACAAGT GGTAAAACTCGGGATCA A. gambiae

CYP6AA4 AGGTGACACTATAGAATATCCC GTACGACTCACTATAGGGACAC A funestus CYP6AAL

GGTCGGTAATATGAAA CGGCTTAAGCATGAAGT A. gambaie

CYP6P3 AGCTAATTAACGCGGTGCTG AAGTGTGGATTCGGAGCGTA A gambiae CYP6P9 A.
funestus

CYP6P1 AGGTGACACTATAGAATACCCG GTACGACTCACTATAGGGAACT A. funestus CYP6P1 A.
CGTAATGTAGGAGTTC CCTCAGCTGAAAACCGA gambiae

CYP6M 2 TTCGTCGACTCTCCTCACCT GAAATGTACCGGGACTGGTG A gambiae CYP6M8 A.

funestus

3. Alineamiento de secuencias. Se llevo a cabo una alineacion de las secuencias
de proteina y nucleétidos de citocromo P450 de los diferentes dipteros en ClustalW.

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

Para los iniciadores especificos ademas de los programas anteriores se utilizo

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de nucle6tidos.



http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Cuadro 7. Parametros a utilizar en BLAST en los alineamientos

Parametros Valores
Umbral esperado 10
Puntaje de identidad/desigualdad 1,-2
Costos de espacios Lineal

a. Umbral esperado Este pardmetro especifica el umbral de los valores de
significancia estadistica que se aceptaran para identidades. EIl valor escogido es 10, lo cual
significa que si el valor-E es mayor que el umbral esperado, la identidad encontrada no sera
significativa; mientras que si el valor-E es menor que el umbral, si sera significativo (Madden
2002).

b. Puntaje de identidad/ desigualdad. Se refiere a un puntaje positivo que se
da por una identidad y una penalidad por una desigualdad. La proporcion de
identidad/desigualdad debe aumentar mientras mas divergentes sean las secuencias
comparadas. Un radio de 0.33 (1/-3) es para secuencias que son 99% conservadas; un radio de
0.5 (1/-2) es para secuencias 95% conservadas, y un radio de (1/-1) para secuencias 75%
conservadas (Madden 2002)

C. Costos de espacios. Es el costo de abrir o extender un espacio en un
alineamiento. En este caso se escogera un costo lineal que es el valor para megablast y es
determinado por los puntajes de identidad/desigualdad (Madden 2002).

Cuadro 8. Parametros del alineamiento para ClustalW en los alineamientos

Parametros Valores (Proteina/ADN)
Penalidad por abertura de espacio 10/ 15.0
Penalidad por la extension de un espacio 0.2/6.66
Matriz de sustitucion BLOSSUM/DNA Identity matrix

d. Penalidad por abertura y extensién de un espacio Es la penalidad que

tendra abrir o extender un espacio en un alineamiento (Madden 2002).
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4. Anadlisis de los iniciadores Se realizé un anélisis de cada iniciador para determinar
si formaria estructuras de lazo, dimeros con el mismo o con el otro iniciador, la diferencia

de Tm, etc.

Se utilizé el programa Oligo Analyzer de SciTools

(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/)

Cuadro 9. Parametros para el analisis de los iniciadores en SciTools

Parametros Valores
Concentracion de Na* 50mM
Concentracion de dNTPsy Mg™* 0.0mM
Concentracion del iniciador 0.25uM

5. Analisis de datos. Para el analisis de los iniciadores de las familias CYP6 y CYP9 en
ClustalW se analizaron los segmentos de las secuencias conservadas utilizadas para disefio de
los iniciadores degenerados. Es decir las que tienen los simbolos “*”, “:” y “”(EMBL-EB,
2009). Los alineamientos para esta seccion se hicieron con secuencias de proteinas y de
nucleétidos (MARN).

Como parte de este analisis se utilizaron secuencias de insectos de diferente orden
(Diptera y Lepidoptera) de la familia Culicidae y diferentes especies de Anofelinos. Se
utilizaron estas secuencias ya que al conocer la relacion filogenética que existe entre los
diferentes insectos se podria determinar si la secuencia seria conservada en insectos del

mismo orden, familia pero de diferente especie como A. albimanus.

Para el analisis de los iniciadores especificos en BLAST se tomaron en cuenta el Valor-
E, Puntaje maximo e Identidades de los homologos de CYP en otros Anofelinos que mostro
el alineamiento. Se tomo como significativo, el alineamiento con valor-E menor a 2. El

puntaje maximo debio6 ser mayor a 30 bits, y el porcentaje de identidades mayor a 75%.

Se realizaron alineamientos en ClustalW de secuencias de genes de la familia CYP6 de

varios insectos, y se observo donde se une el iniciador. Esto permitié determinar si el


http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/

45

iniciador se unird 0 no a regiones conservadas. Ya que si se une a regiones conservadas no

sera tan especifico para el gen blanco.

También se analizaron las estructuras de cada primer como la formacién de dimeros
con el mismo, la formacién de lazo, el AG, diferencia de Tm. Se aceptara una diferencia en el
Tm= 3°C y un AG menor a -3kcal/mol para la formacion de lazo y dimeros AG menor a -
6Kcal/mol. Un porcentaje de CG de 40-70% (Premier Biosoft International, 2009).
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V1. RESULTADOS

A. Resultados del analisis de los iniciadores degenerados

1. Andlisis en ClustalW de iniciadores degenerados. Las figuras con los alineamientos
muestran solamente la regién donde se unen los iniciadores y no el alineamiento completo.

Los alineamientos completos se encuentran en la seccién de Anexos.

Las secuencias de proteinas de genes de CYP6 de Dipteros se alinearon para determinar
las regiones a partir de las cuales se disefiaron los iniciadores y determinar si estan
conservadas. Las secuencias de proteinas utilizadas se detallan en el Cuadro 10y la alineacién

se muestra en la Figura 14.

Cuadro 10. Secuencias de proteinas de la familia CYP6 de insectos utilizados para el
alineamiento de la Figura 14

Abreviatura utilizada en la
figura
CYP6P1 Anopheles funestus Fun
CYP6P9
CYP6P5
CYP6P4
CYP6Y1
CYP6N2
CYP6M1
CYPEM38
CYPEM7
CYP6AA4
CYP6P3 Anopheles gambiae Gamb.
CYP6Z1
CYP6P2
CYP6P7 Anopheles minimus Min.
CYP6F1 Culex quinquefasciatus Cx.

Gen CYP6 Insecto

CYP6GL Drosophila melanogaster Dros.
CYP6A2
CYP6AS
CYP6D1 Musca doméstica Mus
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Figura 14. Alineamiento de secuencias de proteinas de la familia CYP6 de diferentes
insectos.

Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estdn marcados con
cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estdn marcados con asteriscos y
puntos. F: region a partir de la cual se disefi6 el iniciador forward. R: regién a partir de
la cual se disefio el iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento.
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Las secuencias de proteinas de genes de CYP6 de insectos de la familia Culicidae se
alinearon para determinar las regiones a partir de las cuales se disefiaron los iniciadores y
determinar si estan conservadas dentro de la familia. Las secuencias de proteinas utilizadas se
detallan en el cuadro 11 y la alineacién se muestra en la Figura 15.
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Cuadro 11. Secuencias de proteinas de la familia CYP6 utilizadas para el alineamiento
de la Figura 15

Gen CYP6

CYP6P1
CYP6PY
CYP6P5
CYP6P4
CYP6Y1
CYP6N2
CYP6M1
CYP6MS8
CYP6M7
CYPGB6AA4
CYP6P3
CYP6Z1
CYP6P2
CYPG6P7
CYP6F1

Insecto

Anopheles funestus

Anopheles gambiae

Anopheles minimus
Culex quinquefasciatus

Abreviatura utilizada
en la figura
Fun.

Gamb.

Min.
Cx.

Figura 15. Alineamiento de secuencias de proteinas de la familia CYP6 de insectos de la
familia Culicidae.

Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estdn marcados con

cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estan marcados con asteriscos y
puntos. F: region a partir de la cual se disefié el iniciador forward. R: regién a partir de

la cual se disefid el iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento

Fun. cyesr1
CYPERY
CYPEPS
CYPGP4
CYPEYL
CYPENZ
CYPEML
CYP&MS
CYPEM7
CYPGAAS

Gatib. CYP6E3
CYPEZL
 CYPSPZ

Liin. cyeep

Cx CYPEFL

Fun.cyeerl
CYP&EPSD
CYPEPS
CYPGP4
CYPEYL
CYPENZ
CYPEML
CYPEME
CYPEMT
CYPEAA

Gatnb. cypsp3
CYPEZL
CYPEPZ

Ifin. CYPERT

Cx CYPEFL

==MTQRELAAQAFIFFLAGFETSSTTQSFCLYEL.
-===--ELAAQVLIFFLAGFETSSTTLAFCLYEL

=-MTQHELAAQAFVFFLAGFETSSTTOSFC

ETLTDAQCAANYFLFVGAGADTSTGTITET)

--MTHHELAAOVFIFFLAGFETSSTTMNFC
=-MTOHELAAQVFIFFLAGFETSSTTHMNFC
KELSLEQVTAHAFVFFIARYETSSTTISFC

PEHYPDPECFDPDRFSAEECKERLFVTFLEFGEGE
PEHYPLPERFDPLRFSPEEVEFRHFFTFLEFGEGE
PDHFPDPERFDPDRFTPEEVEERHPVVYLF---—--
PEFYPEPDOFNPLRFLPEGYEQRHFYYFLE-----
STHFFLPEQYRPERFSPEEVAKRD FYCYLEPFGDGE
PEHYPDPERYDPDRFAADASEARKPYSFIPFGEGE
SDIFPEPEEFDPERFSPEEEAFRHPFANI--—----
PAVFPDPERYDPERFS PEQEAFRFHFVAWTEFGEGE
PEHFFNPDLFDPLRFTPEEEAFRHPYANTE FGEGP

ATIYPDPFEFDPDRFATDALHSRHTHAFL
PLHYFL PERFNPDRFLPEEVEERHPFTFI

PFGEGP
PFGEGE

EEYFFEPELYSPERFDEATENYD - ADATYFFFAGE

AQTYFDPERFDPERFRPEVANARF A FGEGP
PEYYPEPERFLPERFOPEVANARF FGEGE

PDHYPEPDRFIPERFSN--FEDISTEPYLEFGAGP

Ha L

RICIGLEFGLMQTEVGLITLLEEFR
FNCIGLEQGLLLSETALVMMLARFN
RICIGLRFGHNMQTEVGLITLLRQFR
RICIGHMRFGHMOTEYGLITLLROFR
FNCIGLRLGELOTEAGLVIML SKFN

: PFGEGP

PDIQERLRDELNRATIETHDGELT 31
PDIQERLEQEINQAIEENDGQVT 356

PDINERLREEIERGVEDHGGQVT 27

QIQQRARQCVLDAVKFHG-GLS 25
PEIQEKGRECVEEILEFRNGEMT 25

QDAQDKGRECVEEVLERHNGELT 30

PDINERVRAEVLEKLELHDNQIT 30

PDIQERLREEINRATAENGGEVT 356
AEAMAKLOREVDEMMERHHGEIT 341
PDIQERLRREIERAVEENGGELT 354
SELQERLRFEINRALEANGGELT 356
PEIQKKVQQEIDQVLASHNGEIT 352

476
143
117
129
1z0
114
125
125
125
474
460
474
476
470
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Las secuencias de proteinas de genes de CYP6 de insectos de la familia Culicidae se
alinearon para determinar las regiones a partir de las cuales se disefiaron los iniciadores y
determinar si estan conservadas dentro de la familia. Las secuencias de proteinas utilizadas se

detallan en el Cuadro 8 y la alineacion se muestra en la Figura 15.

Las secuencias de proteinas de genes de CYP9 de insectos del superoden
Endopterygota se alinearon para observar las regiones a partir de las cuales se disefiaron los
iniciadores y determinar si estan conservadas dentro de la familia. Las secuencias de proteinas

utilizadas se detallan en el Cuadro 12 y la alineacién se muestra en la Figura 16.

Cuadro 12. Secuencias de proteinas de la familia CYP9 utilizadas para el alineamiento
de la Figura 16

Abreviaturas utilizada
en la figura

CYPOL4 Anopheles funestus Fun.
CYPOM3
CYP9J14
CYP9J13
CYP9J12
CYPOK1 Anopheles gambiae Gamb.
CYPOL1
CYPOC1 Culex quinquefasciatus Cx
CYP9B2
CYP9B1
CYP9J1 Aedes aegypti Aed.
CYP9J2
CYPO9B1 Drosophila melanogaster Dros.
CYPOC1
CYP9B2

CYP9A1v2 Heliothis virescens Helio

CYP9 Insecto
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Figura 16. Alineamiento de secuencias de proteinas de la familia CYP9 de diferentes
insectos.

Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estdn marcados con
cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estdn marcados con asteriscos y
puntos. F: region a partir de la cual se disefié el iniciador forward. R: regién a partir de
la cual se disefio el iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento.

F
Fun.cypera e FTGSEMROMFSLIVECSENMIHS LAHS ——-————- 27
CTPOELEUN  mmm e mmmmm oo o
CYPOM3 ~ —mmmmmmmmmmm e FTGSEMRSMFGLLSES AGDAMDRLVMFSR-DES—- 32
CYPIILA —mmmmmmmmmmm e F—-AKCYTMFOQVVEC SSGHVIVYEROTDTH-——- 28
CYPRILE  —mmmmmmmmmmmm e FOMFELMSES COGHVOHLLEEARADE--5 26
CYPIILE mmmmmmmmmmmmmm o FTGSFEMRLMFAL IAECGOTHVAHFRSEEQKAGE-T 34
CYPIILL —mmmmmmmmmmm e FTGSEMROMFEL IVECSANMAKHYREE TRMIGYV-5 54
Gatmb. CYFOKLgan PLFGRALFAMRDTRVENMRTILS PAFTGIEMRLHFGL ITSYCDGAVRTIRSELGADGT-~ 59
CYPYLL AMFSKILFNLTGORWENVETTLS PTFTGSEMROMFANI LEC SDNMVQALAHPT--————- 171
Cx. CYPacicul PFIGRSLFFSEGLEVEHGRAGLS PAFTGSEMRNNFE L LATT SEGAMORLAQGGE-----~ 169
CYPYEZ PY¥LGRALFFTEGTRVEHGRSGLS PAFTGSEMRNHFAL L3NV TEGAMGRLVDDARRDGG-~ 172
CYPSELCul LIATKTLFTLTGIHWERMRSTLS PAFTGVEME OHFE L¥VEC SE SHIEFYREEG------~ 171
Ledopanl FFN--5LF5LRGUEWRDMRSTLS PAFTGSRMIHMAE L¥VECATSMTD FFHSEARAG—--F 174
CYPRIZ FFN--3LF5LRGUKVRDMRSTLS PAFTGSEMRTHAE LV VECATSHTD FIHSEARAG---F 174
Doz CYPIE1Dro VHD - -MLNVHRD QHWRNME SV L TPV TS AKMRNMFTLINE S FAQC LEHLES S0P TALGEN 172
CYP9C1Dra I5K--5LLSLRDRRVEQMRSTLTFTFTS LEIROMFE L THFCHVEAVD FY(ROLDAG---- 172
CYPYEZDra FND--HLS¥MRED QRWEHMRNTL TPV FTARFR I NHFTLMNES FAECL QHLD S5SETLPGRE 171
Helio. cypoalve PIFGRGLLLLHGDEVEAMRSTHS PAFTS SEMRLHVE FHEETALEMIRVLEGKIED S5K-F 169
FTGSEM
Fun. cvpora LTIAPDINQRLYEEILQA-SESFG-WESLTYDALOGHRYLDMVYS Z50
CYPOELlfun LAVHPGAQERLENEIDTY-RTSICGADELSYETL O SMEYMD VAL 61
CYPOM3 LEINPSIQDRLEAEIDETREELEDGK-TPTYE ILQFMEYLD MV 255
CYPRI14 LTLNRDIQDRLYEEIVAT-DIDLQ-QKPLTYEAL QHME VMDY 252
CYPRTL3 LMLHPEVQDRLYEEIVGY-DEKLN - GEPLNYE AV GHR VMDY § 243
CYPRJ1Z LAVNDDINXRLFEEVHE 5 -EQSLEEGESLSYEKLOSLFYLDMVY S z61
CYPRI11 LTVHEDAQNELTEEIRAT- SESL5- G5 SLTYDAL QHMO YMD VS 258
Gatnh CYPOELgam = ——mmmmmmmmmmmm e
CYPAL1 VTLAPEIQQRLYEEIQQY-SETLD-GEALTYDAL)GHREYLD VY 406
T3 CYPACICUL mm o e e e e
CYP9EZ MSQNPNVEQELQAE IDQVEEQLSTTD SELSYEVLONMEY LD MV S 403
CYPOELlCul LALNPDVIEKLEREVEDT-NRMLN - GGSLTYD S LHEMTYLDMVL 3 403
Aed CcPaTl LTYHQDIQRRLYEEIAVT-ESTLNG) P -ITYEAL QFMATLD MV 407
CYPoIZ LTVHQDIQRRLYEEIAAT-ESTLNG) P -ITYEAL QFMAYLD VY 407
Doz cypeBlDes LLENLDINERLYEEVEET-(EALEGAF -LTYDAANENTYMD MY 377
CYPSC1Dro LMMNPEVIEELLAEI LAY -FEQLGEKP - LD YD TLHGHMEYLNCVV S 392
CYP9EZDro LLYNPDVQERLYEEIVET-EEALNGAP -LTYDAVOEMTYMD MV 375
Helio cyraalve LAVHPDVQDRLLOEIREY-DERNH- - GEIDYNVY O SHTYLD VY S 399

Las secuencias de proteinas de genes de CYP9 de insectos de la familia Culicidae se
alinearon para determinar las regiones a partir de las cuales se disefiaron los iniciadores y
determinar si estan conservadas dentro de la familia. Las secuencias de proteinas utilizadas se

detallan en el Cuadro 13 y la alineacion se muestra en la Figura 17.
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Fun.

Gamb.
Cx

Aed

Cuadro 13. Secuencias de proteinas de la familia CYP9 utilizadas en el alineamiento de

CYP9

CYP9OL4
CYPO9M3
CYP9J14
CYP9J13
CYP9J12
CYPOK1
CYPOL1
CYPOC1
CYPO9B2
CYPOB1
CYP9J1
CYP9J2

la Figura 17

Insecto

Anopheles funestus

Anopheles gambiae

Culex guinquefasciatus

Aedes aegypti

Abreviatura utilizada
en la figura

Fun.

Gamb.

Cx.

Aed.

Figura 17. Alineamiento de secuencias de proteinas de la familia CYP9 de diferentes

insectos.

Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estdn marcados con
cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estdn marcados con asteriscos y
puntos. F: region a partir de la cual se disefié el iniciador forward. R: region a partir de

CTPSL4
CTPSM3
CYPoTIld
CYPaI13
CYPaTlz
CYPaIll
CYPSEL
CTPSL1
CYPSCL
CY¥POEZ
CTPSEL
CPoIl
CY¥PoJ2

la cual se disefio el iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento

E
TIAPDIQORLYEEILQASE P G—-TMKSLTYDALQGHRY LDV VFETL - ————-————-— Z50
SINPSIQDRLRAETDETREELED -GETFTYEILQEMEYLDMYVIETL{-——---——-—-—-- 255
TLNRDIQDRLYEEIVATDIDLO--QKPLTYEALQHMKYMDMYVIETL - —————————-— 252
MLHPEVQDRLYEEIVGVDEELN--GEPLNYEAV)GHRYTMDHYVIETL-————-————--— 248
AVNDDIQXRLFEEVHESEQILEE-GESLAYEELQSLPYLDMYVSETL-————-————-— zZnl
TVNFDAQNELYEETRATSK S LG- -GS SLTYDALQNHOY MDYV EETL - —— - - - —————— Z58
TLAFEIQQRLYEEIQQVSETLD --GEALTYDALOQGHRYLDMVVIETLHEWS PAFGTIEMC 407
SONPNVEQELQAETDOVEEQL 3TTD AELSYEVLONMEY LDMVVIETLREWAP LGLTNRAC 406
ALNPDVOEELFEEVED TNRMLN--GGALTYD S LHFMTYLDMYLFESLRMTP PASAVDEYC 404
TVHQDIQRRLYEEIAVTE STLN--GOPITYEALOQKMAYLDMWWIETLREYPTATLTDREYY 405
TYHODIORRLYEETAATESTLN--GOPITYEALQEMAYLDMVVSEALREYPTATLTDRYA 403

ETLE

Las secuencias de mMARN de genes de CYPG6 de Dipteros se alinearon para determinar

las regiones a partir de las cuales se disefiaron los iniciadores y determinar si estan

conservadas dentro de la familia. Las secuencias de mARN utilizadas se detallan en el cuadro

14 y la alineacion se muestra en la Figura 18.
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Cuadro 14. Secuencias de mARN de la familia CYP6 utilizados para el alineamiento de

Gen CYP6

CYP6P9
CYP6MS8
CYP6MY7
CYP6AA4
CYP6P3
CYP6Z1
CYP6P2
CYP6M1
CYP6P7
CYP6G1
CYP6A?2
CYPG6AS
CYP6D1
CYP6B7

la Figura 18

Insecto

Anopheles funestus

Anopheles gambiae

Anopheles minimus
Drosophila melanogaster

Musca domestica
Helicoverpa armigera

Abreviaturas
utilizadas en la figura
Fun.

Gamb.

Min.
Dros.

Mus.
Helico
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Figura 18. Alineamiento de secuencias de mARN de la familia CYP6 de diferentes
insectos.

Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estdn marcados con
cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estdn marcados con asteriscos y
puntos. W:A/T R: A/IG Y: C/T S:C/G. F: iniciador forward. R: complemento reverso del
iniciador reverse

F
5 -TCWSICTGTACGAGITE GC-37
Fun.cyrers CCACGACGCALAGC T CTGTCTGTAC GAGT TG AL GALCCCTGACATCCAGGAGCGCC 1018
CYPEMS CTGTATGARCTGFCFCTGAACCCGRARGTGCAGGAACAGG 40
CYPEM7? CTGTATGALCTGGCFCTGALCCAGGATGCGCAGGATARLG 40
CYPEALS CTGTATGARCTGFCFALCARCCCGRATATTCAGGLACGTG 40
Gatnb. CYPEP3 CCACCACACARAGCTICTGTCTGTAC GAGC TGO AL GALCCCGRACATCCAGGAGCGGE 1018
CYPEZ1 CCGGTACGATTACATCACACTGCACGAGCTCACFCACARTGCTCAGGCGATGGCTALGE 973
CYPEPZ CGACCACGATGALC T CTGCCTGTAC GAGC TGO CALGCACCCGRACATCCAGGAGCGGT 1012
CYPEM1 CCACACTGCTAACGTRGAC GCTGTAC GAGCTAGC FCTGALCCCCGAGGTGCAGGARAAGG IG5
Ivfin. CYPEET CTACCACGATGAACT TTGTTTGTACGAGCTGLCFAAGARTTCCEAGCTGCAGGARCGGC 1018
Drog. CYPEGL CCTCGACCATGTCT I TGO CCTGTAC GAGAT GGCCALGCATCCAGAGATGCAGAAACGCC 1208
CYPEAZ CCTCGACAATGAGTTRCTGCCTGTATGAGTTGECICAGAATCAGGACATTCAGGACAGGC 1029
CYPAALSD CCTCCACCATGGGATI THCCCTATAC GAACTGGCAALGAATCCGRACATTCALGATARG:E 1035
Ivfus CYPEDL CGGCCACAACATCAT I TACCATCTATGALTTGECLATGTATCCGEAMATTTTGAAGARGE 1027
Helic. CYPaE? CaaCTACAATGTCCTRT I TGATATACCALCTCTCACTTAATCALGACGTCCARRACARGT 1033

* * * * * * *E

3 -CCGTTCGGCGAGS-3
E

Fun.cyrera GCTTCTCACCGRAGGRLCT GAAGLLGC GACATCCCTTCACGTTCCTCLCATTCGETRAGE 1348
CYPeME GTTTTAGCCCGGAACAGGAAGC GALACGTCATCCGTATGCGTGRACCECOTTTGGCGAAG 370
CYPEMT GTTTTACCCCGGAAGAAGAL G GAALCGTCATCCGTATGCGTGRACCECGTTTRRCGAAR 370
CTYPEALS GTTTTGCGACCGATGCGCTGCATAGCCGTCATACCCATGCGTTTCTGECGTTTRRCGAAG 370

Catnb CYPEP3 GATTCCTACCGRAGGRLCT GAAALLACCACACCOCGTTCACGTTCATCOCATTCGRCGAGE 1348
CY¥PEZ1 GATTCGAT---GAGGCCACARAGRACTAC GACGCAGATGCGTACTATCCGTTCGGCGCCE 1300
CYPEPZ GETTCCGGCCGRAGGTAGC GAATGCACGGC CCGOGTACGTGTACATGLCGTTCGGCGAGE 1342
CTPEML GETTCAGTGCGRAGGAGGAL G FAALCGTCATCCCTTITGCCTGRACADCGTTCGRTRAGE 1315

in cYPeR? GETTCCAGCCGRAGGTEECALACGCACGTCCACCETACGTETACATGLCCTTCGETRAGE 1348

Diros CYPEGL GTTTCTCACCCGCGARCCGCAAGRACATAGTGGCCATGGCATATCAALCCTTCGRATCTE 1556

CYPEAZ GCTTCTCGCCGRAGARAGTGGCCGOCCGGEAGTCCGTGEAGTGGCTGLCCTTCGRCGACE 1362

CTPEAS GATTCTCCCCCRAAGRATCGECTGGTCGTCCCTCGGTTGCCTGGCTGECTTTTRRAGATH 1365

Ml_ls. CTpeDl GCTTTGEC---GATGAGAGC AAGGAT TAT GATCCAGCGECATATATGLCTTTTGRAGAGE 1366

Helic.cyeae? GATTCGATGCGRAGGRAAGTGGGCARLCGTCACCCGTGCGLGTACTTACCATTCGRACTTG 1363
+ wE * * * wE wE AW *

Fun cyrera CECGTTTGCATTGEECTTC GETTIGETFTFATCCAGAC FALGGTAGGATTGA-TA 1407
CYPEMS B Bttt 375
CYPEMT I B et 375
CTYPEALS [FC o= === === mmmmm 375

Gamb. CYPEP3 FaCCRCGCATC TR AT TGEEC T GETT T TTCATCCARACCAL GETEECATTGA-TT 1407
CYPEZL FTCCTCGCAACTETATCGETC TG GECALGGETTGTIGTTGTCALLGATTGCGCTAG-~—— 1357
CY¥PEPZ & CCGCGCATCTGTATC GGG TGO GETTC GGLATGATGCAGACGALGETGEGCCTGA-TC 1401
CTPEML FECCGCGGGTTTCATCGGETTECGETTC GHFATGATGCAGGCAC GRATCGGGTTHG-CC 1374

Iufin, CYPEP? FCCCCGGAT TG TATIGEEAT GG TT TR ATCATGCAGACCALGETGEGCCTGA-TC 1407

Diros CTPEGL FECCGCACAACTGCATTGGCAGCOGATT GG CTGCTACAGAGC AL ACTGGGACTGG-TC 1615
CYPEAZ FECCGCGEAACTGCATCGEEAT GO GETTTGRACALATGCAGGCTCGCATCGGTTTGGCTC 1422
CTPEAT FTCCICGGAACTFCATTGEC CTFAGATTC GRACAGATGCAGGCTCGCATTGGACTCG-CT 1427
Iufus CYPEDL GGCACTGTATTGCTCAAC GCAT GO CTTATFALTTCCARGLTAGCCTTGE-CC 1425
Helic 2TPEET GEAATTGCATAGGCATGCGETTTGGCAGACTTCALTCTCTACTATGCATCA-CG 1422
+ *
k

5°-GICC-37



55

Las secuencias de mARN de genes de CYP6 de insectos de la familia Culicidae se
alinearon para determinar las regiones a partir de las cuales se disefiaron los iniciadores y
determinar si estan conservadas dentro de la familia. Las secuencias de proteinas utilizadas se
detallan en el Cuadro 15y la alineacion se muestra en la Figura 19. Para este alineamiento se
utilizaron solamente secuencias de Anofelinos debido a que se contaba sélo con la secuencia

de mARN de estos y no de otros insectos de la familia Culicidae.

Cuadro 15. Secuencias de mARN de la familia CYP6 utilizadas para el alineamiento de

la Figura 19
CYP6 Insecto Abreviaturas utilizadas
en la figura
CYP6P9 Anopheles funestus Fun.
CYP6MS8
CYP6M7
CYP6AA4
CYP6P3 Anopheles gambiae Gamb.
CYP6Z1
CYP6P2
CYP6M1
CYP6P7 Anopheles minimus Min.

Figura 19. Alineamiento de secuencias de mMARN de la familia CYP6 de insectos de la
familia Culicidae.

Los nucledtidos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estdn marcados con
cuadros. Los nucleétidos idénticos o altamente similares estan marcados con asteriscos y
puntos. F: iniciador Forward. R: complemento reverso del iniciador reverse W:A/T R:
A/G Y: C/T S:C/IG

F 5 TCWSICTGTACGAGCTEGC-3

Funcyrers GACATCATCCACGACGCARAGCTIICTGTCTETACGAGTTGHCAAAGAACCCTGACATCCA 1010
CypaMa - CTGTATGAACTGGCECTGAACCCGGAAGTGCA 32
CypaM?» - CTGTATGAACTGGCECTGAACCAGGATGCGCA 32
CYpoRdd  ——mmmmmmmmmmmmmm— e CTGTATGAACTGGCFAACRACCCGGATATTCA 32

Famb CYPER3 GACGTCGTCCACCACACARAGCTICTGTCTETACGAGCTGGCAAAGAACCCGFACATCCA 1010
CYPEEL TACTTCCACCGGTACGATTACATTCACACTGCAC GAGCTFACECACAATGCTGAGGCGAT 965
CYPaP2 GACGTCCTCGACCACGATGAACTICTGCCTETACGAGCTGGCLAAGCACCCGGACATCCA 1004

. CYPeM1 AACGTCTTCCACACTGCTALCGT)ZGACGCTCTAC GAGCTAGC FCTRAACCCCGAGGTGCA 977
iin. cvesr? AACGTCCTCTACCACGATGAACT I TTGTTITGTAC FAGCTGECFAAGAATTCCGAGCTGCA 1010
L * TE
E 5-CCGTTCGGEOGAGGGEICC-37

Fun. cyrers GAAGAAGCGACATCCCTTCACGTTCCTCECATTCGGTGAGGGFCCRCGCGTTTGCATTRG 1367
CYPEMS AGCGAAACGTCATCCGTATGC GTGRACCLCGTTTGECGAAGLCCC G-~ = == 375
CYPeM7 AGCGAAACGTCATCCGTATGLGTGRACCLCGTTTGECGAAGLCCCG - ———--————-———~ 375
CYPGALS GCATAGCCGTCATACCCATGC GTTTCTGLCGTTTGGLGALGFCLC G- ———————— = 375

Gamnb CYPEP3 GAAARAACGACACCCGTTCACGTTCATCECATTCGGCGAGGFACCRCGCATCTGCATTGE 1367
CYPEZl ARAGAACTACGACGCAGATGC GTACTATECGTTCGGOGCCGETCOTCGLAACTGTATCGE 1319
CYPEPZ GAATGCACGGCCCGCGTACGTGTACATGECGTTCGGCGAGGFACCIGCGCATCTGTATCGG 1361
CTPEM1 AGCGAAACGTCATCCCTTTGCCTGGACAL CETTCGETCAGFGLCCGCGEGTTTGCATCGE 1334

Iin CcYper? ARACGCACGTCCACCGTACGTGTACATGLCETTCGETCAGGGLCCTCGHATTTGTATTGE 1367

* *

L o wE

%
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Las secuencias de mMARN de genes de CYP9 de insectos del superoden Endopterygota
se alinearon para observar las regiones a partir de las cuales se disefiaron los iniciadores y
determinar si estan conservadas dentro de la familia. Las secuencias de mARN utilizadas se
detallan en el Cuadro 16 y la alineacion se muestra en la Figura 20.

Cuadro 16. Secuencias de mARN de la familia CYP9 utilizadas para el alineamiento de

la Figura 20
Gen CYP9 Insecto AbreV|atura§ utilizadas
en la figura

CYPOM3 Anopheles funestus Fun.
CYP9J14

CYP9J13

CYP9J12

CYP9J11

CYPOK1 Anopheles gambiae Gamb.
CYPOL1

CYPOC1 Culex quinquefasciatus Cx
CYP9B2

CYP9J1 Aedes aegypti Aed.
CYP9J2

CYP9H1 Drosophila melanogaster Dros.
CYPOC1

CYP9B1

CYPY9A1V2 Heliothis virescens Helio.
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Figura 20. Alineamiento de secuencias de mARN de la familia CYP9 de diferentes
insectos.

Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estdn marcados con
cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estan marcados con asteriscos y
puntos. W: A/IT R: A/G Y: C/T S:C/G. F: iniciador forward. R: complemento reverso

del iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento.

F 5 -TTYACCGGTUAGCAARATGCG-37

Fun cvpams --TTTACCGLCAGCAALL TG GTAGC -ATGTTTGGCCTGCTRAG--————- CatadGOGC 50
CYPaI14 -—t--------- GCGAL A TGO GACCATGT T TCAGCAGGTGET-—-————- GrAATGCAG 41
CYPIT13 i e CAG--ATGTTTAACTGATGAG----—-— CrAMMGCTE 29
CYPIT12 --TTTACCGGCAGCAALL TG CTG-ATGTTTGCGCTFATTGE - - ————- FrAATGCGE 50
CYPIT11 --TTTACCGGCAGCAALL TG T CAG-ATGTT TCAACTFATTGT--————- FrAATGCAG 50

Gamb CYPOEL CCTTTACCGGCAGCALGATGCHECTA-ATGTTCGGLCTFATCAL - - ————— GAGCTACTG 458
CY¥PIL1 CGITTACCGGCAGCAAGLA TG A CAG-ATGTICGCCATFATCTT--—-——- GFAGTGCAG 479

(5 CYPOCLCUL CGITCACCOOCAGCAAGATGCAEAAC-ATGTTCGAGCTGTTGGE - - ————- FACGTACAG 470
CYPIBEZCul CTITTACGGGTAGCALLLTGARLGHA-ATGTTCCAGTTTATCAC --————- TGATTATTG 500

Aedoyragl CTITCACCGGAAGTC GTATGCAECAC -ATGGCCGAGTTRETGET-—-————- CALBTGETGC 557
CYPST2 CTITCACCGGAAGTC GTATGCHETAC -ATGECCGAGTTRETGET-—-————- CAMMTETGE 553
CY¥PoHL CATTTACGGGGAGCALLL TG HEATA-ATGTACGACCTFATCCA--————- ATCGETECAG 470

DrosCYP9C1Dra CTITCACCAGCCTCAALLTCCRACAG-ATGTTCGAGCTCATCCA--————- TITCTGCAR 554

~ CYPIE1Dro TCTTCACGTCGGCCAAGAT GO ML AAC-ATGTICACCCTGATGAAC GAGAGCTTCGCTCAL 495

Helio.ovpoalve CGTTCACCAGCTC CALGATGE A CTG-ATGETGCCCTTCATGRA-———--— GrAGLTCGE 542

*TEFX *

S-GAYATGGTYGIETCGGARACECT-3"

E

Fun. cypams ATATCTAGATATGET GO T GAGLGAAALC L TJF—— = == == ——————————mm——mmmm o 765
CYPOT14 ATATATRGATATGETGETGAGCGARACCCTJF - =~ == ———————m———mmm—mmmm oo 756
CYPITL3 TTATATRGATATGETEETGAGCGARLCCCTff -~ = == — = —mmm—mmmmmmm o mmmm e 744
CYPOTLZ GTATCTHGATAT GG TR TGAGC GARAC COTIH -~~~ =~ —————m———— o mmmmm oo 783
CYPOTLL GTATATHGATATGG TR THAGC GARAC COTIH - - - = = ————mmm——mmmmm oo oo 774
Gamb CYPIKL CTATCTHGACATGGTOGC GRACGAGACGCTECGCALGTGGACACCGGCACCGTTCCTOGA 1202
CYPIL1 GTATCTOGATATGGTTGTATCGGARAC GUTIAC GCALGTGGTCACCATCACCAGGTACCGA 1211

(T CYPOCICUL mmmmmm e
CYPIBZCul GTACTTHGACCAAGTTCTTACAGARACTCTIC GLAMATGGC COCAGGOGATTTTCATCOGA 1214
Aed CYPATL CTACTTHGATATGGTTGTATCGGAGACTCTIC GTALATATC CCACAGCGACTCTGACGGA 1295
CYP9T2 CTACTTHGATATGGTAGTATCGGAGGCTCTIC GTAMTATC CCACAGCGACTCTEACGGA 1291
CYPIHL GTATCTHGACATGGTEGTACTC GARGCACTIFC GTAMATEGC CACCATCGATTTCCACCGA 1169
Diros CYPIC1DIo ATATCTRAACTGCGTEETETCCBAGTC G TR AGALAGTGGCCACCOECGTTCATCGTGGA 1250
~ CYPYELDro CTACATHGACATGGTCATCTCCGAGTCCCTIC GARLGTGGACCCTTTOGGCAGCAGCAGA 1154
Heliocvponlvz GTATTTHGATATGGTEETTTCTGAGGEACTHC GATTATGGC COCCAGCTECAGTTGTAGA 1277

Las secuencias de mMARN de genes de CYP9 de insectos de la familia Culicidae se
alinearon para determinar las regiones a partir de las cuales se disefiaron los iniciadores y
determinar si estan conservadas dentro de la familia. Las secuencias de mARN utilizadas se

detallan en el Cuadro 17 y la alineacidn se muestra en la Figura 21.
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Cuadro 17. Secuencias de mARN de la familia CYP9 utilizadas para el alineamiento de

la Figura 21
CYPY Especie Abrewatura_s utilizadas
en la figura

CYPOM3 Anopheles funestus Fun.
CYP9J14

CYP9J13

CYP9J12

CYP9J11

CYP9K1 Anopheles gambiae Gamb.
CYPOL1

CYPOC1 Culex quinquefasciatus Cx.
CYP9B2

CYP9J1 Aedes aegypti Aed.
CYP9J2

Figura 21. Alineamiento de secuencias de mMARN de la familia CYP9 de insectos de la
familia Culicidae.

Los nucledtidos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estan marcados con
cuadros. Los nucleétidos idénticos o altamente similares estan marcados con asteriscos y
puntos. W:A/T R: A/G Y: C/T S:C/G. F: iniciador forward. R: complemento reverso del

iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento

Fun cypsms 000 e TTTACCGECAGCARBATECFTAGD -4 25
g 1 - GCOARATGCGTGACCA 16
CYPSILE  mmmmmm e e e e e e e e AG--4 4
g5 - S TTTACCCECAGCARMATECETCTG-4 25
81 1 L TTTACCGGCAGCARAATRCRTCAG-4 25

Gamb. CYPIKL CTGGCGCARCATECECACTATC CTTAGCCOGECOTTTACC GECAGCALGATGIGECTA-A 463
CYPOLL GTGGCGTAACBTRARGACCACACTTARTCCCACHTTTACC GRCAGCAAGATEOGICAG-4 454

T3 CYPOCLCUL  mmmmmmmmmm e ATGETCGTGE0ACTGETEATCACGTTAGCCTIGCCAR 37
CYPOBZCUL ATGOCGGAATATGAGAGE GATC CTTAGTCCGGCTTTTAC GEGTAGCARAATGAGAGGA-& 475

Aed cYPsIL GTGEGCGOGATATECEGTCARC TCTEAGTCCTECTTTCACC GRALGTC GTATGIGRCAC-4 532
CYPOJz CTGGCGCGATATECECT AR TCTEAGTCCTECTTTCACC CoARGTC CTATECCFTAC -4 523

F

S-TTYACCGGUAGTA AR ATGCG-3

S -GATATGGTYGTRTCGGARACECT-3"

E

Fun. cypons TGA--AATTCTGCAGARARTCAAATATCTRGATATGETGGTRAGC FALACCCTR--—-—~ 765

CYPaJ14 TEA--AGCGCTGCAGCATATGAAATATATREATATETGETRAGC FALACCCTE--———- L

CYPOI13 TGA--AGCGETGCAGGGCATGCGTTATATRGATATGETGETHAGC FAMACCCTF-————- 744

CYP2J1Z TGA--AAAACTGCAGAGCCTGCCGTATCTRGATATGETGGTHAGC FALACCCTR--—- -~ 783

CYP2J11 TGA--TGCGCTGCAGAACATGCAGTATATRRATATGGTGGTRAGC FALACCCTR---—--- 774
Cramb, CYPIKL CGA--RACGCTCCAGTCAATFOGCTATCTHGACATGETCGC CRAGACGCTECGCALG 1179
CYPOL1 CEA--TGCTCTGCAGGGTAT G GETAT CTGATATGGTTGTATCGLALLCGCTACGCALG 1188

¥ CYPACLCul CRACTGACCCCGCGTGAC GTTGCCGACTTITACGAGGACATCACTI TATCCACCTGTTGA 777
CYPREZCul TEA--AGACATTCACTCCATGGTGTACTTHGAC CALGTTC CAGARACTCTICGCARL 1191
Aedoyragl CGA--AGCTCTTCAGRLGAT GECCTACTTRGATATGETTCTATCGRAGACTCTICGTALL 1272
CYPOJZ CGA--AGCTCTTCAGALGATGGCCTACTTGATATGGTAGTATCGRAGGCTCTICGTALL 1268

T * * * * * * *
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Debido a que el iniciador reverse de la CYP9 no coincidia con algunas partes de la
secuencia, se disefid un nuevo iniciador basado en el anterior. Para observar como se unia el
nuevo iniciador se realiz6 otro alineamiento con secuencias de mMARN de CYP9 de diferentes
insectos. Las secuencias de mARN utilizadas se muestran se detallan en el Cuadro 18 y la
alineacion se muestra en la Figura 23.

Cuadro 18. Secuencias de mARN de la familia CYP9 utilizadas para el alineamiento de

la Figura 23
Gen CYP9 Insecto Abrewatura_s utilizadas
en la figura

CYP9M3 Anopheles funestus Fun.
CYP9J14
CYP9J13
CYP9J12
CYP9J11
CYPO9K1 Anopheles gambiae Gamb.
CYPOL1
CYPOC1 Culex quinquefasciatus Cx.
CYP9B2
CYP9J1 Aedes aegypti Aed.
CYP9J2
CYPOH1 Drosophila melanogaster Dros.
CYPOC1
CYP9B1

CYP9A1V?2 Heliothis virescens Helio.

Se observa en la Figura 22 la regiéon donde cambio el iniciador anterior para adaptarse

mejor a las diferentes secuencias. Este es el complemento reverso.

Figura 22. Regién en donde se redisefié el iniciador CYP9 R.

En negrilla se observa el cambio de TCG- por WSC. Siendo W: A/T, S: C/G, R:A/G, Y:
cIT
5-GAYATGGTUGTRTCGGARACRCT-3
5-GAYATGGTYGTRWSCGARACRCT-3

5-AGYGTYTCCGAYACRACCATRTC-3
5-AGYGTYTCGSWACRACCATRTC-3

Se observa también la regién donde cambio el iniciador original, como aparece
publicado en Amenya et.al. 2005.
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En el Cuadro 19 se observa las diferentes secuencias que tiene la region en donde se
une la parte TCG del iniciador inicial y la parte WSC del iniciador redisefiado.

Cuadro 19. Comparacion de las diferentes regiones de las secuencias de insectos donde
se unen los dos iniciadores reverse de la CYP9.

Iniciador inicial Iniciador redisefado
TCG WSC (A/T-C/G-C)
AGC AGC
AAC AAC
TCG TCG
ACA ACA
CTC CTC
TCC TCC
TCT TCT
ACT ACT

Figura 23. Alineamiento de secuencias de mMARN de la familia CYP9 de diferentes
insectos.

Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estan marcados con
cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estan marcados con asteriscos y
puntos. W: A/T, R: A/G Y: C/T, S: C/G. F: iniciador forward. R: nuevo complemento

reverso del iniciador reverse. Se muestra parte del alineamiento

F 5 -TTYACCGGCAGCAARATGCG-37

Fun. cypoma --TITACCGGCAGCAAAATGCHTAGC-ATGTTTGGCCTGCTGAG-————-- CALAAGCGC 50
CYPoJ14 -——t------- GLCARATGCGIGACCATGTTTCAGCAGGTGET-———--- GGAATGCAG 41
CYPSI13 i CAG--ATGTTTGALCTGAT GAG-——---- CGLAAGCTE 29
CYPoJ1Z --TTTACCGGCAGCAAAATGCGICTG-ATGTTIGCGOTGATTGC - —————- GGAATGCGE 50
CYPST11 --TTTACCGGCAGCAAAATGC TCAG-ATGTTTGAACTGATTGT —————-~ GGLATGCAG 50

Famkb. CYPIKL CCTTTACCGGCAGCAAGATGO G CTA-ATGTTCGGGOTGATCAC ——————- GAGCTACTG 438
CYPIL1 CEITTACCGGCAGCAAGAT G GLCAG-ATGTTCGCCATGATCTT ——————~ GGAGTGCAG 479
Cx.CYPOICLCuL CETTCACCGGCAGCAAGATGE GrAAC - ATGTTCGAGCTGTTGEC - —————- GACGTACAG 470
CYPSEZCuL CTITTACGGGTAGCAAAATGAGAGGA-ATGTTCCAGTTTATCAC—————-- TGATTATTG 500

Led CYPOIL CTITCACCGGAAGTCGTATGEGCAC -ATGECCGAGTTGETGET-————-- CARATGTGC 557
CYPIZ CTITCACCGGAAGTCGTATGL FTAC-ATGGCCGAGTTGETGET—————-- CALATGTGC 553
CYPSH1 CATTTACGGGGAGCAAAATGOGFATA-ATGTACGACCTGATCCA-—————- ATCGTGCAG 470

Droz cypocipro CTITCACCAGCCTCAAAATCCHACAG-ATGTTCGAGCTCATCCA-—————~ TTTCTGCAR 554

CYPSE1Dro TCTTCACGTCGGCCAAGATGE GRAAC - ATGTTCACCCTGATGAACGAGAGCTTCGCTC AL 495

Helio cypealvz COLICACCAGCTCCAAGATGE G CTG-ATGETGCCCTTCATGRA-————-~ GGAGATCGC 542
TEE *

S -GAYATGGTY GTEWSCGARACRCT-37

E.

Fun cypams ATATCTHGATATGGTEGT GABCFARA CE LT3 -~ ——— == === ——=————m————m—mmm 765
CYPOTlA ATATATHGATATGGTECTRAGCFARA CE LTS~ ——— - —————m—m o mmmmmmmm 756
CYPRILE TTATATHGATATGGTEGTRAGCFARACC LTS -~ ——— = —m——— = m——mm—mmmmmmme 744
CYPRILZ BTATCTRRATATGETGETRAGCBAMACCCTR - - —= == ——————mm—m——mmmmemm - 783
CYPRTLL GTATATAGATATGETGEETRAGCFALLCCCT|F - —= == ——————m—————mmmmmmm - 774

Gatrb. CYPIEL CTATCTRRACATGGTCGC QAACFAGACGCTLCECAAGTGEACACCGECACCGTICCTCGE 1202

CYPOLL GTATCTOSATATGGTTETATC GEAAAC GCTIRCGCAAGTGOTCACCATCACCAGGTACCGA 1211
Czeoypacloul 0 —m—mmef e

CYPOEZCul GTACTTRGACCARGTTCTIACARAALCTCTICGCARATGGCCCCAGGOGATTTTCATCGE 1214

Aed creasl CTACTTRGATATGGTTGTATC GBAGACTCTICGTARATATCCCACAGCGACTCTGACGEE 1295
CYP9I2 CTACTTRGATATGGTAGTATC GEAGGCTCTICGTARATATCCCACAGCGACTCTGACGEE 1291
CYPSHL GTATCTAGACATGETGETACTCBAAGCACTFCGTARATGGCCACCATCGATTTCCACCGE 1169

Ditos.CYP9CLDTO ATATCTHARCTGCGTEGTHTCCGAGTCGCTRAGRALGTGEC CACCGGCGTTCATCGTGRA 1260
CYPSELDro CTACATRGACATGETCATOTCCFAGTCCCTICGARAGTGRACC CTTTCGGCAGCAGCAGE 1154

Helio.cvroalvz GTATTTHGATATGGTEETIICIFAGGGACTFC GATTATGGC CCCCAGCTECAGTTGTAGA 1277
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Las secuencias de proteinas de genes de la familia CYP6 y CYP9 de insectos de la
familia Culicidae se alinearon para determinar si las regiones conservadas utilizadas para
disefiar los iniciadores son especificas para cada familia. Las secuencias de proteinas
utilizadas se detallan en el Cuadro 20 y la alineacion se muestra en la Figura 24.

Cuadro 20. Secuencias de proteinas de la familia CYP6 y CYP9 de Anopheles utilizados
para el alineamiento de la Figura 23

Gen CYP6 N;T:;%ge Especie Gen CYP9 N;::r::sric:jge Especie
CYP6P1 AAY85596.1 Anopheles funestus CYPIL4 AY729666.1 Anopheles funestu s
CYP6P9 AAV68097.2 CYPOM3 AY729665.1
CYP6P5 AAZ04292.1 CYP9J14 AY729664.1
CYP6P4 AAY85603.1 CYP9J13 AY729663.1
CYP6Y1 AAYS85604.1 CYP9J12 AY729662.1
CYP6N2 AAY85601.1 CYPOK1 AF487533.1 Anopheles gambiae
CYP6M1 AAY85600.1 CYPOL1 XM_320243.3
CYP6M8 AAV68096.1
CYP6M7 AAV68095.1

CYP6AA4 AAL93295.1
CYP6P3 AAL93295.1 Anopheles gambiae
CYP6Z1 AAL93296.1
CYP6P2 AAL93298.1

CYP6GP7 AAYB85596.1 Anopheles minimus



Figura 24. Alineamiento de secuencias de proteina de la familia CYP6 y CYP9 de
insectos.
Los residuos conservados estdn marcados pro cuadros. Los residuos idénticos o
altamente similares estdn marcados con asteriscos y puntos

BTN ¢ 733 T — FDIQERLEDELNRAIETN 26
CYPERD VGKGEVGHTIRELAAQAFTFFLAGFETSSTTQS FCLYE LAMNPDIQERLROETNQATEEN 351
CYPERS ~ —mmmmmmmme ELAAQVLIFFLAGFETSSTTLSFC PGIQDRLEDETTRAIDDN 49
CYPEP4 FDIQERLREETERGVEDH 22
CYPEYL QDVODKARQCVEETLOKY 28
CYPENZ QIQORARQCYLDAVERH 21

CYPEML NPEIQEKGRKCVEEILEKR 20

CYPEMS PEVQEQGRECVREVLEKH 25
CYPENT QDAQDEGRRCVEEVLERH 25
CYPEAAY PDIQERVRAEVLEKLKLH 25

Gamb CYPEP3 LGKGEVGHTONE LAAQAFVFFLAGFETSSTTUSFCLYE LARNFDIQERLREEINRATAEN 351
CYPEZL -5SGEETLTDAQCAANVFLFYGAGADTSTGTITFT AEAMAKLOREVDEMMERH 336

. CYPEPZ IGKGEVGHTMNE LAAOVFIFFLAGFETSSTTMHFC PDIQERLEREIERAVEEN 349
Win. cypsr? VGKGEVGHTUNELAAQVFIFFLAGFETSSTTMNFC SELQERLRKEINRALEAN 351
Fun.cyeorg LLMOANKGKLHHOPODRDEVES—- 154
CYPIN3 LLLOARENTLGAEFHDDETLO--- 156
CYPaT14 LLMOAKKGILFRHKEQEES===-=1 153
CYPOTL3 TLMOVKRGHLSHORD--EPDY--E 151
CYP9T1Z LLMQAKEGSLKHOQAEEPKQEXGT 163
CYPOTLL LLMQARKGTIKREQRETEDRE-~E 161

Camb. CYPSEL LLMQAREQELRFDENENIETH--- 183

CYPILL LLIQARKGOLRYQPQESEETDG-- 295
Fun.cyrers
CYPEPY
CYPEES
CYPEP4
CYPETL
CYPENZ
CYPEML
CYPEMS
CYPEMT
CYPRALS

Gamb. CYPEP3 FDDPLTGHLFALEGOFVRLMR KL TPTFTSGRMEINFGTIRDVGLELEECME - Q3 YNQPE 172
CYPEZL HSD PMSANLFALPGORNKNLEAKLTPTFTSGULRHMLPTFLAVGSELEQVLERLANEEQT 165
CYPERE EIDPLAGTLFALUGKANKI LROKLTPTFTSGRMEINFATVLEVAERLGOHVA-THTG-~0 170

Min.CYPERT EVD'PLEGTLFALQGKPVKI LROKLTPTFTSGEMEQNFTTIRDVAE O LGTYVD -EHLHQEE 172
Func¥roLda = e FTosrtoMFSLIVE CSENMIHS LAHS - - ———— AQE 30
(0351, T FToSKMRENFGLLSKS AGDAMDRLYHFS -RDK--5FT 34
CYPSTL4 b -—AECYTMFQOVVEC 33 GMVITYERQTDTH--- 600 31
CYPITIE mmmmmmmmmm el L OMFELMSE SCOGMVIHLLEEARADE-SEQV 29
CYPSTLZ FTGSKMRLMFALIAECGITMVAHFRSEEQRAGGTGV] 37
CYPSTLL FTGSKMROMFELIVE C S ANMAKHYREE TRMNGVSSRE 37

Gamb. CYPAEL FGRALFAMRDTEVRNMETILSPAFTGIKIMRLMFGLITSYCD GAVRTIRSELGADG--TAE 61

CYPOLL FSKILFNLTGORVRNVETTL S PTFTGS IR OMFANI LEC SNV QA LAHPT-————— GRE 174
FTGSEM  propep

Fun cyrerl ATHRDPEHVPDPECFDPDRFSAEECKFRLEYTFLFFGEGPF--===m=mm=mmmmmmmme 126
CYPEPS ATQHDPEHYPDPERFDPDRFSPEEVEERHP FTFLE FGEGPRVC IGLRFGVHOTEVGLITL 471
CYPEPS AIQRDPDHFPDPERFDPDRFTPEEVKERHPYVYLF-==--f=====ccoooommoaaoon 143
CYPEP4 ATQRDPEFYPEPDOFNPDRFLPEGYKIRHPTVFL
CYPEYL AMHHDSTHFPDPEQYRPERFSPEEVAKRDPYCYL
CYPENZ ATHHDPEHYPD PERYD PDRFAADASEARKPTSFI
CYPEML AIQRDSDIFPEPEKFDPERFSPEEEAKRHPFANI 114
CYPEMB ATHHDPAVFPD PERYDPERFSPEQEAKRHEYANT) 125
CYPEMT ATHRDPEHFPNFDLFDPDRFTPEEEAFRHPTANT 12§
CYPGEAA4 ATHHDATIYPD PERFDPDRFATDALHSRHTHAFL 125

Garnb. CYPEP3 AIQRDPDHYPDPERFNPDRFLPEEVEFRHPFTFIPFGEGPRICIGLRFGLMQTEVGLITL 471
CYP&EZ1 GISMNEKYFPEPELYSPERFD-EATKNYDADAYYP FGAGPRNCIGLROGLLLSKIALVMM 455
CYPEPZ ALHHDAQYYPDPERFD PERFRPEVANARPATVYMP FGEGPRICIGLRFGMMOTEVGLITL 469

i, CYPERT ALHHDPEYYPEPERFDPERFOPEVANARPPYVYMEFGEGPRICIGHRFGMMOTEVGLITL 471
Fun, CYPOL4 QORLYEEILOASESPG-WKSLTYDALOGHRY LDMVYSETLJ-—————-— === === === =~ 250
CYPOM3 QDRLRAE IDETREELEDGKTPTYELL QKMEYLDMVVSETL - ————-—== === mmm o= 255
CYPOIL4 ADRLYEE IVATDIDLO-QKPLTYEAL QHMEYMDMVVSETL 252
CYP2J13 QDRLYEE IVGVDEKLN-GKPLNYEAVIGHRYMDHVVSETL 248
CYPOILZ QXRLFEEVHESEQSLEEGKSLSVERLOSLPTLDMVVSETL 261
CYPEI11 QNELYEE IRATSKSLG-GSSLTYDAL QNNQ THDMVVSETL -~ —— === = === === === = 258

Gatab CYPOKL  mmmmmmmmemmmmmmmmmmmmmmm e e e

CYPIL1 QORLYEEIQQVSETLD-GKALTYDALQGHRYLD! SPSPGTDRMCNODYTIP 414

ETLE
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Los iniciadores degenerados fueron analizados con el programa OligoAnalyzer para

determinar el Tm, la formacién de estructuras de lazo, de heterodimeros y homodimeros.

2. Analisis en OligoAnalyzer de iniciadores degenerados. En el cuadro 21 se

observan las caracteristicas generales de los oligonucle6tidos CYP6. En el cuadro 22 la
formacidn de estructuras de lazo y en el 23 la formacion de homodimeros con el mismo y con

el otro iniciador.

Cuadro 21. Resultados del analisis del iniciador CYP6 en Oligo Analyzer

Caracteristica Iniciador CYP6 F Iniciador CYP6 R
Largo 19 17
Contenido GC: 55.30% 76.50%
Tempreatura meL T 64.8°C 64.7°C

Cuadro 22. Resultados del analisis del iniciador CYP6 para estructuras de Hairpin

CYP6 F CYP6 R
Estructura  AG (Kcal/mol)  Estructura AG (Kcal/mol)

1 -0.57 1 -5.57
2 -0.54

Cuadro 23. Resultados del analisis del iniciador CYP6 para formacion de homodimeros y
heteodimeros

Iniciador Forward CYP6 Iniciador Forwardy Rewerse CYP6 Iniciador Rewverse CYP6

AG (Kcal/moly P ares de bases que AG (Kcal/mol) ~ Faresdebasesque o i cai/mol)
forman el forman el

homodimero heterodimero homodimero

Pares de bases que
forman el

-2.51
-1.95
-1.57
-1.47

homodimero heterodimero homodimero

-9.99 7 -6.78 4 -12.2 6
-6.78 4 -3.61 2 -9.06 5
-6.69 4 -3.14 2 -6.68 3
-6.44 5 -3.09 5] -6.21 8
-6.34 4 -3.05 3 -5.49 3
-4.74 3 -2.51 2 -3.61 2
-3.61 2 -1.95 2 -3.14 2
-3.3 3 -1.57 2 -3.07 2
-3.17 3 -1.57 2 -1.57 2
-3.09 3 -1.47 2

2

2

2

2
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En el Cuadro 24 se observan las caracteristicas generales de los oligonucleo6tidos CYP9.
En el Cuadro 25 la formacion de estructuras de lazo y en el Cuadro 26 la formacion de

homodimeros con el mismo y con el otro iniciador.

Cuadro 24. Resultados del andlisis del iniciador CYP9 en Oligo Analyzer

Caracteristica Iniciador CYP9 F Iniciador CYP9 R
Largo 20 23
Contenido GC: 55.00% 50.00%
Tempreatura meLT 65.5°C 64.7

Cuadro 25. Resultados del analisis del iniciador CYP9 para estructuras de Hairpin

CYP9O F CYPO9 R
Estructura AG (Kcal/mol) Estructura AG (Kcal/mol)
1 -1.33 1 -1,86
2 -1.03

Cuadro 26. Resultados del analisis del iniciador CYP9 para formacion de homodimeros y

heteodimeros
Iniciador Forward CYP9 Iniciador Forwardy Rewerse CYP9 Iniciador Rewerse CYP9
AG (Kcal/mol) Pares de bases que AG (Kcal/mol) Pares de bases que AG (Kcal/mol) Pares de bases que
homodimero forman el heterodimero forman el homodimero forman el
homodimero heterodimero homodimero
-9.75 4 -6.75 3 -8.13 5
-5.09 3 -6.68 3 -4.89 4
-3.72 3 -3.72 3 -4.34 3
-3.61 2 -3.61 2 -4.12 3
-3.14 2 -3.43 3 -3.61 3
-1.95 2 -3.23 3 -3.1 3
-1.94 2 -3.14 2 -2.78 2
-1.76 2 -3.07 8 -2.24 2
-1.47 2 -2.8 3 -1.77 2
-1.46 2 -1.95 2 -1.76 2
-1.94 2 -1.47 2
-1.76 2 -1.46 2
-1.47 2 -1.41 2
-1.34 2
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En el Cuadro 27 se observan las caracteristicas generales de los oligonucledtidos CYP9
con el iniciador R redisefiado. En el Cuadro 28 la formacién de estructuras de lazo y en el

Cuadro 29 la formacion de homodimeros con el mismo y con el otro iniciador.

Cuadro 27. Resultados del analisis del iniciador CYP9 en Oligo Analyzer

Caracteristica Iniciador CYP9 F Iniciador CYP9 R
Largo 20 23
Contenido GC: 55.00% 50.00%
Tempreatura meLT 65.5°C 64.8

Cuadro 28. Resultados del analisis del iniciador CYP9 para estructuras de Hairpin

CYP9 F CYP9 R
Estructura AG (Kcal/mol) Estructura AG (Kcal/mol)
1 -1.33 1 1.26
2 -1.03 2 1.45
3 1.82

Cuadro 29. Resultados del analisis del iniciador CYP9 para formacion de homodimeros y

heteodimeros
Iniciador Forward CYP9 Iniciador Forwardy Rewverse CYP9 Iniciador Rewerse CYP
AG (Kcal/mol) Pares de bases que AG (Kcal/mol) Pares de bases que AG (Kcal/mol) Pares de bases que
homodimero forman el heterodimero forman el homodimero forman el
homodimero heterodimero homodimero

-9.75 4 -11.4 4 -8.13 5
-5.09 3 -5.19 3 -6.31 4
-3.72 3 -4.72 3 -5.19 4
-3.61 2 -4.54 3 -5.02 3
-3.14 2 -4.41 3 -4.89 4
-1.95 2 -4.38 4 -4.72 3
-1.94 2 -3.84 3 -4.66 4
-1.76 2 -3.53 3 -4.34 4
-1.47 2 -3.35 3 -4.12 3
-1.46 2 -3.2 S -3.61 2
-2.98 3 -3.2 3

-2.78 2 -3.1 2

-2.24 2 -3.07 2

-1.95 2 -2.78 2

-1.76 2 -2.24 2

-1.6 2 -1.77 2

-1.58 2 -1.62 2

-1.57 2 -1.58 2

-1.46 2 -1.46 2

-1.41 2
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B. Resultados del analisis de los iniciadores especificos

1. Analisis en BLAST de iniciadores especificos. Se realizaron alineamientos
de cada iniciador especifico con CYP6P9, CYP6P4, CYP6AA4, CYP6P3, CYP6PL vy
CYP6M2 en BLAST con la base de datos de Anofelinos. Los resultados se muestran en los
cuadros 30-35.

Cuadro 30. Resultados de alineamiento del iniciador CYP6P9 con secuencias de Anofelinos

Puntai Cobertura
Iniciador Descripcion u _aje Puntaje total del E-valor
méximo . .
alineamiento
Gen CYP6P13de A. funestus 42.1 42.1 55% 4.00E-04
mARN de CYP6P9 de A. funestus 42.1 42.1 55% 4.00E-04
CYP6POF  Anopheles funestus CYP6P9 gene, complete cds 421 421 55% 4.00E-04
MARN AGAP010245 (AgaP_AGAP010245) A. 282 282 36% 54
gambiae cepa PEST
MARN CYP6P9 A. funestus CYP6P9 40.1 40.1 51% 0.001
Gen CYP6P9 A. funestus 40.1 40.1 51% 0.001
I'Drotelr.l'a de serina prqdumda en respuesta a la 342 242 3% 0.092
infeccion en A. gambiae
CYP6P9R Gen d_e la cuticula especifico de la pupa de A. 242 342 43% 0.092
gambiae
Anopheles gambiae Pen-1 region; BAC clones 30N20,
10K02, 13E09, 31J16 and 01G10 from library 302 311 89% 14

NotreDamel of Anopheles gambiae (African malaria
mosquito) strain PEST

Cuadro 31. Resultados de alineamiento del iniciador CYP6P4 con secuencias de Anofelinos

Iniciadores Descripcion PL{n_taJe Puntaje total Co_bertur_a cel E-valor
maximo alineamiento

Gen CYP6P4 A. funestus 40.1 40.1 52% 0.001
mMARN AGAP002159-PA (AgaP_AGAP002159) A. gambiae 302 302 50% 14
cepa PEST
mARN AGAP001954-PA (AgaP_AGAP001954) A. gambiae % % e 54
cepa PEST

CYP6P4 F - i
mMARN AGAPO011131-PA (AgaP_AGAPO011131) A. gambiae 282 282 36% 54
cepa PEST
Single read from an extremity of a full-length cDNA clone
made from Anopheles gambiae total adult females. 3-PRIME 9
end of clone FKOA AC48BB02 of strain 6-9 of Anopheles 252 222 el o
gambiae (African malaria mosquito)
Gen CYP6P4 A. funestus 40.1 40.1 52% 0.001
Protema.de serina producida en respuesta a la infeccién en 22 22 2% 035
A. gambiae

CYP6P4 R  Gen de la cuticula especifico de la pupa de A. gambiae 322 322 42% 0.35
MARN AGAP012715-PA (AgaP_AGAP012715) A. gambiae 26.3 26.3 34% 21

MARN AGAP012588-PA (AgaP_AGAP012588) A. gambiae 26.3 26.3 34% 21
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Cuadro 32. Resultados de alineamiento del iniciador CYP6AA4 con secuencias de Anofelinos

PuNtai Cobertura
Iniciador Descripcion u -aje Puntaje total del E-valor
maximo . .
alineamiento
Gen CYP6AA4 A. funestus 40.1 40.1 52% 0.001
mARN AGAPO010077-PA (AgaP_AGAP010077) 0
A.gambiae cepa PEST (CYP) 8.2 8.2 36% 54
CYP6AA4L F =
mARN AGAP002159-PA (AgaP_AGAP002159) 282 282 7% 54

A.gambiae cepa PEST
Gen CYP6AA2 A. funestus 26.3 26.3 34% 21
mMARN AGAP008989-PA (AgaP_AGAP008989)
A. gambiae cepa PEST

Gen CYP6AA4 A. funestus 421 421 53% 4.00E-04
Proteina de serina producida en respuesta a la

26.3 26.3 34% 21

. - . 34.2 34.2 43% 0.092
infeccién en A. gambiae
Gen de la cuticula especifico de la pupa de A. 0

CYP6AA4R gambiae 34.2 34.2 43% 0.092
mMARN AGAPO012715-PA (AgaP_AGAP012715) 26.3 26.3 33% 2
A. gambiae ’ ’
MARN AGAP012588-PA (AgaP_AGAP012588

NGAPO (AgaP_AGAP012588) 26.3 26.3 33% 2

A.gambiae

Cuadro 33. Resultados de alineamiento del iniciador CYP6P3 con secuencias de Anofelinos

Puntaie Cobertura
Iniciador Descripcion .. J Puntaje total del E-valor
maximo . :
alineamiento
mARN AGAP002865-PA
0, -
(AgaP_AGAP002865) A. gambiae cepa PEST U U LY bt Sl
mMARN CYP6P3 A. gambiae 40.1 40.1 100% 4.00E-04
CYPEP3F  mARN CYP6PY A. funestus 34.2 34.2 85% 0.024
Gen CYP6P13 A. funestus 34.2 34.2 85% 0.024
mARN CYP6P9 A. funestus 34.2 34.2 85% 0.024
Gen CYP6P9 A. funestus 34.2 34.2 85% 0.024
mARN AGAP002865-PA
0, —
(AgaP_AGAP002865) A. gambiae cepa PEST e U geos L8 500
mARN CYP6P3 A. gambiae 40.1 40.1 100% 4.00E-04
mARN AGAP007808-PA
28.2 28.2 70% 15
CYP6P3R (AgaP_AGAPO007808) A.gambiae cepa PEST 0
mMARN AGAP011719-PA
. 26.3 26.3 65% 5.9
(AgaP_AGAP011719) A. gambiae cepa PEST ?
mMmARN AGAP011097-PA
GAPO1109 26.3 26.3 65% 5.9

(AgaP_AGAP011097) A. gambiae cepa PEST



Cuadro 34. Resultados de alineamiento del iniciador CYP6P1 con secuencias de Anofelinos

Puntaje Cobertura del

Iniciador Descripcion J Puntaje total . . E-valor
maximo alineamiento
Gen secuencia parcialCYP6P1 A. 201 201 52% 0.001
funestus
Gen secuencia CYP6P1 A. funestus 40.1 40.1 52% 0.001
mARN AGAP007010-PA
(AgaP_AGAP007010) A.gambiae 30.2 30.2 39% 14
CYPeP1F CepaPEST
mARN AGAP004637-PA
(AgaP_AGAP004637) A. gambiae 28.2 28.2 36% 54
cepa PEST
mARN AGAP000273-PA
(AgaP_AGAP000273) A. gambiae 28.2 28.2 36% 5.4
cepa. PEST
mMARN CYP6P1 A. funestus 40.1 40.1 51% 0.001
Gen CYP6P1 A. funestus 40.1 40.1 51% 0.001
Proteina de serina producida en
respuesta a la infeccién en A. 34.2 34.2 43% 0.092
CYPePLR gambiae
Gen de la cutlcula_l especifico de la 342 342 23% 0.092
pupade A. gambiae
mMARN AGAP007647-PA
(AgaP_AGAP007647) A.gambiae 28.2 28.2 35% 5.7

cepa PEST

Cuadro 35. Resultados de alineamiento del iniciador CYP6P1 con secuencias de Anofelinos

Puntaie Cobertura
Iniciador Descripcion .. J Puntaje total del E-valor
méaximo - .
alineamiento

CYP6M2F mARN AGAP008212-PA 40.1 40.1 100% 4.00E-04
(AgaP_AGAP008212) A. gambiae cepa
PEST
mMARN CYPmM3r9 A. gambiae 40.1 40.1 100% 4.00E-04
MARN AGAP012181-PA 26.3 26.3 85% 5.9
(AgaP_AGAP012181) A. gambiae cepa
PEST
ARN ribosomal 18S A. fluviatilis 243 68.9 60% 23
secuencia parcial
ARN ribosomal 18S A. fluviatilis 24.3 68.9 60% 23
secuencia parcial

CYP6M2R mARN AGAP008212-PA 40.1 40.1 100% 4.00E-04
(AgaP_AGAP008212) A. gambiae cepa
PEST
mMARN CYPm3r9 A. gambiae 34.2 34.2 85% 0.024
mMARN AGAP008889-PA 28.2 28.2 70% 15
(AgaP_AGAP008889) A. gambiae cepa
PEST
mARN protein cuticular CPLC15 A. 28.2 28.2 70% 15
gambiae cepa PEST
mMARN AGAP001687-PA 26.3 26.3 65% 59

(AgaP_AGAP001687) A. gambiae cepa
PEST
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2. Andlisis en ClustalW de iniciadores CYP6P3 y CYP6AA. Debido a que
los iniciadores forward CYP6P3 y CYP6AA4 fueron los Unicos en presentaron un
alineamiento con otro CYP de otra especie, se realizd un alineamiento de los iniciadores con
secuencias de mARN de la familia CYP6. Las secuencias de mARN de genes de CYP6 de
insectos de la familia Culicidae se alinearon para determinar si las regiones donde se unen los
iniciadores CYP6P3 y CYP6AA4 no son conservadas, ya que se busca que el iniciador sea
especifico. Las secuencias de mARN utilizadas se detallan en el Cuadro 36 y la alineacién se

muestra en la Figura 25.

Cuadro 36. Secuencias de mARN de la familia CYP6 utilizados para el alineamiento de la Figura

25
Gen CYP Insecto Abreviaturas utilizadas
en la figura

CYP6P3 Anopheles gambiae Gamb.
CYP6P9 Anopheles funestus Fun.
CYP6M8

CYP6M7
CYP6AA4

CYP6z1 Anopheles gambiae Gamb.
CYP6P2

CYP6M1

CYP6P7 Anopheles minimus Min.
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Figura 25. Alineamiento de secuencias de mARN de la familia CYPS6.
Los cuadros sefialan las regiones donde se hibridizan los iniciadores especificos para CYP6P3 de
A. gambiae. F: iniciador forward. R: complemento reverso del iniciador reverse

Gamb. CYPar3
Fun.cyrsrs
CYPEMS
CYPEM?
CYPEALL
Gamb. cypazl
CYPERZ
CYPEML
-CYPGE7

GRAGCGGCTGAGAGAGGAAATTAATC GAGCTATTGC GEAGLAC GETGFAGAGGTGACGTA
GEAGCGCCTTAGACARGAGATCALCCALGCAATC GAGGAGAATGAC GG CAGGTGACGTA
GRAACAGGGCCGTAAATGC TGO GTGAAGTGCTCAAAAAACATAACGGCCARATGAGCTA
GGATALAGGCCGTCGTTGC GTCALAGALGTGLTGEAACGTCATALCGGLGAACTGACCTA
GRAACGTGTGCGTGCGEAAGTGITGE, AT AT TG AT CATAACCAGATTACTTE]
GGLTAAGCTTCAGC GAGAGGTCGATGAGATGATGEAGC GACACCACGGTCARATCACGTA
GRAGCGETTGAGGL GEGAAATCGAGC GTGLGGTGRAGGAGALCGETEGLGAGCTGACGTA
GEARALGGGACGCCAGTCTGTGCAGGALGTGCTCGCCAAGCATALTGGGEAGATGACGTA
GEARCGGCTCCGGAAGGAAATTALCCGAGC GCTCGAGGCCAATGETHFGGAACTFACGTA

1070
1070
9z
9z
9z
1025
1064
1037
1070

5 -AGGTGACACTATAGAATATCCCGGETC
GGTAATATGAAA-3"

5 -ACTTCATGCTTAAGCCGETGETCCCT

CYP6P
CYP6ALS

ATAGTGAGTCGETAC-3"

*w +* +* + *w w ww

Gamb, CTPEERS CGACGTGGTCATGAACATARAGTATTTGEACAATGTGATTGACGAALCCCTTCGGALGTA 1130
Fun. CYPGFS COATGTCGCCATALACATACAGTATCTGEACAATCTGATARACGAAACACTTCGCALGTA 1130
CYPaMS TGATGCGGTGETGEATAT GARATAT CTCCATCAGAT TCTGALCGALAGCCTGCGTAALTA 152
CYPaM? TGATGCGLTGATGEARATGCATTATCTGEATCAGAT TCCGALAGALAGCCTGCGTAALTS 152
CYPAhld [fFGATGC GCTGAMGM'EJ}AC CTATCTGI}ATCAGGTGA’I‘TAAC GAAACCCTGCGTATGTA 152
Gamb, CYPAZL CGATAACATCACCGGGATGAASTATCTGGATTTGTGL GTGALGGALACGCTTCGALTCTA 1085
CYP&PZ CGATGTAGTGATGGGALCGGAGTACCTCALC TGGGTCGTRGATCALACGCTGOGCAAGTA 1124
~ CYPGML CGACGCTATCCACGACATGAAGTATTTGGATCALATTTTGALLGAATCCCTACGCAAGTA 1097
i, CYPGP? TGACGTTGTGATGGGTATCGAATATCTCAATALGGTCGTTGAT GARACGCTTCGCAAGTA 1130
& * *E * +* FOEEE TE OFE K wE
5 CAGCTAATTAACGCGGETGCTG-3"
F
Garnb. cypers ATGHAGCTAAT TRACGLGG- ——TBCTOPCCGCETTCATCTTCGCAGTGTC GATC GTGTAT 57
Fun. crrers ATGgimmmﬁ_tm;}FCCGC GTTCATCTTCGAAGTGTC GGCAGTGTAC 57
CYPEMS
CYPEMT
CYPEALY
Gatnb CYPEZL mmmmmmmmmmmmmmeeee ATGATCCTTTACACGATCGGACTEATCGTGGCSTITETTTIC 42
CYPERZ ATGGAGCTCTTGACCTTGA- —— CTTTETCGTTECTEGTC GEGCTC GLGAC COGGCTGTAT 57
 CYPSML ATGTEETTCCCALCCATAGAAGTTCTCETAGCGCTTCTGECACTACTOGETOEAGCARTG 50 = L P00
Mhn. cyesp? ATGGAGCTCGTAACTACAA- —~TTTTATCATTACTATTTGTGCTAGCGTCCOGGCTGTAT 57
E 3-TACGCTCCGAATCCACACTT-3"
Garmb. cypsp3 A'mc GCMTMGCATMCTAT‘TGGMGGACMTGGA'T'ITCC 117
Fun.cyrers E [TLATTCGGALCARLCATALTTACTGGALLGACGATGGATTCCCGIATECGLCGAAC] 117
CYPEMS
CYPEMT
CYPELLY
Gatnb CYPEZL CTCGCCCTCARGTACGTCTACTCGTACTGGGATCGACAGGGGOTGCCGALT-~-TTGAGG 39
CYPER2 CTGTTTGTGCGCALCCGGTACAATTACTGOAGCALCCGTCAGTTTCCCACCCTGCOCAAC 117
~ CYPEML TACTTTATCETACGCALLCAATCCTACTGGALGGAGCETGECGTACCGCAC-——- CCARAL 117
Mincyeses TGGTTCTTGC GCALTC GETACAACTACTGGACTALC CETGECTTCCOGACCGTTCCCART 117
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3. Andlisis en OligoAnalyzer de iniciadores especificos. En el Cuadro 37 se

observan las caracteristicas generales de los oligonucle6tidos CYP6P9. En el Cuadro 38 la
formacidn de estructuras de lazo y en el 39 la formacion de homodimeros con el mismo y con

el otro iniciador. Este iniciador fue disefiado para A. funestus.

Cuadro 37. Resultados del andlisis del iniciador CYP6P9 en Oligo Analyzer

Caracteristica Iniciador CYP6P9 F Iniciador CYP6P9 R
Largo 38 39
Contenido GC: 44.70% 46.20%
Tm 63.1°C 64.6°C

Cuadro 38. Resultados del analisis del iniciador CYP6P9 para estructuras de Hairpin

CYP6P9 F CYP6P9 R
Estructura AG (Kcal/mol) Estructura AG (Kcal/mol)
1 -4.75 1 -1.62
2 -2.93 2 -0.97

3 -0.81
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Cuadro 39. Resultados del analisis del iniciador CYP6P9 para formacion de homodimeros y
heteodimeros

Iniciador Forwardy Rewerse

Iniciador Forward CYP6P9 Iniciador Rewerse CYP6P9

CYP6P9
AG (Kcal/mol) Faresdelmses o oymoy Paresdebases o oimory Fares debases
homodimero que forr,nan ! heterodimero que forr'?an el homodimero que forrpan el
homodimero heterodimero homodimero
-8.77 7 -8.26 4 -6.59 6
-6.59 6 -7.49 5 -4.41 3
-4.89 4 -7.13 4 -3.65 4
-3.61 2 -6.59 6 -3.61 2
-3.52 3 -6.53 4 -3.3 3
-3.3 3 -5.86 5 -3.29 3
-3.17 3 -4.89 4 -3.07 2
-3.14 2 -4.87 4 -1.95 2
-2.44 3 -4.41 3 -1.94 2
-1.95 2 -3.52 3 -1.6 2
-1.6 2 -3.3 3 -1.57 2
-1.57 2 -2.94 3 -1.47 2
-1.34 2 -2.92 3 -1.34 2
-0.96 2 -2.44 3 -0.96 2
-1.95 2
-1.94 2
-1.6 2
-1.57 2
-1.47 2
-1.34 2
-0.96 2

En el Cuadro 40 se observan las caracteristicas generales de los oligonucle6tidos
CYP6P4. En el Cuadro 41 la formacion de estructuras de lazo y en el 42 la formacion de
homodimeros con el mismo y con el otro iniciador. Este iniciador fue disefiado para A.

funestus.

Cuadro 40. Resultados del analisis del iniciador CYP6P4 en Oligo Analyzer

Caracteristica Iniciador CYP6P4 F Iniciador CYP6P4 R
Largo 38 39
Contenido GC: 44.70% 48.70%

Tm 64.0°C 64.9°C
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Cuadro 41. Resultados del analisis del iniciador CYP6P4 para estructuras de Hairpin

CYP6P4 F CYP6P4 R
Estructura AG (Kcal/mol) Estructura AG (Kcal/mol)
1 -2.85 1 -0.88

Cuadro 42. Resultados del analisis del iniciador CYP6P4 para formacién de homodimeros y
heteodimeros

Iniciador Forward CYP6P4 Iniciador Forwardy Rewerse Iniciador Rewverse CYP6P4
CYP6P4
AG (Kcal/mol) Pares de bases AG (Kcal/mol) Pares de bases AG (Kcal/mol) Pares de bases
homodimero que formanel heterodimero que forman el homodimero que forman el

homodimero heterodimero homodimero

-14.2 8 -6.59 6 -6.59 6
-6.59 6 -5.02 3 -5.19 3
-5.02 3 -4.87 4 -4.62 4
-4.41 3 -4.41 3 -3.65 4
-4.03 4 -4.03 4 -3.61 2
-3.3 3 -3.53 3 -2.3 3
-3.07 2 -3.3 3 -1.95 2
-1.95 2 -3.17 3 -1.6 2
-1.6 2 -3.07 2 -1.57 2
-1.47 2 -2.94 3 -1.34 2
-1.34 2 -1.95 2 -0.96 2

-0.96 2 -1.6 2

-1.57 2

-1.47 2

-1.34 2

-0.96 2

En el Cuadro 43 se observan las caracteristicas generales de los oligonucle6tidos
CYP6AA4. En el Cuadro 44 la formacion de estructuras de lazo y en el Cuadro 45 la
formacion de homodimeros con el mismo y con el otro iniciador. Este iniciador fue disefiado

para A. funestus.
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Cuadro 43. Resultados del analisis del iniciador CYP6AA4 en Oligo Analyzer

Caracteristica Iniciador CYP6AA4 F Iniciador CYP6AA4 R

Largo 38 39
Contenido GC: 39.50% 48.70%
Tempreatura meLT 61.7 °C 65.5 °C

Cuadro 44. Resultados del analisis del iniciador CYP6AA4 para estructuras de Hairpin

CYP6AA4 F CYP6AA4 R
Estructura AG (Kcal/mol) Estructura AG (Kcal/mol)
1 -0.47 1 -1.46

2 -0.76

Cuadro 45. Resultados del anélisis del iniciador CYP6AA4 para formacion de homodimeros y
heteodimeros

Iniciador Forwardy Rewerse

Iniciador Forward CYP6AA4 Iniciador Rewverse CYP6AA4

CYP6AAL
AG Pares de bases AG Pares de bases AG Pares de bases
(Kcal/mol) que forman el (Kcal/mol) que forman el (Kcal/mol) que forman el
homodimero homodimero heterodimero heterodimero  homodimero homodimero
-9.75 4 -11.09 5 -14.33 8
-6.68 3 -8.02 4 -9.75 4
-6.59 6 -7.71 4 -6.59 6
-3.91 4 -6.59 6 -5.38 4
-3.61 2 -6.53 4 -3.65 4
-3.3 3 -4.87 4 -3.61 2
-3.07 3 -3.61 2 -3.54 3
-2.92 3 -3.53 3 -3.53 3
-2.44 3 -3.43 3 -3.14 2
-1.95 2 -3.07 2 -3.07 2
-1.6 2 -2.94 3 -2.94 3
-1.57 2 -2.91 S -1.95 2
-1.47 2 -2.44 3 -1.6 2
-1.34 2 -1.95 2 -1.57 2
-0.96 2 -1.94 2 -1.34 2
-1.6 2 -0.96 2
-1.57 2
-1.47 2
-1.34 2
-0.96 2
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En el Cuadro 46 se observan las caracteristicas generales de los oligonucleétidos
CYP6P3. En el Cuadro 47 la formacién de estructuras de lazo y en el Cuadro 48 la formacion
de homodimeros con el mismo y con el otro iniciador. Este iniciador fue disefiado para A.
gambiae.

Cuadro 46. Resultados del analisis del iniciador CYP6P3 en Oligo Analyzer

Caracteristica Iniciador CYP6P3 F Iniciador CYP6P3 R

Largo 20 20
Contenido GC: 50.00% 50.00%
Tempreatura 55.7 °C 56.2 °C
meLT

Cuadro 47. Resultados del analisis del iniciador CYP6P3 para estructuras de Hairpin

CYP6P3 F CYP6P3 R
Estructura AG (Kcal/mol) Estructura AG (Kcal/mol)
1 -0.3 1 0.3

Cuadro 48. Resultados del analisis del iniciador CYP6P3 para formacion de homodimeros y
heteodimeros

Iniciador Forward CYP6P3 Iniciador Forwardy Rewverse CYP6P3 Iniciador Rewverse CYP6P3
AG (Kcal/mol) Pares de bases que AG (Kcal/mol) Pares de bases que AG (Kcal/mol) Pares de bases que
homodimero forma}n el heterodimero forma'n el homodimero forma}n el
homodimero heterodimero homodimero

-10.36 4 -8.09 4 -3.61 2

-7.29 6 -4.74 3 -3.14 2

-6.34 4 -3.61 2 -1.94 2

-4.85 4 -3.42 3 -1.57 2

-4.74 3 -1.94 2 -1.47 2

-3.61 2 -16 2 -0.96 2

-3.14 2 -1.34 2

-1.34 2 -0.96 2

-0.96 2

En el Cuadro 49 se observan las caracteristicas generales de los oligonucleétidos
CYP6P1. En el Cuadro 50 la formacion de estructuras de lazo y en el Cuadro 51 la formacién
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de homodimeros con el mismo y con el otro iniciador. Este iniciador fue disefiado para A.
funestus.

Cuadro 49. Resultados del analisis del iniciador CYP6P1 en Oligo Analyzer

Caracteristica Iniciador CYP6P1 F Iniciador CYP6P1 R

Largo 38 39
Contenido GC: 44.,70% 48.70%
T t
empreatura 63.1°C 65.2 °C
meLT

Cuadro 50. Resultados del analisis del iniciador CYP6P1 para estructuras de Hairpin

CYP6P1 F CYP6P1 R
Estructura AG (Kcal/mol) Estructura AG (Kcal/mol)
1 -0.18 1 -1.35

2 -0.72
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Cuadro 51. Resultados del analisis del iniciador CYP6P1 para formacion de homodimeros y
heteodimeros

Iniciador Forward CYP6P1

AG (Kcal/mol)
homodimero

-10.36
-6.59
-4.41
-3.61
-3.52

-3.3
-3.07
-2.94
-2.56
-2.44

-2.3
-1.94

-1.6
-1.47
-1.34
-0.96

Pares de bases
que forman el
homodimero

N

N NN DNDNWWWWDNDWWNWwWo

Iniciador Forwardy Rewerse
CYP6P1

AG (Kcal/mol)
heterodimero

-12.7
-6.59
-6.14
-5.91
-4.87
-4.67
-4.41
-3.61
-353
-352
-3.29
-3.14
-3.07
-2.94
-2.56
-2.44
2.3
-1.95
-1.94
-1.6
-1.57
-1.47
-1.34
-0.96

Pares de bases
que forman el
heterodimero

[oe]

N DN DNDNDNMNDNDOWWWWNDNDNWWWDNWWPSEDdDwo

Iniciador Reverse CYP6P1

AG (Kcal/mol) Pares de bases que

homodimero

-13.39
-6.59
-4.67
-4.64
-3.65
-3.61
-3.07

-1.6
-1.57
-1.34
-0.96

forman el
homodimero

N NDNDNDNDNMNDNDRAWWOO O

En el Cuadro 52 se observan las caracteristicas generales de los oligonucle6tidos

CYP6M2. En el Cuadro 53 la formacion de estructuras de lazo y en el Cuadro 54 la formacién

de homodimeros con el mismo y con el otro iniciador. Este iniciador fue disefiado para A.

gambiae.

Cuadro 52. Resultados del analisis del iniciador CYP6M2 en Oligo Analyzer

Caracteristica

Largo
Contenido GC:
Tempreatura
meL T

20

55.00%
57.3°C

Iniciador CYP6M2 F

20

55.00%
55.5°C

Iniciador CYP6M2 R
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Cuadro 53. Resultados del analisis del iniciador CYP6M2 para estructuras de Hairpin

CYP6M2F CYPGM2 R
Estructura AG (Kcal/meol) Estructura AG (Kcal/mol)
1 1.23 1 -2.18
2 1.43
3 1.7

Cuadro 54. Resultados del analisis del iniciador CYP6M2 para formacién de homodimeros y
heteodimeros

Iniciador Forwardy Rewerse

Iniciador Forward CYP6M2 Iniciador Reverse CYP6M2

CYP6M2
AG (Kcal/mol) FAres e bases  \ o coamoly Taresdebases o coaimory Pares debases
homodimero que forr,nan el heterodimero que fornjan el homodimero que forr'nan el
homodimero heterodimero homodimero
-9.45 6 -6.37 4 -9.75 4
-5.19 3 -4.64 3 -4.41 3
-3.61 2 -3.61 2 -3.65 4
-1.57 2 -3.52 S -3.07 2
-1.34 2 -3.07 2 -1.47 2
-2.92 3 -1.34 2
-1.95 2
-1.94 2
-1.57 2
-1.34 2
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VIl. DISCUSION

El objetivo general de este trabajo de graduacion fue validar in silico iniciadores
reportados en la literatura para la amplificacion del mMARN de genes de las familias CYP6 y
CYP9 del citocromo P450 en A. albimanus.

Se validaron iniciadores degenerados de la familia CYP6 y CYP9. Estos iniciadores
estan disefiados para amplificar todos los posibles citocromos de la familia 6 y 9 que hay en A.
albimanus. Para validar los iniciadores degenerados, se realizaron alineamientos de secuencias

de proteina y mARN de diferentes insectos y de la familia Culiccidae.

En los alineamientos que se muestran en la figura 14 y 16, se observan las regiones que
se utilizaron en Amenya, et.al. 2005 para disefiar los iniciadores degenerados para CYP6 y
CYP9 En los dos alineamientos se utilizaron insectos como D. melanogaster, M. domestica,
Cx. Quinquefasciatus, Ae. Aegypti, A. gambiae, A. fuenstus y Heliothis virescens. Se observa
en la Figura 14 que la regién LYELAK es altamente conservada entre las diferentes especies
de insectos, al igual que la region de unién al hem PFGEGP. Las secuencias de insectos
utilizadas para este alineamiento pertenecen al orden Diptera. Los resultados muestran que
estas regiones se encuentran conservadas desde el orden, a pesar que los insectos pertenecen a
diferentes subodrdenes. Debido a que las regiones son altamente conservadas desde el orden de
los insectos, se puede asumir que esta region es conservada también en A. albimanus del

orden Diptera, por lo que estos iniciadores se pueden utilizar para amplificar genes CYP6.

En el alineamiento de la Figura 16 las regiones conservadas utilizadas fueron FTGSKM
y ETLR de CYP9. Estas regiones también estan conservadas en las diferentes especies. En
este caso se utilizaron secuencias de insectos del mismo superorden, Endopterygota. Se
observa que las regiones estan altamente conservadas, y que solamente varian en uno o dos
residuos. Debido a que las secuencias de proteinas se encuentran altamente conservadas desde

el superorden, también se puede decir que estan conservadas en A. albminaus.

En los alineamientos de las Figuras 15 y 17 se utilizaron secuencias de insectos de la
familia Culicidae a la cual pertenecen los Anofelinos y otros vectores como Ae. aegypti y Cx.
quinquefasciatus. En estos alineamientos también se observa que, las regiones utilizadas para
disefiar los iniciadores estdn conservadas en los insectos de esta familia. Esto confirma que es
probable que estas regiones también estén conservadas en A. albimanus ya que pertenece a la

familia Culicidae. Estos dos géneros, el Culex, Aedes y Anopheles estan separados
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filogenéticamente, por lo que si una proteina esta conservada en los diferentes géneros es

probable que en alguna especie de uno de estos dos géneros tenga la misma conservacion.

La Figura 18 y 20 muestran los alineamientos de secuencias de mARN de diferentes
insectos y donde se hibridizan los iniciadores. En las dos figuras las secuencias utilizadas
fueron de insectos del superorden Endopterygota al igual que en la figura 8. También se
observa que las regiones donde se unen los iniciadores estan conservadas en las diferentes
secuencias y solamente varian pocos nucleétidos. Esto indica que si las regiones en donde se
unen los iniciadores son altamente conservadas dentro del superorden, es probable que en A.

albimanus también estén conservadas a nivel de mARN y de proteina.

En los alineamientos de las Figuras 19 y 21 se utilizaron secuencias de insectos de la
familia Culicidae. En estos alineamientos se observa que las regiones donde se unen los
iniciadores de la CYP6 y el iniciador forward de la CYP9, estan conservadas dentro de la

familia, por lo que si se podrian utilizar para amplificar genes de A. albimanus.

El iniciador reverse de la CYP9 contiene una parte que no coincide con la regién
conservada con la que se une el resto del iniciador. La secuencia en el iniciador es TCG, esta
region de la secuencia es variable en los diferentes insectos habiendo secuencias como TCT,
AGC, AAC, ACA, CTC, TCC y TCG,; esto se observa en el alineamiento de la Figura 14.
Solamente tres CYP, CYP9J2, CYP9J1 y CYPIL1 presentaron la misma secuencia del
iniciador. Se observa lo mismo en la Figura 16 en donde la mayoria de secuencias de insectos
de la familia Culicidae tienen esta parte de la secuencia muy variable. Esto sugiere que este
iniciador puede que no amplifique todos los CYP9 de A. albimanus. Por esto se redisefio el
iniciador reverse cambiando la region TCG por WSC como se observa en la Figura 22. La
secuencia WSC puede unirse a diferentes secuencias ya que es mas variable que la secuencia
TCG. Se escogio la secuencia WSC como parte del nuevo iniciador ya que formé menos
estructuras de lazo, heterodimeros y homodimeros, asi mismo estas estructuras son poco
estables. Ademéas se adapta mejor a las secuencias ya que al ser mas degenerado permite

amplificar més secuencias diferentes.

En la Figura 19 se observa que algunas secuencias no contienen partes donde se une el
iniciador. Por ejemplo, las secuencias CYP6AA4, CYP6M8 y CYP6M7 no contienen las
cinco primeras pares de bases del iniciador forward. Es posible que el iniciador ain funcione
para este tipo de secuencias al momento de realizar un PCR ya que en Amenya, et.al. 2005 se
utiliza una temperatura de annealing baja para poder amplificar la mayor cantidad posible de

genes de la familia CYP. Por lo que se sugiere utilizar condiciones similares durante las
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amplificaciones en A. Albimanus para maximizar la probabilidad de amplificar la mayoria de

miembros de esta familia.

Debido a que las familias CYP6 y CYP9 comparten regiones conservadas en comin
como ETLR, es importante que los iniciadores degenerados sean especificos para cada
familia. En el alineamiento de la Figura 15 se observan las regiones utilizadas para disefiar los
iniciadores. Los iniciadores forward son especificos para cada familia, ya que la region
utilizada para disefiar el iniciador CYP6 es propia de esta familia y no se encuentra en la
familia CYP9. Asi mismo, la regién para el iniciador forward CYP9 se encuentra solo en esta
familia y no en la CYP6. Para el disefio del iniciador reverse de CYP9 se utilizd la region
ETLR la cual tiene en comdn con la CYP6. Debido a que el iniciador forward es especifico si
se podrian amplificar secuencias de la familia CYP6. La CYP9 posee un grupo hemo con

secuencia variable y distinta a la del CYP6.

Las familias de genes CYP6 y CYP9 de insectos Culicidae mostraron regiones
altamente conservadas, por lo que se podrian disefiar otros iniciadores a partir de estas
regiones. Por ejemplo, para disefiar iniciadores para CYP6 se podria utilizar como iniciador
forward la region de AGGAKCGTTCGAATCTA entre los nucledtidos 1130-1085 y para el
reverse se podria utilizar la region
TTCCCGAGCCGGTACTGTACTCTCCGGAGCGATTCGAT entre los nuclettidos 1307-
1259, en la Figura 19. Para la familia CYP9 las regiones propuestas por Amenya et.al. 2005
son las mas adecuadas ya que no hay otras regiones altamente conservadas entre las

secuencias de insectos Culicidae.

Los iniciadores degenerados se analizaron también en el OligoAnalyzer. Los resultados se
muestran en los Cuadros 17-19 para CYP6 y para CYP9 de 20-22. El Tm de los dos pares de
iniciadores es cercano entre si, por lo que se pueden utilizar como pareja para amplificar
genes. El contenido GC de todos los iniciadores esta dentro del rango recomendable, que es
entre 50%-70%. También el largo de los iniciadores esta dentro de los valores recomendados.
Se analizo las posibles estructuras secundarias, como estructuras de lazo, que podrian formar
los iniciadores. Los resultados obtenidos indicaron que todos los iniciadores formarian
estructuras de lazo, pero solamente uno estd por encima del valor aceptado. Este es el
iniciador CYP6 R que forman una estructura de lazo con un AG=-5.57 Kcal/mol; esto
significa que esta estructura es muy estable y es dificil de romperla. Esta estructura de lazo
puede reducir la cantidad de producto obtenido al amplificar los genes, ya que parte del
iniciador estara como estructura de lazo, dificultando la union con el templado. El iniciador
redisefiado del CYP9 R mostr6 un AG positivo, lo cual indica que las estructuras de lazo que

se pueden formar son poco estables, por lo que es mas facil romperlas. EI nucleétido CYP6 F
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y CYP9 F presentaron lazos con AG negativos, pero por debajo del valor aceptado para que el

iniciador aun funcione y no afecte el rendimiento del producto del PCR.

Otras estructuras analizadas fueron la formacion de heterodimeros y homodimeros. Los
iniciadores CYP6 fueron el par que mas homodimeros formé. Los homodimeros formados
tienen un AG mayor al aceptado. Debido a que los iniciadores se unen con ellos mismos, se
reduce la cantidad de oligonucleétidos que se unen al templado, por lo que reduce el
rendimiento del PCR. Los otros pares de iniciadores para CYP9 presentaron de 1-3
homodimeros y heterodimeros con AG por arriba del valor aceptado. Debido a que estos
iniciadores son degenerados, pueden ser diferentes nucleétidos lo cual puede contribuir a la
formacion de heterodimeros y homodimeros. La formacion de estas estructuras se debe tomar
en cuenta al momento de monitorear el producto de un PCR ya que éste disminuird por la

formacion de estas estructuras.

Es importante mencionar que estos iniciadores degenerados pueden ser utilizados,
también en otros vectores de la malaria en Latinoamérica, ya que se observé en los
alineamientos que las secuencias estan conservadas en los diferentes Anofelinos por lo que es

muy probable que esté conservada en otros Anfoelinos cercanos filogenéticamente.

Para determinar si los iniciadores especificos CYP6P9, CYP6P4, CYP6AA4, CYP6P1 de A.
funestus y CYP6P3 y CYP6M2 de A. gambiae se pueden utilizar para amplificar genes
homdlogos en A. albimanus, se realizaron alineamientos de cada iniciador con la base de datos
de nucléotidos de Anofelinos en BLAST. En los Cuadros del 16-21 se observan los resultados
para cada iniciador forward y reverse. Los iniciadores especificos de A. funestus que se
podrian utilizar en A. albimanus presentarian un alineamiento con algun CYP6 de A. gambiae
y viceversa; ya que el iniciador permitiria amplificar tanto el CYP6 para el cual fue disefiado
asi como los homologos en otras especies de Anofelinos. De todos los iniciadores especificos,
solamente el iniciador CYP6P3 de A. gambiae y CYP6AA4 de A. funestus presentaron un
alineamiento con otro CYP de una especie diferente de Anofelinos. El iniciador forward de
CYP6P3 presentd un alineamiento con el posible homélogo CYP6P9 de A. funestus con un
Valor-E = 0.024 y un puntaje maximo de 34.2. También present6 alineamiento con el
CYP6P13 de A. funestus con el mismo E-valor y puntaje maximo; sin embargo, el iniciador
reverse de CYP6P3 no presentd alineamiento con estos dos CYP. Solamente presentd
alineamientos con CYP de A. gambiae y otras secuencias de este mismo mosquito. Los
alineamientos estadisticamente significativos para el iniciador reverse fueron mARN
AGAP002865-PA (AgaP_AGAP002865) de A. gambiae cepa PEST con un valor-E = 4.00E-
04 y mARN AGAPO007808-PA (AgaP_AGAP007808) de A. gambiae cepa PEST con un
Valor-E = 1.5. Los puntajes maximos fueron 40.1 bits y 28.2 bits respectivamente.
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Se obtuvieron los mismos resultados para el iniciador CYP6AAA4, en donde el CYP de A.
gambiae con el cual se obtuvo otro alineamiento tuvo un valor-E = 5.4 y un puntaje maximo
de 28.2. Estos valores estan por debajo de los valores permitidos, por lo que este alineamiento
no es estadisticamente significativo. Para el iniciador reverse no se obtuvieron alineamientos
con otros CYP. El Valor-E del iniciado reverse para otros genes ademas del CYP6AA4 fueron
0.092. Los genes con este Valor-E fueron el gen de la proteina de serina producida en
respuesta a la infeccion en A. gambiae y Gen de la cuticula especifico de la pupa. Debido a
estos resultados, el iniciador reverse tampoco se puede utilizar para amplificar genes

homdlogos en A. albimanus.

Estos resultados muestran que probablemente, los iniciadores de estos CYP no
amplificaran genes CYP en A. albimanus ya que son especificos para el gen para el cual
fueron disefiados y no amplifican genes homologos. Ademas, los iniciadores fueron disefiados
para A. gambiae y A. funestus, los cuales estan cercanos filogenéticamente; por lo que si un
iniciador disefiado para A. gambiae no puede amplificar genes homdélogos en A. funestus,
tampoco amplificard homélogos en A. albimanus que estd mas alejado filogenéticiamente de
estos dos Anofelinos. Para los iniciadores CYP6P3 y CYP6AA4 se podria disefiar nuevos
iniciadores reverse que permitan amplificar homologos de otras especies que no sean para la
cual fueron disefiados. Otra razon por la cual estos iniciadores puede que no amplifiquen
genes CYP de A. albimanus es debido a la distancia filogenética que hay entre A. funestus y A.
gambiae. Debido a que estos dos estdn mas cercanos, es mas probable que los iniciadores
disefiados para una de esta especie puedan amplificar homdlogos de la otra especie; pero por
encontrase mas distantes de A. albimanus, es menos probable que amplifiquen algin gen de

esta especie.

Al igual que para los iniciadores degenerados, para los iniciadores especificos se realizo
un analisis de cada par en el programa OligoAnalyzer. Los iniciadores CYP6P3 y CYP6M2
disefiados para A. gambiae, mostraron valores de Tm, contenido GC y dentro de los valores
aceptables, ademés que fueron los pares que presentaron menor formacion de estructuras
como heterodimeros, homodimeros y lazo. Mientras que los inciadores CYP6P9, CYP6P4,
CYP6P1 y CYP6AA4 mostraron varias estructuras de homodimeros, heterodimeros y lazos
con AG por encima de los valores aceptables. Por lo que ademas que los iniciadores no
pueden amplificar genes homologos, no son adecuados ya que pueden formar estructuras

secundarias que son estables y, por lo tanto, dificiles de romper.

La Figura 23 muestra la region donde se unen los iniciadores CYP6P3 y CYP6AAA4. Para
los dos iniciadores se observa que hay bastante variacion entre los diferentes CYP6 de A.

gambiae y A. minimus, y la secuencia del iniciador. Esto muestra que probablemente no
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amplificard genes homologos en A. albimanus, ya que al haber gran variabilidad entre
especies muy cercanas habra mas variabilidad en especies méas lejanas como el caso de A.
albimanus y los otros tres Anofelinos.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los iniciadores degenerados propuestos por Amenya et.al. 2005 se pueden utilizar para
amplificar genes CYP6 y CYP9 de A. albimanus ya que los resultados muestran que estos se

unen a regiones altamente conservadas en diferentes especies de insectos.

El iniciador CYP9 R fue redisefiado para que pueda unirse a diferentes secuencias de
varios insectos. La secuencia del nuevo iniciador degenerado es 5°-AGY GTY TCG SWY
ACR ACC ATRTC-3".

Se validaron los iniciadores degenerados, los cuales tiene las siguientes secuencias:
CYP6  forward 5-TCW SIC TGT ACGAGC TKG C-3’, reverse 5-GGI CCC TCG
CCGAACGG-3"; para CYP9 forward 5"-TTYACCGGC AGC AAR ATG CG-3" y reverse 5'-
AGY GTY TCG SWY ACR ACC ATRTC-3'.

Los iniciadores degenerados pueden ser utilizados, también en otros vectores de la
malaria en Latinoamérica, ya que se observo en los alineamientos que las secuencias estan

conservadas en los diferentes Anofelinos.

Los pares de iniciadores degenerados analizados en OligoAnalyzer mostraron un Tm
compatible, un contenido GC y largo dentro del rango permitido; sin embargo el iniciador
CYP6 puede formar estructuras de lazo ya que posee un AG estable. Asi mismo forma
heterodimeros y homodimeros. Esto se debe tomar en cuenta al momento de amplificar genes
utilizando estos iniciadores ya que por la formacion de estas estructuras se disminuye la

cantidad de producto formado.

Los iniciadores especificos de A. funestus como CYP6P9, CYP6P1, CYP6P4 y
CYPT6M2 de A. gambiae, no se pueden utilizar para amplificar genes de A. albimanus ya
que estos son especificos para los genes que fueron disefiados, por lo que no amplificar

ningin homologo de otra especie de Anofelinos.

El iniciador forward CYP6AA4 de A.funestus se puede unir al mARN de otro CYP de
A. gambiae, pero el reverse no, por lo que este par de iniciadores no se podrian utilizar para
amplificar genes CYP en A. albimanus ya que no amplifican genes homologos de una especie
mas cercana filogenéticamente. Ademas que pueden formar estructuras como heterodimeros,

homodimeros y lazos que son estables.



86

El iniciador forward CYP6P3 de A.gambiae se puede unir al CYP6P9 de A. funestus,
pero el reverse no. Al igual que el iniciador CYP6AA4, estos dos iniciadores no amplificaran
genes CYP6 de A. albimanus ya que no presentaron alineamiento con otra especie de
Anofelinos.
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IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar una validacion de los iniciadores degenerados para obtener la
receta y el programa del reverse transcription PCR y del PCR adecuado para poder amplificar
genes CYP6y CYP9 de A. albimanus.

Se recomienda, ademas de validar los iniciadores degenerados, realizar una
secuenciacion de los productos de PCR obtenidos para confirmar que los productos obtenidos
pertenezcan a la familia CYP6 y CYP9. Los pasos a seguir para la secuenciacion de los CYP
serian: la clonacion de los productos de PCR en un vector de clonacion como pGEM-T en
Escherichia coli. Las bacterias transformadas podrian ser monitoreadas con PCR utilizando
iniciadores para Sp6 y T7. Como tamizaje para evitar secuenciar los mismos CYP, se podrian
analizar los productos del PCR de la transformacion con polimorfismo de una sola hebra. Los

clones con patrones Unicos se secuenciarian utilizando los iniciadores Sp6y T7.

Para obtener las secuencias completas de los mMARN de los diferentes CYP se podria
crear una libreria de CADN. Luego se realizaria un tamizaje de la libreria identificando las
posibles secuencias CYP. Estos insertos se podrian clonar y secuenciar. A partir de las
secuencias obtenidas se podria crear un mapa que permita obtener la secuencia entera de un
CYP.
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XI.  ANEXOS

A continuacion se muestran los alineamientos completos de proteina y mARN
utilizados para los iniciadores degenerados y los iniciadores especificos CYPP6P9 y
CYP6AA4.
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Figura 26. Alineamiento completo de secuencias de proteinas de la familia CYP6 de diferentes

insectos.

Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estdn marcados con cuadros. Los
residuos idénticos o altamente similares estan marcados con asteriscos y puntos. F: regién a
partir de la cual se disefi6 el iniciador Forward. R: regién a partir de la cual se disefi6 el iniciador
reverse. Fun: A. funestus. Gam: A gambiae. Min: A. minimus. Cx: Cx. quinquefasciatus. Dros: D.
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Figura 27. Alineamiento completo de secuencias de proteinas de la familia CYP6 de insectos de la
familia Culicidae
Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estan marcados con
cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estan marcados con asteriscos y
puntos. F: region a partir de la cual se disefié el iniciador Forward. R: region a partir de
la cual se disefio el iniciador reverse. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Min: A.
minimus. Cx: Cx. quinquefasciatus
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Figura 28. Alineamiento completo de secuencias de proteinas de la familia CYP9 de diferentes

insectos

Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estdn marcados con
cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estdn marcados con asteriscos y
puntos. F: region a partir de la cual se disefié el iniciador Forward. R: region a partir
de la cual se disefié el iniciador reverse. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Cx: Cx.
quinquefasciatus. Aed: Ae. aegypti. Dros: D. melanogaster. Helio: Heliothis virescens.
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Figura 29. Alineamiento completo de secuencias de proteinas de la familia CYP9 de diferentes
insectos
Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estan marcados con
cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estdn marcados con asteriscos y
puntos. F: region a partir de la cual se disefi6 el iniciador Forward. R: region a partir de
la cual se disefio el iniciador reverse. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Cx: Cx.
guinquefasciatus. Aed: Ae. aegypti.
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Figura 30. Alineamiento completo de secuencias de mARN de la familia CYP6 de diferentes
insectos.

Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estan marcados con
cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estdn marcados con asteriscos y
puntos. F: iniciador Forward. R: complemento reverso del iniciador reverse. W:A/T R:
AIG Y: C/T S:C/G. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Min: A. minimus. Dros: D.
melanogaster. Mus: M. domestica. Helic: Helicoverpa armigera
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GTTGATCCCCTGT---COGGLACGCTGTICGCGTTGLAGGGCALLACCOTGRAAGATTTTG
GGCGATCCATTGRGCTATAATARCCTGTICTTCGTCAGGGATGCCCATTGFAAGGGLLTT
GACGACCCGCTCA--COCAGCA-CCTGTTCAACCTGRAC GoALL GARGTGFALGGLC AT
GATGATCCCATTTC--TGCCCATCTC-TTCAATCTGRAC GGTGCCCAGT G GTTTGTTA
AATGEATCCALTGT-—-CoGCGAATTTATTCGTALTGLAGGGTCAATCATGGCGTACGCTR
GG-——---—- ATTGG--GACARRACTTGTTCCACGCTRAC GRAGLLACGTGFAGAGCATTA

342

342
3la
34z
339
342
535
353
368
3l5
375

393

393
375
399
396
393
595
410
425
372
426
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Fun cyrers
CYPEMG
CYPEHT
CYPGAR

CGarmb CYPEP3
CYPGZL
CYPGPZ
CYPEHML

Ivfin CYPERT

Dros CYPAGL
CYPGAZ
CYPGAG

Ivfus CYPEDL

Helic.cvreg?

Fun cvrsrs
CYPGMG
CYPGHT
CYPGAAL

Famb. CYPGP3
CYPGEL
CYPGPZ
CYPEML

Min. cyree?

Diros CYPEGL
CYPGAZ
CYPGAS

Mus.crespl

Helic. cYreE?

Fun.cypspn
CYPGMa
CYPEMT
CYPGALSG

Famb. CYPERS
CYPGZ1
CYPGPZ
CYPEML

Mfincyrer?

TrrogCYPEGL
CYPGAZ
CYPGAS
Ius. cyrepl
Helic. cyesg?

Fun.cyrers
CYPEME
CYPEMT
CYPGALY

Gatnb. CYPEP3
CYPGEL
CYP&PZ

 CYPGML

Min.cyese?

Dros. cyrecl
CYPGAZ
CYPGAS

Tiug CYPEDL

Helic. cYpsE?

COTCAGRAGCTCACGOCAACGTTCACCTCAGGTCGCAT FALGCAAATGTTTGFTACACTA

CGCCAGAAGCTTACGCCGACGTTCACCTC GGGC CGAATGAAGCAAATGTTCGGCACAATA
CGTGCGAAGCTTACACCAACCTTCACCTCCGEC CAGCTACGGCACATGCTGCCALCGTTT
CGCCAARAGCTCACGCCCACCTTCACGTCCGOCAAGAT GAAGCAAATETTTGCCACGLTG
CGCALCAAGATGACACCCACGTTCACGTCCGEGAAGAT GAAGATGATGTTCCCGAC LT
CGCCAARAGCTAACGCCCACATTTACCTCCGECAAGAT GAAGCAAATCTTTACCACGATA
CGCACCAAGCTGACTCCCGTTTICACCAGCGECAAGGTCAAGCAGATGTACACCCTTATG
CGCCAGAGGCTGACGCCGACTTTCACCTC GEECAAGAT GAAGTTCATGTTCCCGACGLTG
AGGAACALATTATCATCGACCTTTACATCCGGTAALATGAAGTTAATGTATCC FACCGTA
AGAATGRAATTGGCCCCCTCGTTTICGTCGGGTARLCTCAAGGGEATGTTCCARACGGTC
AGLAACAGATTTACACCTATTTTCACATC TGOTARATTGALLALCATGTTTTATCTTATG

TEEGATGTAGCACTTGAGCTGEACAAGTATATGGALGARRLC -~ -TATCGTCAGCCGGAT

CGGEATFTGOGECTTCAGC TOCARMAGT FTATGAGCARAGC -~ -TACLACCALCCGGAG
CTGGCAGTGOGCAGCAAGCTCGAGCAGTATC TCGARCGCTTOOCAAACGARMAACAGATC
CTGGAGETGECCFALCGETTGGEC CAGCACGTGGCCACGCAC - ———-—— ACCGGACAGL-
GTGECGECGEGCCAGCAGTECGAGACTTCATGGAGGAAAACCTCCAGLAGCACGETGAG
CGGEATGTGOCGFALCAGCTCGGTACCTATGTGRACGAGCAC -~ -CTGCACCAGGAAGLG
CAGGAGATTGCAMAGGATCTCGAGC TEGGCACTGCAGAGGCGCTORAGACGLAGAACTCTGEG
ATCAAGGTETCTCAGGAGTTC GTCAAGGTCATCACGGAGCAGGTGCCCGOCGCCCAGALL
GTGTCAGTGGCCAATGAATTTAT -GACCGTCAT GCACCAGARAGTGCCCARMRLTTCGET
GATGAT TGO GG TAAATTATTARA TCACTTGAATGAGC GTTTRAAGGATGGCCAGTCG
CATGAAGETGCTFATAACTTTATTGAC CACGTGAGCALA FACTCTFALLA MR CAAGLG

A--mmm - TTGAGATGAAGGAT TGO TAGGTCGETT TACGACAGAT GT GATT GCACT
Gemm THEAGATGAAGGATATCCTGGGCCGTTTTACGAC GRAC GTFATT GHGFAC
G- TCGACATGCGTCACATCGTTICGCGCTACGTGCTCGATGT FETEFCTTCA

—————————— THEEAGATGALGGACGTGCTGGCCCGCTACACGACCGATGTGATC GRGLLC &
——-TGEAGCT GARAGATGTGATGECCCGCTTCACGACCGATGT GAT T GRGAC &

————————— TEGAGATGAAGGAARTTCTGETGCGATATACGACGGATGT FATC GGTACE
AGTTTCATTACGGAGAT TAAGGAGATCTGC GCTCAGTTCTCCACGGACAGCATAGCCACG
GGCGCTGTGCTCGAGATCAAGGAGCTEATGGCCAGGTTCACCACCGATGT FATT FHCACT
T--—-—--- CTGGAGATAC GTGATCTGETGECCAGGTTTACGGTGRATGTCATC GRAACT
CAT---GTTTTGAAATCAAGAGCATITIGACCACCTATGCTGTC GACATCATTGETTC
T--—-—-=- TTGAAG-TTCACTCCCTTCTCCAGACGTACACCACGTCTAC GATCTCATCA

TETGCATTCGGEATTGAGTGTAATACGCTTAAGACACC GRACTC FRAATTCCGCA-AATA

TGCGLGTTCGGCATCGAGTGCALTACACTTAAGAC GACAGACTC GLAGTTCCGCA-AGTA
GTGTTITTCGECTTCGAAGCCARCTETCTGCACGATCCCGACGATGCGTTCCGTETRLLG
TGCGCGTTCGGCATCGAGTGCALTACGCTGC GCAAC CCGRACTCGLACTTTCTCA-AGTA
TGeCGCGTTCGAATCGAGTGTALCAGTATGC GTEAT CC GRATFC GRAGTTCCGLG-COAT
TGETGCGTTTGGEATCGAGTGTALCACGCTGAMAGAT CC GRACTC GLAATTCCTCA-AGTA
ATTGCATTTGGCATICGTGCTALCAGC CTAGAGAAT CCCAACGCAGAGTTCCGTA-ACTA
TGTGCCTTCGGCATTRAGTGTALCACGC TG GCACC CCTGTCAGTGATTTCCGCA-CCAT
TGCGCCTTTGGCATCCAGTGCALCAGTCTGC GCGAT CARAAGGCCGAGTITCTGT-ATT-
GTGATATTCGGCCTGGAMATCGATAGTTTCACCCATCCGRACALTRAATTTCGTG-TCTT
TGETGCTTTCGGAGTGAGTTATALCAGCATCAGC GAT - - AAAGTTCAGACTCTAGA-AAT-

459

459
435
459
456G
459
655
470
485
432
456

ale

ale
495
all
518
5186
715
530
544
492
548

346
S6l
567
a67
775
290
596
249
597

GEn

a0a
620
fE6
626
34
649
65d
a0s
653
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Fun. cyesrs COGCARCAMLGE GTTTGAGTTTAATCTGATGATTATTCTAAARACTTTCTTA-——————— 678
CYPEMB o
CYPEMT oo
CYPEAAD oo

Gamb. CYPERS COOCARCAAGGC GTTC GAGTTGAATACGATGATCATGATGALGACTTTCCTC-——————— 675
CYPEZL TTGCETEATCTTAACAATCCGGACAGC TTCATGALCALCATC COAACAGCLGEL-————— GE0
CYPGPZ COOCARCAALGTGTTC GAGCAGARGGTETC CACCATGATCAAGATCATTTTG-——————— 672
CYPEML GGOCARACTOTTTOTGGAMC GGCAACCGTE GLAGTTTOTAALCAT A -~ TG-——————— 675

Min. c¥rep? CGOLARCAALGTGCTC GATCAGARGGTGTC CACCATGATTAARATCATTTTT-——————— 678

DrosCYPEGL TGGACGCAAGATGTTCACCTTCACCGTAGE GCGTGCCAAGGACTTCTTTGT G- ——————— G886
CYPGAZ GGGACAGAAGGTGTTCACCGATAT-GCGCCACGGEAARCTGCTGACCATGTTC ——————— 701
CYPEAS TTGGARRGAGGTCTTTGGTTCAC AAGAGAC ATGEGACTC TATTGAATGGCTTT-—————— 707

Mus.cypsm GAGTGATCGTCTATTTAACCCALAGAAGTC GACAATETTGCAGAGATTTCGCAATTTATC 668

Helic. CYPEET TGTAGACAAGATCATT--———- TCAGAACCAAGTTACGLTATAGAATTGGATT-—————— 700

Fun. cyesrs
CYPGEME
CYPEMT
CYPEAAD oo

Gatnb. CYPEPS ~GCOTCOTCCTALCCGAL GL TG TGO GCAATC TGCACAT AAGATCACGTACAACGATGT 737
CYPGZL —GTTTTTCTGTGTCCC GGG TEC TARAGTTTACCGGCATCAATTCGCTATC GCCTCCGAT 719
CYPEPZ ~GTGCTGATGGGGC GARGATTTCGAGCAAGTTTACGCTCARRATTACC GACGCCGATGT 731
CYPEML -GTTCAATTCTCACCGALACTGTCCCGGCTETTGGGCATACGGTTTATC GATAAGGAAGT 734

Miin CYPEPT -ATTATGGTGATGC GTAMATTTARATCCAACTTTETETTCARRATCACC GATGCCGATGT 737

Diros CYPEGL -GCCTTCTTCCTGOCCAAGCTGGETGTCGCTGATGC GLATCCAGTTCTTCACGGCGGACTT 945
CYPEAZ ~GTGTTCAGCTTTCCCAAGC TEECCAGCAGGTTGAGAATGCGLATCATGC CCGAGGACGT 760
CYPGAS -ATGCGCAGCTATCCCALATTGECCAGGAAATTGEGTATGGTTE GAACTGCACCGCATAT 766

Tlus CYREDL ARACTTTATTTGTC CACCACTTGCCAAMCTCTTGTCGCGCCTTGETGCCAAGGATCCGAT 728

Helic CYPEET —ATATG----TATCCTAMTTATTGGCARALCTCAATCTTTCAATTATC CCGACTCCTGT 755

Fun cypers GGAACAGTTTTTCCTAAAATTOTTAAGGARLC GETAGAATA-TCGAGALAGTAACAACA 796
CYPEME
CYPGEMT
CYPEAAZL

Gamb. CYPEP3 GGAGCGATTCTTCCTGGACATC GTGAAGGARAC GETCGACTA-CCGGGAGGCGAACAACE 796
CYPEZL GAAALAGTTTAC CACAGAAGTGATCAGTTCCLATCTGCACCA-GCGTGAGACGEGCCAGE 775
CYPGEZ GGALACGTTCTTCATGAATC TGETGL GO GARLC GETC GAGTA-TCGEGAGCEGAACAATE 790
CYPEML GTCGGCGTTCTTTCTGAAGGTGETCCGLGATAC GATTGACTA-TCGGGTTAAGRATGGCA 793

M. cYper? GGAATCGTTTTTCCTGAACCTCGTOAGG GARAC GETC GAATA-COGAGAGRACRACAATE 796

Tirog CYPEGL TTCCCACTTTATGCGLAGCAC CATTGETCACGTTATGGAGGA-GLGAGAGCGATCGGGCC 1004
CYPEAZ CCACCAGTTCTTCATGCGCCTGETCAAC GACAC GATTECCCT-CAGGGAGCGGEAGRACT 519
CYPGAS TCAGGAATTCTATAGTAGAATTGTC ~ACAGARACAGTGGCGGTGC GAGAAAMAGAGCACA B25

Ifus. Z¥PEDL ARCATATCGCCTGLGCGACATC GTGARLC GGACGATAGAATT-TCGL GAMGARARGGGEG 757

Helic.cYreB? ACAAMCATTTCTTCARAAGTCTTGTGGACAMCATTATTAGCCA-AAGEAATGGCARACCTG B14

Fun.cyeers TTARACGARACGACTTCATGAACCTGCTGTTGCAGATTAAGAATAAGGETALGCTGGACG B56
CYPEME  mmm oo
CYPEMT ~  —cmmmmmmmmmmm o
CYPBARL cm oo

Gamb. CYPEP3 TGARGCGGALCGACTTCATGAACCTGATGCTGCAGATCAAGAACAAGGECALGCTGGACG B56
CYPEZL TEATGCGCAMGGACTTTATCCAGATGCTAACGEATC TG -~ — -~~~ - ————— GCCGCAAG 525
CYPGEPZ TGARGCGCAACGATTTCCTGAACCTGCTGCTGCAGATCAALLACACTGECALGCTETGGE 850
CYPEML TACAGCGGAATGACTTTATGEATCTGATGATAC GEAT -~~~ ——————————— GCTGCGGE 535

Min. c¥erep? TGARGCGGALCGATTTCCTGAACCTGTTGATGCAGATCAALLACACAGEGARACTGTGGE 856

Diros CYPEGL TECTCCGCAATGATCTCATAGATGTCTTBETEAGTC TG - -~ -~ — = - — = ——— GCAAAGAG 1051
CYPGAZ TCARGAGGALC GACTTCATGAAC CTGCTRATTGARCT AL~ ——————————— GCAGRAGG 567
CYPGEAS TCARACGCAACGATTTCATGGACATGCTGATTGAACT-~-TAAAAATCARAAGGARATGA 852

Llus. cypenl TTGTACCGAMAGATCTTCTTCAGTTATTTATACARCTTAGALATACTGETARMATTTCCG 547

Helic. cypes? CAGGCCGCAA AT T TTATGEATCTCATACTCGAGCTCCGTCARATGEEAGAGGTALCTA 574
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Fun. cveere
CYPEME
CYPEMT

CYPEALD

Gamb, CYPEPS
CYPEZ1
CYPEPZ
CYPEML

i, CYPERT

Dios CFPEGL
CYPEAZ
CYPEAS

Ivlus cvpenl

Helic. c¥reE7

Fun. cyeera
CYPEME
CYPEMT

CYPEARd

Gamb.cYpers
CYPEZ1
CYPEPZ
CYPEML

Min. cvper?
Droscyees
CYPEAZ
CYPEAR
Mlus. c¥penl
Helic. c¥PEET

Fun cyeses
CYP&EME
CYP&ENT
CYPGALL

Gamb CYPEP3
CYP&Z1
CYPGPZ
CYPEML

Ifin. cvpep7

Diros CYPAGL
CYPGAZ
CYP&EAS

Ifus CYPEDL

Helic. CYPSET

Fun. cYPsPa
CYPEME
CYP&ENT
CYPGALL

Garnb CYPER3
CYP&EZ1
CYPGPZ
CYP&EML

Min. cypap7

Droscyrscl
CYPGAZ
CYP&EAS

Idus.cyespl

Helic.cvesr?

ACAGCGATGAT-------—- GGGAGTGTTHGCALGEGTCARGTA- - - -~ -~ GLALTEA
ATAGTGATGAC-——-—----—- GGTAGTTTGGGCALGEGAGAGGTC - - ———-——— GGCATGA
GCTGGTAG-——-——————————————————— CAGTGOOGAMGAL -~ ———-——— ACGCTCA
AAGEGEAGGAG-—-----—- GACCACATTGGCALLGGEGAGGTC - - ———-——— GGCATGA
ACACAGAG——————————— AACCCOGAGRAL - -———-—-—— GCGCTTA
AAGCGEAGGAG-—----—-—- GAACACGTTGRARLGGGTCAGGTC - - - - —- - —-GGGATGA
G-—-CGGLTGC---—--——— CGAGCCTTCGAAGCCTCACT--AT----—--—-GCCAAGA
GGCGCGTCACC-———--——— CTGGACAACGGAGAGETCATC GAG- -—-GGCATGE
CTCTAGAGAAT---—--——- GGCGA-—-TGTGETCAGAGGATT-—--——-———-— ALCCA
ATGACAACGACAAGC TATGGCATGACGTTGAGTCGACGGCGEAARATCTCARAGCCATGT
GTAACABRATAT---—--——- CTTGA-—-TGGAGTALCATCACTT---——--—— GAALTTA

CACAGARCGAGCTAGCGGCCCAGGCGTTTGTGTITITCCTGGCGEETTTTFAGACGTCET
COGATGCACAGTGTGC GG CAATGTCTTICTGT ITTACGGTGCTGGLGLC FATACTTCCA
COATGAACGAGCTEGCGGCGCAGGTGTTTATCTICTITITGGCCGGETTC FAGACGTCCET
COTTCAACGAGGTGGEGGCACAAGCGTTTGTGTICTICTTIGCTGGLTTTFAALCGTCTT
CACAGARTGAGCTEGCGGCGCAAGTGTTTATCTICTITCTGGCCGGTTTTRAALCGTCCT
ACCAGGACTTCCTGETGECTCAGGCGGGCGTGTITTTTACGGLGGGTTICFAGACCTCCT
ACATCGGCGAR CTGGCCGOCCAGGTGTTCGTCTITTATGTGECCGEATTT FAGACCTCCT
TGEAGGAGETTTTG---GCACA GCCTTTETGTICTTCATTGETGGCTTT ZAGACATCCT
CCATCGATATGATTGC CTCCAATTCATTCTTATTC TATATT GLCGLATCGRALD CAMCGE
CTGACGARGTTATAT G TG CCALGCTTTTGTATTTTACGTTGLTGEATAT AL CCAGTL

F
S-TCWEICTGTACGAGCTE GC-3

CCACGACGCARAGCTICTGT CTOTACGAGTTGGCRAAGAACCCTGACATCCAGGAGCGCC
———————————————————— CTETATGALCTGECECTEAACCCGRAACTGCAGGAACAGE
———————————————————— CTGTATGALCTGGC FCTEAACCAGGATGC GCAGGATALLG
———————————————————— CTGTATGALCTGGC FAACAACCCGRATATTCAGGALCGTG

CCACCACACARLGCT]
CCGGTACGATTACAT]
COACCACGATGAACT]
CCACACTGCTARCET)
CTACCACGATGAACT]
CCTCGACCATGTCTT]
CCTCGACAATGAGTT]
CCTCCACCATGLGAT]
CGGCCACALCATCAT]

TCTGTCTGTACGAGCTGGE
TCACACTGCACGAGCTGAC
TCTGCCTGTACGAGCTGGC
FGACGCTGTACGAGCTAGT
ITTGTITGTACGAGCTGEE
ITGCCCTGTACGARATGEE
BCTGCCTGTATGAGTTEGED
ITGCCCTATACGAACTGGC
TTACCATCTATGAATTGEC

CARCTACALTGTCCT]

RTTTGATATACCAACTCTC

b GALCCC FFACATCCAGGAGCTGGT
FCACAATGCTGAGGCGATGGCTALGT
FARGCACCCGLACATCCAGGAGCGGT
FCTGAACCCCGAGGTGCAGLALLLGE
FAAGAATTCCGAGCTGCAGGAACGGT
FAAGCATCCAGAGATGCAGAAACGCC
TCAGAATCAFFACATTCAGGACLGGT
044 GAATCCGEACATTCAAGATALGE
FATGTATCCGLGAAATTTTCAAGRALGD

BCTTAATCAAGACGTCCARLACAAGT

L * * * *

* g

TTAGACAAGAGATCAACCALGCAATCGAGGAGALTGAC - —-—-———---= GGCCAGET L

GCCGTAAATGOGTGOGTCALGTGCT G AR A CATALC——————
GCCGTCGTTGOGTALLGAR GTGCTGEGAAC GTCATAAC - ———--

———-GGCGAARTGR
———-GGCGAACT A

TGCGTGCGGALGTGCTGoAL AR A CTGALACTGCATGAT——-—-——————— AACCAGATTR
TGAGAGAGGLL A TTALTC ZAGCTATTGCGLAGALCGET- -~ -~ ——————~ GrAGAGETGR
TTCAGCGAGAGGTCGAT GAGATGAT GGAGCFACACCAC —— - - - - —————— GGTGAAATCA
THAGGCGHGALLTCGAGC GTCEGGTGRAGGAGALCGET-—-—— == —— ==~ GGCGAGCT L
GACGCCAGTGTOTOCAGGAL GTGCTC GC CAAGCATART -~~~ —-——-———~ FRFFAGATGR
TCCGGAAGGAALTTAACCGAGCGCTCGAGGLCARTGET-— - - -—————— GOGLAACT A
TGCGCEACGAGATCAAC GALGETTTGETEEAGGGOGET-———— - ——— -~ GGGTCATT A
TGCGCAMCGAGATCCALA C GETFCTOEAGEALCAGELG-----——————~ FFRFCAGCTAR
TTCGGGCTEAGETGRAG A GG TCATAGAGCALCATEL -~~~ -~~~ —~—~ ChabddCTTTA

TEATAGCTGARGTAGATGAAGCAATAMLAGCTAGCGAT-— -~ - ——-—- -~ GrAMAAGTAL

*

*

G985

G985
53
g9z
1]
98
1085
909
918
a07
913

958

958
913
95z
9Z5
958
1145
L
a7s
987
a73

1015
40
40
40
1015
973
101z
985
1015
1208
10z9
1035
1027
1033

lo66
g8

a8

it

1066
1021
lae0
1033
l0a6
1256
1077
1083
1087
1081



Fun. cyrers
CYPEMS
CYPEMT
CYPEALY

Gamb. CYPER3
CYPEZL
CYPERZ
CYPEML

Ifin CYPERT

Drog. CYPAGL
CYPGAZ
CYPGAR
Ivlus. cyerenl
Helic.cYreg?

Fun. cvrera
CYPEMS
CYPEMT
CYPEALSL

Gamb CYPEP3
CYPEZL
CYPEPZ
CYPEML

Min cveer?

Dtosg CYPEGL
CYPEAZ
CYPEAR
Muscveen
Helic. cvreg?

Fun.cvrers
CYPEMA
CYPEMT
CYPEARL

Gamb CYPEE3
CYPEZL
CYPEPZ
CYPEML

Min. c¥rar?
Ditros CYPAGL
CYPEAZ
CYPEAR
Iusz.c¥penl
Helic.cvper7?

Fun. cyrers
CYP&EME
CYPEM?
CYPAALL

Gatnb, CYPSES
CYPGZIL
CYP&EP2
CYPEML

I, CYP&ERT

Diros CTPEGL
CYPRAZ
CYPGAR
Ifus. C¥YPEDL
Helic t¥reE7

CETACGATGTCGCCATALACATACAGTATCTGEACAATGTCATALLC GARACACTTCGCL
GOTATGATGCGETGET GEATAT GARATATC T GEATCAGATTCTCALC GALAGCCTGOGTL
CCTATGATGCGETCAT GRAAATGCATTATC TG AT CAGATTCCCALAGARAGCCTGOGTL
CCTATGATGCGOTCALL FAAATGACCTATC T GEATCAGGTCAT TALC GALACCCTGOGTL
CETACGACGTGETCAT GAACATARAGTATTTGEACALTGTCATTGAC GALACCCTTCGGL
CETACGATAACATCAC CGHEATGAAGTATCTGEATTTGTGOGTCALGGALAC FOTTCGAL
CeTACGATGTAGTGAT GEGALCGGAGTACCTCALCTFEETCGTCEAT GALAC FETGOGCL
CGTACGACGCTATCCAC GACATGAAGTATTTGEATCARATTTTGALLGAATCCCTACGCL
COTATGACGTTGTGAT GG GTATCGAATATCTRAATAAGGTCGTTGAT GALACGCTTCGCL
GCTACGAGAAMATCCAGTCCCTGGAGTATCTGGC CATGGTGETGRAL GAGGTFCTGCGCL
COTACGAATCCATCALLGCCATGACCTACTTGALCCAGGTCATCTCAGALACCCTGAGGD
CCTACGAGTGCACCALGGATCTGAAGTACCTCAATCAGGTTTTAGAT GALACTCTGCGAC
CCTATGAGGCCATACAGGATATGAAATATTTGEATTTGTGTGTTATGALACCACCCGCL
CATACGACACCGTGALGGAAATGAGATACTT AL CAAAGTCTTTGAC GAAACCCTTCGTA

wTE T wE * wE *

AGTACCCACCGGTAGAATCGTTGAGTCGTGTGCCGTCTGTTGACTATGTCATCCCAGGT -
AATATCCGCCGGTGCCGETGCATTTTCGTGTGGCGAGCALLGATTATCAGGTGCCGGGE -
AATATCCGCCGGTGCCGETGCATTTTC GTACCACCAGCALAGAATATCAGGTGCCGGGE -
TGETATCCGCCGGTGCCGLAGCTRATTC GTGTGGCGACCCAGC CGTATGCGETEGCGRGE -
AGTACCCACCGGTGGAATCGTTAACCCGCGTACCGTCTGTGGACTATCTCATCCCCGGE -
TCTATCCCGCCTTGGCTGTGETGAATC GRGAGTGTACGATC GACTACARAGTGCCGGACE
AGTATCCCCCGCTGGAALCGETTACGC GTGCGCCCGAGCATGATTACACCGTCCCCGGE -
AGTATCCTCCAGTTCCGATGCATTTCCGTATGACGGCACAGGACTACCGCGTGCCTRAL -
AGTACCCGCCACTGGAATCGATCACACGCGCTCCGLAACALGATTACACCATCCCCGGT -
TGTATCCGGTGCTGCCGTTCCTGGAC CGLGAGTACGAGAGC GT GHAGGGACAGCCAGACT
TCTACACACTGGTGCCCCACCTCGAAC GRAAGGCCCTCAAC GACTACGTGETGCCGGGE -
TGTACACCATTGTGCCCAATCTGGATC GAATGGCCGCCAAGC GTTACGTAGTTCCCGETC
AATACCCTGGCCTGCCGTTTTTGALTC GLAAATGCACTCAGGATTTCCARGTACCCGAL -

TGTACTCTATAGTAGAACCTCTGCALL GAAARGCTACALGAGA CTACCARATTCCTGG-—
w% % * * E

1126
143

143

143

1126
1081
1120
1093
1126
13la
1137
1143
1147
1141

1185
207

207

207

1185
1141
1179
1152
1185
1376
1196
1203
1206
11349

3-CCGTTCOGCGAGT-3"

E

GCTTCTCACCGGAGGAAGTGALGARGCGACATCCCTTCACGTICCTCLCATTCGGT GAGH
GTTTTAGCCCGGAACAGGALGCGARACGTCATCCGTATGCGTGGAC CLCGTTTGGE ik
GTTTTACCCCGGAAGARGALGCGARMCGTCATCCGTATGCGTGRAC CLCGTTTGHC Rl
GTTTTGCGACCGAT GG TGCATAGCCGTCATACCCATGCGTTICTGECGTTTGRC Rl
GATTCCTACCGGAGGARGTGAMAARRCGACACCCGTTCACGTTCATCLCATTCGGC FAGH
GATTCGAT---GAGGCCACALAGARCTACGACGCAGATGCGTACTATCCGTTCGGC GLCG
GGTTCCGLCCGEAGGTAGC GAATGCACGGCCCGCGTACGTGTACATGLCGTTCGGC GAGH
GGTTCAGTGCGGAGGAGGALGC GARACGTCATCCCTTTGCCTGGACAL CGTTCGIT GGG
GGTTCCAGCCGRAGGTGFCALLCGCACGTCCACC GTACGTGTACATGLCGTTCGHT FAGH
GTTTCTCACCCGCGAACCGCALGARCATAGTGGCCATGGCATATCAAC CCTTCGRATCT
GCTTCTCGCCGGAGARRGTGGCCGCCCGEGAGTCCGTREAGTGGCTGLCCTTC GG FAL
GATTCTCCCCCGAAGARTCGGCTGETCGTCCCTCGGTTGCCTGGCTGLCTTTTGGA AT
GCTTTGOC - —-GATGAGAGC AL GGATTATGATC CAGC GECATATAT GLCTTTTGGAGAGH

GATTCGATGCGGAGGAAGTGGGCALLCGTCACCCGTGCGCGTACTTACCATTCGGACTT G
% * * * R *

CGCGTTTGCATTGGGCTTCGGTT T GETGTGATGCAGACGAAGGTAGGATTGA-TA

A CCRCGCATCTGCATTGGGCTGC GETTTGGCTT FATGCALACCAAGGTGECATTGA-TT
FTCCTCGCAACT GTATCGGTCTGC G ARGGETT GTTGTIGTCALAGATTGCGCTAG-~~
FACCFCGCATCTGTATCGGGCTGC GETTCGGCAT GATGEAGAC GAAGGTGEGCCTGA-TC
FGCCGCGGETTTGLATCGGETTGL GETTCGOEAT GATGCAGGCACGFATCGGETTGE-CC
FCCCTCGGATTTGTATTGGGATGL GGTTTCECAT GATGCAGAC CAAGGTGGGCCTGA-TC
FGCCFCACAACTGCATTGGCAGCC GEATTGGCCT GCTACAGAGCAARCTGEGACTGE-TC
FGCCFCGGAACTGCATCGGEATGC GETTTCEACARATGCAGGCTCGCATCGGTTTGECTE
FTCCTCGGAACT GCATTGECCTCAGATTCGGACAFATGCAGGCTCGCATTGGACTC F-CT

GECACTGTATTGCTCAACGCAT GGGCGTTATGAATTCCAAGGTAGCCTTGG-CC

GEAATTGCATAGGCATGCGGTTTGECAGACTTCAATCTCTACTATGCATCA-CG

5°-GICC-3

1348
370

370

370

1345
1300
1342
1315
13445
1556
1362
1368
1366
1363

1407
375

375

375

1407
1357
140l
1374
1407
1615
1422
1427
1425
1422
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Fun. cvesre
CYP&EME
CYPEMT
CYPEAAS

Gamb, CYPERS
CYP&EZ1
CYPERZ
CYPEML

Win. cypee?

DrosCYPEGL
CYPGAZ
CYPEAS
Ius.cypenl
Heliccyper?

FutL cypers
CYP&EME
CYPEM7?
CYPGAAY

Gatnb . CYPEPRS
CYP&EZ1
CYPGEPZ
CTPEML

i cvese?

Droscvrecl
CYPGAZ
CYPELE
Infus. cYpeDl
Helic cvPeET

Fun.cyreera
CYPEMS
CYPEM?
CYPEAAY

Jamb. CYPER3
CYFEZL
CYPGEZ
CYPEML

Ifin cyrap?
Diros CYPEGL
CYPEAZ
CYPEAS

Ifus cyrenl
Helic.cvesg?

Fun cyrsrs
CYPEMS
CYPEMT
CYPEALY

Gatnb CYPEP3
CYPEZL
CYPGE2
CYPEML

Mincyesr?

Droszrrecl
CYPGAZ
CYPGAS

Wlus CcYPeD

Heliccyreg?

ACGCTGTTGAGARLGTTCCGCTTCTCACCGTCAGCGCGTACACCAGATTGTGTARRGTTC 1467

ACGCTGCTGAGARLGTTCCGCTICTCGOCGTCCGCGCGTACGCCCGALCGGLTAGRATAC 1467
———-TGATGAT GCTGTCCCGAT T TAACTTTTCGGCCACCATTCCGAGGAL FATARBGTTT 1413
ACGCTGCTGCGTCAGTTCCGATTTTCGLCEACGGAGCARACGCCTGACCGTATCCGETTT 1461
TATTTGCTGCAGGGTTTTAGCTITGCGOCETAC GAALLAACTTCCATCCOGATGAAGTTC 1454
ACGTTGCTGCGCCAGTTCCGATTTICACCEACAGCGALAACACCAGALACGATCCFATTT 1467
AGCCTGCTGAAGRATCACTCAGTGCGCAACTHC GAGGCCACCATGALGGACATGARLTTC 1675
AGATCATCAGC CFGTT-CAGGETATCCGTCTGOGATAC FACAGAGATCCCACTGARGTAT 1451
CTGCTCATCAGGALCTTTAAGTTCTCCACGTGCTC GARGACGCCCALTCCTTTGETCTAC 1457
AN TATTGGCCALTTTTAATATTCAACCARTGCCCCGCCARGAAGTTGAGTTCARALTTC 14585
AAGATTTTATCCALGTTCAGAATAGAGCCATC GALALLTACCGACAGAAACTTACALGTT 1452

GATCCGAMRATGATCATTCTGTCACCGATCGLGGETAATTACTTGALGGTG-———-—— Gak 1521
GATCCGALLATGATAACCATAGC G CGALLGCGGGCAR CTACTTGALGETG-~~—~-~ Ghad 1521
GAGCCCGTTTCAATCACACTGGCACCGAARGFAGGCCTTCCAATGAGGATCG———AGALT 1470
ATGCCEAMCGTGTITETGCTGTCGCCGRACAGT GEEALCTATCTGRAGGTG-———~-~ GAG 1515
ATTACGAMCAGTTTCATACTGFGTCCGAGEGAAGGCTTATGOTTALGETG-———~~ AMC 14585
ATGCCGALCGTFTTCATTCTATCCCCGACAGEGGALA CTATCTGCATGT G- ———-- GAF 1521
GATCCCAAGGGTTTCGTGCTCCAGGCAGATGGTGGCATACATTTGGAGATAGTCAACGAT 17355
AGTCCCATGTCCATAGTTTTGGGCACCETTGGGGGCATC TACTTGCGAGTG-———-— Gad 1535

GATCCCARRTCATTCGTACTT GGTGTCAARGAC GEALTCTATCTGALGGTG-—~-FAGAC 1543
CATTCAG---CTCCTGTTCTGOTAC CAGTARLTGETCTCAATGTGRGCCTAT-——-CGA 1535

GAACCACGCCGTETTATTATTGOACC BALAGCAGEAATACET-— -~ - BTG----AACAT 1532

BAGTTE-TAB -~ === = m—m - m oo oo 1530
AAGTTG-TAG === == == = e e e e e 1530
CBTOT T AL CAT i~ === == == == m e m e e e 1485
AAGCTT-THlm === == == == = m = e e e 1524
AAGCTG-GAATCGAAGEAARGTT A~~~ —m——m—m——mmmmmmm—mm—mmm oo 151z
AAGATA-TAG === == == = e e e e e 1530

CGCCTC-TACBATCAGAGCGOTCCATC GETCCAATGARTTTALTC GLATGALCTGTOTG 1794
CGCATC-TAACCTCCATA—--TTCGTTGCTCCCATGTAT-- - ~ATAGCTTAGGATCCA-A 1586
CGTCTAATAMACAGACTGAALACTCTCAACTAALAGC CAAAGCTTOTALCARRATALCTG 1603
TN e o 1548
TGTCCC-TABGAAGATTETA-—~TCTThk- === == == === == mmmmmm o mmm oo 1557

ATCTGTATGGATACACATATGGATACATATATGTACATATATGGALTALGTGATTAGTTG 15354
AGCTALALGTGATGTACATTT---TAGAC-—-TGTTCAATTATTAAATAACC--TTAACCT 1635
ATARATAGATGGTAATTTATTCAAC CTAARTCTTATAGAATCATATTGGGGTAGGTCCTE 1663



Fun.cyesrs
CYPGMS
CYPGM7
CYPGAAA

Garmb CYPERS
CYPEZL
CYPGPZ
CYPEML

Ifin. cYpep?

Diros. CYPEGL
CYPGAZ
CYPGAS

Muz.cyveenl
Helic.cyraeT

Fun.cyesrs
CYPEME
CYPEIT
CYPEALS

Gamb CYPER3
CYPEZ1
CYPGPZ
CYPEML

Ifin C¥PEPT

Direns CYPAGL
CYPGAZ
CYPEAS
Ivus.creenl
Helic.cyesg7

Fun cypeps
CYPEMS
CYPEMT

CYPoARY

Gamb, CTPSE3
CYPGZL
CYPGRZ
CYPEML

Ilin CYPERT
Dtos CYPGGL
CYPGAZ
CYPGAG
Muzcvpenl
Helic. cypss?

Fun.cyrars
CYPEME
CYPGEMT

CYPoARY

Gatnb CYPEP3
CYPGZ1
CYPGPZ
CYPGEML

Ifin CYPERT
Drog CTPEGL
CYPGAZ
CYPGAS

Ml_ls- CYPEDL
Helic. cypsg7

119

ATGGEGGCALTC GO CTTCTRACAGCTGGCATTTGCCTGACTTATGATGCAGATTATATAAT 1914
AR CAGCCATATTAACTTAT TG CTGTEATARA -~ -~~~ -~ ———mmm——mmmm o la7z
ATGGCCATTGATCTATCTT T TGT I TATTGCCAGATAATTTAAGTGCTTTTATTTTATTCC 1723
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Figura 31. Alineamiento completo de secuencias de mMARN de la familia CYP6 de insectos de la
familia Culicidae.

Los nucledtidos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estdn marcados con
cuadros. Los nucleétidos idénticos o altamente similares estan marcados con asteriscos y
puntos. F: iniciador Forward. R: complemento reverso del iniciador reverse. W:A/T R:
A/G Y: C/T S:C/G. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Min: A. minimus.

Fun cyrers ATGGAGCTAATTAACGCGG---TGTTGGCCGCGTTCATCTTCGALGTGTCGGCAGTGTAL 57
CYPOHE
CYPGH?
C¥PaALA
Gramb CYPEP3 ATGGAGCTAATTAACGCGG---TGCTGGCCGCGTTCATCTTCGCAGTGTCGATCGTGTAT 57
CYPEEl ~ —mmmmmmmmmmmm e ATGATCCTTTACACGATCGGACTGATCGTGGCGTITGTTTIIC 42
C¥PEPZ ATGGAGCTCTTGACCTTGA- -~ CTTTGTCGTTGCTGGTCGC GCTCGCFACCGGGCTGTAT 57
~ CTPeMl ATGTGGTTCCCAACCATAGARGTTCTCGTAGCGCTTCTGGCACTACTCGGTGRAGCAGT G &0
Min. cyear? ATGGAGCTCGTAACTACAL---TTTTATCATTACTATTTGTGCTAGCGTCCGGGCTETAT 57
Fun CYPEF3 CTTTTCATTCGGALCALLCATAATTACTGEALAGAC GATGGATTCCCOGTATGCGCCGAAC 117
CYPEME  ——mmm oo
CYPOH? -
CYPoALA -
Garmb. CYPEP3 CTGTTCATACGCAATAAGCATAACTATTGEAACGACAATGCATITCCOTACGCTCCEAAT 117
CYPLEL CTCGCCCTCAAGTACGTCTACTCGTACTGGGATCGACAGGGGCTGCCHALT ---TTGAGE 99
CYPGPZ CTGTTTGTGCGCALCCGGTACAATTACTGEAGCAACCGTCAGTTTCCCACCCTGCCCAAC 117
CYPEHL TACTTTATCGTACGCAALCARTCCTACT GEAAGGAGCGTEGCGTACCOCAC -—-CCARAG 117
Ifin CYPEPT TGGTTCTTGCGCAATCGETACAACTACTGGACTAACCGTGGCTTCCCGACCGTTCCCAAT 117
Fun.C¥PsPo CCACATTTTCTGTTCGGACACGL GAALGG-ACAGGCCCAGACLAGGCATGCGGCCGACAT 176
C¥PEMS -
CYPEH? -
CYPOALD —m oo
Gamb CYPEP3 CCACACTTTTTGTTCGGGCATGL GAAGG G- CCAGGCCCAGACGCGGCACGGCGCCGACAT 176
CYPREL CLCGAAATTCCCTACGGCAAT-CTACGCATTCTAGCCCALAAGAALGRATCCTTCAATG- 157
CYPGPZ CALARGCTACTGTTTGGCCACGTALAGGGTGTTAATACCGA-GCGGCACGCTTCGTACAT 176
CYPEH1 CLAACATTCTTCTTCGGCAGCTTCAALGATGCCGFCACGAA-GATACACTTCACCGAGG- 175
Min cyrer? CALARGCTGCTGTACGGACACGTTAAGGGCACCAACACTGA-GCGTCACGCCTCGTACAT 176
Pun-CYPEPQ COATCTGGAACTCTACARAAAATTCALGCAGCGCCOTRAGCGETACCTIGETCTGAGCCA 236
CYPAME —m e
CYPBMT == e e e e
CYPBALD —mm oo e
Garnb CYP&P3 CCATCAGGAGCTGTACCGATACTTCAAGCAGCGGGEC GAACGGTACGGCGGCATTAGCCA 236
C¥yPeZl - TEGCTATTAACGATCTGTACGACCGTTCCAGTGRACGLTIGETIGEAGTCTATCT 212
CYPRPZ CTCGAGTGAAATC TATC GCGAGTTTALGRLGCGTGETGATGCATTTGGCGGCTTCALCAT 236
~ CyPaMl —-AGGTAGAACGTTACTACGCCATTTACALAGGGARACACCCGTTCATGGGCGTGTACAT 2335
Ifin. cvear? CACGGCCGAAATTTACCAGCAGCTGAAARL GCGTGETFACTCATTC GETGGCTTGALCST 236
Fun. cvrars GTTCATGATACCTTCATTGC TCGTGATCGATCCAGAGCTEETGAALACGATCCTAGTARL 296
CYPoME
CYPaM7
CiPohdd
Catnb CYPERS GTTTATCGTGCCCTCGGTGLTOOTGATCGACCCGEAGCTEGCGAMGACGATCCTGLTGAL 296
CYFAZ1 GTTCTTCCGCCCAGCGATCCTGGTCCGEEATGCGCATCTCGCCAAGC GRATAATGLTRAL 272
CYPAPZ GTTCGTCATACCGGCGGTAATGGCGATCGATCCGGAGTTCATCAALACGATACTCGTCAL 296
CYPaML GCTGACGACACCGGTCGTACTGC CGCTGEATCTGGAGC TFATCAAGGCGATCTTCGTGAL 295
Ilin CYPER? GTTTATCATACCOGCGETCATCETGETCOATCCGEAGCTARTCARLACGATACTGLTGAL 296
Fun cvears GGACTTTAATGTATTCCACGATCATGGTGTATTCARTAATGCAAGLGACGACCCGCTGTC 356
CYPAME ~  —mmmmmm oo e
CYPeM? —mmmmmm e e
CYPRALS —m e
Gamb. CYP&R3 GGATTTTALCGTGTITCACGATCACGGCGTGTTTACCAATGCALAGGACGACCCGCTCAC 356
CYPRZL COATTTCCAGCACTTTCACGACC GTGGCGTCTACTGCAAC GAGCACAGTGATCCGATGTC 332
CYPaP2 AGATTTCCACATCTTTCACGACCGGGGTCTGTTCAGC GATCCCGAGATAGATCCACTGTE 356
CYPoML GEATTTCCAGTACTTTCACGATC GCGGCAC GTACTACAAC CAAAMGCACGACCCACTGAL 353

Ifincyrars

GEATTTCCACATCTT TCACFATC GAGGACTGTTCAGTGATCCC FARGTTGATCCCCTETC 356



Fun. cvraps
CYPGMS
CYPEMT
CYPGALL

Gamb CYPEP3
CYPEZ1
CYPGERZ
CYPEML

Mincvpar?

Fun.cyraps
CYPEMS
CYPENT
CYPGARL

Gamb . CYPAE3
CYPEZL
CYPEPZ
CYPEML

Min. cvpae?

Fun. cvrers
CYPGMA
CYPGM?
CYPGALD

Gamb CYPEP3
CYPGZL
CYPGPZ

 CYPEML

Wlincyese?

Fun. cypars
CYPGME
CYP&NT
CYPGAAY

Gamb . CYPEES
CYPGZL
CYPGPZ

 CYPEML

Min cyrer7

Fun. cvpeps
CYPGME
CYPENT
CYPGAAY

Gamb YRR
CYPEZL
CYPGPZ
CYPEML

Iincyrep?

Fun cypsrs
CYPEME
CYPGM7
CYPGALY

Gamnb CYPEES
CYPREL
CYPGPZ

 CYP&ML

Mfin -vpsp7

CGCACATCTTTT TG GCTTGALGGTAACCCATGGCGCTTGTTGCGTCAGAAGCTCACGCD

GGGACATCTGTTCGCACT GGAGGGC CAACCOTGGCGGTTGATGCGECAGAAGCTTACGCE
GGCCAACCTGTTCGOCCTHCCCGGC CAGLGETERAAARATCTGCGTGE GAAGCTTACACT
CGGCACGCTGTTCGEGCTFLAGGGCAAGGCGTGRAAGATCCTGCGECALAAGCTCACGCE
CGCCCATCTGTTCAATTTFEAGEGT CAAARATGECGCAATCTTCGCALCAAGATGACACT
CGGLACGCTGTTCGEGTTGLAGGGCAAACCETGRAAGATTTTGCGCCAAAAGCTAACGCE

AACGTTCACCTCAGGTCGCATGALGCAALTGT I TGGTACACTATGGEATGTAGCACTT A

GACGTTCACCTCGGGCCGAATGAAGCAAATGTTCGGCACALTAC GEEATGTGHFFCTT L
AACCTTCACCTCCGGC CAGC TACGGLACATGCTGCCAACGTTTCTGGCAGT GEGCAGC AR
CACCTTCACGTCCGGCALGATGAAGCAAATGTITGC CACGETGCTGRAGGTGELCGAACT
CACGTTCACGTCCGGGALGATGAAGATGATGTTCCC GACGETGGTGECGGC GGG CAGTA
CACATTTACCTCCGGCALGATGAAGCAAATGTITACCACGATAC GEEATGTGHCFGALCE

GCTGGACAAGTATATGGALGALAAC - ——TATCGTCAGCCGEATATTGAGAT GAAGGATGT

GCTGEAMLAGTGTATGGAGCAALGC - - -TACARCCAACCGEAGGTGEAGAT GAAGGATAT
GCTCGAGCAGTATCTCGAAC GCTTGGCAAACGALAAACAGATC GTCCACATGCGTGACAT
GTTGGGCCAGCACGTGGCCACGCAC - ————-~ BCCGGACAGA--TGFAGATGALGGACGT
GCTGCGAGACTTCATGGAGGAALAC GTCCAGALGCAC GETCAGAT FEAGCT GAAAGATGT
GCTCGGTACCTATGTGGAC GAGCAC - - - CTGCACCAGGAAGAGT T GEAGAT GAAGGALLT

416

4l6
392
416
413
4l6

476

476
452
476
473
476

533

533
512
527
533
533

GCTAGGTCGGTTTACGACAGATGTCATTGGCACCTGTGCATTCGGEATTGAGTGTAATAL 593

CCTGGFCCGTTTTACGACGRAC GTGATTGHGACGTGCGCGTTCGGCATC GAGT FCARTAC 593
CGTTICGCGLTACGTGCTCGATGTGGTGGCTICAGTGTTTITCGGCTTCGAAGC CARCTE 572
GCTGGCCCGLTACACGACCGATGTGATC GLGACGTGCGCGTTCGGCATC GAGT GCAATAC 5587
GATGGCCCGLTTCACGACCGATGT AT TGLEGACGTGOGOGTTCGGAATC GAGT GTARCAG 593
TCTGETGCGATATACGAC GEATGTFATCGETACGTETGCGTTIGFFATC GAGTCTARCAC 593

GCTTAAGACACCGGACTCGGAATTCCGLARATACGGCAACAAMGCGTTTGAGTTTAATC- 652

ACTTAAGACGACAGACTC GGAGTTCCGCARGTACGGCALCAAGGCGTTCGAGTTGALTE- 652
TCTGCACGATCCCGACGATGC GTTCCGTGTGLCGTTGCGTGATCTTAACARTCCGLACAG 632
GCTGCGCAACCCGLACTCGEACTITCTCAAGTACGGCAACAALCTGTTCGAGCAGARGE- 646
TATGCGTGATCCGGATGC GLAGTTCCGGGCCATGOEGAALCTGTITGTEFAACGGCAAC- 652
GCTGARAGATCCGGACTCGGAATTCCTCAAGTACGGCALCAALGTGCTCGATCAGARGS- 652

—-TGATGATTATTCTARARACTTTCTTAGCATCGGCTTATCCGTCACTIGTGC GHARACC 710

—-CGATGATCATGATGAAGACTTTCCTC GCGTCGTCCTACCCGACGCTGGTGCGCARTCT 710
CTTCATGAACAACATCCGAACAGCCGGCGTTITICTGTGTCCCGGGCTGCTAAAGTTTAC 692
—-TGTCCACCATGATCAAGATCATTTTGETGCTGATGGEECCAAAGATITCGAGCARGTT 704
—-CGTCGCAGTTTCTARACATGA- - -TGETTCAATTCTCACCGAALCTGTCCCGGCTGTT 707
--TGTCCACCATGATTAALATCATTTI TATTATGGTGATGCGTALATTTARATCCARCTT 710

121
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Fun.cvrses
CYPEME
CYPENT
CYPEAL4

Gamb. CYPEP3
CYPEZL
CYPEPZ

. CYPEML
Min cyper?

Fun cyeere
CYP&EMa
CYPENT
CYPEAL4

Gamb. CYPEP3
CYPEZL
CYPEPZ
CYPEML

din CYPERT

Fun.cyrera
CYPEME
CYPEMT
CYPEALY

Famb. CYPEP3
CYPEZ1
CYPERZ

 CYPEML

Ihin creep?

Fun cyepsrs
CYPGHG
CYPEHT
CYPGAAL

Gamb CYPEDS
CYPGZL
CYPGPZ

~ CYPEML

Mincvesr?

Funcyrers
CYPEMS
CYPGMT
CYPGARL

Gamb, CYPARS
CYPEZL
CYPGPZ

~ CYPENL
Win. cvesr?

Fun.cvrern
CYPGMS
CYPGHT
CYPGAAL

Gamb. cTrsea
CYPGZL
CYPGPZ
CYPEML

Lim.cveer?

GOGAATGAAGATAACATTCGACGATGTGEALCAGTTTTTCCTALAALTTGTTALGGALLC

GLACATGAAGATCACGTACAACGATGTGGAGCGATTCTTCCTGGACATC CTGAAGGAALD
CGGCATCAATTCGCTATC GLCTCCGATGAAAL L GTTTACCACAGAAGTGATCAGTTCCCA
TACGCTCAARATTACCGACGCCGATCTOCALLC GTTCTTCATGAATCTGGT G FCGALLC
GGGCATACGGTTTATC GATAAGGARGTGTCGGCGTTCTTTCTGALGGTGGTC CHFCGATAC
TGTGTTGAARATCACCEAT G COATGTGEAATCGTTTITCCTGALCCTC GTRAGGGALLC

GOTAGAATATCGAGARAGTALCAACATTALLCGARACGACTTCATGALCCTGCTGTTGOA

GGTCGACTACCGGEAGGC GAACAACGTGAAGC GLAAC GACTTCATGAAC CTGATGCTGCA
TCTFCACCAGCOTEAGAC GG CAGGTEATGC GCAAGFACTTTATCCAGATGCTAACGEA
GGTCGAGTATCGGGAGC GEAACAATGTGAAGC GCAACGATTTCCTGAAC CTGCTGCTGA
GATTGACTATCGGGT TALGAATGGCATACAGC GLAAT FACTTTATGGATCTGATGATACG
GGTCGARTACCGAGAGAACAACRATCTGAAGC GLAACGATTTCCTGAAC CTGTTGATGCA

GATTAAGAATAAGGGTAAGCTGEACGACAGCGAT GATGEGAGTGTTGGCAAGGGTGAAGT

GATCARRAACACAGGFALLCTCTGRFALGOGEAGFAGGLACACGTTGEARAGEGTRAGET

AGGAATGACACAACGAGAACTAGCGGLACAGGCATTCATTTICTICTTGGCCGGTTTCGA

CGGCATGACACAGAACGAGCTAGC GG CCAGGCGTTITGTGTITITCCTGGCGEETTTTGA
AACGCTCACCGATGCACAGT TGO GG CAAT GTGTTTCTGTTITTACGGTGCTGEGGCCGA
CGGCATGACGATGAACGAGCTGEC GG GLAGGTGTITATCTICTITTTGGCCGGCTTCGA
AGCGCTTACCTTCAACGAGGTGGCGGLACAAGCGTTTGTGTICTICTTTGCTGGGTTTGA
CGGEATGACACAGAATCAGCTGEC GG GLAAGTGTITATCTICTITCTGGCCGETTTTGA

F 5 TCWSICTGTACGAGCTE GC-3

GACATCATCCACGACGCALLGET

GACGTCGTCCACCACACALLGET)
TACTTCCACCGGTACGATTACAT]
GACGTCCTCGACCACGATGAACT)
AACGTCTTCCACACTGCTALCGT
AACGTCCTCTACCACGATGAACT]

TCTGTCTGTACGAGTTGEC
————— CTGTATGAACTGGC
————— CTGTATGALCTGGC
————— CTGTATGAACTGGC
TCTGTCTGTACGAGCTGEC
TCACACTGCACGAGCTGAC
TCTGCCTGTACGAGCTGEE
GGACGCTGTAC GAGCTAGT
TTTGTTTGTACGAGCTGGE

LAAGAACCCTGACATCCA
FCTGALCCCGGALGTRCL
PCTGALCCAGGATGCGCA
FLLCLLCCCGRATATTCL
LAAGAACCCGRACATCCA
FCACLLTGCTGAGGCGAT
FARGCACCCGLRACATCCA
FCTGALCCCCGAGETGCL
FAAGAATTCCGAGCTGCA

*TE & OEF * * * *F

GRAGCGCCTTAGACAAGAGAT CALC CAAGCAATCCAGGAGALTGACGGCCAGGTCACGTA
GGAACAGGGCCGTAAA TGO GTGCGTCAAGTGCTCALARARCATAACGGC GARATGAGCTA
GRATAMAGGCCGTCGTTGC T GALAGAAGTGCTOCAAC GTCATAACGGC GARCTGACCTA
GGAACGTGTGOGTGLGEAAGT G THRAALLA CTCALACTGCATGATALCCAGATTACCTA
GRAGCGGCTRAGAGAGGAAATTAATCGAGCTATTGCGRAGALC GETGCAGAGGTGACGTA
GGCTAAGCTTCAGC GAGAGGTCGATGAGATGATGCAGC GACACCACGGTRARATCACGTA
GRAGCGGETTGAGGC GEEAAATCGAGCFTGCGETOEAGGAGALC GETGECGAGCTCACGTA
GGAALAGGGACGCCAGTGTGTGCAGGAAGTGCTCGCCAAGCATAATGOGRAGATGACGTA
GRAACGGCTCCGRAAGGAAATTALC CGAGCGCTCGAGGCCARTGETOEGGARCTGACGTA

T ﬂ‘ L L L T w T

]

770
752
764
767
770

830

&30
Glz
G24
G27
G30

ga0

ga0
545
G54
G657
G90

950

950
Q05
944
a17
950

1010
iz
32
iz
1010
965
1004
=
1010

1070
)
£
)
1070
1025
l0e4d
1057
1070



Fun. cvpera
CYPEMS
CYPENT
CYPEARL

Gatnb. CYPER3
CYPEZ1
CYPERZ
CYPEML

Min. cvpap?

Fun.cvesrs
CYPEMS
CYPENT
CYPEARL

Gatnb CYPaP3
CYPEZL
CYPERZ
CYPEML

in cYreE?

Fun.cyrsro
CYPEME
CYPGM?
CYPGALL

Gamb CYPERS
CYPGZL
CYPGP2
CYPEML

Iin.cypep?

Fun.cyesra
CYPGMG
CYP&MT
CYPEARZL

Gamb [YP6P3
CYPGZL
CYPEPZ

 CYPEML

M cyrsrz

Fun. cyrers
CYPEMS
CYPEMT
CYPGARL

Gamb. CYPEE3
CYPEZL
CYPGPZ

 CYPEHL
Mincyese?

Fun.cvears
CYPGMG
CYP&MT
CYPEARZL

Famb.CYPEP3
CYPGZL
CYPEPZ
CYPGML

Mn cyrep?

TCCTGAGCACTGTCCCGATCCAGAACGTTTCGACCCGGATCGCTTCTCACCGRAGGALGT
TCCGGCGGTGTTTCCGGATCCGEAACGTTAT GATCC GGAACGTTTTAGCCCGFAACAGGRA
TCCGGAACATTTTCCGAACCCGGATCTGTTTGATCCGGATCGTT TTACCCCGRAAGALGA
TGCGACCATTTATCCGGATCCGAAACGTTTTGATCCGGATCGTTTTGLGACCGATGCGCT
TCCGGACCACTATCCCGACCCGRAACGETTCARTCCTGATCGATTCCTACCGRAGGALGT
CrAGRAGTACTTCCCCGAGCCGRAACTGTACTCTCCGGAGCGATTC GAT - - -GAGGCCAC
CGCCCAGTACTATCCCGACCCGRAACGGTTCGATCCGGAGCGGTTCCGGC CGEAGGTAGE
TGECFAGTCTETTTCCCGAGCCOGAAALGTTCGATCCGGAACGGTTCAGTGC GRAGGAGGA

TCCGGAATACTACCCCGAACCGRAACGTTTCGATCCGGALCGGTTCCAGC CGRAGGTGGD
OFE Ok FE % * FE OEE EE OEE %

E 5 -CCOTTCGGCGAGGGICC-3"

GRAAGAAGCGACATCCCTTCACGTTCCTC
AGCFALACGTCATCCGTATGCGTGFACT
AGCEALLCGTCATCCGTATGCGTHFACT
GCATAGCCGTCATACCCATGCGTTTCTE
GAAARAACGACACCCGTTCACGTTCATC
AR AGALCTACGACGCAGATGC GTACTAT)
GAATGCACGGCCCGCGTACGTGTACATS
AGCEALACGTCATCCCTTTGCCTGRACA)
ABACGCACGTCCACCGTACGTGTACATG

FCATTCGGTGAGGGGCC
FCGTTTGGCGARGGCCC
FCGTTTGGLGARGGCCE
FCGTTTEGCFARGGCCC
FCATTCGGCGAGGGACT
FCGTTCGGLGCCGGTCR
FCGTTCGGCGAGGGACT
FCGTTCGGTGAGGGGCE
CCGTTCGETEAGGGCCC

BCGCGTTTGCATTGG

BWCGCATCTGCATTGG
TCGCAACTGTATCGG
GCGCATCTGTATCGG
GCGGGTTTGLATCGE
TCGGATTTGTATTGG

123

1307
3z9
329
329
1307
1259
1301
1274
1307

1367
375
375
375
1367
1319
1361
1334
1367

* * TEORET TR N TEOET

GCTTCGGTTTGETGTGATGCAGAC GAAGGTAGEATTCATARCGCTGTTGAGRARGTTCCG 1427

GCTGCGGTT TGO TTGATGCAAAC CALGETGGEATTRATTACGC TGO TRAGRARGTTCCG 1427
TCTGCGGCAAGGGTTGTIGTIGTCAAAGAT T GEGCTAGTGATGATGCTGTCCCGATTTAA 1379
GCTGCGGTTCGGCATGATGCAGAC FAAGGTGGLECCTRATCACGCTGCTGCGTCAGTTCCG 1421
GTTGCGGTTCGGEATGATGCAGFCACGGAT CGLGT TGO CTATI TGCTGCAGGSTTTTAG 15594
GATGCGGTTTGGCATGATGCAGACCAAGGT GGLECCTGATCACGTTGCTGCGCCAGTTCCE 1427

CGATGTCGCCATAMACATACAGTATCTGGACAATGTGATALMLCGAMACACTTCGCARLGTA
TeATGCGETeET AT AT CAAATATC T FATCAGAT TCTCAACGAARGCCTGOCTARATA
TGATGCGETRATGEALATGCATTATCTGGATCAGATTCCGALAGALAGCCTGC GTARLTL
TGATGCGCTGAMAGARMATGACCTATCTGGATCAGGTFATTAACGAARCCCTGOGTATGTA
CGACGTGGTCATGAACATARAGTAT I TGEACAAT GT CATT GAC GAAAC CCTTCGRFAAGTA
CGATAACATCACCGGGAT GAAGTATCTGEAT T TGTGCGT AL FGFAAAC GCTTCFAATCTA
COATGTAGTGATGGGALC GRAGTACCTCALCTGEGTCGTGGATGALLC GCTGCGCARLGTA
CoACGCTATCCACGACATGAAGTAT T TGEATCAMATT I TEAMAGAATC CCTACGCAAGTA

TeACGTTGTCAT G TAT CGAATATCTCAATAAGGTCGTTGATGAARCGCTTCGCARGTA
* * L T EEE T kT E A

CCCACCGGTAGAATCGTTGAGTCGTGTGCCGTCT T TEACTATGTCAT CCCAGGTAC AL
TCCGCCGGTGCCGETGCATTTTCGTOTGGC GAGCAMAGATTATCAGSTGCCGGLCACCAL
TCCGCCGGTGCCGETGCATTTTCGTACCACCAGCAAAGAATATCAGSTGCCGGGCACCAR
TCCGCCGETOCCGCAGCTEATTCOTG TR GACCCAGCCOTATGCGETGRCGELCACCA-
CCCACCGGTGGAATCGTTALC CCGCGTACCGTCTGTRFACTATCTCATCCCCGGCACARD
TCCCGCCTTGGCTGT G TGAAT CGGGAGTGTACGATCGACTACARAGTGCCGEACAGTGA
TCCCCCGCTo AL CGETTACGCGTGCGCCCRAGCATGATTACACCGTCCCCGLCACGGE
TCCTCCAGTTCCGATGCATTTCCGTATGAC GGCACAGGACTACCGOGTGCCTRACACGGL

CCCGCCACTGGAATC GATCACACGCGCTCCGRALCAAGATTACACCATCCCCGGTAC AL
EE * L TE R

ACATGTCATTCCCAAACGA---ACGTTAGTGCAMATTCCGGTTCACGCCATTCARCATGA
ARGCGTG--CToFAAGC OG- CACCOLGETATG TGO COGTGCATGCGATTCATCATGA
ARCCGTG--CTGGALGE GGG-CACCAGC GTFATGETFCCGGTFTATGC GATTCATC GT A
—-ACGTGACCCTGGATC GTGATAC CATGCTGATGGTGCCEATTTAT G GATTCATCAT G
GCATGTGATCCCGAAGC GA---ACACTGETGCAMATTCCAGC CTACGC FATTCAGC GO GA
CACTGTCATTCGCAAGGGC ---ACGCAGAT GATTATCCCTCTGCTAGGFATTAGCAT AL
GCACGTCATCCCGAAGGGE - - -ACGATGATACAGATAC CGATCTAC GCGCTGCACCAL G
CTCAGTCATCGAGGCCGGC---ACGATGCTGTTTATACCGAT CTTTTCCATTCAGC GGG

GCATGTCATCCCGAAGGGL ---ACGATGGTTCAGATACCGAT CTACGC GCTGCATCAC R4
LT * *E * LT * *

1130
152
152
152
1130
1085
1124
1097
1130

1130
Z1z
A
zZ11
1180
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1247
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Fun. cveers
CYPEME
CYPEMT
CYPGALA

Gatnb CYPEP3
CYPGZL
CYPGPZ
CYPEML

Mncypep?

Fun. cvpers
CYPGEME
CYPGEM?
CYPGARA

Garnb CYPEP3
CYPGEZ1
CYPEEZ

 CYPEML

Min cyper?

Fun. cvrers
CYPEMS
CYPEMT
CYPEAAL

Gatnb CYPEPS
CYPEZL
CYPEPZ
CYPEML

Ifin CYPEET

Fun.cypepa
CYPENa
CYPENT
CYPGALL

Jamb CYP&P3
CYPEZL
CYPERZ
CYPEML

Min c¥rep?

Funcyespa
CYPEME
CYP&MT
CYPGHAL

Gamb CYPEP3
CYP&ZL
CYP&PE

 CYPEML
Whn cyesp?

TCCTGAGCACTGTCCCGATC CAGARCGTTTCGACCCGRATC GCTTCTCACC GRAGGALGT
TCCGGCGETETTTCCGRATCCGGALCGTTATGATCCGGAAC GTTTTAGCCC GEARCAGGL
TCCGGALCATTTTCCGAA CCCGGATCTGT I TEATCCGEATC GTTTTACCCC GRARGA LG
TGCGACCATTTATCCGRATCCGALLCGTTTTEATCCGEATC GTTTTGC GAC CGATGCGCT
TCCGGACCAC TATCCCGACCCGRAACGETICAATCCTGATCGATTCCTACCGHAGGALGT
CoAGALGTACTTCCCCGAGCCGEARCTETACTCTCCGLAGC GATTC GAT -~ - GAGGCCAC
CGCCCAGTACTATCCCGACCCGRAACGLETICGATCCGLAGCGETTCCGGCCGEAGGTAGT
TECGAGTCTGTITCCCGAGCC GRALLAGTICCATCCGEALC GETTCAGT L GRAGGAGGL

TCCGGAATACTACCCCGAACCGEALCGTTTCGATCCGEALCGETTCCAGC CGRAGGTGEGE
L TR A T * TE KT KT WX %

k. S-CCETTCGGECGEAGGGICC-37
GALGALGCGACATCCCTTCACGTTCCTCECATTCGETCAGGGGC CRCGCGTTIGCATTR:
AGCEAALCGTCATCCGTATGCGTOGACC LT TTHECGAAGGCC OG- —— -~~~ ==~ ==~
AGCEAALCGTCATCCGTATGCGTOGACC LT TTHECGAAGGCC OG- —— -~~~ ==~ ==~
GCATAGCCGTCATACCCATGCGTTTCTGECGT I TEGCGAAGGCCC G- - - -~ - -~ - —— -~
GALAAAACGACACCCGTTCACGTTCATCECATTCGGCGAGGFAC CRCGCATCTECATTR:
AARGAACTACGACGCAGATGC GTACTATCCGTTCGGCGCCGGTCCICGCAACTGTATCGE
GALTGCACGGCCCGCGTACGTGTACATGECGTICGGCGAGGGAC CGCGCATCTGTATCGE
AGCGAALCGTCATCCCTT TG CTGGACADCGTTCGGTGAGGGGCCGCGGLTTTGCATC GG

AARCGCACGTCCACCGTACGTGTACATGLCGTTCGGETCAGGGCCCTCGEATTTGTATTGE
* * wE KT KT K wE wE

GCTTCGGTTTGGTGTGATGCAGAL GAAGGTAGGATTGATAACGCTGTTGAGARAGTTCCG

GCTGCGGTTTGGCTTGATGCALAC CAAGGTGGGATTGATTACGCTGCTCAGARAGTTCCG
TCTGCGGCAAGGGTTGTTGT T GTCALAGAT TGO GO TAGTGATGATGC TGTCCOGATTTAL
GCTGCGGTTCGGCATGATGCAGAL GAAGGTGGGCCTGATCACGCTGCTGCGTCAGTTCCG
GTTGCGETTCGGGATGATGCAGGCACGEATCGEGTTGECCTATTTGLTGCAGGGTITTAG
GATGCGGTTTGGCATGATGCAGAC CAMGG TR CTFATCACGTTGLTGCGCCAGTTCCG

1307
328
328
328
1307
1239
1301
1274
1307

1427

1427
1379
1421
1394
1427

CTTCTCACCGTCAGCGEGTACACCAGATTGTGTARAGTTCGATCCGAARATGATCATTCT 1487

CTTCTCGCCGTCCGCGEGTACGCCCGAACGGGTAGALTACGATCCGAALATGATAACCAT 14387
CTTTTCGGCCACC - ————— ATTCCGAGGALGATALLGTTTGAGCCCGTTTCAATCACACT 1433
ATTTTCGCCGACGFAGCARACGCCTGACCGTATCCGETTTATGCCGAACGTGTTTGTGLT 1481
CTTTGCGCCGTACGAARRRACTTCCATCCCGAT GAAGTTCATTACGAACAGTTTCATACT 1454
ATTTTCACCGACAGCGALLACACCAGAMMCGATCCGATTTATGCCGAACGTGTTCATTCT 1487

GTCACCGATCGCGGGTALTTACTTGAL GETEEARARGTTOTAG- -~ ————m———m == 1530
AGCGCCGAAAGC GGG AR TACTTCAA GETCEARARCTTGTAG- -~ ——————————— 1530
GGECACCGAAAGGAGGCCTTCCAATGAGGATCGAGARTCGTGTTALACATTAL-——--~ 1435
GTCGCCGGACAGTGGGALCTATC TEEAGGTGRAGARGCTTT A~~~ —————————m— = 1524

GGGTCCGAGGGAA GG TTAT T T CAAGGTCAACAAGCTGFAATC GAAGCAAGGTTGE 1512
ATCCCCGRACAGGGFARACTATCTGCATGTGEAGARGATATAG---——--—-—-—————~ 1530
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Figura 32. Alineamiento completo de secuencias de mARN de la familia CYP9 de diferentes
insectos.

Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estan marcados con
cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estan marcados con asteriscos y
puntos. F: iniciador Forward. R: complemento reverso del iniciador reverse. W: A/T R:
AIG Y: C/T S:C/G. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Cx: Cx. quiquefasciatus. Aed:
Ae. aegypti. Dros: D. melanogaster.. Helio: Heliothis virescencs.

Fun CYPOMZ oo
¢ 1 2 7-E
CEPITLE mmmmmm oo
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Gatnb. CYPIEL oo oo oo o

CTPILL  cmmmmm oo oo

0508 2= o 1 v
CEPUBZCUL —ommm oo oo Ll

Aed CYPITL mmmmmmmmmme o ATCAGTAGTGTTACTTTTCTCGTTCAACAATCACTTCA 38
CYPRJZ —mmmmmmmmmmmmmmmmm e ATCAGTAGTGTTACTTTTCTCGTTCALCALTCACTTCA 38
CYPEHL = mmmmmmmmm oo oo oo e e e

DrosCYPOCiDro TCTGTTGACTRGC BAAGTAGCTCTCTRAATTTTTCBGALC CTCCACGCGOTECGCAGCTE 60
CYPUBIDTD  —mmmmmm oo oo oo oo oo oo m e m o e e o e

HeloCYPORIYEZ ~  cmmmmmmmm oo AGATCACGCCAGTCAGTCACAGTCACGST 29

Funcypams 00 e
CEPITLA cmmmmm oo e e e
CEPITLE mmmmmm oo
o £ 1
CFPITLL mmmmmmm oo e e e

GFamb CYPIKL cmm e ATGTTGGETACGCTTGCCTCGCTGCTCTTTTC 32
CYPILL mmmmmmm oo ATGGAGATAAACTT 14

CE CTPOCLIOUL mmmmmmm oo oo ATGGTCGTGGCACT 14
CYPYBZCuUl TGATAACAGACGTECTG- - ~TETGCGATTT-——————— GCAGCTGGATTGTGTCATCCA 49

Aed CTPOTL GTTTGCTTGGCCTACTRC GTATETGEGACTTCTCTC TALGALC ATGOTC GAAGTALACAT 93
CYPadz GTTTGCTTGGCCTACTG- - —-TETGEGACTICTC T TALGARC ATGGTC GAAGTARACCT 94
CTPEHL  mmmmmm oo ATGGATCAGTCGAT 14

Diros.CYPOC1DIo GATTAGAGTCCCCTACTCCOTACTCOCACGOTCCATC COCARAATC COG-TCATGETTTT 119
CYPEBIDED —mmmmmmmmmmmmmmmmmm o CAGTTAGCATTAATACATCAGGTGATAATAATGTCATT 36

Helio cYroalvz CACAACAAGTGCGOGCGLGCCTGTCTCTGTCATTITGGTTTCTGTTITITICTCGCAGCCAT 39
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Fun. cypams
CYP2T14
CYPIT13
CYPT1Z
CYP2T11

amb CTYPIKL
.CYPILL
'y CYPOCLCul
CYPSEZCul

Aed cypall
CYPaTZ
CYPIHL

DiosCYPOCIDro

~ CYPSE1Dra

Helioovranivz

Funcveoms
CYP9T14
CYP9T13
CYP9I12
CYP2711

Gamb cyrorl
CYPOL1
(5 CYP9CLCUL
CYP9EZCul
Aed CyPaTl
CYPOJZ
CYPOHL
DrosCYPIC1DED
CYP9ELDro
Helin CYPOALVZ

Fun.cypomns
CYP9J14
CYP2T13
CYPOJ1Z
CYP2T11

Gatnb. CYPIEL
CYP9L1
Cx.CYPIclicul
CYPOBZCul
Aed CYPOTL
CYP2IZ
CYFOHL
Dros. CYPICIDES
CYFSELDro
Helic cvpoalvz

Fun CYPoNs
CYP9J14
CYP2T13
CYPOT1Z
CYP2T11

Gamb. CYP9EL
CYPOL1
Cx CYP9CICUL
CYPOBZCul

AedCYPoTl
CYPOJZ
CYFOHL

Doz CYPACIDEG
CYF9E1Dro
Helic.cvpoalvz

GLTCGAGGGTGTCCTGCTGGT GO CCTGETAGCCCTGCTCTACTACTATGTGETGETGCG
AATGTACGTTATTGGAATC GTATCGETGCTGETG---GCACTATACGTTTACCTAACGCA
GLTGATCACGTTAGCCTTGCCAGCGCTTCTGCTGTACCTGTTGTACCGCTGGAGCATCGC
ATTTGGETGETACTGAT T TGTT T G--GCTCTAGTG-- - CTAGCATATCGTTTCGGATCCCA
ATTCTCTGCTTTGGCTGTGGGE GLCGTARTCCTG--~CTGCTGTATCATTACATAGC A d
ATTCTCTGCTTTGGCTGTGGGC GLCGTAATCCTG---CTGCTCTATCATTACATAGC GAL
GATAGCACTCGCTTTGTTTATAATACTGCTCGTTITGCTC -~ -TACAAGTGGTCGETGEC
CETGGAGTTGTCGATATTC GTAGCCTTCATCGETITGCTAT T GTACAARTGETCCGTCTA
TGETGEAAMTATGTCTCGTC CTG L TACCATCGGCTTACTATT GTTCAAGTGGAGTACTGG
GATCCTGCTTCTAACATGGC TG TG TGATCATCACAGC GETCCTGCTGTACTTCC GALG

GAGCACGCGATTCTTTGCCGAC CRGGECGTACCGTACCTCCC GCCAGTACCGETGCTCGE
CAACARCGATTTCTTCAAGAAATAC CCCATACCCTGCCTGCCAGTGGARCCACTTTICGE
CACCTACGATTACTTCGAAC GGG GCGETICCGTTCCCCARACCGLETCCCACTCTICGE
TAATCATGATTTCTTCACAAGC AAAGGARTACC-TGETCCFAGACCACTTCCGTITGTGR
AAAGTATCACTATTTCCTTACARAACCGATACCATGCATCAMACCCACCTICCTGCTGGE
ABAGTATCACTATTTCCTTACARAACCGATACCATGCATCAMACCCACCTTCCTGCTGGG
CARATATGATGTCTTCAGT GALAGGGGTCTGTCACATGAGAL GCCATGGCCTCTAATTGG
CACCTTCGGLTATTTCTCGAAGAGGGGCGTGGCCCACGARAA GCCAATTCCTCTGCTAGG
CACCTTTAAGGCTTTCGAAGG G FARACCTATACTTCGAGAAACCGTACCCATTTTTAGG
CGTGTACAGCCAACTGTCCAAGCAGGGGETCAACCACCTCCCCACAATCCCAGTCTICGE

CARTGFGGCCGACTTCA---TALCGCGCAR GCGGCTGCTAACCGATGTGCTGAGE GATAT
TAG-CAGTCGCCAGTTIT--TGCTGAAARR AR TTTCATTCAGCGALTTTGTICGCT CALRL
CARCCTGETGECCATTCCT--GGCCGGCARRRACCACCGGOGTTGALRTCCGCCTCGGL CHGE
GARACACGTGGCAGTGGC--TGCTGGGARAAGTATCGTTCTITGATGTATTTCAAGAGTT
CATCTTCGATATGETTG---TGTTALAC GHGTTGAACTGGTTTTCGGATCALAALCTTCT
CATCTTCGATATGETIG---TGTTGAAAC GGGTTGAACTGGTITTICGGATCAAAACTTCT
CAATATTCCGLTGARAGCCATGATC GET GHAATGCCAGTACTALLGALLLTGATC GAATT
AR TATTCCGTGGTCGGTGCTGATGGGTAR R GAGTCGTACATALLLCATAGCATTGACCT
TAACATGGCTECATCGGCCTTGCAL-—-AR AGCCTCATTCCARLLACARLTCTCCGAGTT
GAACCTGATGTGGATGG-~-TCATGAAGCAGGAGCACTTCGTTGATACCCTGGGGC GGTR

GTATCACCG-TTTCGCCAGCCATCGGTTCTTCGGCTACTTCGACTTCCTTTCGCCGATCT
CTACGAACG-ATTCCCGALTGCALLL AT GTACGGTATGTICGAGATGTTTACGCCGATGT
-TACTGGCA-GTTTCCGGAGGCTCGCTTTTCCGGCTTCTTCARCTTTCGCCGGCCGRGCT
GTACCAGTC-GTTCARAGALCACALLCTGTTCGGGCTCTTTGACTTCATGGGGCCAGTCT
GTACAACTC-CTATCCAGATGC GALLATCATC GGCTACTACGAGCTGAC GALGCCARCCT
GTACAACTC-CTATCCAGACGCGALLATCATCGGCTACTACGALCTGACGALGCCARCCT
GCATACGAAACACACGGGATCCCCGG-TATATGGTATCTACGCCCTTCGAGATGC CGTCT
GCACTTGCG-CCTGAAGCAGCACALGGTCTATGGAGTCTTCARCCTGCGGGATCCCCTAT
CTATAATCG-CACTCGACATCACALLCT GETAGGGCTCTTTAATCTACGCACCCCART A
TGTCAAGGC-TTTTCCTGATGATALGATA GTAGGACACTACGACATGGTGAGCCCTATCT

92
7L
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104
155
151
7L
179
95
149

152
131
134
la3d
Z15
Z11
131
239
l5d
209

209
133
192
221
272
268
191
299
215
266

268
247
250
280
331
327
250
358
274
325



Fun. cYpans
CYPSJ14
CYPOILE
CYPOJLZ
CYPoT11

Garmb . CYPIKL
CYPOLL
Cz CYPIC1CuL
CYPYEZCul

Aed CcYPOIL
CYPOIZ
CYPOHL

Diros c¥pacidre
~ CYP9B1DTo
Helio cypaplve

Fun cypoMs
CYP9I14
CYPOI13
CYPOTLZ
CYPOJ11

Gamb CYPOKL
CYPILL
Cx CYPOCLCuL
CYPOEZCul

Aedcrrarl
CYPOIZ
CYP9HL

Direg, CYPICLDESD
CYPSELDr®
el CYPIALVE

Fun.crraia
CYPRILE
CYP2J1Z
CYP2J11

Gamb. CYPIEL
CYPILL
C®.C¥POClcul
CYPREZCul
Aed C¥PIIL
CYPRIZ
CYPRHL
Dros. cYPaciDro
CYPSB1Dra
Helio cyvpaalve

Fun CYpoMs
CYPaJ14
CYPaJLl3
CYPaJlz
CYPaJll

atnb CYPOKL
CYPOLL
(s CYPOC1CUL
CYPOB2Cul

Aedoypagl
CYPaI2
CYPIHL

DrogC¥YPSCIDro

~ CYPYE1Dro

Helo. cyvpanive

ACGTGETGCGCGAT CTERAGCTOET AL FCAGATCTCCATCAAGGATTTCGACCACTTCG
TTGTCATTCGCGAT COGRAGCTCATCAAGCAGATCACGOTCARAGATTTCGATCACTTTA
ACCTGGTGCACGAT CTGGRAC CTGCTGAL G GCATTACGATCAAGGACTTTGACCATTTTG
ATGTGTTGCGAGAT TT TGATT TG TRALACAGGTTTGCATCAAGGACTTTCACAGCTTTA
ACATGGTGCGTGAC CCAGAGATGATCAAFAAGATCGCCATCAAGGACTTCGACAGCTTCA
ACATGGTGCGTGAC CCAGAGATGATC AL GAAGATCGCCATCAAGFACTTCGACAGCTTCA
TCTTTGTCCGAGAC CCTGAGCTCATCAAGCTCATCGOCATCAAGGAATTCGACCACTTCG
ACTATCTCTCCGAC CCGGAACTCATTC GCCAGGTGGECATCARGAACTTCGATACCTTCA
TCCAGATALLCGAC CCCCAGCTCATTAARALGATATGC GTTAAGGACTTTGACCACTTTC
TGEETAGTTCTCGAC GTERACACTGTCAAGAGGATCACCCTCARAGACTTTCALCATTTCG

TCAACCACCGCATTCAGCTGGACGALAL CCATFACCCGD -~ - ——-————~ TGTTCGGGEC
TCAACCATCGACCATTAATGALGGCAGACAACTCTTCCAACTCTACTGCAATGTICTC A
TEEACCACTCGTTTAACGTGTCACCGGAGG--TFEACCCGT-- - - —————- TCATCGGTC
CTGATAGACGGTTTCAGTTCAACGAGGAG--TCGEATCCAC - - ———————- TGTTTTCTA
CCGATCGAACACCGGTATTTGGCGATGCGGTTCCOGECGACAGTT -——-——- TGTTCTTCA
CCGATCGALCACCGGTATTTGGCGATGC GETTCCOGECGACAGTT - -~ ——- TGTTCTTCA
TTAACCACAATAG------- CATGCACALCAATA---TACAGGAGTCGA--TACTCTCGA
CLAACCATCGCAAGGGFATAACTCAAGGAT TCAACGATACCAGCGTA---TITCCAAGR
CCAMBCCACCAGAC------- ACTGAATATCCCTA--—-ACGAGCGTC----TAGTTAACG
TTGACAGGCGAAGCT---TCACCAGCAGCTTTGATCCCA-——————————- TCTTTGGAL

GGGCCCTGTT TG GATGCGCGACAC GCGCTEGCGCAACATGCGCACTATCCTTAGCCC GG
AR TACTTTTCAATCTTACT GGTCAACGGTGGCGTAMC GTGAGGACCACACTTAGTCCCA
GTTCGCTGTTCTTTTCCGAGGGACTTC TG GG AT GECCGGGCCGGGCTTAGTCC GG
ACGCTTTGTTTGCAATTALGGGGACACGATGGCGEARTATGAGAGCGATCCTTAGTCCGG
ATTCGTTGTTCTCGCTCCGT GHACAGAL GTHFCGLEATATGC GETCAACTCTEAGTCCTG
ACTCGTTGTTCTCGCTCCGT GHACAGALGTHFCGLEATATGC GETCAACTCTEAGTCCTG
ARRGTCTCATTTCGC TGO GC GATGOTCGAT AL GHAGATGC GLAATATCCTRACACCCG
GCTTGCTCAGTCTGC - --GGEATC GTCGCTEOAAGC ARATGCGCAGCACCCTEACGCCTA
ACATGCTCAATGTEATGAGGEATCAGCACTGRAGFARCATGAGGAGCGTCCTGACCCOGE
GAGGGCTGCTGT TG TACATGOTAC GAATGEALAGCAATGCGGTCTACGATGAGTCCA

F 5-TIVACCGGCAGCAARATGCG-3

~-TTTACCGGCAGCAMRATGCGTAGC-ATGTTTGGCCTHCTGAG----- -~ CARRAGCGC
-- GLGARATGCGTGACCATGTTTCAGCAGGTGET----- -~ GrAATGCAG
il ittt b L Ll CAG--ATGTTTGAACTFATGAG------- CRARAGCTG
~-TTTACCGGCAGCARRATGCOICTG-ATGTTTGCGCTFATTGE----- -~ GRAATGCGE
—-TTTACCGGCAGCAMRATGCGTCAG-ATCTTTGAACTGATTGT-—---—- GFAATGCAG
CCTTTACCOGCAGCAAGATGC G CTA-ATGTICGGGCTFATCAC - —————- GAGCTACTG
CGTTTACCOGCAGCAAGATGCGL CAG-ATGTTCGCCATGATCTT-—--——- GFAGTGCAG
CGTTCACCGGCAGCAAGATGCGGAAC-ATGTTCGAGCTGTTGEE - —--—- -~ GACGTACAG
CTITTACGGGTAGCAARATGAGAGGA-ATGTTCCAGTTTATCAC - ——-——- TGEATTATTG
CTITCACCGGAAGTC GTATGCGGCAC-ATGGCCGAGTTGGTGET-—--—- -~ CABRTGTGC
CTITCACCGGAAGTC GTATGC G TAC-ATGGCCGAGTTGGTGET-—--—-—- CABRTGTGC
CATTTACGGGGAGCAARATGCGGATA-ATGTACGAC CTGATCCA-—————- ATCGTGCAG
CTITCACCAGCCTCAARATCCGACAG-ATGTTCGAGCTCATCCA- - -~~~ TTTCTGCAL
TCTTCACGTCGGLCALGAT G HAALC-ATGTTCACCCTGAT GAAC GAGAGCTTC GCTC AL
CHITCACCAGCTCCAAGATGC G CTG-ATGLGTGCCCTTCATGRA- - -~~~ GERAGATCGC

TEx *

3Zd
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391
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3a7
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436
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445
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53a
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50
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Fun, CTPOMS
CYPOJ14
CYPOIL3
CYPRJ12
CYPOJLL

Jamb. CYPIKL
CYPOLL

Cx CYPSC1CuUl
CYPREZCul

Aed cypadl
CYPodZ
CYPOHL

Diros CYPSC1DED

 CYPSELDED
Helio. cypoalve

Fun.cypoms
CYPOI14
CYPRIL3
CYPOJ1Z
CYPOJLL

Gamh CYPIKL
CYPOLL
Cw CYPOC1CUlL
CYPRBZCul

AedrCyraal
CYPOIZ
CYPOHL

Dros.cYracibeo
 CYFSBLDro
Helio cypanive

Fun.cvrona
CYP2I14
CYPOI13
CYP9J1Z
CYP2J11

Zatnb, CYPOKL
CYPILL
= CYPOC1Cul
CYP9EZCul
Aed cyradl
CYP2I2
CYP9HL
Doz CYPOCIDED
~ CYPSB1Dro
elio cypaalvz

Fun cvroMs
CYP9T14
CYP9J13
CYP2I1Z
CYP9J11

Farnb CYPIKL
CYPILL

'z CYPIC1Cul
CYP9E2Cul

Aedrovrogl
CYP9I2
CYPIHL

Dtosg CYPAC1DED
CYP9E1DED
Helio cvroalvz

GGGCGATGCGATGEATC GTCTG-GTGATGTTTAGC CGT--G---- -~ ATARLAGCTTTAC
CAGCGGCATGGTGCAGTATTAT-ARARAACAGACCGAT --ACC---RACGG- -CCAGTGC
CCAGGGCATGETGCAGCATCTG-CTGRAAGRAAGC GLGT--GCG---GCATGAAAGCARLCA
CCAGACCATGGTGGCGCATTTTCGTAGC FAAGAACAGARAGC G-~ -GECGGCACCGECGT
CHCGALCATGGCGALACATTATCGTGAAGARLTTCGTATGALC -~ -GECGTHRAGCAGCC G

TEACGGGECGETGCGEACGATC - - CGETCGGAGCTGEG-CGLG- - - GACGGARMCC - - - GO
CHACARACATGGTACAGGCCCTT--———————————- GLACACC---CAACCGGG---CGT
CHAGGEAGCFATGCAGAG-——- -~~~ —— === === —— GTTGGCT---CAAGGGGGRAAGET

TCALA A GG TGACACCGTT- - -ARL--GAGATCGTAGGTT-- - CAACTGGAGC CARL
CACCAGTATGACGGACTITTTC -~ -CATTCGGAAGC GARLGE - -~ -COGCAGARGACT G-
CACCAGTATGACGGACTITATT---CATTCGGAAGL GARGGE - -~ -COGCAGARGACT G-
CG--AGGAGGGCGTTATC CACATACAGGAG-CAGTTGEAGCTGTC GCAGGAL GCGAGCAT
TG--TAGAGGCGCTGFACTTCGTCAGCGC - CARCTG- - GAT G- - --COGECAC---TTC
TGCCTGRAGCACCTRARATCCTCC CAGCCTATT G TOCAGGT - - - - AAAATGC--~-CTT
TTTGGAAATGATTAGAGTACTCCGGEEEALGATCAAGGATTCT- - -GoGARACCTTACAT

CATG---GAACTGCGTG-ATCTETATAGCCGTCTGEGCAACGAT FTGATGAGCAGCATTA
TATG----AACTCAAAG-AAGTGT I TAGCCGTTATACCAC CGATGTGATT L GAGCTGC &
GETGCATGAAATGALAG-ATATTT I TACCCGTCTGECGAACGATFTGATTGC GAGCATTG
GLAGCTORALATGALAG-ATGTCATGACCCGTTT TG GALCGATGTGATTGECACCGLGE
TeALCATHARATGAAAG-ATGTGT T TACCCGTTATGCGAACGATGTGATTGC GACCTGC G
CHAGCTCGAGATGALGG-AGCTGTTCCGCCGGTTCGGLAACGACATAGTGGC GACCTGCG
—GAATCTGALGTGALAG-ATCTGTTCATCCGCTTCACARACGATFTGATAGCATCCTGTG
CRAACGEGAGGCGALGG-ATCTGT T TCAACGACT TG AACGAC GTGATGAC CTCGATCT
~GAAGTCGATATTCGTG-ATATTTTCAACAAATACTCCAACGACATAATTGCAAGCTGTG
~GAATTCAACATGALAG-ACACTTTTTCGCGATTTGTCTGTRAC GCGATC GLARAGCGTGE
—GAATTCAACATGALAG-ACACTTTTTCGCGATTTGTCTGTGAC GCGATC GLAAGCGTGG
CrAACTOGAMATCALGG-ATTACTTCACGCGATTCGCCAACGATFTGATTGCTACGETGE
CrAACTOGAGCTAALGG-ACTTCTTCACGCGCTACACCAACGAC FTGATCGC GACGECTG
TEAGCTGFACAT CAAAGTGCTT T CARCAAGCTTT-COAACGACGTGATTFCAACAACAG

CLACGTOHALGOCALGA -GTCTGATGACCAT GTACGCGAATGACGTCATAGCCTCATGL G
* L] *

GCTTTGGCGTORAAGTGGATAGC CTCAC COATCCTCAALACGAATTITITCTCARAGGCA
COTTTGGCCTGALAGTGGATAGCTITCGTCATAGCACCAACGGCTTTTATACCAGCGGCC
COTTTGGCATTCAGGTGALCAGC T T TAGC GAACGTGAMAACGATTTTTATARACGTGGCA
CETTTGGCATTAAAGTGGATAGCTITCGTGATCCGACCAACCAGTTTATTAGCATGGCGE
CETTTGGCATTAAAGTGGATAGCCTCALLALC GO CEATAACGATITITATGTGAACGLCA
COTTTGGCATTRAGATCALCTCGTICCGCGAC COGGCGAMCGCGTTCTTCACACTCGGCA
CETTTGGTGTGCACGTCALCTCGTICCGAGAC AR LGATAATGTATTCTITCGCTATGECA
CETTCGGCATCGATACTGACTCAGTGCALGATCCGGACAACGAGTTCTICCGRAATGLCC
COTTTGGTTGGRAMATGALC GTCCTTAGGGATGGCGALLLCGAGTTTTACCGCCAGGCTA
CATTTGFAATCGAGGTTGACTCGTICCGCGATCCGEAALATGAGTCTTACARRAAGGGCA
CATTTGFAATCGAGGTTGACTCGTICCGCGATCCGEAAAATCAGTTITACAAGAAGGLCA
CCTTCGGCATCAGCATCALCTCGTTCAGGC GLALLGATALCGAGTTCTTCCGCATC GAL
CCTTTGGCATCCAAGTGAAT TCCTTCAAGGATCCCALCAACGAGTTCTITICCATCGGGE
CTTTTGGACTAAAGGTTALCTCATICGATGACCCAGAGAATGAGTTCCATACGATCGLGA
CCTTCGGGCTEAATGTGAL- -~ CTCCCAGGCGTC GRACCACGAGTTC TATGTCAACAGCT

FEOEF W W *

AACGTCTGRCGCAGATTGATGGCCT-—- -~ GLOGGGCCTCALATTTCTGAT FFCGACCAC
AGCGTATGATTGATTITGCGCGTT I TA-A-AGTGC TGO TGARAGTGCTGGOGTATCGTCT
AANNNCTGCTGEATTITACCAGCTITT-G-GCCGAGCATTCGTTITATGCTGTTTATGHN
GTAGCGTGACCAGCCAGGLALGCNING-T-GALLGTGCTRAMMATGCTGGGCTTTACCTT
AARARBTGATGGCGTTTALCCGTCCGA-T-TETGATGCTGARACTGATTGGCTTTCGTST
AGGAGCTGACCAACCTGGATGGCGT-——-—— CCAGGGGCTHAAGTTCCTGGCCTTITCGTC
AAGATTTGTCCAACTTCAGTCGACTTAAG-GT OGO TCAAGATCAT GEGATATCALGT-
TTCGATTGTCCGTTACAGC CGGCATC-——-— CALGGGTTAALGTTCTTCCTCTCAACCGT
A----ACATATGACACATTTGAATACATG-GCAATGOGTAALGTITATGATGTTCAGTTC
ATGAGTCACAGALARATACATACTTTCAAL-TCGTTGECGACATTCGTTACTTTACGGTTC
ATGAGACACAGAARATACATACTTICALL-TCGTTGGCGACATTCGTTACTTTACGSTTT
AAGCCATGTCC-AGGATTAGCGCCTGGTC - ---GGTGETCAAGGCCATGCTATATGCCCT
AGCGCATTTCAGAGTTTACTITCTGG G- - - - GEACTCAALGTA-ATGCTATACATTCT
AARCCCT----- AGCTTTCTCACGGGGTCTICCGTICCTAAAGTTCATGATGTGCTTACT
AAGCTATCACCAAGTTITALGTTITC----~ AGCCTITCTGAAGGTCCTGTICTTICALTG
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Fun cypans
CYP9I14
CYP9IL3
CYP9IlZ
CYP9ILL

CGamb. CcYPoEL
CYPOLL
Cx CYPIC1Cul
CYP9EZCul

AedCvraal
CYP9I2
CYPOHL

Diroz cvpaciiro
_ CYPIELDrn
Heliocypaaive

Fun cypoms
CYP9IL4
CYPOIL3
CYPoILZ
CYPOILL

Gamb. cypogl

CYPOLL
CH.CYPSCLCUL
CYPSEZCul

Aed cyeaal

CYP9IZ

CYPSHL
Dros.cyracipen
CYPSELDED

Heliocvraalva

Fun cypons
CYPOT14
CYPOTL3
CYPOTLZ
CYPOT11

Gamb CYPIEL
CYPOLL
T CYPOCLCul
CYPOEZCul

Aed CcYpaTl
CYPOTZ
CYPOHL

Dros CYPIC1DED
CYPOELDE®D
Heliocvpaalvz

Fun cypons
CYPOT14
CYPOTL3
CYPOTLZ
CYPOT11

Gamb cyrorl

CYPOLL
CxCYPaclcul
CYPOEZCul

Aedryparl
CYPOTZ
CYPOHL

Dros.cypecinre
. CYPSELDEo
elio. cypan1ve

CATTCCGARAGTGTIT---COTTTTCTGLGT-CTRAGCGECATGTATARR GATGTGALC
GTTTCCGTGFATTAT G- - - GAt s s A CT AL TG TCTETTTG-ATC GTRALCTGALCE
HATGCCGOGTOTEAT G- - CTGAL L CTEAL CATT A CTG-ATGEATARAGARRTFTHCC
TGCGCCGARACTGAT G-~ -HNNCGTCTGAACATTATTTT-CTGACCCCGRAAGAAALCT
GOTGCCGALLCTGAT -~ - AR CTGGHNNNNCTGGATCTGTT T G-ATC GTRALCAGGGE &
CTTTCCGCGEGTGAT G-~ -CoTGEGCTTCGATTGCGTCTGTTTAGC G G-AAGATGACC A
GTTTCCCAAGCTALT -~ -GCACARCTACAGAT G- GACATATITCGATAGCACACACGTALC
GATTCCGCCGCAGGTGT ICATATTTTTGGGATTGCGACTGAC CCCGLGTGAC GTTGCC A
GTTTCCGCGACTAGCA---AR A TCCTACGALTTCGACTGTTTG-ACCARATGACTACHE
GTCCCATT--TTTGCA---ARAAGTATTCAATTTCGATTTCGTGRACGCGAATGTGHCAL
GTCCCATT--TTTGCA---ARAAGTATTCAATTTCGATTTCGTGRACGCGAATGTGGCAG
CTTTCCACGACTGATG---44GGTTCTCCGCATCCAGGTG-CTGFACACCALGAACATTE
GATGCCARRATTGATG---44GGCACTTCGGGTCCCCGTG-ATGHACAT GALTALCGTLE
TGCTCCGALAGTTTTT-~--AATTTTTTCASGCTGACTATC -TTTGACTCCACCAATGT TR

CCTGLCGAGTGTTGOT- - - CAGAAGCTGAL GATGTCATTG-GTGCCAC GTFAGTGTTC AL
*

AATTTTATCTGGATGC GETGAGCCGTAACATTAAACTGCCTCAAAC CARCCGTATTACCC
GCTTTTTTGCGRAMATTCT GO T AL CRARRAALCCCGTEAACTGCAGGGCATTGTEE
AGCATTTTCATGCGATGATTATGGATAACATCAAAGTGCCTCAAGAARRACGCATTFTGC
GTTTTTTTNNNGATACCATT CTGEARLC CATGCGTACCCGTGOCEATARAGGCATTTTITE
ATTATTITACCGAMLTTATTCOTGATACCCTCAAAA CCCOTCAAGC GLATCGCATTTGE
GCTTCTTCCGACACGTEETGAT GEATACAATCACGCAGC GTCAACAGC GCGECATCGTEE
AGTTCTTCACCGAMATGTTTAGGCAGTCTCTTCAAGAGC CAGAAGAGCATCGTATTFTGC
CTTTTACGAGGACATCACTITATC CACCTGTTGA- -~ -~ ——— === === === ——— ===
ATTTCATGAGAGAAGCAGTTCGTATC CTAATTCAACAGC GTCAGAAGARCAATGTT TG
GTTACTTCAAAAAGTTCAT T TTGEATAATATGCACCAGC GCARTAAGC ARGETATCGTTC
GTTACTTCAAAAAGTTGAT T TCGEATAATATGCACCAGC GLARALAGC ARGETATCGTTC
ATTACTTCAGCAGCCTGETCACCGC R FATGAGGTACCGCCAGGAGCACAALGTGTTA
ACTACTTCAAARAGCTGETCTTCGGT GLCATGAAGTATCGALLGEAGC AGAGTATCFTGC
AGTACTTTGTACGCCTGETGETOEAT GCTATGCAGTACCGECAGAAACACAATATCACCA
ACTACTICTCAMATGTGETGCTCACCACGATGAAGFACAGAGAGAAGAACAAGGTCGTAC

-

GTCCGHATTTTATTCATCTGCTGETGCAGGC G GTAARAACACCCTHGECGC FEAARAALC
GTCCGEATAT AT TCATC TGO TEATGCAGGCGALL L L GECATTCTGALLC GTCATALL G
GTaACGATATGATTALCATICTGATGCAGGTGARLCGTFGCATGLTHRAGC - -CATCAGD
GTCCGrATAT AT TGAACTGCTCATGCAGGCGAL LA GECAGCCTGALL CAT CAGCAG:
GTCCGHATATGGTRALCCTGCTCATGCAGGC G GTAML FGCACCATTALACGTGAACAGT
GCCAC A AT AT CAATCTTCTCATGCAGGCCCGCALGCAGEAGC TG GETTC FhC i za
GACCCHATTTGATCCATCTGCTCATACALGCTCGTAAGGGTCAGC TACGATATCAACCHC
GACCAGATTTGATTCATCTGCTCATGCALGCTC GTGATCAGAAGC THRALATTTGETEATT
Ghdd AT T T FAACATGTTCATGALLCGAL LA TRETGCCTT AL GTAC Fid Fi 2
GALACEATTTGGTCALCATGTTCATGGALLCGARLL AR FETGCCTTRALGTAC GAA AT
GGCCGFATAT AT CCACCTGCTCATOAGGCALLGCAGCAGLGGCTTGCC FAT CT FAGT
GGCCCGATATGATTCATTTGCTCATGGAGGC GCAGAGACAGTTTAAGGCAGAGCAL FA MG
GGCCC A CATFATCCAGCTTCTCATGAGGCCALGA L GELGTC GAA GG - - - - - - —-——~
GALATGACCTCATCALCATTCTCATGGAAGT GALGAAR GETCAACTGACTCACGAARA AT

ATGAT GATGAAACCCTGCAGGATGE-——-—-—-—-——~ GEECTTTAGCACCGCGCAGACCCATE
ALCAGHALGAAAGCCTGELGEA- ——————————— AGGCTTTGCGACCGCGCAGGARBGLG
GTGAT GAACCFFATGTGARMGATGE-——-—-—-—-——~ GEECTTTGCGACCGTGCATGARRGEL
COGAAGALCCGAAACAGGARNNNGGCACCGGCGATGGCTTTGCGACCGTGLAAGAARGCC
GT G CCFAAGATCGTCAMGRR T~ ————— A GECTT TGO FACCGTGEAMGARBGCE
ACGhDDDCh————- TCGARMC GidCGETFFCGEETCGCAGARGCGET
ALGARATCGGAGFALLCCGA-— TGGTTTTGCAACAGCARRGGAGTCCA
TTGAT-CGAGAATCTEAGG-- TGAAT-—--~ ACTGTCGAGGAS -———
AGGACACGCAGGTCCCAGA -~ GEETTTCGCAACAGTTCARGABTCGE
CGGACTTGCAGGTCTCAGA-— GGGTTACGCAACAGTTGAAGRLTCGC
ATASGTC GG - —— - TGAGCTATACTATTCC-—-
GATCTGCGEAGAGTGLAGC -~ - - ——mm - m e o - ACAGCAGGATAMGECC-—-
————————————————————————————————————————— ACAACTGGACG-—---——~
ATGACGCCGAAG--CTGACGD - - ———m— TGGETTTGCAACAGTAGARGAGTCAC
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Fun.cvpams
CYP9T14
CYP9IL3
CYP9ILZ
CYPIILL

Gamb CYPIKL
CYPSLL
'y CYPOC1CUL
CYPSEZCuL

AedrCyragl
CYP9IZ
CYPYHL

Dros cypoclire
_ CYPSBLDro
Helio cypoalvz

Fun cyeans
CYP9Jl4
CYP9IL3
CYPIIL1Z
CYPSILL

Gamb. CYPIEL
CYPILL

Cx CYPSCLCUL
CYPYBZCul

Aed cypodl
CYP9IZ
CYPSHL

Dros. cypscinro
~ CYPIELDro
Helio cypoalvz

Fun, CYPoMs
CYPOT14
CYPOTL3
CYPOT1Z
CYPOT11

Jamb.CYFIKL
CYPOL1
% CYP9C1CulL
CYPOEZCul

Aedrypadl
CYPOTZ
CYPOH1

DrosCYPIClhro

~ CYP9E1Dro
Helio cypaalve

Fun.cvromz
CYP9T14
CYPOTL3
CYPOT1Z
CYP9T11

CGamb. CYPIEL
CYPIL1
Ok CYPOC1Cul
CYP9EZCul
Aedcypagl
CYPOTZ
CYPOHL
DrosCYPIC1DED
CYPSELDED
Heho cyroalvz

CGGTGGAR - —-CAGARLGGCFALGECARLCTFAGCTGGEALGATATTGATATTGCGGGCG
ATGTGGGCGCGETEEATAGCCAGCATTATCAGACCATFACCCAGATGGA-ACTGETGGCE

COGTGGG-——-CadahidGCGATTACCCGT AL~ -THEAGCGALLARGA-ACTGETEEEG
ATGTGGGC-----~ CGETCGTGCGCATATC GG TG TFAGC GATHNNGA-ACTGATTGER
ATGTGGGC-—-CAGACCHGCARAGGCCTGCAGA—--TEACCGALCTGGA-LAATGETEEG
CGGTTGAC-------—-—— -~ TGEFACCGACGACGA-COTARCCGED

ATGAGCAGRAGATTCTICCGEALGATATGETFAAGCTCAGC GAGALT GA-AATGATAGCA

—————— GTCAG--T-TAC----ACACC----AAATTGFACCCACGACGA-CTTCGTATCA

ACGTAGGCARS -~ TCTAC- -- -ACATTCCAGGATTTGGACGGACAACGA-GOTEATATEE
ACGTAGGCARA-~TCTAC- -~ ~ACATTCCAGEATTTGEACGEACAAC GA-GOTEATATCE
-------------------------------- GAGTTCACCGOCGATGA-CTTGOTRGEC
———————————————————————————————— GAATTCAACGATGACGA-CTTGOTEGEC
----------------------------------------- GACGATGA-GATCGTGECT
ACATTGET-————- AGARAGCAACACARTTATCAATCOACAGACTOGGA-COTAATAGCE

CGACCGCGAGCTTITTTITITOGC G- CATTRAAA- CCACCACCACCCTGOTGTGCTTTGE
CAGTGCCTGATTITTITTTC TGO GG TTTFATA-CCGTEGC GAACTGCCTGACCTTTCT
CAGTGCTTTCTGTTTTTICTGGCGEGETTTHNNA- CCATTAGCACCGCGCTGGGCTTTICT
CAGGCGTTTATTITTTTTITTGC GG TT T AL~ CCATTAGCTGRAC CCTRAGCTTTGE
CAGTGCCTGATTTTTITTTC TGO GEGETTTATA- CCGTEAGCACCTGCCTGACCTTTCT
CAGTGCACCGTGTTTTICTTCGGC GG TACGATA-CCGTGTCCACGTTGTCTGCATTTAT
CAGTGTCTGCTGTTCTTCCTTGC TG TTCGACA-CAATCGCAACATC GATGACATTTGT
CAATGTGCCGTATTTGTATTTGETHGCCTTGACA-COGTACAAATATTGCCTCTTTCAT
CAGTGTTTCTICTTTTICTTTGCCGCATTCGATA-ACGTATCCAGCATCCTGACTTTCCT
CAGTGTTTCTICTTTTICTTTGCCGCATTCGATA-ACGTATCCAGCATCCTGGCTTTCCT
CAGTGTCTGCTATTCTICTTTGCCGGETTTRAGA-TTATCTCGTCGTCCTTGTGCTTCCT
CAGTGCCTCTTGTTCTICTCGGCAGGATTC FAAL-CAGTGGCCACCTGCCTTAGCTTCAL
CAGTGCTTCATTITCTTCTTCGCCGCCTTC GAAAACAACTC CAATCTGATCT-GTACCAC
CAAGCAGCGTTATTCCTATTCGCCHGETTCFACA-COGTTTCCACATCCATGTCGTTCCT

GAGCTATAACTGAGCATTAACCCEAGCAT TCAGGATC GTCTFCFTGCGrAMATTGAT A
GGCGTAT GAACTGACC CTGAACCGTGATATTCAGGATC GTCTETAT GARGAAATTGTGGC
GGCGTATFAACTGATGCTGCATCCOGAAGTGCAGGATC GTCTGTAT CARGAAATTGTGGE
GCTGTATGAACT GG GETCAACGATGATAT TCAGNINC GTCTFT T T CARGAAGTGCATGA
GGCGTATGAACTGACCGTCAACARAGATGCGCAGALCARACTGTATCARGAARTTCGTGE
GOCGCACGAACTCGCCGTCAACCCOGACGTCCAAGAGC GECTECFEEACGAGATCGACCE
ACTGTACGAAGTGACGCTAGCAC CGGAAATCCAGCAGC GTCTCTACGAGGAGATCCALCA
GGCCCATGAATT GG CATTAATCAGCACGTCCAGGTCARATTACGCCARGAARTCGAGTC
GTCTTATGAGCTTACCGTCAATCAGGATAT TCAACGAC GTCTCTACGARAGAAATTGCAGT
GTCTTATGAGCTTACCGTCAATCAGGATATTCAACGAC GTCTCTACGARGAAATCGCAGT
CACCCATGALCTCTGCTTGALTCCCACGETGCAGGACAGGTTGTATGAGFAGATCATTTC
CAGCTACGAACTTATGATGAACCCCGAAGTGCAAGARARATTFCTCGC GRAGATCCTGGC
CGCCTACGAACTGCTTCGCAATCTCGACATCCAGGAGC GCTTATATCARGAGGTTALGGL
GCTGTACGAATTGECAGTCAACCCTCACGTACAGGACAGGCTECTECAGGAGATTAGGGA

ARCCCGTOAAGAACTGGALGATGGCARAACCCCGACCTATGAAATTCTGCAGAAALT AL
GACCGATATTGATCTG--CAGCAG-A0ACCGCTGAC CTATFAAGCGCTGCAGCATATGAL
COTGEAT GAARRACT G- -AACGECARACCGCTGAACTATFAAGCGETGCAGGGCATGCG
ARGCGAACAGAGCCTOCALGAAGGCARAAGCCTCAGCTATGAALALCTGCAGAGCCTGCC
GACCAGCARAAGCCTG---GGCGGCAGCAGC CTGAC CTATFATGCGCTOCAGRACATGCA
COTGHCGCTCAACGATC GGCAGCGCCGACAAGCTTALCTAC GAAACGCTCCAGTCAATGCG
AGTTAGCGAGACATTG---GATGGCARAGC GO TCACCTACGATGCTCTGCAGGGTATGC
CATATTGAACGATAGA---GATGGACAATCAGTCACTTATFAAGACATTCACTCCATGGT
ARCCGAGTCAACCCTC ---AACGGCCAACCGATAACCTACGAAGCTCTTCAGRA GATG G
ARCCGAGTCAACCCTC---AACGGCCAACCGATAACCTACGAAGCTCTICAGAAGATGC
COTGCACGAAGAGCTG---A8AGETCAACCCCTGAC CTATGACAAGCTCACCARGATGAL
COTARAGFAGCAGCTG---GETCAGALGCCACTAGACTACGACACCCTGATGGGCATGAL
ARCCCARGAGGCACTA- - - AL GGGTECACCCCTCACTTACGACGCCGCGCAGGAGAT AL
GTATGATAGARG—-———~ AL CCATGGGAAGATTCATTATAATGTC GTTCAGAGCATGAC
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Fur cypams
CYPOT14
CYPOTL3
CYPOT1Z
CYPOT11

Gatnb CYPOKL
CYPSLL
'y CYPACLCul
CYP9EZCul

Apd CTPOTL
CYPOIZ
CYPSHL

Diros C¥YPOCIDzo

~ CYPSB1Dro

Helio cypoaivz

Fun. cyeona
CYPOT14
CYPOTL3
CYPOT1Z
CYPOT11

Gamb. CYPOKL
CYPSLL
<H CYPICLCul
CYP9EZCul

Aed C¥PoTL
CYPSI2
CYPSHL

Diros. cYpecibro
CYPIELDro
Helio cypoalvz

Fun. cypams
CYFaIl4
CYPaTla
CYPadlz
CYPaIll

Gamb. CYPIEL
CYPIL1
Cx CYPOCICul
CYPIBZCul

Aed CYPRIL
CYPaIz
CYFOHL

Droscy¥racidro

~ CYPSB1Dro
Helio.cypoalve

Fun.cyeama
CYPI14
CYPRIL3
CYPRJ12
CYP2I11

CGamb CYPIEL
CYPIL1
Cx CYPICICUL
CYPIBZCul
Aed crragl
CYPaIZ
CYPOHL
Doz cYPocibro
 CYP9ELDro
Helio cyposive

5 -GAYATGGTYGTETCGGARACECT-3"
E

ATATCTRGATATGETEETCAGC GALLCCCT|5-—————————m = m—m— oo
ATATATRGATATGETGETGAGC GAALCCCTG--—————————————— - ===
TTATATRGATATGETGETCAGC GALACCCT|5- - ==~ ———mmmmmmmmm—m oo
GTATCTRGATATGGTGETGAGCGARACCCTG- - - - -~~~ ————————— = ———
GTATAT REATATGGTGETCAGL GALACCCT G-~ —— == ——mmmmmmmmmmmm o
CTATCTRGACATGGTCGLGAACGAGACGCTCCGCALGTGGACAC CGGLACCGTTCCTC A
GTATCTOGATATGGTTCTATCGGALACGCTRCGCALGTGGTCAC CATCACCAGGTACC A
GTACTTRGACCAAGTTCTTACAGALACTCTICGCARATGGCCCCAGGCGATTTTCATC A
CTACTTRGATATGGTTCTATCGGAGACTCTIICCTARATATCCCACAGCGACTCTFACGLA
CTACTTRGATATGGTAGTATCGGAGGCTCTIICGTARATATCCCACAGC GACTCTFACGEA
GTATCTRGACATGGTGETACTCGAAGCACTFCGTALATGGCCAC CATCGATTTCCACC A
ATATCTRAACTGCGTGGTGTCCGAGTCGCTZAGARAGTGGCCACCGELGTTCATCGTGGA
CTACATRGACATGGTCATCTCCGAGTCCCTICGALAGTGGAC CCTTTC GECAGCAGCAGA
GTATTITRGATATGGTGETTTCTGAGGGACTGCGATTATGGCCCCCAGCTGCAGTTGTAGA

TCGCGTCTGTACARRACCGTATGATCTGAACGTTGAT GGTCGAATG-ATTTCGC-—--~-~
CCGTTACGTCAACAAGGACTACGTCTICCGATGACGAAGALGGACTGCGCTTCGTC—-—--
CCGTTACGCCAACAAGGACTACGTCTTCGATGAC GAAGALGGACTGCGCTTCGTC—-—--
TCGTGAGTGCCGTCAGGATATTGATT TGTTCGAT GAARATGETCAGRAGTTGTTCTC --—
TCGAATGTGTGLETCTGATTICCAGT TCAAGGAT GAGGAAGGCGAGETGETGETTAL - ——
CCGGCTCT GG CAAGGATTACACGCTCACAGATGATGALGGCACCAAGCTTTTC A~~~
CAGAGTCTGTGTAAAAGACTACAATATTGEAAGACCCAATGARACAGGCTACAARAGATTT

———-CTGCAGCCGGETRAC GETCTGTGRATACCGGCCGCGEC CATCATGC GOGACCCGCA
———=ATTCCCAMGGGTGCTACCGTGT T TATC COGATTGCTGGTTITGCATTATGATCCTCG
————— TCAAGCAAGETGACACARTTTGATC CCGGCTCTTCCTATGCACC GAGATCCTCG
————ATCGALAMGEGCALARCCATTTGFATC CCAATGCTAGC CCTTCACCACGACCCGAL
————ATCFALAMGEGCALA N CCATTTGFATCTCAATGCTAGC CCTTCACCACGACCCGAL
-—-CGOCCGAAAGEGTGATGTCTIGCARATACCTATCTICTCGCTCCATCACGATCCC GA
-——-CCTGCGFFAGGAC GACTTAGT GCACATCAACGTGEGEECACTTCATCACGACCCGRL
—==GTTTALGGCAGGFGATALTATARA CATTCCCATCTGTGGGTTGCACT GGGATGAGC G
GATTATTCATACCGGCCAGGCTGTGECAATATCTCCCTGGTTGTICCACAGGAACCCGAL

GCTCTTCCCTGAGCCGGATCGETICTGGCCGGRAGL GETTCRAGCCGFAATCGLEL CGLTGE
TTTTTATCCAGATCCAGATCGT T ICGATCCAGAACGTTTCAATGATGAG-AATALGCACA
CTACTTCTCAGATCCGGAAGTITITEATCCAGATAGAT I TGCTTCAGAT-COGCG--CRA
GTACTTCCCGGAGCCGGAACGTTTCGATCCGGAGC GETTCAGC GARGAC-AACC GATC G4
GTACTTCCCGGAGCCGGAACGTTTCGATCCGGAGC GETTCAGC GARGAC-AACC GATC G4
GARACTTCGAGGATCCGGAGTTCTICAATCCGGAGC GCTTCGCAGATGGT---CAT-——-—-
TaACTTCCCGGAACCCGAGCAATTCCGACCGEAGC GCTTTEACGAGGAG- -~ CACAAGTL
CTTCTTTCCGCAACCCCAGAGGTITEACCCAGAGC GATTTAGC GARMGE—--COTARARL
GTTTTTCCCOGAACCCGOCALGTTCEACCCTGAAMGETTCTCACCAGAL ——-AA CAGACA
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Fun. cypoms
CYPSI14
CYPRILE
CYPOJ1Z
CYP2J11

Gatmb . cvpoEl
CYPOLL
CE. CYPIC1Cul
CYPREZCul
Aed cypadl
CYPRIZ
CYPRHL
Dros.cypocinro
CYPSBE1Dra
Helio cyraalve

Fun. cypams
CYP3I14
CYPOIL3
CYPOJ1Z
CYP2I11

Gamb CYPIEL
CYPOLL
CECYPOC1CUL
CYPSEZCul
Aed oyradl
CYPOIZ
CYPRHL
Diros.cypscinre
CYPRE1Dro
Helio cvroalvz

Fun crpoms
CYP9T14
CYPOTL3
CYP9I12
CYPOT11

Gamb. c¥paEL
CYPOL1
% CYPSCLCuL
CYPOEZCul

Aed CTPOTL
CYPOJZ
CYPOHL

Dros.cypacibro
~ CYPSELDro
Helio cypoaivz

Fun. crpoms
CYP9T14
CYPOTL3
CYP9I12
CYPOT11

Garnb. CYPIKL
CYPOL1
'y CYPOC1CUL
CYPOEZCul

Aed cypagl
CYPOJZ
CYPOHL

Droscyracibro
~ CYP9BLDEo
Helio cyronive

GEAGGCGGGCCCCCGCACTCAGCACCCGATC - COGCTRAAGALGTC CAGCCTEGGACC GT
Tas4CGCTCCGAGCGTACCTCAGTTCCGGTT-AAGC TG AAAAGGATTTTCCC CACTGA
ARCACGATCTGACAAGACTCAACATCCACCA-ARGCTGOGTALALGTCTCATGATTCCGG
GCARGCGTCGGAGALARCGCAGAT CCCGCTG-COGCTOTCCALGAGTHCGTTCACTATGE
GLAARCCGTCGGAGALARCGCAGAT CCCGCTA-COGCTOTCCALGAGTHCGTTTACCATGE
ATTGCCAGCTARAAGGACTTCTCGCGATTTEC THAACGACL-TAAGGGGTCATGGTTT A
GAAGCCTACGGATCGCACTCCGGCGFACATCATGAGCAGCATCTCCGGTITCCGACTGCT
TGAGGCGTCACCGAGALCCACCAGGGATATG-TOFEALATCAGCACGAGGGTTCAATATAL
ATACCCCTTCGAGAAGACAATATATCCTCCA- CAGTTGTCTAAAGACCGATTTAACATGC

GCGCCGAGAAGGGETCGTGEATAC GGTTCCGETTGL GLARGTAG- -~ — -~ - -~ ——————
AACCOGARAATGGCATCTAC CTGARGT T TAAT CCAAGCATCAAGAATTAL -~ — - ———-——
ARGTALLAGATGEATACTGGCTGARCCTGAAATTCAGGAALTAL -~~~ -~~~ ——————
ARGCGGARAAATGGCGTTTGGCTGEAACTGAAGGCTAGACC GAAAGCTTAGAC CARATGAT
ARGCGGAAAATGGCGTTTGGCTGEAACTGAAGGCTAGACC GAAAGCTTAGACCARATGET
AGCCGALGAATGGCTTC TG TARGTTC GAGGCAC GTCALTAL - —— e m e
GCCCCGGRAGCTG-TTCTGETGCAAGTTGGAGTCCC GTGEACCCGCTTAATTALLAACAC
TTCCTACGACCGRATTCTGRATGCAGTTGGTHTCGL GTALATAGGATGATGTALLATC G4
ACTTAGAGGFAGGCGCCTGGGTCAGGCTICGAGTTCGTCCAGAALARTC TTAATTAGGTG

ACCGGETCFACTCETCCGETATGCTGECATTCGGGCTCGGCCCCCGTAACTFCATCGETTC
AMATTC CGCTCGGAGCATATCTCCCG--TTTGGGATAGGAC CTCGCAATT GCATAGCGTC
THAC CT GG GATTTTGTCCTTATGGC TTTTGGGAT TGO CCTC GHCTAT GLTTHHETAL
ABATCETTCCGEETACGTATCTICCG--TTCGEEGCAGGAC CTCGAAGCTFCATTHFACT
AMATCGTTCCGGGTACGTATCTICCG--TTCGRFECAGFAC CTC FALGCTGLATT FFACT
~GCTCTAGAGTCCCGTGTTTACATGCCCTTCGEAGTGGGTCCTCGCAACT GCATTHECAL
CGAGATCCGGCAGTTCACGTACCTGOCCTITGRAGTGEGCCAACGARGCTGCATAGGCAL
AGATTTGATACCCTACACATATTITGCCATTTGCAGTCGGAC CCCGCAGCTGLATTHFALL
CARA AT CCAACCTTTTACCTATITICCTITTGGCCTGGGGC CAAGGAATT GTATCGETTC

GCGETT O TEATGFAGACGAAGGCGETGTITITCTICCTGCTGAC GCACTTCCTGCT
CCGCTT TG TCTGATGRAGETEAAGGCCATCGTGTATCATATACTGTTAAACTATGAGCT
TCGATT TG T TTGATGAGATCAAMLCCATGTTTTTCTGGCTTCTAAC AAAGTTC GAGTT
GAGETTGECACTETTEFAGETCAARA TGO TCTCTACCACCTGGTCAAAGATTTCAACCT
G GETT GGCACTGTTGRAGETC AL TGGCTCTGTACCACCTGGTCAAAGATTTCAACCT
TCEAAT GECACTGATGEAGC TCAAATCAATAGTATACCAGTTGCTITTAAATTTCAAACT
CCGGCTGECTCTCATGRAGETEAAGTCCCTGATC TTCCAGTTGGTC CTGC GCTACCACCT
TCGCTATGCTETATGCAGECCAAGGETATGCTC TACAATCTAATGCTAAATTACAAGAT
TCGTTTCGCACTTT T FARATC AL AGTAATACTGTACCTGCTCATT CGHFAGAT AL GT
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TATTAACTTGTGATTTTATTITATTTAMA TATATTTTATTATGAATAAATATTGTGCATT 1753

ATCCGTEECAAACARAGTTATCCGCGATAC GTAAGTCACATTGACTACAATCATGETATG 1622
ATCCGTGGCAAACARACTTATCCGCGATAC GTAAGTCACATTGACTACAATCATGGTATG 1515
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TTTAATGAACACARATATTTGLALGTCATCCARAACGCAALGTCGATGTTACCGTACTTT 16852
TTTALTARACACARATATTTGEALGTCATCCARALCGCAALGTCGATGTTACCGTACTTIT 16875

GELGTGTATC ———-TAATTGAGCATATTALAARALAL 1915
GELGTGTATCAATGTAATTGAGCATATTALAARALAL 1915
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Figura 33. Alineamiento completo.de secuencias de mARN de la familia CYP9 de insectos de la

familia Culicidae.

Los nucledtidos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estdn marcados con
cuadros. Los nucleétidos idénticos o altamente similares estan marcados con asteriscos y
puntos. F: iniciador Forward. R: complemento reverso del iniciador reverse. W:A/T R:
AIG Y: C/T S:C/G. Fun: A. funestus. Gamb: A. gambiae. Cx: Cx. quiquefasciatus. Aed:
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ATCAGTAGTGTTACTTTTCTCOTTCAACAATCACTTCAGTTTGCTIGGCCTACTGC GTAT
ATCAGTAGTGTTACTTTTCTCOTTCAACAATCACTTCAGTTTGCTTGGCCTACTG————T

-—-ATGTTGGETACGCTIGCCTCGCTGCTCTITICGCTCGAGGGTGTCCTGETGETGECC
———————————————————————— ATGFAGATAMACTTAATGTACGTTATTGGALTCGTA
GTGCGATTT-------- GCAGCTGGATTGTGTCATCCAATTTGGTGGTACTGATTTGTTT

GTGGGACTTCTCTCTARGAACATGGTC GAAGTALLCATATTCTCTGCTTTGGCTGTGGEE
GTGGGACTTCTCTC TAAGAACATGGTC GAAGTALLC CTATTCTCTGCTTTGGCTRT GG

CTGCTAGCCCTGCTC TACTACTATGTGGET TG GFAGCACGCGATTCTTTGCCGACCGG
TCGETGCTGETGGCACTATACGTTTACCTAACGCACARCAL CGATTTCTTCALGALATAC
G--GCTCTAGTGC TAGCATATCGTTTCGEATCCCATAATCATGATTTCTTCACAAGCALD
GCCGTAATCCTGC TGO TCTATCATTACATAGC AR GTATCACTATTTCCTTACARLD
GOCGTAATCCTGC TGO TG TATCATTACATAGC AL GTATCACTATTTCCTTACARAD
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GGCGTACCGTACCTCCCGOCAGTACCGCTGCTCGGCAATGHGGCCEACTTCA-TAACGEG
CCCATACCCTGCCTGCCAGTGRALCCACTTTTCGGTAGCAGT-CGCCAGTTTITGCT AL
GRAATACC-TGETCCGAFACCACTTCCGTTTGTOERALLCAC GTEFCAGTGGCTGCTGEE
CCGATACCATGCATCAAACCCACCTTCCTGETFEGCATCTICGATATGETTG-TGTT AL
CCGATACCATGCATCAAACCCACCTTCCTGETFEGCATCTICGATATGETTG-TGTT AL

CAAGCGGCTGCTAACCGATGT GO T GAGE GATATGTATCACCGTTTCGCCAGCCATCGETT
A TTT AT T ARG G AL TTTCTTCGCTCAALCTACGAACGATTCCOGAATCCALRLAT
A GTATCGTICTT T GATGTAT T TCAAGAGTTGTACCAGTCCTTCARAGAACACARLCT
ACGGETTEAACTGETITTCGEATCALAACTTCTGTACAACTCCTATCCAGATGC GARLAT
ACGGGTTGAACTGGTITTCGEATCALAACTTCTGTACAACTCCTATCCAGACGC GARLAT

CTTCGGCTACTTC GACTTCCTTTC GOCGATCTACGTGGTGLGE GATC TR RAGCTGET AL
GTACGGETATGTIC FAGATGT I TAC GCCGATGTITETCATTC U GATCCGRAGCTGAT C AL
GTTCEEECTETITFACTTCAT OGO CAGTCTATGTFTTCC CAGATTTTEATTTGET AL
CATCHGCTACTAC GAGCTGAC AL GCCAACCTACAT FETECFTEACCCAGAGATGATC AL
CATCGGCTACTAC GALCTGACGALGCCAACCTACAT TG GTGACCCAGAGATGAT AL

GCAGATCTGCATCAAGGATTTCGACCACTTCGTCAACCACCGCATTCAGCTGGAC FALLL
GLAGATCACGETCALL GATTTCGATCACTTTATCAACCATCGAC CATTALATGALGECAGL
ACAGGTTTGCAT CALGGACTTTGACAGCTTTACTGATAGACGGTTTCAGTTCAACGAGGL
GAAGATCGCCATCAAGGACTTCGACAGCTTCACCGATC GAACACCGGTATTTGGLGATGE
GARGATCGCCATCALGGACTTCEACAGCTTCACCGATC GALCACCEGGTATTTGGCEATGE

CCATGACCCGCTG-- ~TTCGGGCGEGCCCTETTTGCGAT GG GACACGLE
CAaCTCTTCCAACTCTACTGCAATGTTCTC GAARATACTTTTCAATCTTACTGGTCAACE
G--TCGGATCCAC-—---—---- TGTTTTCTAACGCTTTGTITGCAATTAAGGGHACACG
GETTCCCGCCGACAGTT- —-TGTTCTTCAATTCGTTGTTCTCGCTCCCTEACAGAR
GETTCCCGCCGACAGTT-—---~ TGTTCTTCAACTCGTTGTTCTCGCTCCGTORACAGAL

—————————————————————————————————— TTTACCGGCAGCARRATGL GTAGE -4
———————————————————————————————————————————— GCGAMLTGCGTGACCA
———————————————————— AG-—4
TTTACCBGCAGCARRLTGE GTCTE-4
TTTACCBGCAGCARRLTGL GTCAG-4
CTBGCGCAACATECECACTATCCTTAGCCE GECOTTTACCGECAGCAAGATGCGHCTA-A
GTGGCGTAACGTGAGGACCACACTTAGTCE CACGTTTACCGGCAGCARGATGCGICAG-A
——————————————————————— ATGETCGTEGOACTGCTGATC ACGTTAGCCTTG0CAG
ATGGCEGARTATGAGAGCGATCCTTAGTC CEGCTTTTACGEGTAGCARALTGAGAGGA-A
GTBGCGCEATATECEGTCALCTCTEAGTCCTECTTCACCGEALGTC GTATGCGECAC-4
GTBGCGCEATATECEGTCALCTCTEAGTCCTECTITCACCGEAAGTC GTATGECGFTAC-4
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TETTTGGCCTGCTCAGCAARL G GCGEECGATGEGATGEATC GTCTGETGATGTTTAGCC
TETTTCAGCAGGTGETORAATGLAGCAGCGGCATGETGCAGTATTATALAALACAGACCG
TETTTGALCTGATGAGC GAMALGLTGCCAGGGCATGETGCAGCATC TGO TGGALGALGCGE
TETTTGCGCTEATT L CEART GGG CAGACCATGETCECCCATTTICGTAGC GAAGALD
TETTTGALC TEATTGTGGAATGCAGCGC GALCATGGCGALL CATTATC GTGAAGALATTC
TGTTCGGGETEATCACGAGC TACTGTGACGGGGCGETGCGEACGATCCGETC GRAGCTGE
TETTCGCCATGATCTTGEACT GLAGCCACALCATGETACAGGCCCTT---—- GCACACCC
CGCTTCTGCTGTACCTGTTFTACCGCTEGAGCATC GCCACCTACGATTACTTC GAACGLE
TGTTCCAGTTTATCACTGATTATTGTC AAALAGC GAATGACACCGTTALA - GAGATCGT
TEECCEAGTTGGTCETCAAT GTCCCAC CAGTATCACGGACTITITCCATTCGRAAGLGA
TGGCCGAGTTGTGETC AL TGTGCCAC CAGTATGACGEACTTTATTCATTC GRALGCGA

GTG------ ATARALGCTTTACCATG---GAACTGCGTEATC TGTATAGCCGTCTGGGCA
ATACCAACGGCCAGTGL -—-——-——— TATGAACTGAARGARGTGTTTAGCCGTTATACCA
GTGCG--—-GATGARAGCAARCAGGTGCATGARATCAARGATATTTTTACCCGTCTEGC A
AGAAAGCGEECGECACCEGEGTGCAGC TEGAAATGALL GATGTGAT GACCCGTTTTGLGA
GTATGAACGGCGTGAGCAGC COTCAACATGAAATGAARGATGTGTTTACCCGTTATGCGA
GLGCG---GACGGAACCG---COGAGCTCGAGATGALGGAGCTGTTCCGCCGOTTCGHCA
ABCCG---GGCGTGALTG---—--———- TGALGTGAML GATCTGTTCATCCGCTTCACAR
GCGCG---GTTCCGTTCCCCAMACCGGTCCCACTCTTCGGCAACCTGTGGCCATTCCTGE
AGGTT--CALCTGGAGCCARL --GAAGTCGATATTCGTGATATTTTCALCALATACTCCA
ABGC---COGCAGAAGACTG- —-GAATTCALCATGAML GACACTTTTTC GCGATTTGTCT

AGGC---COGCAGAAGLCTG-—-GAATTCALCATGAALGACACTTITITCGCGATTTGTCT
* *

ACGATCTGATGAGCAGCATTAGC TITGECGTGGALGTCEATAGCCTGACCGAT COT AL
CCGATGTEATTGC GAGCTGC GCGTT TGO CTRAMAGTGEATAGCTTTC GTFATAGCACCA
ACGATGTGATTGC GAGCATTGCGTTTGGCATTCAGGTGAACAGC TTTAGCGAACGT GAkd
ACGATCTGATTGECACCGCGGCTITOECATTARAGTCEATAGCTTTCGTGAT CCGACCA
ACGATGTEATTGCGACCTGCGCGTTTGGCATTARL GTGEATAGCCTGALALLC GCGEATA
ACGACATAGTGGCGACCTGCGCGTTTGECATTGAGATC AACTCGTTCCGCGAC COGGEIGA
ACGATCTGATAGCATCCTGTGCGTITGETGTGLAC GTCAACTCGTT COGAGACALAGATA
CCOGCARLACCACCGGCGTTGAATCCGECTC -~~~ GGCCGGCTACTGGCAGTTTCCGGAGS
ACGACATARTTGCAAGCTGTGCGTTTGETTGEGALATGAACGTCCTTAGGGAT GEC GALA
GTGACGCGATCGLALGC CTFECATTTEEAAT CGAGGTTGACTCGTTCCGCGATCCORARL
GTGACGCGATCGCALGC GTHGCATTTGGAATCGAGGTTGACTCGTTCCGCFATCCGEARL

* * L

ACGAATTTTTTCTGALAGGCALLC GTC TG GCAGATTGATGGCCT- -~ GCCGG-GCCTR
ACGGCTTTTATACCAGCGGL CAGC GCTATGATTGATTTTGL GCGTT T TAAAGTGC-TGCTE
ACGATTTTTATALLCGTGGLALLNNNC TGO TGEATTTTACCAGCTTTTGGCCGA-GCATT
ACCAGTTTATTAGCATGGL G GTAGCGTHACCAGCCAGGALLGCNNNGTFALAG-TGCTE
ACGATTTTTATGTGALCGGLALLL A ML THATGGCGTTTAACCGTCCGATTGTA-TEGCTG
ACGCGTTCTICACACTC GG AAGGAGCTHACCAACCTGEATGHCGTC -~ ~CAGG-GGETG
ATGTATTCTTTCGCTAT G ARLGAT T TETCCAAC TTCAGTCFACTTARGET G- CGOTC
CTCGCTTITICCGGCTTCTTC AL - -TTTCGCCGGCC GGG TACCTGETGLAC GA--TCTG
ACGAGTTTTACCGCCAGG L TAL- - - -ACATATGACACATTIGAATACATFECALTGEGTA
ATGAGTCTTACAL AR GGG AATCAGTCACAGALALTACATACTTTCAMATCGTTGGCGA

ATGAGTTTTACALGAL GGG AATCAGACACAGAALATACATACTTTCARMATCGTTGECGA
*

AAATTTCTHATGGC GAC CACCATTCCGARAGTGTTTCGTTTTC TGEGT-—CTRAGC GGE -
AAAGTGCTGGCGTATCGTCTGTTICCGTG AT TATGGAARAACTGGAL - GTGFATCTG- -
CGTTTTATGCTGTTTAT GHNNATGC CGL GTGTCATGCTHALLC TEAAC - ATTGALCT G-~
A TGCTGEGCTTTACCTTTGE GO CGAAACTGATGNNNC GTCTGALC -ATTGATTTT--
AAACTCATTGGCTTTCGTGTGGTGCCGARACTGATGALC THENNNNNN - CTGATCTG- -
AAGTTCCTGGCCTTTTCGTCCTTICCGE GLGTRATGCGTGLGLTTCGA-TTGCGTCTG- -
A A GATCATGGGATATC AAGT T TTCCCAAGCTAATGGCACALCTACAG-ATGRACATA-~
GACCTGCTRALGC GLATTAC GATC AAGGACTITEACCATT I TGTGGACCACTCGTTTAAL
A GTTTATGATGTTCAGTTC T TICCGC GACTAGC A AL ATCCTACGA-ATTCGACTGT -
CATTCGTTACTTITACGGTTCGTCCCATT--TITGCAAARAGTATTCAA-TTTCGATTTC -

CATTCGTTACTTTACGGTTIGTCCCATT--TTTGCAALRAGTATTCAA-TTTCGATTTC -
+* +*

ATGTATALL GATGTGAACFAATTITATCT FHATGCGGTCAGC COTAACATTAALCTGCGT
TTTGATCGTGALC TEAACAGCTTITTTGL GGAAATTCTGLOTGRALACCGARAALLCCCGT
ATGGATALL GALLTGTGCCAGCATTTTCATGC GATGATTATGFATALCATFALLGTGCGT
CTGACCCCGGAAGAARA CCGTT T TTTINNNGATACCATTCTGGALAC CATGCGTACCCGT
TTTGATCGT AL AGGGCGATTATTTTAC CGAAATTATTC GTFATACCCTHAALLCCCGT
TTTAGCGLGAAGATGAC CAGCTTCTTCCGACAC GTGETGATGFATACAATCACGCAGCGT
TTCGATAGCACACACGTACAGTTCTTCAC CGAAATCTTTAGGCAGTCTGTTCALGAGIGA
GTGTCACCGGAGGTGEACCCGTICATCGGTCGTTCGCTGTICTTTICCRAGGGACTTCGE
TTG-ACCARATGACTACGHATT TCATGAGAGAAGCAGTTC GTATCGTAATTRALCAGCGT
GTGGAC G GALTCTGECAGGTTACTTCAAALL CTTCATTTIGEATARTATGACCAGCGE
GTGGAC G GALTCT GO AGGTTACTTCAAALL CTTCATTTCGEATAATATFEACCAGCGE

* * %
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Funcypama
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Aed cypel

CYPOJIZ

Fun cvroms
CYPOT14
CYP9T13
CYP2712
CYP9T11

Gamb . cyrogl
CYPIL1

Cx CYPACICul
CYP9BZCul
CYPIT1

Aedcyearz

AGATATTGATATTGCGGGCGCGACCOCGAGCTTTTTTTTTGGCGG-CATTCARACCACCA
CLAGATGGA-ACTGGTHHCGLAGTGCCTGAT T TTTTTTCTGGCGEECTITFATACCGTG:
CrAARRAGA-ACTGETGGCGCAGTGCTITCTGTITI T TCTGGCGGECTTTNNNACCATTA
CHATHNNGA-ACTGATIGCGCAGGCGTITATTTTTTTTTTTGCGGGCTITCAAACCATTA
CGALCTGGA-AATGETHECGCAGTGCCTGAT T TTTTTTCTGGCGHECTITFATACCGTRA
CHACGACGA-CCTARCCGCCCAGTGCACCGTGTITITCTTCGGLGEGTACGATACCGTGT
CRAGAATGA-AATGATAGCACAGTGTCTGCTGTICTICCTTGCTGECTICGACACALTCG
TEGCAACGA-CETGATGACCTCGATCTCGTTCGLECATCFATACTGAC-TCAGTGCALGAT
CCACGACGA-CTTCGTATCACALTGTGCCGTATTTGTATTTGGTGECCTTCACACCGTGA
GRACAACGA-GCTCATATCGCAGTGTITCTICTITTTCTITGCCGCATICGATALC GTAT
GGACAACGA-GCTEATATCGCAGTGT I TCTICTITTICTTTGCCGLATTCFATARAC GTAT

% * * W *

CCACCCTGCTGTGCTTIGEGAGCTAT GAACTGAGCATTAACCCGAGCATTCAGGATCGTC
CHAACTGCCTGACCTTTCTGGCGTATGAACT AL CCTRAACCGTCATATTCAGGATCGTC
GFLACCGCGCTGEGCTTICTGOCGTATGAACTGAT GCTFCATCCOGARGTGCAGGATCGTC
GCTGGACCCTGAGCTTIGEGCTCTATGAACT L GETFAAC GATGATATTCAGNNNCGTC
GCACCTGCCTGACCTTTCTGGC GTATGAACTRAC COTHAACAAACATGCGCAGALCALLC
CCACGTTGTCTGCATTTATGOCGCACGAACTC G CETCAACCCGEACGTCCAAGAGCGGC
CAACATCGATGACATTIGTACTGTACGAAGTGAC GCTAGCACCGFARATCCAGCAGCGTC
CCGGACAACGAGTTCTTCCGGA--ATGGCCTT-C AT TGTCCGTTACAGCCGGCATCCAL
CARATATTGCCTCTITCATGECCCATGAAT TG AL CATTAATCAGCACGTCCAGGTCALLT
CCAGCATCCTGACTTTCCTGTCTTATGAGCTTAC CETCAATCAGGATATTCAACGACGTC
CCAGCATCCTGGCTTTCCTGTCTTATGAGCTTAC CGTCAATCAGGATATTCAACGACGTC

* * W * W *

TGCGTGCGEAMTTCATGAMLCCCGTGALGAL CT GrAAGATGGCAARACCCC--GACCTA
TGETATGAAGAAATTGTGGCGACCGATATTGAT CTGC - -AGCAGARACCGC-T--GACCTA
TETATGAAGAAATTGTGEECETCOATGAAL AL CT G- —-AACGGCARACCGCT--GALCTA
TETTTGAAGAAGTGCATGALAGCGAACAGLGCCTORAAGALGGLALLAGCCT--GAGCTA
TGETATGAAGAARTTCGTGCGACCAGCARARGL CT G- —-GGCGGCAGCAGCCT--GACCTA
TECGEEACGAGATCGACCGCGTECGCTCAACGAT CGGLAGC GLCGACAAGCT--TALCTA
TETACGAGGAGATCCARCALGTTAGCGAGLCATTG-—-GATGGLALAGCGCT--CACCTA
GGGTTAAAGTTCTTCCTCTCAACCGTGATTCC GL CGCAGGTGTTCATATTTTIGGGAT TG
TACGCGARGAAATCGAGTCCATATTGAAC GATAGA - - -GATGFACAATCAGT--CACTTA
TCTACGAAGAAATTGCAGTAACCGAGTCALCCCTC-—-AACGGLCALCCGAT--AACCTA

TCTACGAAGAARTCGCAGCALCCGAGTCALCCCTC-—-AACGGCCARCCGAT--AACCTA
* * *
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Figura 34. Alineamiento completo de secuencias de mARN de la familia CYP9 de diferentes

insectos.

Los residuos conservados utilizados para disefiar los iniciadores estan marcados con
cuadros. Los residuos idénticos o altamente similares estan marcados con asteriscos y
puntos. F: iniciador Forward. R: nuevo complemento reverso del iniciador reverse. W:

A/T,R: A/IG Y: C/T, S: C/G. Fun: A. funetus. Gamb: A. gambiae. Cx: Cx.
qguinquefasciatus. Aed: Ae. aegypti. Dros: D. melanogaster. Helio: Heliothis virescens.
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CYPOTLZ mmmmmm e
o4 2
Gamb CYPIEL  —mmmmmmmmmmmm oo ATGTTGBGTACGCTTGCCTEGCTGETCTTTTC 32
CYPILL  mmm oo ATGGAGATARACTT 14
CRCYPICIEUL mmmmmmmm e ATGETCGTGGCACT 14
CYPIBZCul TGATAACAGACGTGETG-— - ~TETECGATTT--—————- GCAGCTGGATTGTGTCATCCA 49
Apd cYPOIL GTTTGCTTGGLCTACTGCGTATGTGGRACTTCTCTCTAAGAACATGGTCGAAGTARACAT 95
CYP9J2 GTTTGCTTGGCCTACTG -~~~ TGTGGEACTTCTCTCTAAGAACATGGTCGAAGTARACET 94
CYPSHL ATGGATCAGTCGAT 14
Dros.CYPICIDEG GATTABAGTCCCCTACTCOCTACTCCCACGCTCCATCOCCARRATCCEG-TCATGETTIT 119
CYPIBIDLo ~  ———-——m——mmmmmmmmo— o CAGTTAGCATTAATACATCAGGTGATAATAATGTCATT 38

Helio cYroalvz CACAACAAGTGCGCGCGCGCCTGTCTCTGTCATTTGGTITCTGTITITICTCGCAGCCAT &9

Fun cypoms
CYPaIL14
CYPRILE
CYPaJlz
CYPaTLL
Gamb. CYPIKL GCTCGARGETGTCCTGOTGETGECCCTECTAGCCCTGCTCTACTACTATGTGRTGOTGOG 92
CYPILL AATGTACGTTATTGGAATCGTATCGGTGOTGETG---GCACTATACGTTTACCTAACGCA 71
(g C¥PACLCUL GCTGATCACGTTAGCCTTGCCAGCGCTICTECTETACCTGTTGTACCGCTORAGCATIGE 74
C¥PIEZCUL ATTTGETEETACTGATTTGTTT G-~ GCTCTAGT G-~ -CTAGCATATCGTTTCGGATCOCA 104
Aed ocyporl ATTCTCTECTTTGGC TR TG0 GO0 BTAATCCT -~ - CTGCTOTATCATTACATAGCGAL 155
CYPaJZ ATTCTCTGCTTTGECTETEG00G0C GTAATCOTG---CTECTOTATCATTACATAGCGAL 151
CYPSHL GATAGCACTCGOTTTGTTTATAATACTGCTC GTTTTGOTC -~ - TACAAGTGGTOGETGEC 71
Diros.C¥PICIDED CETGGAGTTETCGATATTCGTAGCCTTCATCGGTTTGCTATTGTACALATGGTCCGTCTA 179
CYPSELDro TGTGGAMTATETCTCGTCCTEGCTACCATC GGCTTACTATTSTTCAAGTGGAGTACTGE 968
Helio cyraalva GATCCTECTTCTAACATGGCTGOTOETEATCATCACAGC GETCCTGCTGTACTICCGAAG 140
Fun.cypans
CYPaT14
CYPOTL3
CYPaTlz
CYPaTLL
Gatmb, CYPIEL GAGCACGCGATTCTTTGCCGACCGEGGCGTACCGTACCTCCCGCCAGTACCGCTECTCGE 152
CYPOLL CAACAACGATTTCTTCAAGAAATACC COATACCCTGCCTGOCAGTGGAACCACTTTICGE 131
'z CYPACLCul CACCTACGATTACTTCGAACGGCGOGCGETTCCGTTCCCCAMACCGETCCCACTOTTIORE 134
CYPSBZCUL TAATCATGATTTCTTCACAAGCARAGGAATACC -TGOTCOGAGACCACTTCCGTTIGTGE 163
hed CYPOTL BARGTATCACTATTTCCTTACARRACCGATACCATGCATCARACCCACCTTCCTGCTGGE 215
CYPaTZ AAAGTATCACTATTTCCTTACAARACCGATACCATGCATCARACCCACCTTCCTGCTGRE 211
CYPOHL CAMATATGATGTETTCAGTGARAGGGETETETCACATCAGAAGC CATGGCCTCTARTTGE 131
Ditos CYPICIDED CACCTTCGGETATTTCTCGALGAGGGGCGTGGCC CACGALAAGCCARTTCCTCTGCTAGS 239
~ C¥PSBLDro CACCTTTAAGGCTTTCOAAGGOCCAAACCTATACTTCCAGARACCOTACCCATTTTTAGE 158
Helio cypoalvz CETETACAGCCAACTGTC CAAGCAGGOEGTEAACCACCTCOCCACAATCCCAGTCTICGE 200



Fun cypomz
CYPOT14
CYPOT13
CYPOT1Z
CYPOT11

Gamb CYPIKL
CYPOL1
C® CYPaclCul
CYPOEZCul

Aed CYPOTL
CYPOTZ
CYPOH1

Dros CYPaclDro
 CY¥PSELDro
Helio. cvpanivz

Fun cyponz
CYPOT14
CYPOT13
CYPOT1Z
CYPOT1l

Garnb CTPIKL
CYPOL1

'z CYPSCLCuUL
CYPOEZCul

bLed cypas
CYPOTZ
CYPOH1

Droscyracibro
CYPOELDrO

Helio cvpoaivz

Fun cvronz
CYP9714
CYP9I13
CYP9T12
CYP9T11

Garnb. CYPYEL
CYPOL1

. CYP9C1Cul
CYP9BZCul

Ledcrparl
CYPOJZ
CYP9HL

Dros.cyraciiro

~ CYP9B1DIo

Heliocyranive

Fun. cveonz
CYP9714
CYP9T13
CYP9T12
CYP9711

Gamb. CYPIKL
CYPOL1
'y CYPEC1Cul
CYP9E2Cul

AedCyradl
CYP9JZ
CYP9HIL

Diros. CYPAC1Dro
CYP9EL1Dro

Helocvraaive

ACGTGETGCGCGATC TG A G TGETCALGCAGATCTGCATCALGEATTTCGACCACTTCG 328
TIGTCATTCGCGATCCGGAGC TGATCAAGCAGATCACGETCAAAGATTTCGATCACTTTA 307
ACCTGGTGCACGATCTGGACC TGO TGAAGC GCATTACGATCAAGGACTTTGACCATTTIG 310
ATGTGTTGCGAGATTTTGATTTGETALLCAGGTITGCATCAAGGACTTTGACAGCTTTA 340
ACATGGTCGTEACCCAGAGATGATCALGAAGATCGCCATCAAGGACTTCGACAGCTTCA 391
ACATGGTFCGTEACCCAGAGATGATCALGAAGATC GCCATCAAGGACTTCGACAGCTTCA 357
TCTTTGTCCGAGACCCTGAGC TCATCALGCTCATC GGCATCAAGGALTTCGACCACTTCG 310
ACTATCTCTCCGACCCGRARCTCATTCGCCAGGT GFFCATCALGALCTTC FATACCTTCA 415

TCCAGATARACGACCCCCAGCTCAT TAARRLGATATGC GTTAAGGACTTTGACCACTTIC

334

TGETAGTTCTCGACGTECACACTGTCAAGAGGATCACCGTCAALGACTTTGAACATTTCG 385

TCALCCACCGCATTCAGC T FFACGARLLCCATGAC OG-~ -~~~ ———~ TGTTCGEEE 3768
TCAACCATCGACCATTAATGAAGGCAGACAACTCTTCCAACTCTACTGCAATGTTCTCGA 367
TGGACCACTCGTTITAACGTGTCACCGGAGG - -TGGACCCGT-—————-———— TCATCGGTC 358
CTGATAGACGGTTTCAGTTCAACGAGGAG--TCGGATCCAC - ——----——- TGTTTTCTA 388
CCGATCGAACACCGGTATTIGGCGATGC GGTTCCCGCCGACAGTT----—- TGTTCTTCA 445
CCGATCGAACACCGGTATTIGGCGATGCGGTTCCCFCCGACAGTT---——- TGTTCTTCA 441
TTAACCACAATAG-——---~ CATGCACARCAATA---TACAGGAGTCGA--TACTCTCGA 355
CCAACCATCOCALGEGGATAACTGARGELTTCALC FATACCAGCGTGL---TTTCCARGS 475
CCABCCACCAGAC------- ACTGAATATCCCTA----ACGAGCGTC----TAGTTARCG 379
TTEACAGECGALGCT-~-TCACCAGCAGCTITGAT CCCA -~ -~ ———————~ TCTTTGGAL 430

CAATGGGGCCGACTICA---TALCGCGCAAGCGGC TGO TAACCGATGTGC TEAGCGATAT
TAG-CAGTCGCCAGTTIT--TGCTCALA LA LA TTTCATTCAGCGAATTTGTTCGOTCARA
CAACCTGTGGCCATTCCT--GGCCGGCALAACCACCGGCGTTGAATCCGCCTCGGECGGE
GAAACACGTGGCAGTGGC -~ ToCTOoCALAAGTATCGTICTTIGATGTAT I TCARGAGTT
CATCTTCGATATGGTTG---TGTTGAAACGEET T FAACTGETTTTCGRATCALARCTTCT
CATCTTCGATATGGTTG-—-TETTGALAC GGG TTGAACTGGTITICGGATCARAACTTCT
CAATATTCCGCTGARAGC CATGATCGGTCEAATGCCAGTACTARAGAAMATCATCGAATT
ARATATTCCGTGETCGETGCTGATGEGTAMLGAGTCGTACATALLACATAGCATTGACCT
TAACATGGCTGCATCGGCCTTGCAL - - AR AGCCTCATTCCAARAACARATCTCCGAGTT
GAACCTGATGTGGATGG- -~ TCATGALGCAGGAGCACTICGTIGATACCCTGGLGLGETE

GTATCACCG-TTTCGCCAGCCATCGGTTCTTCGGC TACTTCGACTTCCTTTCGCCGATCT
CTACGAACG-ATTCCCGAATGCAAL L TETACGGTATGTTCGAGATGTTI TACGCCGATST
~TACTGGCA-GTITCCGGAGGCTCGCTTTTCCGGETICTTCAACTTICGCCGGCCGGLET
GTACCAGTC-GTTCAALGRACACALYL CTETTCGFECTGTITFACTTCATGGGGC CAGTCT
GTACAACTC-CTATCCAGATGCGALA L TCATCGGCTACTACGAGC TCACGAAGC CARCCT
GTACAACTC-CTATCCAGACGCGALALTCATCGGC TACTACGAACTCACGAAGC CARCCT
GCATACGARRCACACGGGAT CCCCGG-TATATGETATCTACGCCCTTCGAGATGCCGTCT
GCACTTGCG-COTGAAGCAGCACALGETCTATGGAGTCTTCAACCTGCGGGATCCCCTAT
CTATAATCG-CACTCGACATCACALAC TG TAGGGCTCTTTAATC TACGCACCCCARATGA
TETCAAGGC-TTTTCCTGAT GATALGATAGTAGGACACTACGACATGGTGAGCCCTATCT

209
153
192
221
272
268
191
298
Z15
266

268
247
230
280
331
327
250
358
274
3a5

139



140

Fun.cypama
CYRSI14
CYPSI13
CYP9I12
CYP9I11

Gamb. CYPaEL
CYPIL1
CE Cypacicul
CYP9EZCul
Aed cypadl
CYP2I2
CYPIHL
Diros cYPeCiDro
~ CYP9B1DIo
Hehocvpoalve

Fun. cypoms
CYRSI14
CYPSI13
CYRSI1Z
CYP9I11

Gamb. cYParl
CYPIL1

Cx. CYPOCL1CuUL
CYP9E2Cul

Aed Ccyparl
CYP91Z
CYPIHL

Droscypacibra

 CYP3B1Dro
Helioovpoaive

Fun CYP9Tl4
CYPOT13
CYP3712
CYP9T11

Farmb CYPIKL
CYPOL1
= CYP9CICul
CYP9EZCul

Aed cvparl
CYPOTZ
CYPOHL

Dros CYPICLDro
~ CYP9B1DTo
Helio cypanive

Fun. cvronz
CYP9714
CYP3T13
CYP9T1Z
CYP9711

Gamb. CYPOKL

CYPIL1
CHE.CYPRC1CUL
CYPYBZCul

Aed CYPOIL
CYPOIZ
CYPOHL

Diros. cvracidre
CYP9E1Dro
Helo.cyeaalve

GGGCGATGCGATGGATC GTCTG-GTGATGTITAGCCGT--G---—--~ ATAARAGCTTTAC
CAGCGGCATGGTGCAGTATTAT-AAAAARCAGACCGAT-~-ACC-~-AACGG--CCAGTGE
CCAGGGCATGGTGCAGCATCTG-CTGRALGAAGCGCGT-~-GCG-~—-GFATGARAGCALACS
CCAGACCATGGTGGCGCATTITCGTAGCGALGAACAGARAGCG-~~-GGCGECACCGGCGT
CGCGAACATGGCGARMCATTATCGTGALGALATTCGTATGAALC ---GGCGTGAGCAGCCG
TGACGGGGCGETGOGEACGATC --CoGTCGRAGCTGGG-COCG- - - GACGRAACC---GC
CGACARACATGETACAGGCCCTT-———-—————————- GCACACC---CALCCGGG-—-CGT
CRAGERAGC GATGOAGA G-~~~ -~~~ GTTGGCT---CAbGGEGGEALGGT

TCALLA A FCGAL TG CACCETT-—-Abh--GAGATC GTAGETT---CARCTGRAGCCALD
CACCAGTATGACGGACTITITC---CATTCGGARGE GARAGC -~~~ CGGCAGLAGACTG-
CACCAGTATGACGGACTITATT---CATTCGGARGC GARGGC--~--CGGCAGLAGACTG-
CG--AGGAGGGLGTTATCCACATACAGGAG-CAGTTGGAGCTGTCGCAGGACGCGAGCAT
TH--TAGAGGCGGTGEACTTCGTGCAGC GC-CALCT G-~ GATG-~~--CCGGLAC---TTC
TGCCTGGAGCACCTGASATCCTCCCAGC CTATTGCTGCAGGTG-——-ARBATGC -—-CTT
TITGGAALTGATTAGAGTACTCCGGGGLAAGATCALGGATICT-—-GGEAAACCTTACAT

CATG-—-GAACTEOGTG-ATCTGTATAGCCGTC TGO C GATCTGAT GAGCAGCATTA
TATG----AaCTGALAG-AAGTGTTTAGCCGTTATACCACCGATGTGATTGCGAGCTGCG
GGTGCATGARATGARMG-ATATT TTTACCCGTCTGGCGAACGATGTFATTGC GAGCATTG
GCAGCTGGARATCARMG-ATGTFATGACCCGTTTTGCGAACGATGTFATTGGCACCGCGE
THAACATGALLTGALAG-ATGTGTTTACCCGTTATGCGAACGATCTCATTGCGACCTGLG
CGAGCTCGAGATGAMGG-AGCTGTTCCGCCGGTTCGGLAACGACATAGTGGCGACCTGEG
-GAATCTCAAGTCARAG-ATCTGTTCATCCGCTTCACARACGATGTGATAGCATCCTGTG
CGAACGELAGGLGAAGG-ATCTGTTICARC GACTTGECAACGACGTGATGACCTCGATCT
-GAAGTCGATATTCGTG-ATATT T TCALCARATACTCCAACGACATAATTGCALGCTGTG
~GAATTCAA CAT AL G-ACACTITITCGCGATTTETCTGT FACGEGATCGEALGC TG
—GAATTCAA CAT AL G-ACACTITITCGCGATTTETCTGT FACGCGAT CGCALGC FTGE
CoAACTOOARATCARGG-ATTACTTCACGCGATTCGCCAACGATGTFATTGCTACGGTGE
CGAACTGOAGCTAARGG-ACTTCTTCACGCGCTACACCAACGACGTFATCGCRACGGCTE
TEAGCTGGACATGALAGTGCTT TCAACALGCTIT-COAACGACGTCATTGCAACARCAG
CGACGTGOAAGLCARGA-GTGTGATGACCATGTACGCGAATGACGTCATAGCCTCATGEG

* wr *

101
a3

g3

a7
a7
539
519
509
552
G609
G605
527
632
551
599

157
145
142
laa
lea
598
577
588
&6l0
667
1]
586
691
6l0
658

GGGCCCTETTTGCCATGCGCGACACGC GCT R GCAACATGCGCACTATCCTTAGCCCGE 436
ARATACTTTTCAATCTTACT GETCAAC GETGECCTAACCTGAGGAC CACACTTAGTCCCA 427
GTTCGCTETTCTTTTCCGAGGGACTTC GCT R GECATGLECCGEECCGGGCTTAGTCCGE 418
ACGCTTTGTTTGCALT TAAGGGGACAC GATGGCCEAATATGAGAGC GATCCTTAGTCCGE 448
ATTCGTTGTTCTCGCTCC T HFACAGAAGTGGCGCGATATGC GETCAACTCTFAGTCCTG 505
ACTCGTTGTTCTCGCTCCGT GrACAGAMGTGECGCGATATGCGETCAACTCTFAGTCCTG 501
ARAGTCTCATTTCGCTGC G GATGGTC GATGEALGGAGATGC GCAATATCCTRACACCCG 4138
GCTTGCTCAGTCTGC-—-GGEATCGTC GCT P rARAGCARATGCGCAGCACCCTRACGCCTA 532
ACATGCTCAATGTGATGAGGGATCAGCACTGEAGGALCATGAGGAGCGTCCTFACCCCGE 439
GAGGGCTGCTETTCCTACATGOTCAC GAAT GrARAGCARTGCGEGTCTACGAT GAGTCCAG 450

F 5-TIYACCGGCAGCAARATGCG-3

—=TTTACCGECAGCAARATGOGTAGC - ATGTT T GECCTGLTGAG-—-———— CARRAGCGC SO0
e e e GLGALATGCGIGACCATGTTTCAGCAGGTGET----—-- GFAATGCAG 41
i e b L L L by FAG--ATGTTIGAACTGATGAG------- CRARAGCTG 29
==TTTACCGGCAGCAARATGCHICTG-ATGTTTGL GLTGATTG -~ - ===~ GHAATGCGG 50
—=TITACCGGCAGCAAMATGCOICAG-ATGT T T GAACTGATTGT------~ FFAATGCAG 50
CCTTTACCGGCAGCAAGATGCGGCTA-ATGTTC GGGLTGATCAC - —————— GAGCTACTG 453
COTTTACCGGCAGCAAGATGCGL CAG-ATGTTC GCCATGATCTT-----—— GFAGTGCAG 479
COTTCACCGGCAGCAAGATGOGGALC - ATGTTC GAGCTGTTGE - ——-———— GACGTACAG 470
CTITTACGGGTAGC AAMATCAGRGGA- ATGTTCCAGTTTATCAC---———~ TEFATTATTG 500
CTITCACCGGAAGTCGTATGOGGCAC - ATGGCCGAGTTGGTGET-—-—-——— CABRTGTGC 557
CTITCACCGRAAGTCGTATGOGGTAC-ATGGCCGAGTTGETGET-- - - - -~ CABATGTGC 553
CATTTACGGEGAGC AARA TGO GGATA- ATGTAC GACCTGATCCA-—-———— ATCGTGCAG 470
CTITCACCAGCCTCAARATCCGRCAG-ATGTTC GAGCTCATCCA-—————~ TTTCTGCAL 554
TCTTCACGTCGGCCAAGAT GCHAALC-ATCTICACCCTCATGAAC FAGAGCTTCGCTCAL 495
COTTCACCAGCTCCAAGATGE G CTG-ATGGTHCCCTTCATGA-—-———— GRAGATCGC 542

rrx *



Fun. cyesms
CYP2T14
CYP2T13
CYPa712
CYPaT11

Fatnb, CYPOKL
CYPIL1
(Cx CYPSCLCUL
CYPSEZCul

Aed.cyparl
CYPaTZ
CYPoHL

Diros CYPOCLIDED

~ CYPSBELDro

Heliogypanive

Fun. cypoms
CYP9714
CYP9I13
CYP9T12
CYP9T11

Garnb. CYPYEL
CYPOL1
% CYPICICul
CYP9BEZCul

Aed CYPOTL
CYPOJZ
CYP9HL

Dros.cyracidro

 CYPSBLDro
Helio cyraaive

Fun. cvpoms
CYP9714
CYPSJL3
CYPOTLZ
CYPSIL1

Cratnb CYPOKL
CYP9L1
(. CYP9C1CUL
CYPSEZCul

Aed Cc¥ragl
CYFOJZ
CYPOHL

Diroz CYPIC1Dro

 CYPSELDra

Helio.cvponivz

Fun cypans
CYPaJl4
CYP2J13
CYPaJlz
CYPaJ11

Camb. CTPIEL
CYPILL
Oz CYPOCLCul
CYPIBZCul
Aed CYPaTl
CYPagz
CYPIHL
Dros.crracinro
_ CYPYB1DED
Heliocvpaalve

GCTTTGGEC TG rAA T GrATAGCCTAC CEAT COTRAARAC GAATTTTTTCTFAAAGGCA
COTTTGGC CT GARA T GEATAGCTTTCGTRATAGCACCAACGGCTTTTATAC CAGCGECC
CETTTGECATTCAGGT GAACAGCT T TAGC GAACGT FAARAC GATTTTTATAAACGTFECA
CETTTGECATTARAGT GEATAGCTITCETFAT CC GACCAACCAGTTTATTAGCAT L
COTTTGGCATTALLGT GEATAGCCTRALRALC GC GEATAAC GATTTTTATGTZALC FFCA
CETTTGECATTGAGAT CAACTC GTTC CGCGAC CoGECGAAC GCGTTCTTCACACTCGGCA
CETTTGGETGTGCAC GTCAACTC GTTC CrAGACAAAGATAATGTATTCTTTCGCTATGCA
CGTTCGGCATCGATACTGACTCAGT GCALGATCCGRACAACGAGTTCTTCCGGAATGGCC
COTTTGGTTGGAAAT GARC GTCCTTAGGGAT GECGAARACGAGTTT TACCGCCAGGCTA
CATTTGFAAT CRAGGTTFACTC GTTC CGC AT CC GrAAAATGAGTCTTACAARAAGGCA
CATTTGGAATCGAGGTTGACTCGTICCGCGATCCGGAALMATEAGTTTTACAAGLLGGGCL
CCTTCGGCATCAGCAT CAACTC GTTCAGGE GLAARGATAAC GAGTTCTTCCGCATC GRAL
CCTTTGECATCCAAGT GAATTC CTTCAAGGAT CCCAACAACGAGTTCTTTTCCATC GG
CTTTTGGACTAARGGTTALCTCATTCGATGAC CCAGAGAATGAGTTCCATACGATCGGGL
CCTTCGGGCTGAAT GT AL - -~ CTCCCAGGCGTE GRAC CACGAGTTCTATGTCAACAGCC

wTE AT w * k3

AACGTCTGGC GLAGATTGAT GGCCT----- GCCGGECCTRAAATTTCTGAT L GAC CAL
AGCETATGATTGAT T T TGO GCGTT I TA-A-AGTFCT GCTRAAAGT GCTFEC GTATCGTCT
AANNNCTGCT AT TTTACCAGCTTTT- G- GCCRAGCATTCGTTTTATGCTGTTTAT G
GTAGCGETRAC CAGC CAGGALLGCHING-T-GAMAGT GCTRAALATGCTHEECTTTACCTT
AARARATGAT GECETTTARC CETC CGA-T-TETFAT GCTGAAACTGATTGECTTTCGTET
AGGAGCTFACCAACCTGRATGGCGT----- CCAGGFGCTHAAGTTCCTEECCTTTTCGETE
AAGATTTGTCCAACTTCAGTCGACTTALG-GTGGCGCTCALGATCATGGFATATCALGT -
TTCGATTGTCCGTTACAGCCGGCATC -—-—- CaAGGETTAMAGTTCTTCCTCTCAACCGT
A----ACATATGACACATTTGAATACAT G- GLAATGGETARAGTTTATGATGTTCAGTTC
ATGAGTCACAGARARTACATACTTTCALL-TCGTTGFCGACATTCGTTACTTTACGGTTC
ATGAGACACAGARAATACATACTTTCAAL-TCGTTGGC GACATTCGTTACTTTACGGTTT
AAGCCATGETC C-AGGATTAGCGCCTEETC- - - - GETEETCAAGGC CATGCTATATGCCCT
AGCGCATTTCAGAGTTTACTTTCTGGGG0-——-GGACTCALAGTA-ATGCTATACATTCT
AARCCCT----- AGCTTTCTCACGGGGTCTTC CGTTCCTAAAGTTCATGATGTGCTTACT
AAGCTATCACCAAGTTTAAGTTITC----- AGCCTTTCTAAGGTCCTETTCTTTCAATG

CATTCCGAMAGTGTTT---CoTTTTCTGCGT-CTRAGC GECATGTATALAGLTGTGALC G
GTTTCCGTGGATTAT G- —-GAL L 8 s CTGEAMGTGEATCTGT T TG-ATCGTGALCTGALC L
MNATGCCGCGTGTGATG---CTGARACTGAMCATTGRAACTG-ATGGATALLGLLLTGTGCC
TGECGCCGALLCTGATG-—-NNCGTCTGAMCATTGATTTT-CTGACCCCGRALGLLLLCT
GETGCCGALLCTGATG-——- 44 C TGO CTGEATCTGT T TG-ATC GTGALC AGGGEG
CTTTCCGCGLGTGATG---CoTGCGCTTCGAT TG GTCTGT I TAGC GCG-AAGATGACCL
GTTTCCCAAGCTALTG---GCACARCTACAGAT G- GACATATTCGATAGCACACACGTAC
GATTCCGCCGLAGGTGTTCATATTTTTGGGATTGCGACTGACCCCGCGTGACGTTGCCGA
GTTTCCGCGACTAGCA-—-4 44 A TCCTACGARTTCGACTGTTTG-ACCALLTGLCTACGE
GTCCCATT--TTTGCA-—-A4 44 GTATTCAATTTCGATTTCGTGFAC GCGALTGTGGCAG
GTCCCATT--TTTGCA-—-A4 8 CTATTCARTTTCGATTTCGTGFAC GCGALTGTGGCAG
CTTTCCACGACTGATG---44GGTTCTCCGCATCCAGGTG-CTGGACACCALGLLCATTG
GATGCCALLATTGATG---44GGCACTTCGGGTCCCCGTG-ATGGACATGALTALCGTGE
TGCTCCGAMAGTT T T T-—- A4 TTTTTTCAAGCTGACTATC-TTTGACTCCACCALTGTTG
CCTGCCRAGTGTTGCT---CAGAA G TGAMGATGTCATTG-GTGC CACGTGAGTGTTCAG

*

AATTTTATCTGGATGCGETGAGC COTAACATTARACTGCGT AL CCALACCGTATTACCE
GCTTTTTTGCGGALATTGTGCTGOARACCGARRRRACCCGTRLALCTGCAGGGCATTGT L
AGCATTTTCATGCGATGAT TATGLATALCATGARRGTGCGTFALGARALAGGCATTGTGE
GTTTTTTTHNNGATACCATTCTGGAAACCATGC GTACCCGTGCGGATALAGGCATTTTITC
ATTATTTTACCGAAATTATTCGTGATACCCTGARRACCCGT AL GC GCATGGCATTGTGE
GCTTCTTCCGACACGTGETGATGGATACAATCAC GCAGCGTRALCAGCGCGGCATCGTGE
AGTTCTTCACCGAAATGTTTAGGCAGTCTGTTCARGAGC GAGAL GAGCATGGTATTGTGE
CTTTTACGAGGACATCACTTTATCCACCTGTTGA-- - - - - - -~~~ ——————— - ——
ATTTCATGAGAGAAGCAGTTCGTATCGTAATTCARCAGCGTAGAAGAACLLTCTTGTGA
GTTACTTCALLLLGTTGATTTTGGATAATATGGACCAGCGCALTALGCALGGTATCGTTE
GTTACTTCALLLLGTTGATTTCGGATAATATGGAC CAGCGCALLLLGCALGETATCGTTE
ATTACTTCAGCAGCCTGETCACCGCGGCGATGAGGTACCGCCAGGAGCACLLLGTGETTA
ACTACTTCALLALGCTGGTCTICGGTGCCATGARGTATC GALAGGAGCAGLGTATCGTGE
AGTACTTTGTACGCCTGGTGGTGEATGCTATGCAGTACCGGGAGALACACLLTATCACCA
ACTACTTCTCAAATGTGGTGCTGACCACGATGARGGACAGAGAGAL GALCLLGGTCGTAC

w

141

217
208
Z0z
226
ZE6
653
637
628
670
727
723
646
75l
a70
715

272
Z66
z2al
Z54
254
713
625
653
725
786
782
gL
g0ne
725
7

328
322
jla
340
340
769
751
743
781
g4l
337
757
g6z
781
GZ6

388
382
376
400
400
gz9
g1l
7
341
a0l
397
17
9Z2
G541
gga
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Fun. crpoms
CYP9Il4
CYP9IL3
CYPRI1Z
CYPSTLL

Gamb. CYPIKL
CYPILL
'y CYP9CLCulL
CYPSEZCul
Aedocypagl
CYP9I2
CYPSHL
Dros.cypociDre
~ CYPIBIDro
Helio cypanive

Fun. cvpoMs
CYPoIl4
CYP9IL3
CYPRI1Z
CYPSTLL

Famb. CYPIKL
CYPILL
Cx CYPIC1Cul
CYPSE2Cul

Aed crrarl
CYPoIZ
CYPYHL

Diroscyreciiro
CYPSELDro
Helio c¥Poa1vz

Fun. cypoms
CYP9T14
CYPOTL3
CYP9T1Z
CYPITLL

Gamb. CYPOEL
CYPOLL
C® CYPaclcul
CYP9EZCul

Aedcyrarl
CYPOTZ
CYPOHL

Dros cypocibra
~ CYP9ELDro
Helio. cvronive

Fun cyrons
CYPOT14
CYPOTL3
CYP9T1Z
CYP2ILL

Gamb. CYPIEL

CYPOLL
Cx.CYPICICUL
CYP9E2Cul

Aedcyrodl
CYPOTZ
CYPIHL

Droszcyracibro
CYPYELDro
Heliocvroalvz

CGGTGGAL---CAGAAAGGCGAMGGCAMACTCAGCTGEGAAGATATTGATATTGCGLGCR
ATGTGGGCGCGETEEATAGCCAGCATTATCAGACCATGACCCAGATGGA-ACTGETEEER
CGGETGGE----CAbnA A GCGATTACCCGTAA--TEFAGCGALLALGA - ACTGETEEEE

ATGTGGGC------ CGTCGTGCGCATGAT CGTGTGT GrAGC GATHNNGA-ACTGATTGCG
ATGTGGGC---CAGACCGGCAAMGGC CTGCAGA - —-TFACCRALCTGGA- AATGETGER
CGGETTGAC-——————————————mmm TGGACCGACGACGA-CCTAACCGED

ATGAGCAGRAGATTCTTCCGEAAGATAT GETCAAGCTCAGCGAGAATGA- AATGATAGCA
—————— GTCAG--T-TAC--—-ACACC----AMATTGFACCCACGACGA-CTTCGTATCA
ACGTAGGCAAL - -TCTAC--—-ACATTCCAGGATTTGRACGGACAACGA-GCTGATATC:
ACGTAGGCAAL--TCTAC--—-ACATTCCAGGATTTGRACGGACAACGA-GCTGATATC
———————————————————————————————— GAGTTCACCGCCGATGA-CTTGCTGGCC
———————————————————————————————— GAATTCAACGATGACGA-CTTGCTGGCC
————————————————————————————————————————— GACGATGA-GATCGTGGET
ACATTGGT------ AGAAAGCALCAC AL TTATGAATGEACAGACTCGGA- CCTAATAGCG

CRACCGCGAGCTTTTTTTTTGGOGG-CATTGAML-CCACCACCACCCTGCTGTGETTTGE
CAGTGCCTGATTITTITITCTGGC GGG TTTGATA-COGTGECGALCTGCCTGACCTITCT
CAGTGCTTICTGTITTTTCTGGC GGG TTTNNHA-CCATTAGCACCGCGCTGEGETTITCT
CAGGCGTTTATTTITTTTTTTGC GGG TT T AAL - CCATTAGC TGFACCCTRAGCTTTGE
CAGTGCCTGATTTTTTTTCTGGC GGG TTTGATA-COGTRAGCACCTGCCTGACCTTTCT
CAGTGCACCGTGTTTTICTTCGGL GGGTACGATA-CCGTGTCCACGTTGTCTGCATTTAT
CAGTGTCTGCTGTICTICCTIGE TGO TTCFACA-CAATCGCAACATCGATGACATTTGT
CAATGTGCCGTATTTGTATTTGETGGCCTIFACA-COGTFACALATATTGCCTCTTTCAT
CAGTGTTTCTICTTITTICTTTGCCGCATTCGATA-ACGTATCCAGCATCCTGACTTTCCT
CAGTGTTTICTICTITTICTTIGECGCATTCGATA-ACGTATCCAGCATCCTGGCTTICCT
CAGTGTCTGCTATICTICTTIGEC GG TTTFAGA-TTATCTCGTCGTCCTIGTGETICCT
CAGTGCCTCTTGTICTTCTCGGCAGGATTCFAML - CAGTGECCACCTGCCTTAGCTTCAL
CAGTGCTTCATTTTCTICTTCGCCGCCTTCGAARACAA CTCCAATCTGATCT-GTACCAL
CAAGCAGCGTTATTCCTATTCGCCGGCTTCGACA-CGGTITCCACATCCATGTCGTTCCT

GAGCTATGAACTGAGCATTAACCCRAGCATTCAGGATCGTCTRCGTRC GRAAATTGAT A
GGCGTATGAACTGACCCTGAA CCGTGATATTCAGGAT CGTCTGTATGALGAAATTETGGC
GGCGTATGALCTGATGCTGCATC COGAAGTGCAGGATCGTCTGTATGAAGALATTGTGGG
GCTGTATGAACTGGCGETEAACGATCATATTCAGNNNC GTCTET T TAAGAAGT GCAT A
GGCGTATGAACTGACCETCAACARAGAT GO GCAGRACAARCTETATFAAGAAATTCGTGC
GGCGCACGAACTCGCCGTCAACCCGEAC GTCCALGAGC LT GEGACGAGATCGACCE
ACTGTACGAAGTGACGCTAGCACCGGAARTCCAGCAGC GTCTGTAC GAGGAGATCCALCL
GGCCCATGAATTGGCCATTAATCAGCACGTCCAGGTCAAATTACGCFAAGAAATCGAGTC
GTCTTATGAGCTTACCGTCAATCAGGATATTCALCGACGTCTCTACGALGARATTGCAGT
GTCTTATGAGCTTACCGTCAATCAGGATATTCAACGACGTCTCTAC GAAGAMATCGCAGT
CACCCATGAACTCTCCTTGAATC CCACGGTGCAGGACAGGTTGTATGAGGAGATCATTTC
CAGCTACGAACTTATGATGAACCCOCGAAGTCCAAGAARARTTGCTCGL GRAGATCCTGGC
CGCCTACGAACTGCTTCGCAATCTCGACAT CCAGGAGC GO TTATATGALGAGGTTALGGE
GCTGTACGAATTGGCAGTCAACCCTGAC GTACAGGACAGGC TG TECAGGAGATTAGGGL

ARCCCGTGAAGALCTGFALGATGGCALAMCCCCGACCTATGAAATTCTGCAGALL LT GAR
GACCGATATTGATCTG--CAGCAG-AMACCGCTGACCTATGAAGC GCTGCAGCATATGAL
COTGEATGAALALCTG-—-AACGECAMACCGCTCAACTATGAAGC GETGCAGGGCATGCG
AAGCGALCAGAGCCTGEAAGALGECAMAAGCCTCAGCTATGAARAACT GCAGAGCCTGCC
GACCAGCARARGCCTG-—-GGCGECAGCAGCCTRACCTATGAT GCGCTGCAGALCAT GCA
COTGCGCTCALC GATCGGCAGCGCCGACAAGCTTAACTACGAMACGCTCCAGTCALTGCG
AGTTAGCGAGACATTG-—-GATGGCAMAGCGCTCACCTACGATGCTCTGCAGGGTATGC G
CATATTGALCGATAGA---GATGGACAATCAGTCACTTATFAAGACATTCACTCCATGGT
AACCGAGTCALCCCTC-—-AACGGCCAACCGATARCCTACGAAGCTCTTCAGALGATGGC
AACCGAGTCALCCCTC-—-AACGGCCAACCGATARCCTACGAAGCTCTTCAGAAGATGGC
COTGCACGAAGAGCTG--- A0 GETCAACCCCTCACCTATFACAAGCTCACCAAGATGAL
COTALAGGAGCAGCTG---GoTEAGAAGCCACTAGACTACGACACCCTATGRGCATGAL
ARCCCAMGAGGCACTA-—-AAGGETGCACCCCTCACTTACGAC GLCGL GLAGGAGAT GAC
GTATGATGAGRAG-——-—— AACCATGGGAAGATTGATTATAATGTCGTICAGAGCATGAC
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549
537
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567
963
975

978
1059
1055
933
1044
913
1044

614
603
596
632
626
10zZ2
1034

1037
1118
1114
99z

1103
977

1103

674
aaa
656
6oz
[S1=1
1082
1054

1037
11758
1174
105z
1163
1037
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734
TE5
713
75E
743
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1151

1134
1235
1231
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1220
1054
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Fun cypoms
CYP2T14
CYPOJLS
CYPRTLZ
CYPOTLL

Gamb cvparl

CYPLL
CECYPaclCul
CYPIB2Cul

Aed cypodl
CYPRIZ
CYPHL

Diros CYPICIDED
CYPSELDED
Helio.cvroalvz

Funcypons
CYPOTL14
CYPSILE
CYPSILZ
CYPSILL

Gamb CYPSEL

CYPILL
C®.CYpocicul
CYPSB2CuL

AedcyroTl
CYPIIZ
CYPYHL

Dros.cypocipra
 CYPSBELDza
Hehocyroalve

Fun cvpoms
CYPOT14
CYPOTL3
CYPaOJ1Z
CYPOTL1

Gamb. CYPIKL
CYPOL1
CE CcYPaclcul
CYPOEZCul

Aedcypanl
CYPOTZ
CYPOHL

Diros CYPACL1Dro
 CYPSELDro
Helio. cvponivz

Fun cypams
CYPOT14
CYPOTL3
CYPOT1Z
CYPaT11

Gamb CYPIKL
CYPALL
Cx CYPIcC1lCul
CYPOEZCul

Aed CcYPagl
CYPaTZ
CYPOHL

Dros.cypacipre
CYPYELDro
Helocreaalve

S-GATATGGTY GTEWSCOAR ACECT-3

E

ATATCTRGATATGGTGGTRAGC FAALCCCT)
ATATATRGATATGETGETRAGCGAALCCCT)
TTATATRGATATGETGGTRAGCFAALCCCT)
GTATCTRGATATGGTGGT RAGCGALLCCCT)
GTATATQGATATGGTGGT RAGCIGALLCCCT)

CTATCTHGACATGGTCGC QAL CGAGACGLTCCGLALGTGRACACCGGCACCGTTCCTC A 1202
GTATCTOGATATGGTTGTATCGALL CGCTRC GCALGTGGETCACCATCACCAGGTACCRE 1211

GTACTTQGACCAAGTTCTIACAGAAL CTCTICGCARATGGCCCCAGGCGATTTTCATCGA 1214
CTACTTRGATATGGTTGTATC GEAGACTCTTC GTARATATC CCACAGCGACTCTRACGRL 1295
CTACTTGATAT G TAGTATCHEAGGCTCTTCCTARATATCCCACAGCGACTCTRACGA 1291
GTATCTRGACATGETGGTACTCGAAGCACTGCGTARATGGCCACCATCGATTTCCACCGA 1169
ATATCTRAACTGCGTGGTHTCCFAGTCGOTIFAGARAGTHGCCACCGGCGTTCATCGTGEA 1260
CTACATRGACATGGTCATQTCCGAGT CCCTIC GAARGTGGACCCTTTCGGCAGCAGCAGL 1154
GTATTTGATATGGTGETIICTISAGGFACTIFCGATTATGGC CCCCAGCTGCAGTTGTAGA 1277

CCGCACCTGCACCALACCGTACATGCTGAGGACTATGAC GGCCGECGGGETHCAG- -~~~ 1257
TCGARTGTGCAACCAAGACTATACTATTCCCGGTGAT-—-——- CCAGACATCGTT----- 1za0
TCGCGTCTGTACALAACCGTATGATCTGALCGTIGATGGTCGAATG-ATTTCGE--—~--~ 1267
CCGTTACGTCAACALGGACTACGTCTICFATGAC GAAGAAGFACTGCGCTTCGTC - - -~ 1350
CCGTTACGCCAACALGGACTACGTCTICGATGAC GAAGAAGGACTGCGCTTCGTC - ———- 1346
TCOTGAGTGCCOTCAGGATATTRATTTGTTCGAT AL L AT GGTCAGAAGTTGTTCTC--~- 1226
TCGAATGTGTGGGTCTGATTTCCAGTTCALGGAT CAGGAA GGCGAGGT GETGETTAL- -~ 1337

CCGGCTCTGC GLCAAGGATTACACGCTCACAGAT GATGAAGGCACCAAGCTTTTCGA-—- 1211
CAGAGTCTGTGTAALAGLCTACAATATTFFAAGACCCAATGALCAGGCTACAAAAGATTT 1337

-=---CTGLAGCCGGGTGAC GGTCTCTHHATACCGGCCGLGGCCATCATGCGCGACCCGLA
———=-ATTCCCAAGGGTGCTACCGTGTITATCCCGATTGCTGGTTTGCATTATGATCCTCG
————— TEAAGCALGETEACA CAATTTERATCCCGGCTCTTCCTATGCAC CFAGATCCTCG
———-ATCGAARAGGGCAAARCCATTTGGATCCCAATGCTAGCCCTTCACCACGACCCGAL
———-ATCGARRAGGGCAALL CCATTTGGATCTCAATGCTAGCCCTTCACCACGACCCGAL
---CGCCCGARAGEGTGAT G TCTTGCAAATACCTATCTTCTCGCTCCATCACGATCCC Gy
-—-CCTGCGGGAGGAC FACTTAGTGCACAT CAACGTGRGGGCACTTCATCACGACCC G
——-GTTTAAGGCAGGGGATARTATALACATTCCCATCTETGGGTT FLACTGLEATRAGE &
GATTATTCATACCGGCCAGGCTGTGECAATATCTCCCTGGTTGTTCCACAGGAACCCGAL

GCTCTTCOCTGAGC C GFATCGGTTCTGRCC FRAGCGETTCGAGE CFFAATCGGCCGETGE
TTTTTATCCAGATC CAGATCGTTTC GATC CAGAACGTTTCAATGAT FAG-AATARGCACR
CTACTTCTCAGATCCGGAAGT T TTTCATC CAGATAGATTTGCTTCAGAT-COGCG-~Chd
GTACTTCCCGGAGCCGGAAC GTTTCGATCCGEAGCGCTTCAGC GARGAC - ACCEATC Gy
GTACTTCCCGGAGCC FFAACGTTTCGATCC FRAGCGCTTCAGE G GAC-AACCGATC G
GAACTTCGAGGATCC GRAGTTCTTCAATCC GRAGCGCTTCGCAGATGGT - -~ CAT---~-~
TAACTTCCCGGAACCCGAGCAATTCCGACCGLAGCGLTTTCAC GAGFAG - - - CACAAGC S
CTTCTTTCCGCAACCCCAGAGGTTTCACCCAGAGCGATTTAGC GARAGG---COTAAL LD
GTTTTTCCCCGALCCCGCCALGTTC CACCCTALAGGTTCTCACCAGAL---AACAGACY

13135
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1322
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12535
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1373
1375

1379
1465
146l
1335
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Fun. pypoms
CYP9I14
CYPOIL13
CYPOI1Z
CYP2J11

Gamb. cypoKl
CYPILL
. CYPOC1Cul
CYPYEZCul

Aed cvpogl
CYP2IZ
CYPIHL

Dros c¥PociDro

~ CYP9B1DIo
Helo cvpoaive

Fun. cypoms
CYPOT14
CYP2J13
CYP2J12
CYP9I11

Gamb cyPoKl
CYPOLL
Cx CYPACLCuUL
CYP9EZCul

Aed cypagl
CYPOIZ
CYPYHL

Dros.cyrociDro
CYP9E1Dro

Helio.cyraalvz

Fun.cvroms
CYP9T14
CYPOTLS
CYPOT1Z
CYP9T11

Gamb. CYPOEL
CYPOL1
Cx.o¥Pocicul
CYP9EZCul
Aed cyparl
CYPOTZ
CYP9HL
Dtog. CYPAC1Dro
 CYPSELDED
Helio cvpaalvz

Fun.cypons
CYP9T14
CYP9T13
CYPOT1Z
CYP9T11

Gamb. CYPIEL
CYPOL1
. CYPIC1Cul
CYP9EZCul
Aedroypaal
CYPOTZ
CYPOHL
Droscypocibro
CYP9ELDro
Helio cvpoalvz

ACCGGTCGACTCGTCCGOTATGCTGGCATTC GGGCTCGGCCCCCGTAACTGCATCGGTTE 1433
ARATTCCGCTCGGAGCATATCTCCCG--TTTGERATAGFACCTCGCAATTGCATAGCGTE 1433

TGACCTGLGCGATTITGTCCTTATGGCT I TTGE AT TECCCTCGELCTATGCTIGEGTAL 1439
ARATCGTTCCGEGTACGTATCTTCCG--TTCGGGGCAGGACCTCGAAGCTECATTGGACT 1523
ARATCGTTCCGGGTACGTATCTTCCG--TTC GEGECAGFACCTCAAGCTECATTGGACT 1519
~GCTCTAGAGTCCCGTETTTACATGCCCTTCGGAGTGGGTCCTCGCAACTGCATTGCAL 1354
CoAGATCC GECAGTTCACGTACCTGCCCTTTGLAGTGGGCCALCGALGCTGCATAGGCAL 1511
AGATTTGATACCCTACACATATTIGCCATTTGRAGTCGRACCCCGCAGCTECATTGGARL 1385
CAAMATCCAACCTTTTACCTATTTTCCTTTTGGCCTGGGGCCAAGGAATTGTATCGGTTC 1514

GCGGTTCGCGCTRAT GFAGAC GRAAGGCGGTETITITCTTCCTGCTGACGCACTTCCTGCT 1493
CCGCTTTGCTCTRATGGAGGTGAAGGCCATCGTGTATCATATACTGTTALACTATGAGCT 1493

TCGATTTGCTTTGATGGAGATCALAACCATGTT T T ICTHGCTTCTAACARAGTTICGAGTT 1499
GAGGTTGECACTET TG FAGGTCAARATGGCTCTGTACCACCTGETCALAGATTTCAACCT 15583
GAGGTTGGCACTGT TG FAGGTCAARAT GG TCTCTACCACCTGETCARAGATTTCAACCT 1579
TCGAATGGCACTGAT GEAGCTCAALTCAATAGTATACCAGTTGCTTTTARATTTCARACT 1454
CCGGCTHFECTCTCAT G FAGGTAAGTCCCTCATCTICCAGTTGGTCCTGCGCTACCACCT 1571
TCGCTATGCTETGATGCAGGCCALGGGTATGCTCTACAATCTAATGCTARATTACAAGAT 1445
TCGETTICGCACTITCTCAAATCALAGTAATACTGTACCTCTCATTCGEEAGATGEAAGT 1574

GEAGGCGGGCCCCCGCACTCAGCACCCGATC -COGCTRAMGARGTC CAGCCTGGFACCET
TARACGCTCCGAGCGTACCTCAGTICCGGTT-AAGCTGECAARA GEATTTTCCCCACTGA
AACACGATCTGACARGACTCALCATCCACCA-AAGCTGEGTARAAGTCTCATFATTCCGE
GLAAGCGTCOGAGARAACGCAGATCCCGCTG-CoGCTGTCCAAGAGTGCGTTCACTATGE
GrAACCGTCORAGARARCGCAGATCCCGCTA-COGGCTGTCCAAGAGTGCGTTTACCATGE
ATTGCCAGCTAMRAGGACTTCTCGCGATTTGCTGAAC GACA-TAAGGEETCATGETTTGA
GAAGCCTACGGATCGCACTCCGGCGRACATCATGAGCAGCATCTCC GGTTTCCGACTGET
TEAGGCGTCACCGAGARCCACCAGGGATATG-TEEGAAT CAGCAC GAGGGTTCAATATAL
ATACCCCTTCGAGAAGACALTATATCCTCCA-CAGTTGTCTARAGACCGATTTAACATGE

GCGCCGAGAAGGGETCGTGEATACGGTTCCGETTGC GLAMGTAG - - -~~~ —————————
AACCGEARAATGOCATGTACCTCAAGT T TAATCCAAGGAT GAAGAATTAR - - - ————- -~
AAGTARARGATGEATACTGGCTOAACCTCALATTGAGGAMATAS -~ -~~~ —— -~ - - ——
AAGCGEARAATGGCGTTTGECTECAACTCALGGC TAGAC CLARA GCTTAGACCAAATGAT
AAGLGGARAATGGCGTTTGGCTOGALCTGALGGC TAGAC CGARL GCTTAGACCAAATGET
AGCCGAAGAATGGCTTCTGECTEAAGTTCGAGGCACGTCAATAL - - - -~ - -~~~ —— = —=
GCOCCGGEAGCTG-TTCTGET GLAAGT T GEAGTCCOGTGRACCCGLTTAATTARLAACAC
TTCCTACGACCGGATTCTGGATGCAGTTGETGTC GO GTAMATAGGAT GATGTARAATC GA
ACTTAGAGGGAGGCGCCTGEETCAGGCTICGAGT TCGTCCAGAARAATCTTAATTAGE T
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1635
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Figura 35. Alineamiento completo de secuencias de proteina de la familia CYP6 y CYP9 de

insectos.

Los residuos conservados estdn marcados pro cuadros. Los residuos idénticos o
altamente similares estan marcados con asteriscos y puntos. Fun: A. funestus. Gamb: A.
gambiae. Min: A. minimus.

Fun. cveer1
CYPGP2
CYPGES
CYPGP4
CYPEYL
CYPENZ
CYP&ML
CYPEMS
CYPEMT
CYPGARZL

Gammb. CYP&P3
CYPEEL
 CYPEPZ

Min cypse?

Fun. cvroLa
CYPIM3
CYPOT14
CYP9J13
CYP2I12
CYP9J11

Gamb. cyroKl
CYPOLL

Fun.cyesrl
CYPGPD
CYPEES
CYPET4
CYPETL
CYPGHZ
CYPGEHML
CYEGME
CYEGHT
CYP6ALS

Gatnty. CYPER3
CYPGZ1
CYPGRZ

Ifin.cYrsp?

Fun.crrona
CYPOMS
CYPT14
CYPOTLS
CYPOTLZ
CYPOT11

Jamb. CYPOKL
CYPOLL

——————— MELINAVLAAFIFAVS IVYLFIRNEHNVEDNGFPTAFPNFHFLFGHAEGQAQT 53
____________ NILYTIGLIVAFYFLALEYVYSYIDRUGLINLRFEIPYG---NLEILA 45
——————— MELLTLTLSLLVALATGLYLFVENRYNVISHRFPTLPNQELLFGHVEGYNTE 53
——————— MELVTTILSLLFVLASGLYWFLRNEYNVITNRGFPTVFNOELLY GHVEGTNTE 53

MEINLMYVIGIVAVLVALYVYLTHNND FFEEYPIPCLPVEPLFGSEROFLLEEISFSEFV 60

FDDPLTGHLFALE GOPWELMROELTFTFT A GRMEQMFGTIRDYGLELEKCHE - Q3YHAPE 172
HSDPMSANLFALP GORWENLEARLTPTFTSGULFHMLPTFLAVGSELE QYLERLANEEQT 165
EIDPLSGTLFALQGEAVEILRQELTPTFI S GEMEQHFATVLEVAERLGQHVA-THT -~ 170
EVDPLAGTLFALQGEPVEILRQELTETFT A GEMEQMFITIRDYAEQLGTYVD -EHLHOEE 172
——————————————————————— FIGSFMROMFSLIVECRENNIHS LAHS —---—--40E 30
——————————————————————— FIGSFEMRSNFGLLSESAGDAMDRLVHFS-FDE--3FT 34
——————————————————————— F--ARCYTHFQOVVECSSGHVQTTEEQTDTH---GOC 31
————————————————————————————— rOMFELM3ESCOGMVOHLLEEARADE - 3KQV 29
——————————————————————— FIGSFMRLNFALTAECGQTHVAHFRSEEQFAGGTGYO 37
——————————————————————— FIGSFMREQHMFEL IVECSANMAFHYREETRMNGVISFE 37
FGRALFAMRD TENENMETILSPAFTGIFMRLMFGLITS Y CDGAVRETIRSELGAD G--TAE &1
FEEILFNLTGORVENVETTLSPTELGSFEMROMFANT LEC 3DV ALAHPT---—-- GRE 174
FTGSEM
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Fun.cyreerl
CYFGPD
CYFGPS
CYPEF4
CYPETL
CYFENZ
CYFEML
CYFEMS
CYFEH?
CYPGAAL

Zarrnb. CYPEP3
CYPEZ1
 CYPEPZ

Wl cypep?

Fun.cypoLa
CYPSM3
CYPSI14
CYPSTL3
CYPST1Z
CYPSTL1

Jamb . CYPIEL
CYPSL1

Fun.cyesr1
CYPEPS
CYPEPS
CYPEP4
CYPEYL
CYPENZ
CYPEML
CYPEME
CYPEMT
CYPEAAL

Gamb CYPEP3
CYPEZL
 CYPEPZ
fin. cyesr?

Fun.cvrora
CYPOM3
CYPaT14
CYP9IL13
CYPOT1Z
CYPOILL

Camb. CYPOEL
CYPOLL

VEMFDILGRFTTDVIGTCAFGIECHTLETTD SEFREYGNEAFELN-THIMMETFLASSYP 231
VDMRD IVSRY VLD VVASYFFGFEANCLHD PDDAFEVALED LNNPD SFMNNIRTAGVFLCP 225
MEMFDVLARY TIDVIGTCAFGIECHTLEN PR SDFLEYGNEYFEQE-VATHIEIILVLIGE 229
LEMEEILVRY TIDVIGTCAFGIECHTLED PR SEFLEYGNEYLDOE-VATHIEIIFINVIE 231
CELEGLFINFTNDVIASCAFGVRLNTFQDRDIVFFRY GENLTNFGRLAVFLEINGYQVEFP 20
MELFD LY SRLGND VMRS SIS FGVEVD I LTDRENEFFLEGERLAQIDG-LPGLEFLIATTIP 23
TELEEVFIRY TIDVIASCAFGLEVDIFRD STHGFY TS GORMIDFARFEVLLEVLATRLFP 91
HEMFD IFTRLANDVIASTAFGIQVHIFIEREND FYFRGILLDFTSFUF SIRFULFIDIP 59
LEMEDVHMTRFANDVIGTAAFGIEVD 3FRD PTNOFIMARS VTS QESXVEVLEMLGFTFAF 237
HEMFDVFTRYANDVIATCAFGIEVD 3 LENADND FY VI GEFIMMAFNREF IVHLELIGFREVVE 97
LEMFELFRRFGND IVATCAFGIEINIFRDRANAFFTLGEKELTNLD G-V GLEFLAFSSFP 120
CEVEDLFIRFINDVIASCAFGVHVIIFRDFDIVFFEYGED LENFSRLEVALEINGYQVFE 2354

VEEGEVGHTORELAAAFIFFLAGFETSSTTQSFCLYEL
——————————— ELAAQVLIFFLAGFETSSTTLSFCLYEL

PDIQERLEDELNREAIETN
PDIQERLRQEINQAIEEN
PGIQDRLEDEITRAIDDN
PDIQERLREEIERGYEDH
QDVODEARQCYEETLOEY
QIQQFRARQCVLDAVEFH
NPEIQEKGREKCVEEILEFR

PDINERVRAEVLEKLELH
PDIQERLREEINFATAEN
AEAMAFLOREVDEMMERH
PDINERLRREIERAVEEN
SELQERLREEINFALEAN

LGEGEVGHTONE LALQAFVFFLAGFETSSTTQSFCLYEL
=SSCEETLTDAQCAMIVFLFYGAGADTSTGTITFTLHEL
IGKGEVGHTMNE LAAQYFIFFLAGFETSSTTHNFC
VGEHGEVGHTONE LAAQVFIFFLAGFETSSTTHIEC

------------------------------------ LLLOARENTLGAEKHDDETLQ- -
------------------------------------ LLMOAKEGILERHKEQEE §----1
------------------------------------ TLMOVEERGMLSHORD - -EFDV--K
———————————————————————————————————— LLMOAKKGSLEHOQAEEFKOEXGT
------------------------------------ LLMOARKGTIKREQRETEDRE - ~E
------------------------------------ LLMQARE(ELRFDENENIETH- -
------------------------------------ LLIQARKGOLRYOPUESEETDG--
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Fun cvrer:1
CYPGED
CYPGES
CYPEP4
CYPEY1
CYPENZ
CYPEML
CYPEME
CYPEMT
CYPGALS

Gatnb. CYP&P3
CYPGZ1
 CYPEP2

Win cyesp7

Fun.cvpona
CYPOM3
CYP9T14
CYPRTLE
CYPOT1Z
CYPOT11

Fatnb. CYPIEL
CYPOL1

Fun cyresrl
CYPEPD
CYPEPS
CYPGEP4
CYPEYL
CYPENZ
CYPEML
CYPGEMS
CYPEM?
CYPGAAS

CGamb CYPER3
CYPGZ1
CYPEPZ

Iilin, CYPERT

Fun CYPSL4
CYPOM3
CYPST14
CYPJ13
CYPOJ1Z
CYPaJ1l

Gatmb.cyparl
CYPIL1

DGELTYEVVHGQEYLGOVVHNETLFEY PP LETTLREYTAQDYRIPGTDHY I FENVGVQVEVE
DGOVTYDVAMN I QY LDDVINETLRFEY PPYESLERYPAVDYYIPGTFHVIFERTLVQIPVH
GGEVTYDVAMNIQVLDHVINETLREY PPYETLTREPAHDYVWIPGTFHIIFPEGAIVQIPIY
GEOVTYEMVHNEN QY LDV INETLREY PP IERLERYPIRDYTIPGTFHVIFEDTFIQIPVY
GGEL3YEAVIDHSVLDOCINETLFFHPPYAT LERNADFDYRLPD S GLLLFRGOEIMIPIY
G-GLIYEALMDHMPYIDORINE SLEEYPPGANLIROYIEQDYRYP GTDVTFPEGIIVHIPVY
NGEMTYEAILDMEYLDQILNETLREY P Y PMHFRMTTQDYRYPNTDSVIEAGTRVLIPIF
NGEMSYDAVVDMEY LD QILNE SLRFEY PPV PYHFRYASFDYQVP GTEIVLEAGTAVHVIVH
NGELTYDAVHEMHY LD QIPFE SLFEYPPYPYHFRTTRFEY QWP GTRTVLEAGTSVHVEVY
DNQITYDALKEMTYLDQVINETLEMY PPVPOLIRVATOPYAVAGTNVTLDFD TMLMVE LY
GGEVTYDVVMN IEY LDHVIDETLREY PEYERLTRYPAVDYLIPGTFHVIFERTLVQIPAT
HGEITYDNITGMEY LD LCVEETLRIVPALAYLNRECTIDYEVPDADTVIRKGTQHIIPLL
GGELTYDVVHGTEY LNV VDETLREY PP LETYTRAPEHD Y TVWP GTAHVIFEGTHIQIPIY
GGELTYDVVHGIEYLNEVVDETLRFEY PP LERITRAPEQDYTIPGTFHVIFEGTHVQIPIT
——-FATARESNDEENLF GHVVTLSEAEMVAQCLIFFLAGFD IVATSMAFLMYELTIAPDT
DAGFITAQTHAVEQEG-EGEL SWED IDIAGATARFFFGGIETTITLLCFASYELSINDP ST
AEGFATAQESDYGAVD S QHY QTMTQMELVAQCLIFFLAGFDTVANCLTFLAYELTLNFD I
DAGFATVHE SAVGEFA--ITREWSEKELVAQCFLFFLAGF X TISTALGFLAYELHLHIEV
GDGFATVEE SHYGRRA--HDRVWSDXEL TAQAFTFFFAGFETISWTLIFALYELAVNDD I
VEGFATVEESDYGOTG--EGLOMTELEMVAQCLIFFLAGFDTVITCLTFLAYELTVNED A
3R -
——-FATARESNEQKILPEDMVELSENEMIAQCLLFFLAGFDTIATSMTFVLYEVTLAPET

PEFGEGE
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ATQHDPEHRYPD PERFDPDRFSPEEYEFRHPFTFLE FGE GPRVCIGLEFGVHIOTEVGLITL
AIQRDPDHFPDPERFDPDRFTPEEVEERHP Y VY L= ===~f=========s==c======
ATQRDPEFYPEFDOQFNPDRFLPEGYEQRHFYVFLF -——--—F-——-——-———————————-
AMHHDSTHFPD PEQYRPERFSPEEVAKRD FYCYLPFGDGPR= === = s s e s s mm s mmmm—a
ATHHDPEHYPD PERYDPDRFAADASEARKPYSFIFFGEGP-——-——-———-————————-
AIQRDSDIFPEFPERFDPERFSPEEEAKRHP FANI === === s mm e e m e
ATHHDPAVFPD PERYD PERFSPEQEAKRHFYANTF FGEGP-——-——-——-————————-
ATHRDPEHFPNFDLFD PDRFTPEEEAKRHPYANTPFGEGHF === ===c==mmmmme e
ATHHDATIYPD PERFDPDRFATDALHSFHTHAFLPFCEGP———-——--—-————————-
AIQRDPDHYPD PERFNPDRFLPEEVEERHF FTFIFFGEGPRICIGLEFGLMOTEVGLITL
GIEMNEFYFPEPELYSPERFD-EATFENYDADAYYF FGAGPRNCIGLRQGLLLSEIALVHY
ALHHDAQTYPD PERFDPERFRPEVANARPAYVYMF FGEGPRICIGLEFGIMOTEVGLITL
ALHHDPEYYPEPERFDPERFQPEVANARPPYVYME FGE GPRICIGMRFGMHOTEVGLITL
QORLYEEILOASESFG-WESLTYDALQGHEYLDIVY
ODRLRAEIDETREELEDGETPFTYEILOQEHKYLI
QDRLYEEIVATDIDLOQ-QEFLTYEAL QHMEYMDIVY
QPRELYEE IVGVDEELN-GEFP LNYEAVQGHEYHIY 3
CEFLFEEVHESEQSLEEGKSLSYEELQSLPYLDMVY
QNELYEEIRATSESLG-GSSLTYDAL QNHOYHIY 3

QOELYEEIQQVSETLD-GEALTYDALQGHEYLDMVVSE T R KWSPSFPCTDRHCNODYTIF
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411
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221
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471
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125
471
455
469
471
Z50
255
252
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258

414
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Fun cyesel
CYPEED
CYPEPS
CYP&P4
CYPETL
CYPENZ
CYPEML
CYPEME
CYPEMT
CYPEAAL

Jatmb. CYPEPE3
CYPEZL
 CYPEPZ

Mincyese?

Fun.cvrana
CYPME
CYPaJ14
CYPaILl3
CYPRTL1Z
CYPaJll

Gamb.cyporl
CYPOLL

Fun.cresrl
CYPSED
CYPGES
CYPET4
CYPETL
CYPEHZ
CYPEML
CYPGHME
CYPEM7T
CYPGALA

Garnb. CYPEP3
CYPEZ1
CYPERZ

Min cypar?

Funcyrona
CYPIME
CYPaJ14
CYPOJ13
CYPRILZ
CYPOI11

GJatnb CYPIEL
CYPOLL

LEKFEF3P3ARTPDCVEFDFFMIILSPIAGN Y LEVEKL-—— -~ - - —————————————— 509
LREFRFIPSARTPERYEYDPFMITIAPEAGN Y LEVEEL- - - -~ === === === === ————— ane
L3RFNF3--ATIPRKIKFEFVIITLAPEGGLPMRIENEVEH---—-———-—————-—-——-— 494
LEQFEF3PFTEQTPDRIRFMPNVFVLSPD3GNY LEVEEL-—— - - - - —————————————— 507
LROFRFIPTARTPETIRFMPNYFILSPDRGNYLHVEE I - -~ - - - - === === ————— ane

GDPDIVIPEGATVFIPIAGLHYDPRFYPDFDRFDPERFNDENFHEIPLFAYLPFGIGEEN 474

CIASRFALMEVEATVYHILLNYE LERSERTSVEVELAKGFS P LEPENGIY LEFNPREIMEN 533
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Figura 36. Alineamiento completo de secuencias de mARN de la familia CYP6.
Los cuadros sefialan las regiones donde se hibridizan los iniciadores especificos para
CYPG6P3 de A. gambiae. F: iniciador forward. R: complemento reverso del iniciador
reverse. Gamb: A. gambiae. Fun: A. funestus. Min: A. minimus.

5-AGCTAATTAACGCGGETGCTG-37

F
Gatnb. cypsp3 ATGgiGCTMTTMC GCGE-- —TGCTiC CGCGTTCATCTTCGCAGTGTCGATCGTGTAT 57
Fun. cyrers ATG ——= CCGCGTTCATCTTC GAAGTGTCGGCAGTGTAL 57

CYPEME --
CYPEM7? --

CYPEALL -
Gamb CYPEEL  mmmmmmmmmmmmmemmee ATGATCCTTTACACGATCGGACTRATCGTGECGTTTIGTTTIC 42
CYPEPZ ATGBAGCTCTTGACCTTGA-— CTTTGTCGTTGCTGBTCGCOCTCOLOACCOB6CTOTAT 57 oy o
CYPEML ATGTGETTOCCAL CATARALGTTCTCGTAGC GETTCTRGCACTACTCGGTRGAGCAGTG 50
Min cyeep7 ATGGAGCTCGTAACTACAR-——~TTTTATCATTACTATTTGTGCTAGCGTCCGEECTETAT 57
E O-TACGCTCCGAATCCACACTT-37
Garb.cypeps CTGTTLATACGCAATAAGCATAACTATTGEALGGACAATGEATTTCCETACGLTCOGAAT] 117
Funcyrses B |orrrrh aTTos6AAc A0ACATARTTAC TEGARAGAC GATGGA'I'TCCC 117
CYPEMS -
CYPEM? -
CYPEALL -
Gatrb CYPEZL CTCGCCCTCAAGTACGTCTACTCGTACTGEEATCGACAGGEGCTGOCGALT---TTGAGG 99
CYPEPZ CTETTTGTGCGCAACCGETACARTTACTGEAGCAACCETCAGTTTOCCACCCTGCOCAAC 117
CYPEML TACTTTATCOGTACECAALCAATCCTACTEGALGEAGEGTGE0GTAC CG0AC-—-CCALLG 117
Min creeps TEGTTCTTECGCALTCGETACAACTACTGGACTALCCGTGGCTTCCCGACCGTTCCCALT 117
Gamb. CYPEE3 CCACACTTTTTGTTCOGECATGOGARGEG- CCAGGOCCAGACBOGECACGECECCEACAT 176
Funcreeps CCACATTTTCTGTTCGGACACGOGARLGG-ACAGGCCCAGACAAGECATGOGECCEACAT 176
CYPEMS -
CYPEM? -
CYPEALL -
Gamb. CYPEZL CCCGAAATTCCCTACGGCALT- CTACGCATTCTAGCCOARAAGARAGAATCCTTCALTG- 157
CYPEPZ CARRAGCTACTGTTTOGE CACGTAMAGEGTETTAATAC CEA- BOGECACGOTTCGTACAT 176
CYPEML CCAACATTCTTCTTCOGCAGCTTCARAGATGC CGGCAC GAL- GATACACTTCACCEAGG- 175
Ifin cYPEE7 CARAAGCTGCTGTACGGACACGTTARGEGCACCAACACTGA- GCGTCACGOCTCGTACAT 176
Gamh CYPAPS CCATCAGGAGCTGTACCGATACTTCALGCAGCGGGGCGAAC GETACGGCGFCATTAGCCA 236
Fun cypers CCATCTGGAACTCTACARARALTTCALGCAGCGCCGTCAGC GLTACGTTGETETAGCCA 236
C¥YPEME @ ——m e
CYpeMy?y 0 e
CYpe&id = -
Gamb. cYpezl 0 —-——- TGGCTATTALCGATCTGTACGACCGTTCCAGTGAAC GETTGETTHFAGTGTATCT 212
CYPRPZ CTCGAGTGAALTCTATCGC GAGTT TALGAAGCCTGETCATGCATTTGGCGECTTCAACAT 236
CYPEML —-AGGTAGALCGTTACTAC GCCATTTACAALGGGALLCACCCGTTCATGGFCGTGTACAT 2335
Mfin. c¥pep? CACGGOCCALLTTTACCAGCAGCT GALLRAGCCTGETCACTCATTCGETGECTTGAACET 236
Gamb.cyreps GTTTATCGTGCCCTCGGTGC TGO T AT GACCCGGAGC THGL FAAGAC FATCCTGGTGAL 296
Funcyeses GTTCATGATACCTTCATTGCTCGT GATCGATCCAGAGCTGGTCALLACGATCCTAGTALE 296
CYPAME
CYPaMT
CYPaLid
Gatmb. cYrsz1 GTTCTTCCGCCCAGCGATCCTGETCCGGEATGCGLATCTCGCCAAGCGEATALTGGTGAR 272
CYPRPZ GTTCGTCATACCGGLGETAATGGE GATCGATCCGGAGTTCATCARALCGATACTCGTCAR 2096
~ CYP6HL GCTGACGACACCGGTCGTACTGCC GLTGEATCTGAGCTGATCAAGGCGATCTTCGTGAR 295
Llin cyrep? GTTTATCATACCGGCGETCATGET GETCGATCCGGAGCTAATCAMLACGATACTGGTGAR 296
Gatnb CYPSP3 GLATTTTAACGTGT T TCAC GATCACGLGCGTGTITACCAATGCARAGEACGACCCGCTCAC 356
Fun cvrere GGACTTTAATGTATTCCAC GATCATGGTGTATTCAATAATGCAAGAGACGACCCGCTGTE 356
CYPAME
CYPaMT
CYPaLid
Gamb. CYPEZ1 CEATTTCCAGCACTTTCAC GACCGTGLECGTCTACTGCAACGAGCACAGTGATCCGATGTE 332
CYPEPZ AGATTTCCACATCTTTCACGACCGGGGTCTGTICAGC GATCCCGAGATAGATCCACTGTC 356
CYPAIML GLATTTCCAGTACTTTCAC GATCGCGLCAC GTACTACAACGALAAGCACGACCCACTGAC 353
Iincveap? GGATTTCCACATCTT TCAC GATCGAGGACTGTTCAGTGATCCCGALGTTGATCCCCTGTE 356
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Gamh CYPER3
Un. CYPEPS
CYPEME
CYPEMT

CYPaLLd

Jamb CYPEZ1
CYPEPZ
CYPEML

Idin c¥PEDT

Gatnb. CYPSP3
Fun. cyrers
CYPENE
CYPENT

CYPaLLd

Garnb CYPEZ1
CYPEPZ

~ CYPEML
Wlincvesr?

Gamb cYpeps
Fun. cypepo
CYPENE
CYPENT

CYPobld

Gamb CYPEZL1
CYPEPZ
CYPEHL

Min cvper?

Gatnb. cYrsps
Fun. c¥esps
CYPEME
CYPGM7?
CYPGALL
Gamb. CYPEEL
CYPGPZ
 CYPEML
.CYPGE?

amb. CYPEER3
Funcyrera
CYPEME
CYPEMT
CYPGAL
Gamb. CYPEZL
CYPRPZ
CYPEML
Min cvrep?

Gamb. cYPeps3
Fun.cyeeps
CYPGME
CYPEMT
CYPGAL
Gamb. cvpszl
CYPEREZ
 CYPEML
blin. cypse?

GEFACATCTGTTCGCACTOGAGFGC CALC COTGOCGGTTCATGC GOCAGAAGCTTACGCC 416
CGCACATCTTTTTGCGLTTGAAGGTALCCCATGGCGLTTGTIGCGTCAGAAGCTCACGCC 416

GECCARCCTGETTCGCCCTECCCGGECAGC GETOOAAAMATC TGO GTGCGAAGCTTACACT 392
CHGCACGCTETTCGCGLTECAGFGCALGGCGTEEAAGATCCTGCGECALAAGCTCACGCC 416
CGCCCATCTGTTCAATTTGGAGGGTCALMAATGGC GLAATCTTCGCALCAAGATGACACT 413
CEGCACGCTETTCGCGTTOCAGGGCALLC COTOEAAGATTTIGCGOCALRAGCTAACGCC 416

GACGTTCACCTCGGGCCGAATGAAGCARATGTTCGGCACAATACGEEATGTGGEECTTIGA 476
AACGTTCACCTCAGGTCGCATGAAGCARATGTTTHGTACACTATGGGATGTAGCACTTGE 476

AACCTTCACCTCCGGICAGCTACGGCACATGCTGCCAACGTTTCTGGCAGTEGGCAGCAL 452
CACCTTCACGTCCGGCAAGATGAAGCARATGTTTIGCCACGGTGCTEEAGGTGGCCGAACE 470
CACGTTCACGTCCGGGAAGATGAAGATGATGTTCCCGACGGTEFTGGCGHCGGGCCAGCA 473
CACATTTACCTCCGGCAAGATGAAGCARATGTTTACCACGATACGEEATCTGGOCGAACA 476

GLTGEALAAGTCTATGFAGCARAGE - - -TACAACCAACCGOAGFTGEAGATGALGGATAT 533
GLTGGACAAGTATATGFALGAAALD - - -TATCGTCAGCCOGATATTGAGATALGGATGT 533

GCTCGAGCAGTATCTCGAACGCTTGGCAMACGALAAACAGATCGTCGACATGCGTGACAT 512
GTTGGGCCAGCACGTRECCACGEAC -~ ————= ACCGRACAGL--TEGRAGATGALGEACET 527
GCTGCGAGACTTCATGGAGALLAC GTCCAGAAGCACGLTHRAGATGHAGCTGALLGATGT 533
GCTCGGTACCTATGTERACGAGCAC - - - CTGCACCAGGAAGAGTTGFAGATGALGGALLT 5353

CCTGGGCCGTTTTACGACGRACGTGATTGHFACGTGCGCGTICGGCATC GAGTGCALTALC
GCTAGGTCGGT T TACGACAGATGTGATTGGCACCTGTGCATICGGGATTGAGTGTALTAC

CGTTTCGLGCTACGTGLTCGATG TGO TGECTICAGTGTTTTICGGCTTCGARGCCARCT
GCTGGECCGETACAC GAC CGATGTGATCGEGACGT GCGCGTTCGGCATC GAGTGCAATAC
GATGGCCCGCTTCAC GACCRATGTGAT TG FFACGTGCGCGTICGEAATC GAGTGTALCA
TCTGGTGCGATATACGACGATGTGATCGGTACGTGTGCGTITGGGATC GAGTGTALCAL

ACTTAAGACGACAGACTCGGAGTTCCGCAAGTACGGCARCARGGCGTTCGAGTTGALTA -
GCTTAAGACACCGGACTCGRAATTCCGCAALTACGGCARCARAGCGTTTGAGT T TALTC -

TCTGCACGATCCCGACGATGC GTTCCGTGTGGCGTTGCGTGATC TTARCAATCCGGACA:
GCTGCGCAACCCGGACTCGEACTTTCTCAAGTACGGCARCARAGTGTTCGAGCAGALGG-
TATGCGTFATCCGEATGC GRAGTTCCGGGLFAT GEGGARACTGTTTGTGGALC GGCALC -
GCTGARAGATCCGGACTC GHAATTCCTCAAGTACGGCARCARAGTGCTCGATCAGLLGG-

--CGATGATCATGATCAAGACTTTCCTCGLGTCGTCCTACCCGACGETGGTGOGCALTCT
—-TGATGATTATTCTAARRACTTTCTTAGCATCGGCTTATCCGTCACTTGTGCGRARACE

CTTCATGAACALCATCCGAACAGCCGGCGTTTITICTGTGTCCCGGGETGCTALLGTTTAL
--TGTCCACCATGATCAAGATCATTTTGGETFCTGATGGGGC GALLGATTTC GAGCARGTT
--CGTCGCAGTTTGTAAMA CATGA-—-TGETTCAATTCTCACCGALACTGTCCCGGETGTT
--TGTCCACCATGATTAARATCATTTTTATTATGGTGATGC GTALLATTTAAATCCALCTT

593
593

572
5587
593
593

[
652

63z
646
652
[

710
710

69z
704
707
710



Gamb. CYPEES GCACATGAAGATCACGTACARCGATGTGGAGCGATTCTTCCTGEACATCGTGARGGARAC 770
Fun. cyesrs GCGAATGAAGATAACATTCGACGATGTGGAACAGTTTTTCCTARAAATTGTTAAGGARAC 770
CYPEME =~ —mmmmmmmmm e
CYPEMT cm oo
CYPEAAA oo oo
Gamb. CYP6Z1 CGGCATCAATTCGCTATCGCCTCCGATGARARRGTTTACCACAGAAGTGATCAGTTCCCA 752
CYPEPZ TACGCTCARRATTACCGACGCCGATGTGGARACGTTCTTCATGAATCTGGTGCGCGAMAL 764
 CYPEML GGGCATACGGTTTATCGATAAGGAAGTGTC GGCOTTCTTTCTALGGTGGTCCGOGATAC 767
Lin cypers TGTGTTCARAATCACC GATGCCGATGTGGAATCGTTTTTCCTGAACCTC GTEAGGGARAL 770
Gamnb CYPEP3 GOTCGACTACCGGGAGGCGAACAACGTGAAGCGEAACGACTTCATGAACCTGATGCTGCA 30
Fun. creers GOTAGAATATCGAGAAAGTAACAACATTARACGARACGACTTCATGAACCTGCTGTTGCA 30
CYPEME — oo
CYPEMT? oo oo oo
CYPEARE  —mmmmmmmmm e
Garnh. CYPEZL TCTGCACCAGCGTGAGACGGGCCAGGTGATGCGCAAGGACTTTATCCAGATGCTAMCGGA B12
CYPERZ GETCGAGTATCGGGAGCGGAACAATGTGARGC GLAACGATTTCCTRAACCTGCTGCTHCA G24
CYPSEML GATTGACTATCGGGTTAAGAATGGCATACAGCGEAATGACTTTATGGATCTGATGATACG 27
Min CYPGET GGTCGAATACCGAGAGAACAACAATGTGALGCGGAACGATTTCCTGAACCTGTTGATGCA B30
Gamb CYPERS GATCAAGAACAAGGGCARGCTOEACGATAGTGATGACGGTAGTTTEGGCAAGGGAGAGGT 90
Fun cypses GATTAAGAATAAGGGTAAGCTEOACGACAGL GATGATGGGAGTETTGGCAAGGETEAAGT 90
CYPGMS
CYPEMT
CYPGAAL
Famb. CTPEZL 545
CYPEPZ BE4
- CYPsML 557
Min cypee? GATCAARRACACAGGGARACTETEGGAAGE GEAGGAGGARCACGTTGGAMGEETEAGGT 90

SGamb. cYPERS CGGCATGACACAGARCGAGCTAGCGGCCCAGGCE GT CCTGGLGGE G4 950

Fun.crrers AGCAATGACACAACGACAACTAGCEOCACAGECATTCATTTICTTCTTECCC GETTTCEA 950
CYPEMA
CTRENT
CYPRALL
Gatrlb. CYPEZL BACGCTCACCGATGCACAGTGTGCGGE CAATETGTTTCTGTTTTACGGTGETEGGECCGA 905
CYFEPE CGECATRAC BATFAACBAGC TEE0GGE BUABGTETTTATCTICTTTTTGGC CGE0TTEGA 944
. CYPEML AGCGCTTACCTTCAACGAGBTRGCGGEACAMGCETTTGTGTICTTCTTTGETEGGTTTGA 917
-CYFEET COEEATRACACAFAATEAGC TEE0GGE BLALGTETTTATCTICTTTCTGGE CGETTTTGA 950
Gamb cyreps GACGTCETCCACCACACALAGCTTCTETCTETAL GARCTEECARAGAACCCGEADATECA 101D
Fun.cvrers GACATCATCCACEACGEALLGCTTCTETCTETAL GAFTTEECALAGAACCCTGACATECA LOLD
CTPEME CTGETATGALCTGEE GUTGAMCCCEGARGTGEA 32
CTFEHT TETATGALCTGECGETGALCCAGGATOCRCA 32
CTPELLY CTGETATGALCTGEE GAACALCCCEGATATTCA 32
Gamb CYFEZL TACTTCCACCBATANGATTACATTCACACTECAC BAGCTGAL GACAATGCTRARRCGAT 955
CTPEPZ GACGTCCTCHACCACGATGAACTTCTECCTETAC GARCTEECCALGCACCE GRACATCCA 1004
CTFEHL BACETCTTCCACACTGCTALD BTERAC BOTETAC BAGC TAGE GTRALCCCC BAGETGEA 977
Min cypsp? AACETCCTCTACCACGATGAACTTTTGTTTETAC CAGC TGEE GAAGALTTCC GAGCTGEA 1010
wEoworE %% PR
Gatnb. CYPEPs GOAGCEECTOACAGACEALATTANTC CAGC TATT GO BGACAAC EATEEACAGCTEACETA LOTO CYPoAAY
Fun creeres GLAGCECCTTAGACALGAGATCAACCALGEAATE FARGAGRATRACGRCCAGGTRACGTA 1070 5% A CGETOACACTATAGAATATCOCCGETC
CTPEHME GOAACARGEE COTARAT GO ETCCETCALCTECTOALLARACATAAC CECCAALTEAGETA 92 .
CYPEMT s sy sy —————————— S S S
CTPEARD GGAACGTGTGCGTECGEAAGTGCTGGALNRATTEARECTGLATGATRACCAGRTTACTTE 92
Gatnb. cYpezl GOCTARBCTTCARCGABAGETC GATGARATATEGARC GACACCACGETGAALTOACETA LO2S
CYREPZ GOAGCEETTRAGEIGEEALATC GAGC BTGE BOTEGARCAGAAC FATERCGAGCTRACETA 1064
CYPEML GGAMALGGGACBCCAGTGTGTRCAGGALGTGCTCGC CARGCATAATGEGGAGATGACGTA 1037 5 -ACTTCATGCTTAAGCCGGTGTCCCT
CYRERT GGAACGGCTCC GEAMGGARATTAACC GAGCGCTC GAGECCAATEETGOGEAACTACGTA 1070 AT AGTGAGTCOTAC-3
P * - ﬁ P,
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Gatnb. CYPSES

Fun cvpers

CYPEMS

CYPEMT
CYFEALY

Famb. CYPEZL

CYPEPZ

. CYPEML

Min. cyper?

Gamb CYPEP3
Fun. cypers
CYPEME
CYPEMT
CYPGAAZ
Jamb CYPEZL
CYPERZ

. CYPEHL
M. cyrers

Gamb . CYPEP3
Fun, CYP6PY
CYPEME
CYPEM7T
CYPGEAAY
Gamb CYPEZL
CYPERZ
 CYPEML
in. cypep?

Gatnby. CYPER3
Fun. C¥Peps
CYP&EME
CYP&ENT
CYPEAAL
Gamb. CYPEZL
CYP&PZ
 CYPEML
Ldin. cypsp?

Garnb. CYPGES

Fun. c¥pepa

CYPSMS

CYPEMT
CYPEAML

Famb. CTPEZ1

CYPERZ

. CYEEML
M cypepy

Gamb. CYPEP3
Fun. cyrses
CYP&EME
CYP&ENT
CYPGALL
Gamb CYPEZ1
CYP&EPZ
 CYPEM1
Mincypery

CRACGTGETCATGAACATARAGTAT T TOCACAATGT AT GACGARACCCTTCGFALGTA
CGATGTCGOCATARACATACAGTAT CTGCACAATGTCATARAC GARACACTTCGCALGTA
TGATGCGETGETGGATAT GARATATCTGGATCAGATTCTCALC GALL GCCTGCGTALATA
TGATGCGETHATGEAMAT GCATTATCTGFATCAGATTCCALAGALL GCCTGCGTALATL
(TGATGC GETGARAGALATGACCTATCTGFATCAGGTGATTAAC GALACCCTGCGTATGTA
CGATAACATCACCGGGATGAAGTAT CTGGATTTGT L CT FAAGGARAC GCTTCGAATCTA
CHATGTAGTGATGOGAACGGAGTAC CTCAACTGGGTCGT GEATGARLC GLTGC GLALGTA
CGACGCTATCCACGACATGAAGTATTTOGAT CALATTTTFARLGARTCCCTACGCALGTA
TEACGTTGTGAT GG ETAT CoAATATCTCAATAA GG TCGTTCAT FALACGCTTCGCAAGTA

T * T * * # ohEE ok o T

CCCACCGGTEEAATCGTTARCCCGCGTACCGTCTGTGRACTATCTCATCCOCGGCACALD
CCCACCHETAGRATCGTTGAGTCGT GTGCCGTCTOTTGAC TATGTCATC CCAGGTACGAL
TCCGCCGETGCCGETGCATTTTCGTOCTOCGAGC AL GATTATCAGETGOCGGGCACCAL
TCCGCCGGTGCCGETGCAT T TTCGTACCACCAGCALAGARTATCAGETGCCGGGCACCAL
TCCGCCGGTHCCGCAGCTGATTCGTGTGLCGACCCAGCCGTATGEGETHGLGGGCACCA-
TCCCGECTTGECTGTGCT FAATC GEGAGTETACGATC GACTACAARGTGOCGGACAGT G
TCCCCCGETOOALC GETTAC GLGTGCGCCCGAGCATGATTACACCETCCCCGGCAC GG
TCCTCCAGTTCCGATGCATTTCCGTATGACGGCACAGGACTACCGCETHCCTGACAC GG

CCCGCCACTGGAATC GATCACACGCGCTCCGGALCAAGATTACACCATCCCCGGTACGAL
LR * T wH % % &

GCATGTGATCCCGAAGC GA-—-ACACTGGTGCARATTCCAGCCTACGCGATTCAGL GCGA
ACATGTCATTCCCAAAC G ---ACGTTAGTGCARATTCCGGTTCACGCCATTCARCAT G
AAGCETG--CTEEAAGE GEG-CACCGCGETRATGETGC C FETFCATGCGATTCATCAT G
AACCETG--CTGGAAGE G- CACCAGCGTRATGETGC CGETGTATGCGATTCATC GT i
-—ACGTGACCCTGRATCGTCATACCATGCTGATGETGCCGATTTATGCGATTCATCATGA
CACTGTCATTCGCAAGGGC -—-ACGCAGATGATTATCCCTC TGO TAGGEATTAGCATGAL
GCACGTCATCCCGALGEEC---AC GATGATACAGATACCGATCTAC GCGCTGCACCACGL
CTCAGTCATCGAGGCCGGC - - -AC GATGCTGTITATACCGATCTTTTCCATTCAGCGRGL

GCATGTCATCCCGAAGGGC -—-ACGATGGTTCAGATACCGATCTACGCGCTGCATCACGA
% * L * % T * *

TCCGGACCACTATCCCGACCCHGALCGETICAATCCTGATCGATTCCTACCGRAGGALGT
TCCTGAGCACTGTCCCGATCCAGAAC GTTTC GACCCGGATCGCTICTCACCGRAGGALGT
TCCGGLGGTGTTITCCGGATCCGGAACGTTATCATCCGGASCGTTTTAGCCCGLAACAGTA
TCCGGARCATTTTCCGALCCCGEATCTGT I T FATCCGGATCGTTTTACCCCGRALGA AL
TGCGACCATTTATCCGGATCCGAMAC GTTTTFATCCGGATCETTTTGCGACCGATGC GCT
CoAGALGTACTTCCCOGAGC COGAACTGTACTCTCCGGAGC GATTCFAT - -~ FAGGCCAC
CGCCCAGTACTATCCCGACCOOGALCGETICGATCCGRAGC FETTCCGGCCEEAGETAGD
TGCGAGTCTGTITCCCGAGE CoGAAMAGTTCGATCCGGAACGETTCAGTGCGRAGGAGGA

TCCGGAATACTACCCCGAAC CHGAACGTTTCGATCCGGAACGFTTCCAGC COGAGGTRGE
EEEE T T * K% KE KT wH wE

GAALLAACGACACCCGTTCACGTTCATCCCATTCGEC GAGGGACCACGCATCTGCATT R
GAAGAAGCGACATCCCTTCACGTTCCTCCCATTCGETGAGGGGLCACGCGTTTGCATTGG
AGCGAARCGTCATCCGTATGCGTORACCCCGTT TG GALGGLCC G- ————— - m m e
AGCGAARCGTCATCCGTATGCGTGRACCCCGTTIGGC GAAGGCCCG-—— -~ - - -~ ————
GLATAGCCGTCATACCCATGCGTTTCTGCCGTT TR GARGGCCCG-——— -~ ———= -~ -~
AALGAACTACGACGCAGATGCGTACTATCCGTTCGGCGCCGETCCTCGLALCTGTATCGE
GAATGCACGGCCCGOGTACGTGTACATGCCGTTCGEC GAGGGACCGCGCATCTGTATCGR
AGCGAARCGTCATCCCTTTGCCTORACACCGTTCGGTAGGFGCCGLGGETITECATCGR
AAACGCACGTCCACCGTACGTETACATGCCGTTCGGTAGGFCCCTCGGATTTCTATT GG

* * TEOFT T ¥ wEOEE

GCTGCGGT T TG TTGATGCARACCALGETEEEATTGATTAC GLTGCTGAGARACTTCCG
GCTTCGGTTTGGTGTGATGCAGACGALGETAGEATTGATALC GLTGTTGAGARAGTTCCG

TCTGCGECAAGGETTGTTGT I TCAAAGATT GCGCTAGTGAT GATGCTGTCCCGATTTAL
GLTGCGGTTCGGCATGATGCAGACGALGETGGGCCTEATCAC GLTGCTGCGTCAGTTCCG
GTTGCGGETTCGEFATGATGCAGGCACGEATCGEETTGGCCTATITGCTGCAGGGTTTTAG
GATGCGETTTGGCATGATGCAGACCAAGGTGGGCCTCGATCACGTTGCTGCGCCAGTTCCG

1130
1130
152
152
152
1085
1124
1097
1130

1130
1120
212
212
211
11445
1154
1157
1130

1247
1247
269
269
269
1202
124l
1214
1247

1307
1307
329
3z9
329
1259
1301
1274
1307

1387
1387
375
375
375
13139
1361
1334
1387

14z7
1427

1379
1421
1354
1427



Gamb. CYPEPS
Fun. CTYEEPS
CYPGEMG
CYPEMT
CYPEAAA
Gamb . CYPGZ1
CYPGEPZ
 CYPGML
Wit cyperp?

Gamb. CYPep3
Fun. CYP&P9
CYPEMS
CYPEM?
CYPGEALA
Jamb. CYPEZ1
CYPGPZ
CYPGEML
Min. cyrep?
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CTTCTCGCCGTCCGC GCGTACGCCCGAACGGGTAGAATACGATCCGARAATGATAACCAT 1487
CTTCTCACCGTCAGC GCGTACACCAGATTGTGTARAGTTCGATCCOGARAATGATCATTCT 1487

CTTTTCGGCCACC----—- ATTCCGAGGAAGATARAGTTTGAGCCCGTTTCAATCACACT 1433
ATTTTCGCCGACGRAGCARA CGCCTGACCGTATCCGGTTTATGCCGAACGTGTTTGTGET 14581
CTTTGCGCCGTAC GARRRARACTTCCATCCCGATGAAGTTCATTACGAACAGTTTCATACT 1454
ATTTTCACCGACAGCGAARAACACCAGAMACGATCCFATTTATGCCGAACGTGTTCATTCT 1487

AGCGCCGARAGC GEGCAACTACTTGAAGGTGGARAAGTTGTAG----——————————~ 1530
GTCACCGATCGCGGGTAATTACTTGAAGGTGGARRAGTTGTAG---———————————— 1530
GGCACCGARAGGAGGCCTTCCAAT GAGGATCGAGAATCGTGTTARACATTAL—————— 1435
GTCGCCGGACAGTGGGAACTATCTGGAGGTGGAGAAGCTTTGA--————————————— 1524
GGEETCCGAGGGALGGCTTATGGTTGAAGGTGAACAAGCTGGAATCGAAGCAAGETTGE 1512
ATCCCCGGACAGGGGARRCTATCTGCATGTGGAGAAGATATAG-~————————————— 1530
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Cronograma de Trabajo

Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
ACTIVIDADES | Il i v \Y VI VII VIII IX X
] X X X X
Busqueda de literatura
X X X
Redaccion del marco tedrico
X X
Redaccion del la metodologia
X
Redaccion de justificacién, introduccion, indices
X X
Revisién del protocolo
BuUsqueda de programas para realizar X
alineamientos multiples
- - X
Busqueda de las secuencias de citocromos P450
X X
Optimizacion de los programas de alineamiento
Alineamiento de las secuencias de proteinas y X X
nucléotidos
s . . X X X
Anélisis de los alineamientos
X X

Redaccion del informe final/revisién
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Glosario

ADN (&cido desoxiribonucleico): polinucleétitdo que tiene una secuencia especifica de
unidades de desoxiribonucléotidos unidos por enlaces covalentes fosfodiéster de 3"-5".
Sirve como informacion genética (Nelson, et.al. 2005).

Alineamiento de secuencias: forma de representar y comparar dos 0 mas secuencias de

proteina, ADN o ARN para determinar las regiones en comdn (Klug, et.al. 2005).

Annealing: unidn por enlaces de hidrogeno de una secuencia de AND o ARN a una hebra
complementaria (Klug, et.al. 2005).

ARN: polinucle6titdo que tiene una secuencia especifica de unidades de ribonucléotidos
unidos por enlaces covalentes fosfodiéster de 3°-5". Sirve como informacion genética
(Nelson, et.al. 2005).

Aumentador: sitio regulador del ADN que puede localizarse a distancia, sea corriente
arriba o abajo del promotor regulador. La unién de uno o mas factores transcripcionales a
la secuencia aumentadora incrementa la velocidad de transcripcion de un gen (Karp
2006).

Bases degeneradas: son una representacion dada por la IUPAC para una posicion en una

secuencia de ADN que pueden ser diferentes nucleétidos (McNaughty et.al. 1997).

Cloroquina: droga utilizada para combatir la malaria en los humanos (CDC malaria

glossary 2004).

Contenido GC: el nimero de Gs y Cs en el iniciador como porcentaje de la cantidad de

bases totales. (Premier Biosoft International 2009).

Diptera: orden de insectos caracterizados porque sus alas posteriores se han reducido por
lo que solo poseen dos alas membranosas y no cuatro como los otros insectos (Tree of life
2005).

Endopterygota: superorden de insectos con etapas bien definidas como larva, pupa y
adulto. Endo = sin y pterygos = alas; esto significa que en las etapas inmaduras las
futuras alas no son visibles, sino que esta internalizadas, y aparecen en las Gltimas etapas

como pupa (Tree of life 2005).
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22.

Esporozoito: estadio del ciclo de vida del parasito de la malaria. Estos son producido en el
mosquito y migran a las glandulas salivales de este. Estos pueden ser inoculados
directamente en el hospedero cuando el mosquito come (CDC malaria glossary 2004).

Esquizogonia: fase asexual reproductiva del parésito de la malaria. En los eritrocitos, la
esquizogonia involucra el desarrollo de un solo trofozoito en numerosos merozoitos. Algo

similar sucede en las células del higado infectadas (CDC malaria glossary 2004).

Esquizonte: forma en desarrollo del parasito de la malaria que contiene muchos
merozoitos. Estos se pueden observar durante la fase en el higado y en la sangre (CDC

malaria glossary 2004).

Estructura de lazo o hairpin: estructura formada debido a la interaccion intramolecular

dentro el iniciador. (Premier Biosoft International 2009).

Exflagelacién: formacion de microgametos flagelares en la desarrollo del parésito de la

malaria (CDC malaria glossary 2004).

FAD (flavin adenina dinucléotido) coenzima de algunas enzimas de Oxido-reduccion,

contiene riboflavina (Nelson, et.al. 2005).

Familia de genes: grupo de genes que son homélogos y bioquimicamente similares (Karp
2006).

Flavoproteina: enzima que contiene un nucléotido de flavina como grupo prostético.
(Nelson, et.al. 2005).

Gametocito: célula eucariota que se divida por mitosis para genera gametocitos o por
meiosis en gametos. Los gametocitos machos se Ilaman espermatocitos y los femeninos

ooquistes (CDC malaria glossary 2004).

Gametogonia: células que se dividen en gametocitos durante la gametogénesis (CDC

malaria glossary 2004).

Gen: segmento del cromosoma que codifica para un solo polipéptido funcional o para una
molécular de ARN (Nelson, et.al. 2005).

Género: categoria de clasificacion de un grupo de especies relacionadas en estructura y
origen evolutivo. En la clasificacion se encuentra debajo de la familia y por encima de la
especie (Tree of life 2005).
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Hélice alfa: estructura secundaria de un polipéptido en la cual el esqueleto de la cadena
forma una conformacion espiral en hélice (Karp 2006).

Hemoproteina: proteina que contiene como grupo prostético el anillo de hierro-porfirina
(Nelson, et.al. 2005).

Heterodimero: estructura formada por interacciones intramoleculares entre los iniciadores

forward y reverse cuando son homoélogos. (Premier Biosoft International 2009).

Hoja beta plegada: estructura secundaria posible de un polipéptido en la cual diferentes
cadenas beta estan dispuestas de forma paralela y crean una conformacién de hoja (Karp
2006).

Homodimero: estructura formada por las interaccines intramoleculares entre dos

iniciadores con el mismo sentido. (Premier Biosoft International 2009).

In silico: hecho por computadora o via simulacién en computadora (Merriam-Webster
2009)

Infraorden: categoria taxonémica inmediatamente inferior al del suborden y superior al de

familia o superfamilia (Tree of life 2005)

Iniciador degenerado: Son iniciadores disefiados por lo general a partir de una secuencia
de proteina de un organismo para amplificar genes en otros organismos que puede tener
una secuencia parecida. Debido a que pueden haber codones diferentes para un
aminoéacido, se utilizan las bases degeneradas las cuales pueden representar diferentes
nucledtidos (Klug, et.al. 2005).

Iniciador forward: oligonucleétido que se lee de 5"a 3" como la hebra molde y se une en la
region 5 de ésta (Klug, et.al. 2005).

Iniciador reverse oligonucléotido que se une a la region 3" de la hebra molde (Klug, et.al.
2005).

Iniciador: cadena de ADN que provee a la polimerasa de ADN el 3° OH terminal

necesario (Karp 2006).

Inosina: nucletsido intermediario de las rutas de sintesis de acidos nucleicos que se forma

cuando la hipoxantina se une a un anillo de ribosa (Klug 2006).

Insecta: clase de invertebrados del filo de artrépodos (Tree of life 2005).
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Isoformas: mdltiples formas de una enzima que catalizan la misma reaccion pero difieren

en la secuencia de aminoacidos y la afinidad por el sustrato (Nelson, et.al. 2005).

Lepidoptera: orden de insectos que contiene a las mariposas y polillas. El estado juvenil

de este orden se conoce como oruga (Tree of life 2005).

Macrogametocito: gameto femenino del mosquito vector de la malaria (CDC malaria

glossary 2004).

mARN: tipo de ARN complementario a las hebras de ADN, lleva el mensaje genético del
cromosoma a los ribosomas (Nelson, et.al. 2005).

Metabolito: intermediario quimico en las reacciones catalizadas por enzimas en el

metabolismo (Nelson, et.al. 2005).

Microgametocito: gameto masculino del mosquito vector de la malaria (CDC malaria
glossary 2004).

Monofagia: Alimentarse de un solo tipo de comida, o de un solo animal o planta
(Merriam-Webster 2009)

NADPH (nicotinamida adenin dinucléotido): coenzimas con nicotinamida funcionan
como acarreadores de atomos de hidrdgeno y electrones en algunas reacciones de éxido-

reduccién (Nelson, et.al. 2005).

Neoptera: infraclase de insectos que tienen como caracteristica principal el plegamiento

de las alas sobre el abdomen (Tree of life 2005).

Nucledsido: compuesto formado por una base purina o pirimidina unida covalentetmente

a una pentosa (Nelson, et.al. 2005).

Nucledtido: un nucleosido fosforilado en uno de los grupos hidroxilo de la pentosa
(Nelson, et.al. 2005).

Ookineto: zigoto de algunos protozoarios como el parasito de la malaria (CDC malaria

glossary 2004).

Ooquiste: estadio del ciclo de vida del parasite de la malaria. Son quistes redondos

localizados en la pared exterior del estbmago de los mosquitos. Los esporozoitos se
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desarrollan dentro de la ooquiste. Cuando maduran, se rompe Yy se liberan los esporozoitos
que luego migran a las glandulas salivales del mosquito (CDC malaria glossary 2004).

Orden: grupo por debajo del reino, filo y clase y por encima de familia, género y especie.
Los miembros de esta categoria comparten ciertas caracteristicas que indican un mismo

origen evolutivo y que los diferencian de otros érdenes (Tree of life 2005).
Ovipostura: accion de poner huevos (Merriam-Webster 2009).

PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa): técnica en la cual una sola region del ADN,
gue puede estar presente en diferentes cantidades, puede amplificarse con precisién y
rapiez (Karp 2006).

Pirimidina: una clase de base nitrogenada hallada en los nucleétidos con una estructura de
anillo unico, con una citosina y timidina, las cuales se encuentran en el ADN, y citosina 'y

uracilo que se encuetran en el ARN (Karp 2006).
Polifagia: alimentarse de diferentes tipos de alimentos (Merriam-Webster 2009)

Primaquina; droga utilizada para combatir la malaria en los humanos (CDC malaria

glossary 2004).

Proboscis: apéndice elongada que sale de la cabeza del animal vertebrado o invertebrado.

Los insectos la utilizan para alimentarse (CDC malaria glossary 2004).

Proteina: macromolécula compuesta de uno o mas cadenas de polipéptidos cada una con

una secuencia de aminoacidos caracteristica (Nelson, et.al. 2005).

Pterygota: subclase de insectos cuya caracteristica principal son las venas en las alas y en

el segundo y tercer segmento toracico (Tree of life 2005).

Purina: clase de base nitrogenada encontrado e los nucle6tidos con estructura de doble

anillo, incluidas adenina y guanina, que se encuentran en el ADN y ARN (Karp 2006 )

Regiones consenso: regiones comdn pero no necesariamente idéntica en una secuencia de
ADN o proteina (Klug, et.al. 2005).

Residuos de aminoéacidos: cuando dos o mas aminodcidos se combinan para formar un
péptido, se remueve el agua en cada uno y lo que queda del amino&cido es el residuo
(McNaughty 1997).
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Retrotransposon: elemento tranponibles que requieren la transcriptasa inversa para sus

movimientos (Klug, et.al. 2005).

Secuencias conservadas: secuencias de aminoacidos de polipéptidos particulares o las
secuencias de &cidos nuclearos especificos. Si dos secuencias son similares, por ejemplo

homologas, se dice que estan conservadas y que tiene un ancestro en comdn (Karp 2006).

Secuencias homologas: cuando las secuencias de aminoacidos de dos o mas polipéptidos
o0 las secuencias nucleotidicas de dos 0 méas genes, son similares entre ellas, se presume

gue han evolucionado a partir de una misma secuencia ancestral (Nelson, et.al. 2005).

Sitio cis regulatorio o Elemento cis regulatorio: region del AND o ARN que regula la

expression de los genes y esté localizada en la misma hebra (Klug, et.al. 2005).

Sitio tras regulatorio o Elemento trans regulatorio: factores, usualmente proteinas, que se

unen a sitios cis regulatorios para controlar la expresién de genes (Klug, et.al. 2005).

Superorden: subdivision entre el orden y la clase de la clasificacion de una planta o animal
(Tree of life 2005).

Tm o primer melting temperature: temperatura a la cual 50% de las moléculas del
oligonucledtido esta 50% como simpre hebra y 50% como doble hebra. (Premier
Biosoft International 2009).

Trofozoito: forma en desarrollo durante la fase eritrocitaria del parasito de la malaria.

Depués se desarrollan en trofozoitos y luego en esquizontes (CDC malaria glossary 2004).

Vector: un cargador que transmite agentes infecciosos de un hospedero a otro (CDC

malaria glossary 2004).

AG: la energia libre de Gibbs G es la medicion de la cantidad de trabajo que puede ser
extraido de un proceso a presion constante. Es la medicion de la espontaneidad de la
reaccion. Valores negativos mas pequefios de AG indican que las estructuras secundarias

de los iniciadores son més estables (Premier Biosoft International 2009).





