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RESUMEN

La malaria es una enfermedad febril aguda ocasionada por el parasito Plasmodium y transmitida
por picaduras de mosquitos del género Anopheles. Una de las principales formas de abordar el problema
es mediante el control del vector. Es importante buscar nuevas estrategias de control, como lo es la técnica
del insecto estéril (SIT, por sus siglas en inglés). La técnica del insecto estéril consiste en separar ambos
sexos de los insectos, esterilizar a los machos y luego liberarlos en focos de transmisién. Como resultado,
se disminuye la poblacion general del vector en el area. Sin embargo, el primer paso de la técnica es un
paso limitante: no hay una forma eficiente de separar a las hembras de los machos. Una estrategia que se
ha empleado en otros insectos para superar esta barrera es el silenciamiento de genes de determinacién
sexual que tengan una forma especifica femenina, como lo es el gen doublesex (dsx). En otros mosquitos
se ha demostrado que existen dos isoformas especificas de hembra para dicho gen. Por ello, el presente
estudio buscaba apoyar la producciéon de machos de A. albimanus estériles identificando un fragmento
especifico femenino del gen dsx, que pueda ser silenciado y empleado para eliminar a las hembras
mediante la técnica de ARN de interferencia (ARNI). Para realizarla, se emplea ARN de doble hebra
(ARNdh) especifica del gen de interés. Se clond y produjo ARNdh especifico para una region compartida
entre las dos isoformas femeninas del gen dsx en Anopheles albimanus. Fue posible identificar una region
especifica de hembras de 656 pb dentro de la regién comun de las isoformas femeninas del gen, clonarla
en bacterias Escherichia coli XL1 Blue y verificar que la secuencia del fragmento especifico
correspondiera a dsx. Posteriormente, se logré generar una bacteria Escherichia coli HT115 (DE3) con el
inserto de dsx, y se verifico con éxito que fuese capaz de producir ARNdh del fragmento de 656pb para
silenciar el gen. Se obtuvo una concentracion de ARNdh menor a 3 ng/uL. Por otro lado, se disefiaron
cebadores para PCR cuantitativa especificos para cada una de las isoformas femeninas del gen dsx. De
esta forma, se podria realizar una cuantificacion de la expresién de cada isoforma antes y después de
silenciar el gen. En la siguiente fase, se evaluara el potencial del silenciamiento de dsx en A. albimanus

para la eliminacién de hembras en una poblacion.

Xiv



I.  INTRODUCCION

Una de las enfermedades tropicales con mas relevancia en el mundo, es la malaria o paludismo. Su
cuadro sintomatoldgico se caracteriza por la presencia de fiebres cronicas y en algunos casos, puede llevar a
la muerte. La infeccidn de malaria es ocasionada por el parasito Plasmodium, transmitido por mosquitos del
género Anopheles que actian como vector. Esta enfermedad afecta alrededor de 220 millones de personas al
afio a nivel mundial. Es caracteristica de los trépicos y tiene una incidencia mayor en los paises del tercer

mundo.

En Guatemala, se tiene como objetivo alcanzar la eliminacion de la malaria para el 2025, utilizando
como primordial estrategia la prevencion de las picaduras de mosquitos mediante el rociamiento con
insecticidas y el uso de mosquitos tratados con los mismos. No obstante, ha comenzado a emerger una
preocupante resistencia a diversos insecticidas, por lo que se han buscado otras estrategias para controlar la
poblacién de mosquitos. Una estrategia ampliamente utilizada es la técnica del insecto estéril (SIT, por sus
siglas en inglés). Esta técnica busca la supresién de mosquitos silvestres mediante la liberacion de machos
estériles que fueron irradiados; estos, al ser liberados al medio ambiente, copularan con hembras silvestres y
no generaran descendencia. Uno de los inconvenientes que han surgido con esta técnica es el dafio somatico
causado por la irradiacion, ademés de tener un rendimiento menor al esperado y la duracion de su vida méas
corta. Asi también, dentro del proceso SIT es necesario llevar a cabo una eficiente separacién de machos y
hembras, ya que la liberacion de hembras estériles ain puede contribuir a la transmisién de malaria. Por ello,

se han explorado métodos moleculares para la esterilizacién de los mosquitos y el control de su poblacién.

Como se mencion6 anteriormente, es importante tener en cuenta solamente deben liberarse machos
estériles. Aun si las hembras no son capaces de generar descendencia, si pueden actuar como vectores, siendo
imperativo evitar su liberacion. Esto genera la necesidad de desarrollar métodos de sexado eficientes. Los
métodos moleculares como el ARN de interferencia (ARNi) y CrisprCas9 cuentan con el potencial para
desarrollar una técnica de sexado sencilla y rapida si actllan con genes que se asocien a uno de los sexos. Este
es el caso del gen doublesex (dsx), involucrado en la cascada de determinacion sexual. Estudios previos han
demostrado que existen isoformas caracteristicas para cada sexo: dos de hembras y una para machos. Esto lo
convierte en una diana ideal para el desarrollo de técnicas moleculares para el sexado de mosquitos. Sin
embargo, en el mosquito Anopheles albimanus dichas isoformas no se encuentran aln caracterizadas por lo
que es de vital importancia describirlas. De esta manera sera posible enfocar las moléculas de silenciamiento

a la forma especifica de hembra del gen, sin generar algin efecto secundario en machos.

Con este trabajo de investigacidn se busca apoyar la produccién de machos de A. albimanus estériles
identificando un fragmento especifico femenino del gen dsx, que pueda ser silenciado y empleado para
eliminar a las hembras. Se pretende clonar y producir ARNdh especifico para una region compartida entre

las dos isoformas femeninas del gen dsx en Anopheles albimanus. Se disefiaran los oligonuclettidos para



demostrar el silenciamiento génico mediante ARNdh utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa a

tiempo real (QPCR).



1.  OBJETIVOS

A. Objetivo general

Desarrollar estrategias moleculares para el sexado de Anopheles albimanus, vector de la

malaria en Latinoamérica y el Caribe.

B. Objetivos especificos

1.

Identificar una regién de ADN copia del gen dsx especifica para hembras mediante su

amplificacion por transcripcion reversa, seguida de reaccién en cadena de la polimerasa.

Clonar un fragmento de la regién compartida de las isoformas femeninas del gen dsx en bacterias
E. coli XL1-Blue.

Analizar las secuencias nucleotidicas de los fragmentos del gen dsx clonados en los plasmidos
pGEMT.

Clonar y producir ARNdh de la isoforma femenina de dsx en bacterias E. coli HT115 (DE3).

Disefiar oligonucledtidos para la cuantificacion de las isoformas femeninas de dsx en A.

albimanus.



I1l. JUSTIFICACION

La malaria es una enfermedad que afecta a la poblacion a nivel mundial, principalmente aquella que
se sitta en los trépicos. Es ocasionada por parasitos del género Plasmodium, que se transmite con la picadura
de mosquitos del género Anopheles. Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de fiebre aguda y, en

ocasiones, puede llevar a la muerte (Nadjm & Chb, 2012).

La malaria se presenta principalmente en paises pertenecientes al tercer mundo, como lo es
Latinoamérica y Africa. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2018 se reportaron
alrededor 435 mil muertes en todo el mundo. Los nimeros son alarmantes ya que no se presentd ninguna
disminucion significativa respecto al 2016 y 2017 (OMS, 2018). Si bien ha ocurrido una reduccién en los
casos reportados, se evidencia que aln no se han logrado avances importantes para el manejo de esta
enfermedad. En Guatemala, se reportaron 1449 en 2017; no obstante, para las primeras 25 semanas del 2019,
ya se habian reportado 963 casos en toda la poblacién (Sagastume, 2018). La malaria, es considerada una
enfermedad desatendida y es urgente encontrar métodos de prevencion y control. De hecho, dado que
representa un problema de salud publica importante, se tiene como un objetivo de desarrollo sostenible la

eliminacién de esta enfermedad a nivel mundial para el afio 2030 (OMS, 2017).

Una de las estrategias utilizadas para la reduccion de la transmision de la enfermedad es la
disminucion de la poblacion de insectos que actlan como vectores por medio de la técnica del insecto estéril
(SIT). Esta técnica busca la esterilizacion de elevados nimeros de machos con radiacién, para que luego
puedan ser liberados al medio ambiente. El objetivo es que estos se apareen con hembras silvestres sin generar
alguna descendencia, resultando asi en la reduccién de mosquitos de la poblacion (Lees, Gilles, Hendrichs,
Vreysen, & Bourtzis, 2015). Sin embargo, esta técnica repercute de manera directa en los machos, puesto
que se disminuye tanto su aptitud para atraer hembras, como la duracién de su vida (Oliva et al., 2012). Por
ello, actualmente se estan desarrollando técnicas moleculares que puedan tener un impacto en la poblacion
de mosquitos. Es importante tener en cuenta que estos métodos no deben liberar hembras, ya que aunque
sean estériles, son capaces de transmitir al Plasmodium. De aqui surge la necesidad de sexar los mosquitos
de manera eficaz y separar asi a las hembras de los machos. Las tecnologias moleculares de CrisprCas9 y

ARN de interferencia (ARNi), cuentan con el potencial para desarrollar un método de sexado sencillo.

La técnica de ARNi cuenta con la capacidad de silenciar un gen especifico, como los son aquellos
involucrados en el proceso de la determinacién sexual. El Gltimo gen de esta cascada es doublesex (dsx) el
cual codifica para una proteina con variaciones segun el sexo del mosquito. Por ello, ha sido utilizado como
diana para su silenciamiento en otros mosquitos. De este procedimiento se han obtenido resultados
prometedores, como la mortalidad de hembras de la poblacion (Whyard et al., 2015) y la reduccién en el
ntmero de hembras viables (Taracena et al., 2019). Anopheles albimanus es un mosquito poco estudiado, en

el cual las isoformas del gen dsx no se encuentran adn caracterizadas por lo que es de vital importancia



describirlas. De esta manera sera posible enfocar las moléculas de silenciamiento a la forma especifica de

hembra del gen, sin generar algin efecto secundario en machos.

Con este estudio se busca apoyar la produccion de machos de A. albimanus estériles eliminando el
desarrollo de las hembras mediante el silenciamiento del gen dsx femenino. Se pretende amplificar, clonar y
producir ARNdh especifico para una region compartida entre las dos isoformas femeninas del gen dsx en
Anopheles albimanus. Se disefiaran oligonucleétidos para amplificar selectivamente las isoformas femeninas
del gen dsx mediante PCR cuantitativo (QPCR). Esto ayudara a demostrar el silenciamiento génico posterior

a la alimentacion de A. albimanus con ARNdh.



IV. MARCO TEORICO

A. Malaria

1. Descripcion de la enfermedad

La malaria, también Ilamada paludismo, supone una infeccién grave ocasionada por paréasitos del
género Plasmodium. Este microorganismo logra llegar al torrente sanguineo de la persona mediante la
picadura de un mosquito hembra. De este punto, los esporozoitos plasmodicos viajan desde el tejido
subcutaneo de la piel hacia los vasos capilares y linfaticos locales, a manera de llegar al tejido hepatico y
posteriormente colonizar los eritrocitos (Nadjm & Chb, 2012). Una vez han terminado de desarrollarse,
liberan toxinas y los sintomas de la enfermedad se evidencian. El tiempo en que estos tardan en aparecer
depende directamente de la especie de Plasmodium que se encuentre dentro del organismo (Miller, Baruch,
Marsh, & Doumbo, 2002).

La caracteristica principal de esta infeccién es la presencia de fiebre aguda. Entre las primeras
manifestaciones de la enfermedad también se encuentra el dolor de cabeza y los vomitos de intensidad media.
Si la malaria no se trata en las primeras 24 horas, esta puede avanzar a un grado severo y con frecuencia
llevar a la muerte. Entre otros sintomas importantes en nifios se encuentra la anemia severa, la acidosis
metabdlica o la malaria cerebral (OMS, 2014). Por otro lado, en adultos se presenta un involucramiento de
6rganos multiples durante la infeccion. En paises donde la enfermedad no es muy comun, los sintomas se
diagnostican errébneamente hacia una gripe pasajera, dejando al paciente sin un tratamiento efectivo.
Adicionalmente, estas personas tendrdn que tratar con los efectos secundarios de medicinas equivocas

mientras la enfermedad se agrava gradualmente (Amexo, Tolhurst, Barnish, & Bates, 2004).

2. Plasmodium: parasito de la malaria

a. Correlacion de especie y sintomas

Existen cinco especies de este género que son capaces de ocasionar la enfermedad de malaria en
humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P. knowlesi. Los primeros dos mencionados son
los mas comunes, siendo P. falciparum el mas letal (OMS, 2014). Cada especie suele estar asociada a un area

geogréafica determinada, asi como a sintomas especificos y objetivo de accion (ver Cuadro 1).



Cuadro 1. Sintomas y distribucion para cada especie de Plasmodium

Especie

Distribucion

Detalles clinicos

Plasmodium falciparum

Tropicos

Ocasiona la mayor cantidad de

sintomas y fatalidades.

Plasmodium vivax

Tropicos y subtropicos con

excepcion de Africa occidental

Genera recaidas por hipnozoitos.
Requiere del antigeno Duffy

para entrar.

Plasmodium malariae

Distintas regiones en el mundo

Infecciones cronicas y sindrome

nefrético tardio.

Plasmodium ovale

Distintas regiones en el

occidente de Africay el

Recaidas por presencia de

hipnozoitos hepéticos.

suroccidente del Pacifico

Plasmodium knowlesi Malasia, Indonesia y sureste de Enfermedad severa

Asia

Fuente: Modificado de Nadjm & Chb (2012)

b. Ciclo de vida

Los mosquitos inyectan los esporozoitos parasiticos en el tejido subcutdneo y algunas veces
directamente en el torrente sanguineo. De aqui, estos viajan con la sangre hasta llegar al higado. Al atravesar
varios hepatocitos, los esporozoitos se dividen en varios miles de merozoitos, cada uno de los cuales es capaz
de invadir un eritrocito saliente del higado. Una vez en este punto, pueden comenzar con su reproduccion
asexual, dando inicio asi a la enfermedad (Bassat & Alonso, 2011). Estos se multiplican dentro de la célula,
pasando por varias formas como lo es el anillo, el trofozoito y esquizonte inmaduro y maduro. Este ciclo
puede durar hasta 48 horas, prosiguiendo con la liberacién de nuevos merozoitos. Se estima que P. falciparum
y P. vivax pueden producir 20 merozoitos mas después de madurar. Cada uno de ellos invadira otro eritrocito,
aumentando la gravedad de la malaria (Spencer, Gomez, & Collovini, 2016). El ciclo de vida del paréasito se

presenta en la Figura 1.

Una proporcién pequefia de los parasitos se convierte en gametocitos para iniciar la reproduccion
sexual. Con la presencia de ellos, la persona se convierte en potencial transmisora, ya que son estos los que
al ser ingeridos por un mosquito, los vuelve sus vectores. El desarrollo hacia la formacion de gametocitos es
un punto diferente entre las especies P. falciparum y P. vivax. Esta Gltima se caracteriza por liberar parasitos
con reproduccion sexual desde el momento de la liberacion del higado, volviendo a la persona en transmisora
desde antes de mostrar sintomas. P. falciparum, en cambio, tarda bastante mas en alcanzar el desarrollo de
estos organismos (Miller et al., 2002). Al ser ingeridos, ocurre la fertilizacion en el tubo digestivo del
mosquito. El zigoto se forma y se genera un ooquiste, de donde se liberan los esporozoitos que invaden las

glandulas salivares del vector para la siguiente transmision (Spencer et al., 2016).



Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium
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3. Incidencia y distribucion

a. A nivel mundial
La malaria es la infeccidon que ha matado a méas personas en la historia. Hoy en dia, todavia cuenta

con elevados niveles de mortalidad en més de 100 paises alrededor del mundo. Es importante tener en cuenta,
que es popular en paises subdesarrollados ya que hay un acceso limitado al tratamiento, aumentando asi la
cantidad de infectados (Tuteja, 2007).

Para el 2004, se calculaba que la malaria era responsable de mas de un millén de muertes al afio, de
las cuales el 90% se ubicaban en la region del Sub-Sahara en Africa. La mayoria de los afectados eran nifios
de menos de cinco afios de edad (Moree & Ewart, 2004). Hoy en dia, la distribucién de la malaria cubre los
trépicos y grandes partes de los subtrépicos. Se calcula que si bien ha disminuido su incidencia a 435 mil
muertes anuales, aun existen mas de 3.4 billones de personas en riesgo de contraer esta enfermedad (OMS,
2018).

En el caso de Estados Unidos, el nimero de personas afectadas ha permanecido estatico (alrededor
de 1500 casos). Sucede lo mismo en el Reino Unidos, donde en 2010 se reportaron 1762 casos de malaria.
Si bien la incidencia no es alta relativamente, la reduccidn de pacientes afectados ha sido muy poca (Nadjm
& Chb, 2012).

En un futuro, se estima que la enfermedad podré extenderse hacia areas que actualmente todavia son

muy frescas para la ocupacion del vector. De hecho, se estima que los organismos del género Anopheles



alcanzaran la mayor parte de Norteamérica para el 2050, asi como grandes regiones de Europa del norte
(Rogers & Randolphz, 2000).

Debido a la variacion en las proporciones de eliminacion de malaria en el mundo mostrada
previamente, se suele dividir a los paises segln su estado respecto a la enfermedad. La primera categoria se
conoce como “controlando la malaria” y la segunda con el nombre de “eliminando la malaria”, buscando
ambos llegar a un estado de libres de malaria. Sin embargo, cada categoria esta ligada a varios factores como
lo es la salud publica y la economia del pais. Por ello, los paises menos desarrollados caben en la primera
categoria, mientras que los desarrollados estan en la segunda (Feachem et al., 2010). En la Figura 2 se muestra
un mapa que muestra la distribucion de la malaria en el mundo y la categoria a la pertenece cada pais donde

esta acontece (Chavez, 2019).

Figura 2. Distribucion de la malaria en el mundo
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b. En Guatemala

Guatemala cuenta como objetivo la eliminacion de la malaria para el afio 2025. Por ello, se han
intensificado los esfuerzos para su erradicacion mediante el fortalecimiento de la vigilancia epidemioldgica.
Para el afio 2017, se cont6 con total de casos de 1449, lo cual representa una reduccion significativa respecto
a los 2808 pacientes reportados en el afio 2016. En ambos afios el departamento de Escuintla cont6 con la
mayor cantidad de casos (1199), seguido por una marcada diferencia por Izabal (60) y Suchitepéquez (59).
Estos tres departamentos abarcan el 83% de casos reportados en todo el pais. Esta distribucién geografica
se debe a que el mosquito no se desarrolla a temperaturas menores a los 15°C y no suele encontrarse a
alturas mayores a los 1200 metros sobre el nivel del mar (Chavez, 2017). Este patrén vuelve a repetirse en

el 2018, donde el 91% de los casos de malaria se concentraron en estas regiones (OPS, 2018).



Para las primeras 25 semanas del 2018, los mismos departamentos presentaron una mayor
incidencia: Escuintla nuevamente fue el mayor, con 815 casos. En total, durante este afio se reportaron 3128
casos, representando un 23% menos que el 2017. Sin embargo, Alta Verapaz ocup0 el segundo lugar con
121 casos. En total hubo 1196 pacientes disminuyendo respecto a lo reportado el afio anterior. Ademas, el
grupo de personas entre 15 y 39 afios presentaron la mayor incidencia de malaria en la poblacién. En la
Figura 3 se observa un mapa que compara la incidencia en Guatemala en el afio 2017 y 2018 (Sagastume,
2018).

Para el presente afio, se reportaron 963 casos solo en las primeras semanas. En el primer trimestre
del 2019 todos los grupos de edad contaron con casos registrados presentando una incidencia mas elevada
entre los jovenes de 25 y 39 afios. Otros grupos en los que destaca el nimero de casos son el de nifios
menores de un mes y los adultos mayores de 70. Ademas, es de especial relevancia el hecho que el grupo
de nifios menores a 10 afios representa el 29% de los casos anuales. Para toda la poblacién, existe una
distribucién aproximada entre ambos sexos. Adicionalmente, no se reporta ninguna muerte por malaria
durante el afio 2019 (Chavez, 2019).

Figura 3. Tasas de la malaria en Guatemala durante el 2018 y 2019
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4. Tratamientos

El tratamiento de la malaria depende en gran medida de la especie de Plasmodium que involucre. Por
ello, el primer paso para el manejo de la enfermedad es la determinacion de la especie en cuestion. Para ello,
basta una muestra de sangre y realizar una microscopia acompafiada por una cada en reaccion de polimerasa
(PCR). Mientras se logra encontrarla, se debe tratar la enfermedad como si se tratara de P. falciparum (Lalloo
etal., 2007; Nadjm & Chb, 2012).
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En cuanto a medicamentos, la malaria se trata con terapias que contengan artemisina. Esta actia sobre
todos los estados de vida de Plasmodium en el eritrocito, disminuyendo asi la carga parasitica presente en el
paciente. Ademas, elimina las formaciones tempranas y previene que formas mas maduras logren
establecerse en una nueva célula. El principal problema con esta medicina es lograr llevarlo a todos los

pacientes, principalmente aquellos que viven en condiciones de pobreza (White, 2008).

Cada especie de parasito es capaz de afectar el organismo de una forma caracteristica, lo cual lleva a
requerir también de otros medicamentos guiados a cada tipo especifico (CDC, 2013). Para la malaria de P.
falciparum se recomienda también el uso de artesunato, gluconato de quinidina, y quinina dihidrocloruro,
variando en las dosis segln la gravedad de la enfermedad. En cambio, para la malaria no-falciparum, se
sugiere utilizar cloroquina, quinina o artesunato. Es importante tener en cuenta que algunos medicamentos

pueden ocasionar resistencia por parte del parésito (Lalloo et al., 2007).

5. Vector de la malaria y transmision

La malaria se transmite de manera exclusiva mediante las picaduras de mosquitos de género
Anopheles. Existen alrededor de 20 diferentes especies de ellos que tienen una relevancia a nivel mundial.
La mayoria pican durante la noche y se reproducen en el agua (OMS, 2014). Si bien la transmisién suele ser
maés intensa en lugares donde el mosquito puede vivir mas, los factores del ambiente, de la inmunidad del
huésped y del parésito también influye considerablemente. Un ejemplo son las condiciones climaticas:
patrones en la lluvia, la temperatura y la humedad, tienen un efecto directo sobre la vida del mosquito
(Bledsoe, 2005). En la seccion B del marco tedrico, se desarrollara méas sobre la especie Anopheles albimanus

por su relevancia en la transmision de la malaria en Guatemala.

B. Anopheles albimanus
Los mosquitos del género Anopheles son los responsables de la transmision de la malaria ya que
actian como vectores de esta enfermedad. Actualmente se conocen mas de 400 especies de este mismo

género, de las cuales 30 han sido reportadas como vectores de la malaria (OMS, 2017).

1. Generalidades

Segun Faran (1980), la especie A. albimanus muy probablemente se origind en Centroamérica, a una
etapa bastante temprana de la linea evolutiva comdn del resto del grupo. Estas observaciones se justifican
por contar con las caracteristicas mas ancestrales de los mosquitos de la region. A pesar de su amplia
distribucion geografica, su morfologia es muy homogénea. Esto ha llevado a una reproduccion cruzada entre

diferentes cepas de los paises de Centroamérica (OPS, 1996).

Esta especie se caracteriza por contar con una amplia variedad de lugares elegidos para los criaderos
de larvas: desde huellas de vehiculos hasta depositos de agua, pasando por charcas de agua y en ocasiones
canales de drenaje. La calidad del agua para la ovipostura suele ser variable ya que esta incluso puede

encontrarse contaminada con algas o bien tener poco contenido orgéanico (OPS, 1996). Esta variabilidad es
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un factor determinante en su actividad como vector de enfermedades. Asimismo, la interaccion con el ser
humano ha resultado ser beneficiosa para esta especie. Esto se debe a que las areas habitadas por humanos
proveen una constante generacion de habitats efimeros para los mosquitos, que se adecan de manera ideal

a su ciclo de vida (Faran, 1980).

Los mosquitos A. albimanus prefieren realizar picaduras a los seres humanos durante la noche.
Estudios han demostrado que en el rango de 18:00 a 21:00 horas, estos organismos alcanzan tanto su
frecuencia maxima de picadura como su mayor actividad. Ademas, se ha observado que su tasa de picadura

humana es mayor al aire libre que en el interior (OPS, 1996).

2. Ciclo de vida

Los mosquitos A. albimanus cuentan con ciclo de vida compuesto por cuatro fases: huevo, larval,
pupa y adulto. Las tres primeras se llevan a cabo en un medio acuatico. Segun las condiciones en las que se
encuentren, los mosquitos pueden completar todo el ciclo en 5 a 14 dias (Gonzalez & de la Cruz, 2017). En

la Figura 5, se presenta el ciclo de vida de Anopheles sp.

a. Huevos

Las hembras colocan huevos en diferentes lotes durante la ovoposicion de manera directa sobre el
agua. Estas pueden poner desde 20 hasta 300 unidades en cada lote (Rozeboom, 2016). Los huevos cuentan
con estructuras similares a flotadores, una a cada lado, a manera de lograr completar su desarrollo en el agua
(Gonzélez & de la Cruz, 2017). Se aproxima que la eclosion sucede después de 2 o 3 dias en condiciones
Optimas. Es decir, las primeras larvas suelen estar listas solo con 48 horas de desarrollo, mientras que las
Gltimas pueden llegar a requerir mas de 50 horas (Ramirez, Medina, Fajardo, & Gonzélez, 1986; Rozeboom,
2016).

b. Larvas

Las larvas de A. albimanus cuentan con una cabeza bien desarrollada y cepillos bucales empleados
para la alimentacién. Su térax es largo con un abdomen segmentado (SENEPA, 2013). En contraste con otros
mosquitos, estas larvas no cuentan con un sifon respiratorio, por lo que es importante que se posicionen
paralelo a la superficie del agua. Por esto mismo, las larvas cuentan con espiraculos en el octavo segmento

abdominal. Como consecuencia, deben salir a la superficie con frecuencia (CDC, 2016).

Las larvas se alimentan de algas, bacterias y otros microorganismos que se encuentren en su medio.
Para nadar realizar movimientos sin direccién con todo el cuerpo, o bien emplean la propulsion con su boca
(CDC, 2016). No es normal que estas se sumerjan en las profundidades relativas del agua (Gonzalez & de la
Cruz, 2017).

El desarrollo larval se completa después de cuatro estadios, conocidos como L1, L2, L3y L4. Al
terminar cada uno, el organismo muda de exoesqueleto para permitir un mayor crecimiento. Una vez

terminadas todas las fases, la larva experimenta la metamorfosis hacia una pupa (Rozeboom, 2016).
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c. Pupas
Vista de lado, las pupas de los mosquitos tienen forma de coma y cuentan con un color similar al de

larva en un inicio. Tienen la capacidad de mucha movilidad pero usualmente se encuentran quietas sobre la
superficie del agua (SENEPA, 2013). La cabeza y el térax se encuentran combinados en una estructura
conocida como cefalotérax. El abdomen se encuentra debajo de este Gltimo. Las pupas deben moverse hacia
la superficie con frecuencia para poder respirar mediante las trompetas respiratorias. Una vez la superficie
dorsal del cefalotorax se rompe, el mosquito sale (CDC, 2016). La duracién de esta etapa depende
fuertemente de las condiciones ambientales en las que se encuentra (Rozeboom, 2016). Seglin Ramirez et al.

(1986), en un clima y humedad apropiada, esta etapa puede durar dos dias en promedio.

d. Adultos
La morfologia de un adulto de Anopheles sp. cuenta con tres secciones: cabeza, térax y abdomen.

La primera se caracteriza por su funcion en la adquisicion y procesamiento de informacion. Cuenta con 0jos,
un par de antenas segmentadas y una proboscide prolongada para la alimentacion. El torax juega el papel de
la locomocion del organismo, empleando los tres pares de patas y las alas. Por ultimo, el abdomen se encarga
de la digestién y el desarrollo de huevos (CDC, 2016). Estos mosquitos se diferencian de otros por su
posicion: su cuerpo y proboscide se encuentra casi en angulo recto con el sustrato de alimentacion (SENEPA,
2013).

Los mosquitos adultos copulan a los pocos dias después de emerger del estado pupal. Los machos
pueden vivir alrededor de una semana, alimentandose de diferentes fuentes de azlcar. Las hembras requieren
de sangre para poder desarrollar los huevos y luego colocarlos (CDC, 2016). Estas ultimas pueden vivir
incluso hasta un mes si han sido capturadas, pero en la naturaleza no logran extender su vida mas de dos
semanas. Su sobrevivencia depende en altamente en las condiciones de temperatura y humedad (Gonzélez &
de la Cruz, 2017).

Figura 4. Ciclo de vida de Anopheles sp.

/ Adulto
Terrestre

Pn Acuatico
=N
/
Huevo \ f Pupa
# f ? /
F 4 / J §

Estadio: 1 w2 13 L4
_>

Larva

Fuente: Modificada de Williams & Pinto, (2014)

13



3. Distribucion

La distribucion de los Anopheles es variada a lo largo del mundo, pero cada especie cuenta con una
region en la cual frecuentemente es localizada (Figura 5). La especie Anopheles albimanus cuenta con
especial relevancia en Centroamérica, por lo cual este investigacion tiene énfasis en ella. Hoy en dia se conoce
que es predominantemente tropical y muy abundante a elevaciones menores a los 100 metros sobre el nivel
del mar. Por ello, sus poblaciones méas grandes se localizan alrededor de cuerpos de aguas costeros (Pinault
& Hunter, 2012). Es posible encontrarlo desde el sur de los Estados Unidos hasta el norte de Per(, incluyendo

las islas de Antigua, Bahamas, Barbados, Barbuda, Cuba, Jamaica, entre otras (Bejarano, 2003; Olano,

Brochero, Saenz, Quifionez, & Molina, 2000).

Como se describié previamente, el mosquito tiende a vivir a poca altura, en zonas con clima céalido.
A pesar de esto, su presencia también se ha registrado en el litoral Pacifico como en el Atlantico, donde puede
llegar a llover a lo largo del afio. Habita en zonas con vegetacion variada: se encuentra en bosques de hoja

caduca hasta la sabana abierta, e incluso en la selva tropical himeda y en los alrededores cultivados (OPS,

1996).

Figura 5. Distribucién de especies de Anopheles en el mundo
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4. Diferenciacién sexual

La cascada de diferenciacion sexual en A. albimanus ain cuenta con ciertos vacios. Sin embargo, esta
ya se ha descrito para el organismo modelo Drosophila melanogaster y para otros mosquitos. En las

siguientes sub-secciones (a y b) se hablara respectivamente de cada uno de ellos, asi como lo que se conoce

de A. albimanus.
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a. En Drosophila melanogaster

La cadena de diferenciacion sexual en D. melanogaster ha sido arduamente estudiada para poder ser
relacionada con la de otros insectos. Se ha confirmado que la determinacidn se encuentra ordenada de manera
jerarquica, buscando que el producto de un gen controle el procesamiento determinado del pre ARN

mensajero (pre-ARNmM) del siguiente gen (Sanchez, 2010). Esta jerarquia puede observarse en la Figura 6.

El primer gen de esta cascada se conoce como Sexlethal (SxI). La region rio arriba de SxI cuenta con
dos promotores: P temprano Y P mantenimiento. L@ Sefial que emita la concentracion de los elementos asociados a X,
llevara a la activacion de alguno de los promotores. Por ello, un organismo diploide XX activara el promotor
temprano, mientras que uno XY alcanzaréa la activacion del de mantenimiento (Verhulst, Van de Zande, &
Beukeboom, 2010). La transcripcion del promotor temprano de SxI resultard en un trascrito que tendra un
empalme para codificar una proteina temprana SXL funcional. Este producto llevara a la produccion de
proteinas SXL tardias funcionales, manteniendo asi el corte y empalme especifico para hembras mediante

autoregulacion (Sanchez, 2010).

Adicionalmente, SXL permite un corte y empalme especifico para el gen transformer (tra), mediante
la union a un tracto de polipirimidina en el primer intron. Como resultado se obtiene una proteina TRA
funcional, que interactia con la proteina no especifica de sexo transformer 2 (TRA2). Luego, esa se une al
ARN primario de doublesex (dsx), produciendo asi un ARNm y proteinas especificas para hembras (DsxF),

que le da al organismo las caracteristicas morfologicas de hembras (Verhulst et al., 2010).

En machos no se alcanza la concentracion necesaria de elementos asociados a X para activar el
promotor temprano de Sxl. Por ello, no se sintetiza una proteina temprana SXL y se previene la
autorregulacion de esta misma (Yamamoto & Koganezawa, 2013). Como resultado, se forma un pre-ARNm
de SxlI del promotor tardio que lleva a una proteina no funciona TRA. Sin ella, se genera el corte y empalme

normal de dsx, llevando a una proteina macho especifica DSX (Sanchez, 2010; Verhulst et al., 2010).

El complejo TRA-TRAZ2 regula el corte y empalme especifico para hembra del gen fruitless (fru),
que lleva a una forma no funcional de la proteina codificante. En los machos la proteina TRA esta ausente,
por lo que el corte y empalme tradicional de fru se lleva a cabo y se obtiene una proteina funcional del gen,

exclusiva para este sexo (Sanchez, 2010; Yamamoto & Koganezawa, 2013).
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Figura 6. Cascada para la determinacién sexual de Drosophila melanogaster

Hembra Macho
XX; A4 X(Y); AA
G sxi* s
Fr'://w-rmz Fru Tra" Tra2
Fru™ Dsx"  Ix, Her Fru™ Dsx™  Ix, Her
SNC hembra Soma hembra SNC macho  Soma macho
Conducta sexual Conducta sexual
hembra macho

Fuente: Sanchez, (2010)

b. En mosquitos

La evidencia genética de los mosquitos indica que su determinacién sexual esta controlada por un
factor M. Este se encuentra localizado en el cromosoma Y en los mosquitos de Anopheles. Como se menciond
previamente, este factor M se encuentra ausente en los organismos de D. melanogaster y la cascada de

diferenciacion prosigue sin la necesidad del mismo (Adelman & Tu, 2016).

Los estudios han demostrado que algunos genes de la cascada de diferenciacion sexual, como dsx y
fru, se encuentran altamente conservados en las especies de mosquitos. De hecho, el empalme especifico para
sexo se ha reportado en una amplia variedad de insectos, reflejando asi potenciales funciones conservadas en
la diferenciacion sexual. Para las especies de Aedes y Anopheles se ha descrito una actividad que sugiere la
presencia la actividad de la proteina TRA (Scali, Catteruccia, Li, & Crisanti, 2006). Es mas, se han encontrado
elementos reguladores cis que cuentan con elevada probabilidad de corresponder a sitios de unién de TRA-
TRAZ2 en ambos mosquitos. Aln si no se ha encontrado un gen tra como tal, existe la probabilidad de que el
factor M, en conjunto con otros factores, afecte el empalme de TRA-TRA2 para volverlo sexo especifico
(Adelman & Tu, 2016).

Para una variedad de insectos se ha podido evidenciar un patron en la cascada de diferenciacion: la
mayoria cuenta con el gen dsx como ultimo escal6n y tienen al inicio el gen sxl (Verhulst et al., 2010). Sin
embargo, se han notado diferencias inherentes a la evolucién propia de cada especie estudiada. Por ello y
dado que adn no hay informacion completa al respecto, es posible adaptar la cascada conocida de D.
melanogaster para A. albimanus. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que no supone mas que una guia y que
debe modificarse para los descubrimientos propios de este mosquito. De ella, se ha confirmado Unicamente
la presencia de tra-2 en A. albimanus (Sanchez, 2010). En la Figura 7 se muestra la jerarquia de diferenciacion

sexual conocida para Anopheles gambiae, con aquellos genes cuya presencia se conoce o se desconoce.
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Figura 7. Comparacion de la cascada de diferenciacion sexual en D. melanogaster, Aedes aegypti y

Anopheles gambiae
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Fuente: Sinkins, (2016)

C. Gen doublesex

El gen doublesex (dsx) supone el Gltimo escalon en la jerarquia de diferenciacion sexual estudiada.
Este se transcribe en ambos sexos pero el resultado difiere en cada uno, debido al procesamiento alternativo
distinto que sucede en hembras y en machos (Sanchez, 2010). En algunas especies de insectos, como Aedes
aegypti, se han descrito dos isoformas del gen para hembras, mientras que para machos solo hay una (Price,
Egizi, & Fonseca, 2015). En el caso de Anopheles gambiae, la base de datos IsoPlot también propone el
mismo caso para las isoformas del gen. Dado que es un gen encontrado tanto en vertebrados como en
invertebrados, este ha sido ampliamente estudiado. En el caso de insectos, ha sido caracterizado para D.
melanogaster, Ceratitis capitata, Bactrocera tryoni, Bactrocera oleae, varias especies de Anastrepha, entre
otros. Para el género Anopheles, solamente hay reportes describiendo este gen para A. gambiae, aln si se

conoce que esta presente en otras especies (Verhulst et al., 2010).

1. Estructura

Actualmente se carece de una descripcion especifica del gen para A. albimanus. Sin embargo, Scali,
Catteruccia, Li, & Crisanti (2005) realiz6 la caracterizacion del gen dsx para la especie A. gambie, la cual
puede ser la més aplicable para el estudio de A. albimanus. En la caracterizacion se reflejo que el segmento
guarda una homologia entre el 80-82% de similitud con el gen descrito en D. melanogaster. Se encontré que
la version femenina de la seccion estudiada del gen cuenta con un mayor largo a la masculina, sugiriendo

que existen varios puntos de corte y empalme para dsx en los machos.

El gen dsx presenta diferentes dominios altamente conservados. Entre ellos se encuentran los N-

terminal que son Gnicos para la unién de los dedos de zinc que estan relacionados con los dominios de
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oligomerizacion 1 (OD1) (Salvemini et al., 2011). De la misma manera, los dominios de oligomerizacion 2
(OD2) conservan la caracteristica de terminar al inicio de las regiones especificas de sexo. Por Gltimo, los
dominios C-terminal de las proteinas femeninas revelan alto grado de conservacién. En el caso de los machos,
la longitud del transcrito es muy similar a otras especies, con varios aminoacidos repetidos y regiones ricas
en prolina, serina, glutamato y treonina (Scali et al., 2005). En la Figura 8 se presentan los dominios
estudiados para A. gambiae.

Figura 8. Estructura del gen dsx en Anopheles gambiae

100 bp
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Fuente: Scali et al., (2005)

En la Figura 8, los cuadros sombreados con lineas diagonales indican un dominio de unién a ADN.
Aquellos que se encuentran rayados horizontalmente corresponden a una region especifica de hembra,
mientras que los rayados verticalmente son de macho. Por Gltimo, los cuadros punteados indican un dominio

que no es especifico para un género.

Se plantea que en A. gambiae, el gen dsx consiste en una regién de 85kb. Aqui se encuentra siete
exones, de los cuales los primeros cuatro codifican para una regién comdn en la proteina. El exén 5, de
aproximadamente 1.7 kb, es especifico para hembras, mientras que el exén 6 es la secuencia codificante
especifica para machos, que es no codificante para hembras. Por Gltimo, el exén 7 es una regién no codificante
(UTR), para ambos sexos (Scali et al., 2005). Sucede lo mismo en D. melanogaster, los primeros cuatro
exones son comunes y hay variaciones en el quinto y sexto segun sea el sexo del organismo (Hertel, Lynch,
Hsiao, Liu, & Maniatis, 1996). Entre otras caracteristicas que lograron elucidarse, destaca el hecho que dsx
es un gen de una Unica copia (Scali et al., 2005). En la Figura 9 se muestra la estructura del gen dsx tanto en
A. gambiae como en D. melanogaster.
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Figura 9. Estructura de dsx en D. melanogaster y en A. gambiae
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Fuente: Scali et al., (2005)

Cada cuadro presentado en la Figura 9 representa un exén. Aquellos que se encuentran rellenos son
UTRs, mientras que las vacias son regiones codificantes. EI OD1 se encuentra representado en cuadros con
lineas diagonales. Los recuadros con lineas horizontales y verticales, son regiones especificas para hembras
y machos, respectivamente. Los nimeros indican los exones e intrones respecto a los transcritos femeninos
(Scali et al., 2005).

2. Funcion
El gen dsx supone un punto de divergencia clave para la regulacién de las funciones inherentes de
cada sexo. Este gen puede compararse con un doble switch, en el que se selecciona una de las dos

programaciones sexuales alternativas con las que cuenta un organismo (Scali et al., 2005).

En el caso de los machos, el locus dsx reprime la expresion de los genes hacia abajo que se necesitan
para la diferenciacion femenina. Aquellos genes que se asocian a la diferenciacion masculina no son
reprimidos, lo cual resulta en el desarrollo de un organismo macho (Sanchez, 2010). Dado que aun no se
conoce algin empalme especifico previo para el género masculino, se cree que la expresion de dsx en machos
es la forma estandar del gen. Es decir, a menos que haya una sefial previa en la cascada, el gen dsx se expresa

sin modificaciones, como se encuentra en los organismos de este sexo (Baker & Wolfner, 1988).

En el caso de hembras, existen diversos factores que generan un empalme especifico en los primeros
pasos de la cascada. Como consecuencia, la expresion de dsx es distinta a la de los machos. Este gen es
necesario para la diferenciacion sexual somatica de las hembras, asi como la funcionalidad de la linea
germinal y la transcripcidon de los genes asociados al cromosoma X (Hoshijima, Inoue, Higuchi, Sakamoto,
& Shimura, 1991). De la misma manera, ayudado por los genes tra y tra-2, se logra reprimir la funcién de
dsx masculino y su diferenciacion. Dado que todos los genes hacia abajo responsables de la diferenciacion
femenina no estan reprimidos, estos se expresan y permiten la diferenciacion de un organismo hembra (Baker
& Wolfner, 1988).
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Dado que dsx cuenta con una dualidad de funcién, se ha indicado que este gen es doblemente activo.
En pocas palabras, se le describe asi por dar como resultado dos polipéptidos distintos, de los cuales cada
uno lleva al desarrollo de un sexo especifico segin las modificaciones de transcripcién que haya
experimentado. Sin importar en cual de las 2 proteinas resulte, la expresion de dsx sera siempre activa y
funcional (Wilkins, 1994).

3. Factores que interactan con el gen doublesex

Es importante tener en cuenta que si bien dsx esta presente en todos los insectos, los factores que
Ilevan a las diferencias en corte y empalme pueden llegar a variar considerablemente. En el caso de Anopheles
y de D. melanogaster, se ha identificado al gen tra como influyente en el procesamiento alternativo (Burtis
& Baker, 1989). Por otro lado, existen factores feminizantes, macho determinantes e impresiones genémicas
determinantes, que son exclusivos Gnicamente para algunas especies de insectos. No obstante, todos
convergen en un procesamiento alternativo que llevara a una expresion diferente de dsx en hembras y en
machos (Verhulst et al., 2010).

El gen dsx cuenta también con elementos reguladores (dsxRE) que ayuda en la diferenciacion sexual.
Estos consisten en secuencias de 270 nucleotidos con 6 repeticiones de 13 nucledtidos. Se caracterizan por
ser ricos en purinas y encontrarse entre las repeticiones 5y 6. Estos son necesarios para el uso de las proteinas
Tray Tra2, especificas para el desarrollo de las hembras. En D. melanogaster, se conoce que Tra-2 se une a

dsxRE para facilitar el proceso de corte y empalme requerido (Hertel et al., 1996).

Por altimo, destacan los elementos silenciadores y proteinas potenciadoras, en ambos tipos de corte y
empalme. Estos elementos presentes en el ARN como diferentes motivos, son reconocidos por otras proteinas
y controlan asi el empalme del gen. Destacan dos tipos principales: los miembros de la serina-arginina y las
ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNP) (Shukla & Nagaraju, 2010). Los primeros cuentan con
un dominio de reconocimiento y otro con repeticiones de serina y arginina. Una vez estos se unen a la
molécula, se facilita el ensamblaje del complejo relacionado al empalme en el intron adyacente (Graveley &
Maniatis, 1998). Los segundos acttan como silenciadores, ya que al unirse a motivos silenciadores llevan a
la inhibicion del corte y empalme (Shukla & Nagaraju, 2010).

4. Proteinas codificantes

Como se menciond en las secciones previas, el gen dsx puede resultar en dos proteinas: hembra
(DSXF) 0 macho (DSXM). Ambas comparten un dominio N-terminal pero cuentan con distintos dominios C-
terminal. Esta diferencia se debe a las diferencias en corte y empalme que experimenta el pre-ARNm
(Jursnich & Burtis, 1993). Estudios han indicado que la parte comun es responsable de la unién al ADN y
que ambas proteinas reconocen la misma secuencia. Ademas, aqui se encuentra un sub-dominio que controla
las interacciones proteina-proteina. Los dominios distintos funcionan como reguladores especificos de sexo
y contienen sus propios subdominios que se encargan de mediar las interacciones correspondientes
(Waterbury, Jackson, & Schedl, 1999).
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En A. gambiae, el transcrito completo femenino contiene un marco de lectura (ORF) de 795 pb. Este
segmento codifica para una proteina de aproximadamente 265 aminoacidos. Se asume que la traduccién
inicia en el exén 2 y termina en el 5, con la seccion especifica de hembra. Cuenta con dos codones de
terminacion sucesivos. En el caso del macho, el transcrito es de 1866 pb resultado en una proteina de 622
aminoacidos. El punto de inicio es el mismo, pero este terminar en el exdn 6, en la parte especifica de macho
(Scali et al., 2005).

Las mutaciones en cualquiera de estas proteinas, llevan a un desarrollo incompleto del insecto. La
principal evidencia de un cambio en dsx es la formacién incompleta y malformaciones en los genitales,
Ilevando asi a un estado intersexual. EI comportamiento del organismo también se ve fuertemente afectado
(Waterbury et al., 1999).

5. Relevancia para el control vectorial

Debido a que los mosquitos del género Anopheles son el vector de la malaria en el mundo, es de vital
importancia encontrar una manera para controlar su poblacién. Una manera novedosa de hacerlo es mediante
las técnicas del insecto estéril (SIT) o algunos métodos moleculares, temas que se desarrollaran a profundidad
en la siguiente seccién. Para estas se requieren de genes candidatos que puedan controlar la predisposicion
del insecto para la reproduccion. Dado que dsx esta ligado con la diferenciacion sexual, puede ser utilizado

para controlar la poblacién de Anopheles, ya sea mediante esterilizacion o silenciamiento (Scali et al., 2005).

D. Métodos de control vectorial

Uno de los primeros pasos para lograr el control de las enfermedades transmitidas por vectores, es
comprender la dindmica de esta poblacién. Luego, partiendo de este punto, es posible disefiar estrategias que
permitan controlarla, y con ella, al parasito. Para lograr esto, se precisa considerar su habitat, sus patrones de

comportamiento y susceptibilidad hacia los tratamientos presentes para controlarla (CDC, 2015).

1. Insecticidas

Uno de los principales métodos para evitar a los vectores de enfermedades son los insecticidas. En el
caso de infecciones transmitidas por mosquitos, existen dos principales técnicas para el uso de insecticidas:
mosquiteros de larga duracién y la fumigacion de interiores. Ambas medidas han demostrado ser eficientes,
logrando una disminucién en la cantidad de casos reportados con malaria. Sin embargo, estas medidas no
pueden llegar a todos los potenciales afectados y, en algunos casos, no se mantienen de manera sostenible
(OMS, 2016).

Para el afio 2015, se recomendaba que las familias fumigaran con mas de 15 compuestos, ya que se
encontraba emergiendo un nuevo problema: la resistencia a insecticidas (OMS, 2016). Actualmente, la OMS
se encuentra implementando un plan para manejar la resistencia en los vectores de la malaria. Esta cuenta
con algunas recomendaciones pero muy pocos paises aplican el plan descrito. Por otro lado, se solia utilizar

mucho el diclorodifeniltricloroetano (DDT) para la fumigacion de los interiores. Si bien tiene una eficacia
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residual larga, su uso se prohibio en el Convenio de Estocolmo debido a su accion como contaminante. No

obstante, varios paises aun utilizan este producto para luchar contra los vectores de la malaria (OMS, 2016).

2. Técnicas moleculares

a. Técnica del insecto estéril (SIT)

La SIT fue uno de los primeros métodos de control de insectos disefiado para aplicaciones en grandes
areas. Aln si se volvio conocida en los programas de erradicacién, ahora se le reconoce como una estrategia
para la prevencién, confinamiento, supresion y erradicacion de pestes (Mehta, 2007). La SIT supone colocar
elevados nimeros de la especie de insecto en cuestion y exponerlos a rayos gamma para inducir la esterilidad
sexual (Oliva et al., 2012). A continuacion, estos insectos se liberan en la poblacion objetivo, a manera de
que los machos estériles copulen con las hembras y se prevenga su reproduccién. La irradiacién puede
realizarse en los diferentes estadios de vida del insecto. No obstante, los adultos suelen ser mas frégiles por
lo que se prefiere irradiarlos en su estado de pupas. Dado que no cuenta con regulaciones, es com(n encontrar
la SIT combinada con otras para el estudio de un area en especifico (Lees, Gilles, Hendrichs, Vreysen, &
Bourtzis, 2015).

En el caso de mosquitos, es necesario disminuir la cantidad de hembras en la poblacion ya que son
ellas quienes actlian como vector. Sin embargo, se ha demostrado que la competitividad sexual y la vida de
los mosquitos estériles se ve afectada significativamente al aplicar esta técnica (Lees et al., 2015). Esto puede
deberse a varios factores, entre los cuales destaca el proceso de esterilizacion en si. Los rayos gamma suelen
ocasionar mutaciones letales en las células germinales. Algunas consecuencias evidentes en la vida del
mosquito son su disminuida sobrevivencia y su aptitud para encontrar hembras y transferir su semen. De la
misma manera, es posible que el macho, acostumbrado a la copular en las condiciones de laboratorio, no sea

capaz de adaptarse a las condiciones de campo (Oliva et al., 2012).

Estudios en A. albimanus demostraron que si bien se logra tener un impacto en la poblacion, los
mosquitos liberados se encontraban ya cansados de las manipulaciones experimentadas (Taracena et al.,
2019; Whyard et al., 2015). Como consecuencia, su rendimiento era menor al esperado (Dyck, Hendrichs, &
Robinson, 2005).

b. ARN de interferencia (ARNiI)

El silenciamiento de genes mediante la interferencia con ARN es un método de control vectorial
ampliamente utilizado en las Gltimas décadas. Dado que es capaz de interrumpir la expresion de genes
especificos, sin modificarlos genéticamente, no presenta las mismas limitantes que los organismos
transgénicos (Noriega, Valencia, & Villegas, 2016). Adicionalmente, los efectos secundarios que se
evidencian con la técnica SIT se ven reducidos drasticamente al emplear ARNi. Por lo anterior mencionado,
hoy en dia se le considera como una estrategia prometedora en el campo de control vectorial (Whyard et al.,
2015).
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1. Principio y mecanismo

La interferencia mediante ARNdh es un proceso natural y altamente conservado que la célula emplea
para la regulacion de genes. El silenciamiento de genes se da mediante una interaccion de varias enzimas en
el citoplasma con moléculas de ARN de doble hebra (ARNdh). Estas acttian sobre el ARNm enddgeno,
realizando cortes basados en homologia, a manera de impedir que sea traducido a proteina (Noriega et al.,
2016).

a. ARN de doble hebra (ARNdh)

El mecanismo inicia con la transcripcion de una molécula de ARN de doble hebra y su
procesamiento mediante la ribonucleasa I11, conocida como Dicer. Esto convierte a la gran molécula inicial
en pequefios fragmentos de ella, nombrada como siARN. Esta luego interactla y activa al complejo RISC,
que cuenta con una endonucleasa llamada argonauta. La enzima rompe la doble hebra en hebras
monocatenarias (sentido y antisentido). Esta Gltima queda asociada al complejo para la degradacién de hebras

de ARN mensajero mediante complementariedad de bases (Carthew & Sontheimer, 2009).

Para poder ejercer el silenciamiento de genes, es necesario que el complejo se una al mMARN. Como
se menciond previamente, se requiere que haya complementariedad completa para activar argonauta y
realizar el corte en el enlace fosfodiéster en las bases 10 a 11 relativas al final 5’ (Wittrup & Lieberman,

2015). En la Figura 10 se detalla el mecanismo de ARNi para una molécula de ARN de doble hebra.

Figura 10. Mecanismo de accion de ARNi
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b. Micro ARN (miARN)

Silenciar un gen mediante miARN requiere también de una inhibicion post-transcripcional. Estos
son transcritos en el nicleo, con una estructura de doble hebra. Luego son cortados por un complejo Drosha
a manera de formar el precursor de miARN (Kim et al., 2016). Este se caracteriza por contar hasta con 100
nucledtidos con espacios para formar una estructura de horquilla. Las exportinas garantizan su viaje hacia el
citoplasma, donde luego son procesadas por Dicer a moléculas de miARN. Esta molécula logra asociarse con
el complejo RISC, donde se desdobla el diplex y se elimina la hebra sentido (Ha & Kim, 2014).

La hebra remanente guia a la proteina hacia los ARN mensajeros que debe degradar. Es importante
tener en cuenta que cuando se trata de miARN, la complementariedad de bases hacia el mMARN es parcial.
Este fendmeno ocasiona que el silenciamiento del gen diana pueda darse mediante represién, degradacion o
cortes (Carthew & Sontheimer, 2009) Usualmente, el reconocimiento de este se da en la region no traducida
(UTR) 3’ del mARN y de 2 a 7 nucleodtidos del miARN. Por ello, el reconocimiento de los micro ARNSs es
mucho mayor hacia diversos genes, disminuyendo asi su especificidad. En el caso de este silenciamiento, la
argonauta no se encuentra activada. Este proceso se da entonces por represion o degradacién con
deadenilacion o actividad exonucleasa (Kim et al., 2016).

2. Aplicacion

El ARNi se caracteriza por su elevada especificidad, lo cual le otorga un gran potencial
biotecnoldgico para tratar plagas y vectores de enfermedades. En el caso de reduccién de poblacion de
mosquitos, existe un interés especial en generar individuos estériles y métodos sencillos para la disminucién
de hembras en una poblacién. Asi se han conducido varios estudios para el silenciamiento de genes
relacionados con la cascada de diferenciacion sexual. En ellos, se genera ARNdh que luego es introducido a
las larvas de los mosquitos para inducir un silenciamiento de genes de determinacion de sexo. Como

resultado, se obtiene una poblacion estéril que puede ser liberada al ambiente (Noriega et al., 2016).

La técnica de silenciamiento de genes con ARNi ofrece una ventaja sobre las tradicionales SIT. Esto
se debe a que cuenta con la especificidad inherente de las moléculas de ARNdh. Como consecuencia se evita
los efectos debilitadores de la radiacion y elimina la necesidad de separar los individuos por sexo previo a la
liberacion (Sanchez-vargas et al., 2004). Ademas, se ha demostrado que no requiere de transportadores como
nanoparticulas o liposomas para poder funcionar de manera efectiva. Por ello, se considera el silenciamiento

de genes como una estrategia efectiva para la reduccién en la poblacién de mosquitos (Whyard et al., 2015).
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3. Sistema de expresion en E. coli HT115 (DE3)

Para la produccién de ARNdh en bacterias, se emplea la cepa E. coli HT115 (DE3). Esta cuenta con
el sistema de expresion DE3, ampliamente utilizado para un rendimiento elevado de proteinas recombinantes
y otras moléculas (Wurm et al., 2016). El sistema debe su eficiencia a la presencia de una copia cromosoémica
del gen de la ARN polimerasa T7 de los bacteriéfagos. Este se encuentra bajo el control de un promotor lac,
en una region conocida como DE3. Al agregar isopropil 3-D-1tiogalactopiranosido (IPTG), el inhibidor Lacl
libera el operador, permitiendo la expresion de la polimerasa T7. El vector de expresién cuenta con
promotores T7 en ambas direcciones del gen, permitiendo asi que las polimerasas transcritas se unan y
aumentar la transcripcién del gen de interés (Jia & Jeon, 2016). Adicional a esto, las cepas HT115 de E. coli
tienen una mutacion en el gen de la ARNasa I1l. Como consecuencia, la produccion de ARNdh es propiciada
(Papi¢, Rivas, Toledo, & Romero, 2018).

4. Verificacion de clonacién por Blue-White Screening

Previo a la induccion para producir ARNdh, es necesario elegir a la colonia bacteriana que haya
incorporado una ligacién exitosa durante la transformacion. Para esto se emplea la técnica del Blue-White
Screening. Este se basa en el uso del lacZ, un gen que codifica para B-galactosidasa, que cataliza la hidrolisis
de la glucosa y galactosa. Ademas, es capaz de hidrolizar X-Gal en galactosa y 5 -bromo 4 -cloro — 3-
hidroxiindol, un compuesto con color azul (Banerjee, Kumar, Apte-Deshpande, & Padmanabhan, 2010). Los
vectores de expresion que se utilizan para ligar emplean lacZ como reportero, a modo de que el fragmento a
ligar interrumpa la secuencia del gen y este no pueda complementarse con la secuencia codificada en el
genoma bacteriano. Como consecuencia, si la bacteria ha incorporado un plasmido con ligacién y es
estimulado con X-gal, no podra producir el color azul caracteristico. En la placa de transformacién se
obtienen colonias azules y blancas, siendo las primeras las que no cuentan con el fragmento de interés, puesto
que el gen esta completo y puede catalizar X-gal. Este método es practico y sencillo ya que el color permite

separar las colonias que son Utiles y cuentan con el fragmento deseado (Hollister, Brooks, & Gentry, 2014).
E. Evaluacion de la expresion génica

1. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN es el primer paso para la evaluacion de la expresion génica. Por ello, se desea
obtener un aislado homogéneo con elevado rendimiento que permita el posterior analisis con técnicas con
PCR cuantitativa o secuenciacion (Ridgeway & Timm, 2014). Consiste en tres principales etapas: lisado de
las células, purificacion y aislamiento. Existen diferentes maneras para llevar cada uno a cabo. El primero
puede darse empleando métodos fisicos, quimicos o con enzimas. Los dltimos dos, en cambio, suelen
realizarse con solventes organicos o por métodos mas sofisticados (cromatografias, perlas magnéticas, etc.)

(Hong, Kang, Han, Gobert, & Jones, 2011).
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2. Sintesis de ADN complementario

Como siguiente punto para evaluar expresion de un gen esta la sintesis de ADN complementario
(ADNCc) partiendo del ARNm extraido. Para ello se emplean cebadores que generen ADN con ayuda de una
enzima transcriptasa reversa (Farrell, 2010). Esta es una enzima polimerasa de ADN que sintetiza este acido
nucleico partiendo de una plantilla de ARN. Esta técnica requiere la amplificacion de un gen control que
siempre se exprese y de tamafio conocido, como la actina estructural, para verificar la sintesis correcta de
ADN desde la plantilla de ARN (Passarge, 2009).

Pueden utilizarse dos tipos de cebadores: oligo(dT) y cebadores aleatorios. El primero se caracteriza
por contener dioxitimidina, que ayudan a unirse a las colas poli A del ARNm. Como consecuencia, los
cebadores se unen con especificidad Gnicamente a las secuencias que contienen dicha cola, es decir, solo al
ARNmM. Sin embargo, si el fragmento de interés se encuentra cerca del final 5°, su uso no es recomendable,
ya que la enzima puede separarse antes de llegar a la posicion en la que se encuentra (Thermofisher, 2019).
Los cebadores aleatorios, cuentan con una secuencia menor a la de los oligo(dT), no suelen sobrepasar los
seis pares de bases. De esta forma los cebadores pueden unirse a casi cualquier secuencia de ARN, sin
importar si es 0 no mensajero. Dado que se unen a casi todo el ARN, se aumenta la posibilidad de transcribir
casi todo el material presente. Es recomendable utilizar ambos tipos en una mezcla con proporciones iguales

de cada uno, asi es posible beneficiarse de las ventajas de cada uno (Roche, 2016).

3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa

Una forma de cuantificar la expresion de un gen es mediante una PCR cuantitativa, también conocida
como PCR a tiempo real. Esta se basa en los mismos pasos de una reaccion de cadena polimerasa
convencional, con la modificacién de que una sonda fluorescente se incorpora en la doble hebra generada
para medir la cantidad que se esta amplificando de la misma. Empleando la deteccion de la sonda es posible
realizar una cuantificacién de la cantidad original de templado agregado (Vandesompele, 2012). La unidad
basica de medida es el ciclo umbral (Ct), que indica el punto en que se cruza un nivel umbral determinado.
Este se determina mediante la irradiacion de la fluorescencia generada por la acumulacion del producto
amplificado. Es posible realizar una cuantificacion de dos formas: relativa o absoluta (Farrell, 2010). A

continuacion, se describen ambas técnicas:

a. Cuantificacion relativa:

Esta variante de la técnica permite el andlisis de cambios de expresion de un gen en respuesta a
algin tratamiento mediante su comparacién con un gen de referencia previamente normalizado. Es
importante tener en cuenta que este no debe variar en respuesta al tratamiento que se esta analizando. La
principal diferencia respecto a la cuantificacion absoluta es que no requiere de una curva de calibracion
(Vandesompele, 2012).
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b. Cuantificacion con curva estandar relativa:

Este método permite la determinacion del cambio de expresién de un gen especifico en relacién con
un gen de referencia de la misma muestra. A diferencia de una cuantificacion relativa, se emplea una curva
estandar con diluciones seriadas de la muestra con concentracion conocida. De acd, es posible comparar
niveles de expresion de genes en tejidos, contrastar expresién génica en muestras con tratamientos
determinadas, entre otros tratamientos (Vandesompele, 2012). En especial, esta técnica se emplea en casos
en el que la eficiencia del gen de interés y genes de referencia no son equivalentes. Este es el escenario que
se presenta cuando se trabajan con la cascada de determinacién sexual en mosquitos (Meléndez, 2018).
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V. ANTECEDENTES

Esta investigacién se basa en distintos estudios que se han realizado previamente:

A. Expresion de isoformas especificas de macho en pupas y adultos hembra
En un estudio realizado por Paiz (2018) se buscaba amplificar la seccion conteniendo isoformas

especificas de sexo mediante cebadores que hibridan en regiones comunes de dsx para hembras y machos y
que flanquean la region especifica de hembras. Se esperaban largos fragmentos para las dos isoformas de
hembra y unos cortos (134 pb y 762 pb) para machos. No obstante, solamente se observaron las bandas
correspondientes a las isoformas de macho, tanto en pupas como adultos hembra y macho. Esto evidencia
que laisoforma masculina se encuentra expresada también en hembras. No obstante, es importante mencionar

que la intensidad de la banda era considerablemente menor en hembras.

B. Cebadores de amplificacion de 154 y 782 pb del gen dsx:

Se utilizaran los cebadores disefiados por Paiz (2018), para la amplificacion de los fragmentos de
interés. Luego de su amplificacién se tomaran los fragmentos y se clonaran para su secuenciacion. La

secuencia de estos se presenta en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Secuencias de cebadores elaborados por Paiz (2018) para la amplificacion de los fragmentos de

interés
Fragmento
Cebador forward Cebador reverse

(pb)

154 5’-TGA GTT ACC CCT GGG AAA 5-TGA AGT CTACAATCGTTT
TG-3’ TGG TGC C-3°

798 5’-TGA GTT ACC CCT GGG AAA 5’-CCT CGT GAACTG GTG ACT
TG-3’ TG-3’

C. Evidencia de expresion de isoformas especificas de hembra en A. albimanus
En sus estudios, Papa et al. (2017) publicaron datos de expresion del gen doublesex de A. albimanus

en los que se reflejaba la posible localizacion de ambas isoformas femeninas. Las lecturas de la expresion en
tejido reproductor como de todo el mosquito mostraron la presencia de las isoformas especificas femeninas
principalmente en hembras, con algunas lecturas también registradas en machos. En este estudio se busca

verificar la presencia de estas isoformas especificas tanto empleando pupas y adultos de ambos sexos.
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D. Cebadores disefiados para formas especificas de hembra en A. albimanus
Partiendo de los datos de expresion de ARN de Papa et al. (2017), Argueta y Lara (2019) disefiaron

cebadores para PCR convencional que pudieran amplificar las isoformas especificas femeninas del gen dsx.
Se elaboraron sets que amplificaran la parte especifica de la isoforma més grande y segmentos que hibridaran
con una seccion comun de ambas isoformas especificas. Estos se utilizaran en este estudio para la verificacion
de las isoformas en pupas y adultos de ambos sexos. Las secuencias de los cebadores disefiados se presentan

en el Cuadro 3y su ubicacion en la isoforma se muestra en la Figura 11.

Cuadro 3. Secuencias de cebadores elaborados por Argueta y Lara (2019) para la amplificacién de los
isoformas femeninas

Amplicén Diana de amplificacion
Cebador forward Cebador reverse
(pb)
238 5’-GAT AAACTT CCG ACC 5’-TGC TAC TAA CAG Isoforma femenina larga
TGC CG-3’ ATC GCA CA-3’
656 5°-AAG AGG GAG AGT GCG 5>-GCG GTTTCG GTT Seccién comuln de
TGA GA-3° TGATTG AT-3’ isoformas femeninas
Ex6n comdn de macho y
5’-ATC AAT CAA ACC GAA 5’-CTT CAG GAG CTT
339 hembra con exén de

ACC GC-3’ CTTGTT-3>* ) )
isoformas femeninas

*Este cebador fue disefiado por Paiz (2018) pero se complementara con uno disefiados por Lara y Argueta
(2019).
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Figura 11. Localizacion de los cebadores de dsx disefiados por Argueta y Lara (2019) en las isoformas

especificas de hembra

43940000 43942 500 ~ 43045000 43047 50

Isoforma femenina corta { A —— 8B
- Isoformade macho —— U B S — -
- Isoforma femenina larga —1 KA — B
Aalbs2.6 | B e S S

AALBO03344-RA

Amplicon 238 pb
Amplicon 656pb

Amplicon 339pb

*Cada rectangulo indica un exén y una linea denota a los intrones. El color verde y rojo en los exones indican regiones

codificantes. Las blancas, en cambio, son regiones no codificantes.

Elaborada con la herramienta Apollo de VectorBase

E. Silenciamiento efectivo de isoforma femenina de dsx para eliminacion de

hembras en Anopheles gambiae
En un estudio realizado por Taracena et al. (2019) se demostrd un silenciamiento efectivo del gen dsx

para la eliminacion de las hembras en Anopheles gambiae. Aqui se evidenci6 una diminucién en la cantidad
de hembras viables asi como una reduccion significativa del 66% en la expresion del gen Gnicamente en este
sexo. Se observo que el silenciamiento no fue total, probablemente por el hecho de que Unicamente se utilizé
como diana una de las isoformas. Por ello, en este estudio se busca encontrar una region en ambas isoformas

especificas de hembra que pueda ser silenciada, y eliminarlas asi por completo.

F. Eliminacion de hembras de la poblacién de Aedes aegypti mediante el

silenciamiento de dsx
La investigacion realizada por Whyard et al. (2015) demostr6 la eliminacién completa la poblacion

femenina de mosquitos de Aedes aegypti. Esto fue alcanzado mediante la alimentacidn de larvas con ARNdh
especifico para la regién comin de las isoformas femeninas del gen doublesex. Fue posible notar que la
cantidad de hembras que se desarrollaron era menos de un 1% de la obtenida para machos. Esta diferencia
respecto a lo reportado por Taracena, et al. (2019) puede deberse a que en este estudio Gnicamente silenciaron
una de las isoformas femeninas de dsx. Ademas, se observé que el silenciamiento evitaba que las hembras

emergidas se alimentaran con sangre y, por ende, generaran progenie.
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G. Vector de clonacién pGEM-T Easy

Se utilizara como vector de clonacion pGEM-T Easy vector de Promega. Este cuenta con los
componentes mostrados en la Figura 12. Dentro de estos, son de especial importancia para esta investigacion
el promotor T7; la presencia de lacZ con las secuencias del operador lac; y sitios de hibridizacion para los
cebadores universales M13. El sitio de clonacion multiple se encuentra diez pares de bases rio abajo al
promotor T7.

Figura 12. Mapa del vector pGEM-T Easy (Promega)

pGEM@&-T Easy

3015 bp

Fuente: Promega utilizando Benchiling (2019)
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VI. METODOLOGIA

. Sitio de estudio

La investigacion se llev6 a cabo en los laboratorios del Centro de Estudios en Salud (CES) y

Centro de Estudios en Biotecnologia (CEB) de la Universidad del Valle de Guatemala.

. Sujetos de estudio

Se utilizo la cepa Sanarate de zancudos Anopheles albimanus del insectario de la Universidad del
Valle de Guatemala. Esta fue recolectada en Sanarate, ubicado en El Progreso, Guatemala. La

cepa se establecid en los afios de 1970. Las hembras se alimentan empleando sangre de carnero.

. Disefio, enfoque y tipo de investigacion
Se trata de una investigacion experimental verdadera con un enfoque de investigacion

cuantitativo.

. Tipo y tamafo de muestra

Se llevd a cabo un muestro probabilistico aleatorio simple para tomar a los sujetos de los cuales

se extraera el ARN total.

. Criterios de inclusién y exclusion

Para la extraccion de ARN se emplearon pupas macho o hembras, adultos de un dia de emergidos
y de cinco dias de emergidos. No se tomaron en cuenta mosquitos de los que no pueda

identificarse el sexo claramente.

. Variables

Las variables que estan involucradas en este trabajo de investigacién se describen en el Cuadro
4,
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Cuadro 4. Variables involucradas en el experimento

Nombre

Definicién

Naturaleza Interrelacion

Unidades de medicion

Competencia

Estado 6ptimo de la

bacteria para la

de las células  recepcion de pldsmidos Cuantitativa  Independiente Colonias
de E. coli de interés.
Cantidad de pares de
bases del gen dsx
Tamafio del .
amplificadas para su
inserto del gen . L Cuantitativa  Independiente Pares de bases (pb)
posterior secuenciacién
dsx
Ligacién del inserto de
) interés del gen dsx al
Presencia de o o )
. plasmido pGEM-T Cualitativa Independiente Presente/Ausente
inserto del gen
clonado en cepa de E.
coli XL1 Blue
Temperatura en el lugar
de desarrollo de los
Temperatura  estadios de larva de A. Cuantitativa  Independiente °C
albimanus.
Porcentaje de humedad
en el lugar de desarrollo
de los estadios de larva
Humedad A. albimanus. Cuantitativa  Independiente %
Crecimiento y
Estadio de maduracion de las larvas L )
) ] Cualitativa Independiente Pupa/Adulto
A.albimanus  de A. albimanus a pupas

y adultos.
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Nombre Definicién Naturaleza Interrelacién  Unidades de medicién

Tiempo de Los dias que lleva el

emergenciade ~ Mosquito adulto de haber  Cualitativa  Independiente Ntmero de dias

A.albimanus ~ emergido

Sexo resultante de los

Sexo de pupas organismos de A.

albimanus desarrollados.

y adultos de A. Cualitativa Independiente Hembra/Macho
albimanus
Presencia de cada una de
Presencia de 1as |45 jsoformas especificas
isoformas
B de sexo en adultos y Cualitativa  Independiente Presente/Ausente
especificas de pupas.
sexo de dsx
Cambio en la expresion
del gen doublesex en
Expresion de .,
relacion a un gen de 2-4ACt: |3 expresion
las isoformas . Cuantitativa Dependiente .
referencia de relativa del gen.

del gen dsx .
mantenimiento.

Cantidad de nanogramos

por microlitro de ARN
Concentracion
de doble hebra generado
de ARNdh . . Cualitativa Independiente ng/uL
a partir de bacterias

producido .
transgénicas.

G. Hipdtesis
Hipotesis nula: Existe un fragmento especifico para hembras del gen dsx de Anopheles albimanus

para el cual es posible generar ARNdh.

Hipotesis alternativa: Un fragmento especifico para hembras del gen dsx de Anopheles albimanus

es inexistente por lo que no posible emplearlo para generar ARNdh.
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H. Metodologia

A continuacion, se presenta un diagrama de procesos sobre la metodologia que se llevé a cabo.

Figura 13. Diagrama de la metodologia

Produccion de ARNdh de la region especifica femenina del gen
doublesex como blanco para eliminar a las hembras de Anopheles
albimanus, vector de la malaria en Centroamérica

1 e ) 4 Clonacion y produccion de 5 Disefio de cebadores para
elsden{:tiltfilE:ctgﬂe%?n:ngnsgfu::{;:x »  ARMNdh de dsx en E. coli HT115 cuantificar la expresion de las
pe g {DE3) isoformas femeninas de dsx
1 v
Amplificacion d Adicion de promotor Amplificaciom
mplificacion de Py, T7 a plasmid seccion de dsx en la
Identificacion de plasmico -
fragmentos del gen » fragmento especifico seleccionado con que se quiere disefiar
en CDg-ééﬁa”dO femanino del gen PCR convencional el cebador con PCR
l Ligacion del Ligacian del
Clonacién de un fragmento 'ragr“lerltxoﬂ?n pGEM 'ragr“ler}tlo ?n pGEM
2 especifico de hembras de dsx en ector vector
E. coli XL1-Blue J' J'
l Transformacién de Transformacién de
ligaciones en E. coli ligaciones en E. coli
Transformacién de Ligacion de los XL1Blue XL1Blue
ligaciones en E. coli | fragmentos en
XL1 Blue pGEMT vector J' J'
Tamizaje de clones y Tamizaje de clones y
l extraccion de extraccion de
S plasmido de los plasmido de los
amizaje de clones y seleccionados seleccionados
extraccion de Secuenciacion d
plasmido de los ec;%r;%?éécsn e
seleccionados Transformacién de -
P - Secuenciacion de
plasmidos en E. coli lasmid
l HT115 (DE3) plasmidos
3 Andlisis de secuencias J' J'
nucleotidicas de los fragmentos Verificacién de la
del gen dsx clonados Induccion de ARNdh secuencia anotada
con IPTG B
en VectorBase
h 4 ¢ ¢
.Alr:nnebar;rgs:lpg: T;re Seleccion del clon .
g ¥ »| con menos cantidad Extraccion de ARNdh
secuencia de de mutaciones con TRIzol para Disefio de cebadores
VectorBase cuantificacion

1. Identificacion de un fragmento especifico de hembra en las isoformas femeninas del gen
doublesex.

a. Extraccion de ARN total de Anopheles albimanus

La extraccién de ARN total de pupas y adultos hembras y machos de A. albimanus para usarlo como
templado en la generacion de ADNc se llevd a cabo empleando el kit. SV Total RNA Isolation System Z3100
de Promega. Para ello se colocaron 15 adultos macho, 10 adultos hembra o 5 pupas en un tubo de 1.6mL con
buffer de lisis y se macer6 con un pistilo hasta homogenizar la mezcla. Luego se afiadieron 350 uL del buffer
de dilucién, se mezcl6, centrifug6 10 minutos a 13000 rpm y se transfirié 475 uL del lisado a un tubo nuevo.
Se agregaron 200 pL etanol y se transfirio a la columna. Se centrifugd 1 minutos a 13000 rpm, agregd 600

uL de solucion de lavado y luego se repitié la centrifugacion. A continuacién, se preparé una mezcla de

35



incubacién de ADNasas para eliminar cualquier remanente de ADN (400 uL de Yellow Core Buffer, 5uL
tanto de MnCl, como de ADNasa 1). Después de incubar 15 minutos se volvio a centrifugar y se realizaron
lavados con la solucidn respectiva (primero 600uL de la solucién de lavado y luego 250uL). Previo a la
segunda centrifugacion se transfirié la columna a un tubo nuevo y se cuantificaron los valores de ARN con

NanoDrop. El procedimiento se describe a detalle en el POE V1.

b. Generacion de ADN complementario

El ARN obtenido en el paso a, se traté con ADNasas y luego se sintetiz6 el ADN complementario
(el procedimiento se describe en el POE VII). Brevemente, se calculé la cantidad de ARN necesaria para
alcanzar 1 pg de este en cada tubo. 1 ug de ARN se tratd ADNasas en un volumen final de 10uL. Se incubaron
las muestras a 37°C por una hora y luego se agreg6 1 uL de una solucién para detener la accion de las
enzimas. Se incub6 a 65°C durante 10 minutos. Se procedi6 a verificar la accién de las ADNasas mediante
la amplificacién de actina, mediante una PCR convencional. Dado que no aparecié ninguna banda, se
procedio a generar ADNc empleando el kit GoScript Reverse Transcription System A5000-A5001 de
Promega. Para este se agregod 1 uL de cebadores Oligo (dT) y 1 uL de cebadores aleatorios, a manera de tener
un volumen total de 11 pL. Luego se incubd a 70°C por cinco minutos y se prepard un master mix para que
pudiera darse la reaccion de transcriptasa reversa (agua libre de nucleasas, buffer, cebadores, inhibidor de
ribonucleasas y la transcriptasa reversa). Cuando termind, se realizé una PCR que amplificéd un gen de
mantenimiento (actina) y verificar asi la eficiencia de la reaccién. Se alicuotd el ADNc y se congelé en -
80°C.

c. Amplificacién de fragmentos de isoformas especificos de hembra con PCR convencional

Se utilizé el 1 pL de ADNCc sintetizado en el paso anterior como templado para una PCR convencional.
Se emplearon los cebadores disefiados por Argueta y Lara (2019) (Cuadro 3) para amplificar las isoformas
especificas de hembra en A. albimanus. La amplificacion se realizé usando ADNCc tanto de hembras como
machos para confirmar la especificidad de las isoformas femeninas. Se empled la enzima Taq Platinum HS
Il de Invitrogen, con concentraciones finales de cebadores de 0.2uM en un volumen total de la reaccion de
20 pL. Se verificaron los resultados corriendo una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se seleccionaron

los fragmentos que resultaron ser especifico para las hembras para proceder con el resto del procedimiento.

2. Clonacion de la region compartida de las isoformas femeninas del gen doublsex en
bacterias E. coli XL1 Bluey HT115 (DE3)

a. Ligacion de distintos fragmentos de las isoformas del gen doublesex en plasmidos pGEM-T Easy
vector

Se utilizo el kit de ligacion pGEM-T Easy vector de Promega. Aqui se insertaron 3 fragmentos
localizados entre el exdn 4y 6 del gen dsx de ADNc que eran especificos para hembras o de interés especial.

En este se inicio cuantificando el producto de PCR y diluyendo a manera de tener 4ng/uL. A continuacion,
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se centrifugd y se agregd 5 uL del buffer de ligacion, 50 ng del vector, 2 uL del producto, 1 uL de la ligasa
y agua para ajustar un volumen total de 20 uL. Se mezclaron los reactivos y se incubaron toda la noche a
4°C. Luego se almacend a -20°C. La ligacion se describe en el procedimiento operacional estandar | (POE 1)

presente en la seccion de Anexos.

b. Generacion de E. coli XL1 Blue y HT 115 (DE3) competentes.

Se elaboraron células competentes de E. coli cepas XL1-Blue y HT115(DE3) para poder realizar las
transformaciones con las ligaciones previamente realizadas. Para clonar el fragmento de interés era (til
Unicamente la cepa XL1 Blue. Sin embargo, para cumplir objetivos posteriores se requeria también de la otra
cepa. Por esto, se generaron alicuotas de células competentes de ambas cepas en el mismo paso. Para ello se
sigui6 el método de INOUE siguiendo el protocolo de INOUE con algunas modificaciones (descritas a detalle
en el POE Il). Brevemente, se inici6 con un pre-cultivo de 25 mL de LB con una colonia bacteriana crecida
por 6 horas a 37°C. De este se partié para dejar tres cultivos toda la noche a 18°C y del cual se monitorearon
las densidad Optica al dia siguiente. Todos los cultivos tenian 64 mL de SOB, 125 pL de tetraciclina 500X y
precultivo (2mL, 1 mL y 500 uL). El que llegd a 0.55 primero, se transfirié a un bafio de hielo por 10 minutos
y se centrifugd por a 4°C a 2500¢g por diez minutos. Después de volver a resuspender con INOUE dos veces
(una en 10 mL y luego en 3mL), con una centrifugacion entre ellas con las mismas condiciones. Por ultimo,
se agregd 150uL DMSO, se dejé reposar 10 minutos y se alicuoté en 100uL para su uso posterior. Se

congelaron con etanol absoluto y se almacenaron a -80°C.

¢. Transformacidn de E. coli XLI Blue con las ligaciones de dsx

Se llevé a cabo la transformacion mediante choque térmico con las bacterias competentes y las
ligaciones previamente preparadas. Para ello se agregé 1 uL de la ligacién a cada alicuota de células
competentes. Se dejaron en bafio de hielo por 15 minutos, luego se transfirieron a un bafio de agua a 42°C y
se volvieron a trasladar al hielo por 2 minutos. Al terminar, se agregdé SOC y se dejaron crecer por una hora.
De ello se tomaron 250 -300 uL y se sembraron en placas de LB con tetraciclina, carbenicilina, X-Gal e
IPTG. EIl procedimiento se describe en el POE 11l en la seccion de anexos. Al dia siguiente se realizé la
seleccion de clones que resultaron positivos mediante el Blue-White Screening presente en las placas luego

de la incubacion.

d. Tamizaje de clones que contienen el plasmido de interés

Se evaluo la estabilidad y presencia de los clones que contenian los insertos de dsx de interés,
utilizando la técnica de PCR de colonia como se describe en al POE IV en la seccion de anexos. Para este se
realiz6 un master mix con un volumen final de reaccién de 15 ulL y se utiliz6 como muestra una colonia
blanca directa de la placa. Se emple6 la enzima Go Taqg Hot Start Master Mix a una concentracién final de
1Xy los cebadores a una de 0.5 uM. Luego se corrid el programa en el termociclador. Se empleé el cebador
universal M13F y un cebador interno especifico para cada inserto a evaluar. Esto permitié verificar que

contuvieran el inserto de interés en el sentido adecuado. Se utilizd como control positivo ambos cebadores
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universales- M13F y M13R - que amplifican el vector pGEM-T Easy, partiendo de un plasmido con inserto
conocido. EL procedimiento se verificod con una corrida electroforética en un gel de agarosa al 2%. Se

tomaron como positivos aquellos clones que tuvieran una Gnica banda del tamafio esperado.

e. Extraccién de plasmido de inserto en E. coli XL1 BLUE

Se realizd una extraccion de los plasmidos para su posterior secuenciacion y adicion del promotor
T7. Paraello se utilizé el kit PureYield Plasmid Miniprep System de Promega (el procedimiento se encuentra
descrito en el POE V). En resumen, se iniciéd con un cultivo de toda la noche, que fue centrifugado y
resuspendido en buffer TE. Luego se afiadié el buffer lisis y se dej6 actuar. Para interrumpir su accion,
después de dos minutos se afiadié una solucién de neutralizacién fria y se centrifugd. Se transfirié a un
columna, se agreg6 una solucion de remocién de endotoxinas y se centrifugé nuevamente. Por Gltimo, se
afiadio solucién de lavado, se centrifugd y se eluyd con otro buffer. Se procedié a cuantificar con un

NanoDrop One y a almacenar a -20°C.

f. Secuenciacion de los plasmidos ligados

Se secuenci6 los productos obtenidos de la extraccion de plasmidos en el CDC, Estados Unidos.
Aqui ellos emplean la técnica de Sequencing Cycle para preparar los productos para el secuenciador. Se inicia
preparando dos reacciones por cada muestra purificada; una para la hebra sentido y otra para la antisentido.
Usualmente es suficiente emplear entre 1y 2 uL para una reaccién con un volumen total de 10 pL. Luego se
corre un programa estandarizado con 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos y 60°C durante 4 minutos
con un total de 25 ciclos. A continuacion, se inicia el BigDye XTerminator Purification Kit (Applied
Biosystems). Para este se toman los productos obtenidos previamente y mezclan con solucién SAM y
solucién BigDyeXTerminator, cuyos volimenes se agregan a una pozo determinado. Luego se sella la placa
con film adhesivo y se centrifuga. A continuacion, se corre el médulo BigDye XTerminator en la placa
usando un 3730/3730x DNA Sequencer (Applied Biosystems).

g. Andlisis de las secuencias de los fragmentos de las isoformas especificas de hembra

Este analisis se realiz6 mediante herramientas bioinformaticas como VectorBase, ClustalMuscle,
Blast y FinchTV. En pocas palabras, se extrajo el fragmento de interés del plasmido abriendo los
cromatogramas en FinchTV. Aqui se determiné la calidad y resolucién de los electroferogramas para asegurar
si podian ser analizados. Luego, se comprobd que las secuencias sentido y antisentido de los clones
concordaran empleando un alineamiento ClustalMuscle. Luego se realiz6 un alineamiento con la secuencia
reportada en la base de datos y se identificaron tanto errores en la anotacién, como la posicion a la que
corresponde el fragmento en cuestion. La secuencia original del gen reportado para A. albimanus se tomd de
VectorBase (AALB003344-WATERHOUSE_00003 y AALB003344-WATERHOUSE_00004, ambas
actualizadas el 15 de junio de 2019). Se seleccionaron los clones que tuvieron mas similitud entre ellos y a

la secuencia reportada en la base de datos.
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3. Produccion de ARNdh de una region femenina especifica del gen doublesex en bacterias
E. coli HT 115 (DE3)

a. Adicion de promotor T7 al plasmido seleccionado para la secuencia especifica femenina

Se utilizé el plasmido de los clones seleccionados en el paso anterior como templado para una PCR
convencional. Para adicionar el promotor se utilizd el cebador sentido especifico del fragmento de dsx, y el
cebador antisentido del inserto con la secuencia codificante del promotor. Se verificaron los resultados
corriendo una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se seleccionaron los fragmentos que presentaron una

banda intensa del tamafio esperado.

b. Ligacion y transformacion de fragmentos de dsx con promotor T7 en bacterias E. coli XL1 Blue

Se utilizo el kit de ligacién pGEM-T Easy vector de Promega, de la misma forma como se describe
en el inciso d. Luego se transformé en la cepa E. coli XL1 Blue, ya que se necesitaba su capacidad de
clonacién para la produccion de plasmido que pudiera ser secuenciado. Este procedimiento se realizé como

describe en el inciso 2c. Luego se tamizaron los clones de la forma especificada en el inciso 2d.

c. Extraccidn de plasmido y secuenciacion para confirmar la presencia del promotor T7

Se realizé una extraccion de los plasmidos para su posterior secuenciacién y verificacion de la
presencia del promotor T7. Para ello se utilizé el kit PureYield Plasmid Miniprep System de Promega,
descrito en el inciso h. El producto se secuencié como se detalla en el inciso i. Se emplearon los softwares
de FinchTV y ClustalMuscle para verificar la presencia del promotor. Por Gltimo, se seleccionaron los clones
que tuvieran una menor cantidad de errores en la secuencia reportada en la base de datos VectorBase (mismo

procedimiento descrito en el inciso 2g).

d. Transformacion de E. coli HT115 (DE3) con los fragmentos de dsx y el promotor T7

La transformacion se realizé mediante choque térmico, como se describe en el inciso 2c, utilizando
las células competentes generadas en el inciso 2b y los plasmidos seleccionados del inciso 3c. Se realizd
luego una verificacion de la presencia del inserto utilizando un cebador universal sentido y un antisentido

especifico del gen.

e. Induccion de ARNdh de fragmentos especificos de hembras en bacterias E. coli HT 115 (DE3)

Para iniciar la induccion de ARNdh de fragmentos especificos de hembra se siguid el procedimiento
descrito en el POE VIII de la seccidn de anexos. Brevemente, este consistio en la siembra en placas de la
bacteria transgénica y su incubacién de 18 horas a 37°C. A continuacién, se picd una colonia aislada en
medio LB con tetraciclina y carbenicilina. El cultivo crecié toda la noche con agitacién moderada y luego se
diluyé en 2XYT vy antibidticos. Se monitored su crecimiento hasta que lleg6 a una densidad Optica de 0.4,
momento en el que se indujo con IPTG y se siguié incubando. Luego de dos horas se alicuotaron dos alicuotas
de 1 mL en tubos eppendorf estériles antes y después de inactivar con calor. Estas se utilizaron para la

extraccion y cuantificacion de ARNdh producido.
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f. Extraccion de ARNdh con TRIZol

Se tomd una alicuota de cultivo inducido y se centrifugé 10 minutos a 4°C. Luego se resuspendio el
pellet con PBS y se liso el cultivo hirviéndolo dos minutos. A continuacion, se agreg6 buffer lisis con
proteinasa K, se incub6 a 65°C y se inactivo la enzima con TRIZol. Se agregé ARNasa y se incubé a 37°C
por cinco minutos. Seguido a esto se afiadieron 500 uL de TRIZol, se incubd a temperatura ambiente y mezcld
con cloroformo. Luego se centrifug6 la muestra y se removi6 la fase superior. Se trasladé a otro envase y se
tratd con isopropanol y etanol. Por ultimo, se resuspendié en 20uL de agua libre de nucleasas, se incub6 y
cuantificé con NanoDrop. Se verific6 la integridad del ARN con un gel al 1% de agarosa. El procedimiento
detallado se describe en el POE IX.

4. Disefio de oligonucledtidos para la cuantificacion de las isoformas femeninas del gen
doublesex en A. albimanus

a. Verificacion de la anotacion de la secuencia en VectorBase

Se amplifico la region en la que se quieren disefiar los nuevos cebadores empleando cebadores
disefiados por Argueta y Lara (2019) y por Paiz (2018). Estos fragmentos se ligaron, se transformaron en E.
coli XL1 Blue, se extrajo el plasmido y se secuenci6 (inciso d y del f-i de esta seccién). A continuacion, la
secuencia se analizara contra la reportada en VectorBase para determinar cualquier error en la anotacién y
disefiar cebadores que hibridicen por completo con el area de interés. El analisis bioinformatico se llevo a

cabo como se describe en el inciso j de la metodologia.

b. Disefio de cebadores especificos para cada isoforma

Se disefiaron cebadores que puedan tener alta eficiencia en la técnica de qPCR. Para ello se utilizaran
los softwares Primer3Plus (Bioinformatics) y PrimerQuest (IDT Technologies) insertando la secuencia de
las isoformas especificas de sexo del gen dsx. Se procedi6 a analizar los parametros y seleccionar sets que
amplifiquen la isoforma larga y la seccion comun entre isoformas femeninas. Esto se realiz6 para poder

cuantificar de forma especifica la expresion de cada isoforma, sin que interfiera con la otra presente.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Amplificacion de la region compartida de las isoformas femeninas del gen doublesex

El objetivo de la amplificacion de una region compartida para las isoformas femeninas era confirmar
su presencia exclusiva en hembras de Anopheles albimanus. Esto se debe a que las lecturas de los analisis
del transcriptoma que se utilizaron para disefiar los cebadores (Argueta y Lara, 2019) pertenece a la cepa
Stecla de Anopeheles, por lo que pueden diferir respecto a la local Sanarate. Se amplificaron con éxito los
fragmentos de la region de las isoformas femeninas empleando los diferentes conjuntos de cebadores
disefiados por Argueta y Lara (2019). Esto se evidencid mediante la observacién de la banda esperada en el

gel de agarosa al 1%. En la Figura 14 se presentan los resultados para cada uno de los sets de cebadores.

Para todos los conjuntos de cebadores utilizados (Cuadro 3, en antecedentes) se esperaba la presencia
de una banda Gnicamente en las muestras que contenian ADNc de hembras (pupas y adultos de un dia). Sin
embargo, se obtuvieron resultados distintos a este. Al observar la Figura 14A, cuyo objetivo era la
amplificacion de la isoforma femenina larga, se esperaban bandas de 238 pb en las muestras de hembras. En
el gel se observan las bandas de tamafio esperado en todas las muestras utilizadas (machos y hembras). Las
bandas femeninas fueron levemente mas fuertes que las masculinas. Sin embargo, todas fueron tenues. Si
bien esto podria deberse a degradacion en el ADNc utilizado, se descarta la posibilidad ya que el control
positivo de actina se amplifico simultdneamente y demostré una amplificacion adecuada. Es posible observar
que la actina tiene una amplificacién intensa en los estadios utilizados. Se utiliza este gen ya que al ser uno
de mantenimiento, es expresado en todo momento por la célula. Por ello, siempre deberia poder ser
amplificado. La banda obtenida de este control positivo debe ser definida e intensa por la importancia del
gen en la vida celular. Debido a esto la intensidad de la banda refleja la calidad del ADNc. Si la amplificacion
del gen demuestra estar degradada, es altamente probable que el ADNCc lo esté también. En este caso, todas
las bandas demuestras buena calidad del ADNc utilizado para amplificar. Para cada conjunto de cebadores
se utilizé como control positivo ADNg, lo cual permite asegurar la correcta amplificacion de los cebadores,
ya que el ADNg cuenta con todas las secuencias del gen dsx de interés. Estos resultados obtenidos evidencian
que la isoforma femenina larga esta siendo expresada en los machos, y no es especifica para las hembras. Lo
indicado anteriormente concuerda con lo reportado en VectorBase por Papa et al. (2017), donde se presentan

algunas lecturas de ARNm para esta seccién del gen en machos.
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Figura 14. Expresion de fragmentos de las isoformas femeninas de dsx en ambos sexos
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Leyenda de la Figura 14. Expresion de fragmentos de las isoformas femeninas de dsx en ambos sexos. Electroforesis
en gel de agarosa 1%, con 6 uL cargados para cada muestra y 5 uL escalera Perfect Ladder 100pb. En donde: PM, PH,
AM y AH, corresponden a pupa macho, pupa hembra, adulto macho y adulto hembra, respectivamente. C+ y C-
corresponden al control positivo y negativo. En la parte superior de los pozos se indica el cédigo de los cebadores
utilizados para la amplificacion. El conjunto de actina representa el control positivo para el ADNCc. Los controles positivos
para cada set se realizaron con ADNg. A. Amplificacion del control positivo de actina y del conjunto de cebadores que
amplifican la isoforma larga especifica femenina de dsx (ver Figura 11, amplicén 238 pb). B. Boceto de las bandas
obtenidas en A. C. Amplificacion de dos fragmentos de la region compartida entre isoformas femeninas de dsx (ver
Figura 11, amplicon 656 pb y 339 pb). D. Boceto de las bandas obtenidas en C.

Fuente: Elaboracion propia
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En el caso de la Figura 14C, se observan dos distintos juegos de cebadores que tenian como objetivo
amplificar la regidn especifica compartida entre las isoformas femeninas del gen (ver diagrama de
amplificacion de los cebadores, Figura 11). El primero (conjunto A) buscaba amplificar un segmento
encontrado dentro de las isoformas con un tamafio esperado de 656 pb. Aqui se evidencia una Unica banda
con el tamafio esperado (656pb) en la muestra de adulto hembra de un dia. Sin embargo, se obtuvo también
una banda no esperada de 400 pb en la muestra de pupa macho. Para el caso del segundo conjunto de
cebadores (conjunto B, Figura 14C), se amplificé una seccién entre un exén comun de machos y hembras
(exdn 6) y el area compartida de las isoformas femeninas. Segun los datos bioinformaticos, debe obtenerse
un fragmento de 200 pb para as hembras. Nuevamente, se evidencid una banda de 200 pb en todas las
muestras. Sin embargo, se observé mayor intensidad en las muestras femeninas (adulto y pupa). Este tamafio
obtenido (200 pb) es distinto al mostrado en el control positivo (339pb) puesto que hay un pequefio intrén
que se elimina durante el empalme. De hecho, en la muestra de adulto macho, puede notarse una banda
adicional a la de 200 pb, que denota la presencia de este intrén en el ADNc. El resultado obtenido de esta
amplificacion corrobora lo visto con la Figura 14A: las isoformas femeninas no estan siendo especificas para
las hembras, sino que se expresan en ambos sexos. Esto vuelve a tener l6gica, corroborando asi las lecturas
reportadas en VectorBase por Papa. et al (2017). Es por ello y por la expresion vista que, a partir de este
punto del estudio, se hipotetiza que las isoformas no son especificas femeninas sino isoformas con sesgo
hacia hembras. Se requiere de mas estudios que permitan conocer cdémo y cuénto se expresa cada isoforma
en ambos sexos Yy en todos los estadios del ciclo de vida del mosquito.

De todos los conjuntos de cebadores utilizados, Gnicamente uno presentdé una banda de 656pb
especifica para la hembra. Este fue el set A de la regién compartida entre las isoformas (Figura 14C).

Para corroborar la expresion, se repitié la amplificacién de este set adicionando ADNc de adultos
de cinco dias. Se tomo esta decision, ya que los datos bioinformaticos del transcriptoma que se utilizaron
para la elaboracion de cebadores, corresponde a adultos de esta edad (Papa et al., 2017). Este se presenta en
la Figura 15, donde se obtuvo con éxito la banda esperada de 656pb Unicamente en adultos hembra. No
obstante, fue posible notar dos tamafios de bandas amplificadas que no se esperaban: una de 200 pb
Gnicamente en hembras; y una de 400 pb en todas las muestras. Dado que el control negativo no presentd
ninguna banda, estos se tomaron como productos de amplificacion de los cebadores. Tanto la banda de 200
pb como la de 656 pb podian ser candidatos para silenciar dsx por su exclusividad a las hembras. En el caso
de 400 pb, se queria identificar si el fragmento correspondia a una seccion del gen y determinar cémo se

generaba esta banda. Por eso, se decidi6 clonar los tres tamafios obtenidos para el analisis de su secuencia.

43



Figura 15. Amplificacion de fragmentos especificos de dsx con ADNCc de adultos de cinco dias
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Leyenda de la Figura 15. Amplificacion de fragmentos de isoformas femeninas del gen dsx en adultos de cinco dias. Electroforesis
en gel de agarosa 1%, con 6 pL cargados para cada muestra y 5 uL escalera Perfect Ladder 100 pb. En donde: PM, PH, AM y AH,
corresponden a pupa macho, pupa hembra, adulto macho y adulto hembra, respectivamente. C+y C- corresponden al control positivo y
negativo. En la parte superior de los pozos se indica el codigo de los cebadores utilizados para la amplificacién. El conjunto de actina
representa el control positivo para el ADNc. Los controles positivos para cada set se realizaron con ADNg. 1 dia o 5 dias denota la edad
de los mosquitos de los que se extrajo el ARN para sintetizar el ADNc. Las muestras que cuentan con un (*) indican que se realiz6 el
ADNCc partiendo de 275 ng de ARN extraido. A. Amplificacion de una region compartida entre las isoformas femeninas de dsx. B.
Boceto de las bandas obtenidas en A.
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B. Clonar un fragmento de la region compartida de las isoformas femeninas del

gen dsx en bacterias E. coli XL1-Blue.

Con el objetivo de corroborar la secuencia de las bandas obtenidas en el gel mostrado anteriormente,
se decidi6 ligar el producto de PCR en el vector pGEM-T Easy vector. Dicho vector cuenta con dos
nucledtidos timinas en sus extremos. Esto facilita la ligacion de productos de PCR que fueron amplificados
con Taq polimerasa que dejan adeninas en algin extremo de la secuencia. La ligacion se realiz6 del producto
de PCR completo, sin previa purificacion de cada banda, ya que en todos los casos las bandas eran muy

tenues.

Los fragmentos de 200, 400 y 656 pb se ligaron y transformaron con éxito en bacterias E. coli XL1
Blue. Esto se confirmo por la obtencidn de colonias en placas con agar LB con tetracilina (12.5pug/mL) y
carbenicilina (100ug/mL). Dado que la cepa tiene resistencia a tetraciclina y el plasmido le confiere a
carbenicilina, las colonias que crecieron debian tener el vector de ligacion. Sin embargo, esto no es suficiente
para confirmar la presencia del inserto de interés dentro del plasmido. Por ello se emple6 el blue-white
screening con el que cuenta esta cepa. Al ser inducida con IPTG y X-Gal, si el inserto se encontraba en el
plasmido impediria la complementacion necesaria para generar un color azul. De esto es posible deducir que
las colonias azules no contaban con ninguin fragmento y las blancas eran de interés. El crecimiento obtenido

en las placas se muestra en la figura 16, donde hay colonias de ambos colores.

Figura 16. Transformacidn exitosa de E. coli XL1 Blue en placas de LB con tetraciclina 12.5ug/mL,

carbenicilina 100pg/mL, IPTG 0.4 mM y X-gal luego de la ligacion del producto de amplificacion del gen

dsx que contenia fragmentos de 200pb, 400pb y 656 pb

Fuente: Elaboracion propia

AUn si el color de las colonias es un indicador de la presencia del inserto, se comprobé que el
fragmento se encontrara dentro de la bacteria. Para ello se realiz6 un tamizaje de clones utilizando la técnica
de PCR de colonias, con los cebadores originales de dsx que se emplearon para amplificar el fragmento ligado
(Figura 17). Con esto fue posible afirmar que se habian obtenido clones con las regiones previamente

amplificadas del gen dsx.
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Figura 17. Tamizaje de clones con fragmentos de dsx de 200, 400 y 656 pb
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Leyenda de la Figura 17. Tamizaje de clones con fragmentos de dsx. Electroforesis en del de agarosa 1 % con 6 pL
de cada muestra cargada y 5 pL de escalera Perfect Ladder 100 pb. EI nimero que se presenta sobre cada pozo es el
asignado para cada clon obtenido. El control positivo y negativo se denotan con una C+ y una C-. Como control positivo

se utiliz6 ADNg.

De todos los clones obtenidos se identificaron aquellos que tenian una Gnica banda definida e intensa
para los tres tamafios esperados. Se seleccionaron los clones 46, 37, 59 y 71 para el anélisis de la banda de
656 pb. Para el fragmento de 400pb se eligieron el 1, 2, 13y 15. Los clones 3y 36 se utilizaron para analizar
la banda de 200 pb. Dichos clones seleccionados se reestriaron y posteriormente se crecieron en medio LB

con antibidticas para extraer plasmido que pudiera enviarse a secuenciar.

Fue posible obtener concentraciones adecuadas para secuenciacion en la extraccién de plasmido.
Ademas, la mayoria cont6 con razones de absorbancia que denotaban pureza. Los resultados obtenidos se

muestran en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Concentraciones 6ptimas de ADN plasmidial obtenidas de los clones con fragmentos de dsx

Concentracion

Fragmento de dsx Clon A260/280 A260/230
[ng/uL]
46 249.7 1.73 1.30
37 197.1 1.88 2.58
656 pb
59 105.9 1.83 1.63
71 1334 1.78 1.44
1 333.4 1.74 1.22
2 182.0 1.90 2.15
400 pb
13 367.6 1.75 1.28
15 218.7 1.87 2.37
3 178.2 1.84 2.15
200 pb
36 349.7 1.70 1.16

Leyenda del Cuadro 5. Concentraciones obtenidas para cada clon en ng/uL. En donde A260/280, indica la razon de
absorbancia a 260 nm con 280nm; y A260/230, muestra la razén de absorbancia a 260 nm con 230 nm. Ambas indican

razones de pureza.

Fuente: Elaboracion propia

C. Analizar las secuencias nucleotidicas de los fragmentos del gen dsx clonados

en los plasmidos pGEMT.

Los plasmidos se mandaron a secuencias en ambos sentidos con los cebadores M13. El utilizar
dichos plasmidos permite que las regiones de interés queden dentro del area alejada del cebador. De esta

forma, el producto ligado queda al centro de la secuencia, donde espera un electroferograma de buena calidad.

Se logro6 identificar correctamente la secuencia de 656pb dentro del gen dsx en la region esperada
de las isoformas para todos los clones que se analizaron. Adicional a esto, era de interés encontrar el que
tuviese la secuencia de mayor similitud a la reportada en VectorBase para su posterior clonacién con
promotor T7 para generar ARNdh. Después de realizar un alineamiento entre los clones y la secuencia
original se determin6 que el clon 59 era el mas adecuado para este fin (Figura 17). Esto se debe a que
Unicamente contd con 13 mutaciones, compartidas también por los otros clones, respecto a las 14 y 15 que
tenian los otros (Anexo 10). Debido a que estos cambios en los nucle6tidos se encuentran en todos los clones
secuenciados, se asumi6 que eran parte de la cepa local Sanarate. Ademas, la secuencia de ambas hebras era

claray con alta resolucion.

El fragmento de 200 pb se ubico con éxito dentro de la secuencia de dsx. Se realizé el mismo
gjercicio detallado en el parrafo anterior, donde fue posible determinar que el clon 36 era el mas apto para

producir ARNdh. Presentd solo una mutacién y alta resolucién en la secuencia de sus hebras. Por ultimo, fue

47



posible identificar que el fragmento tiene un largo especifico de 202pb. Un ejemplo del andlisis realizado
puede observarse en la Figura 16. La evaluacion completa de las secuencias para los clones se reporta en el
Anexo 10.

Figura 17. Confirmacion de la identidad de la secuencia de 656 pb de dsx con la secuencia de las isoformas
femeninas reportadas en VectorBase

Clon59 —-mmmmmmmmm— AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA
Dsx5 CAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGT==GAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA

Rk ik ik b b ik b ki ik b RR R Rk kb kb b b b b b b b bk i

Clonb59 AATCATAAGTTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT
Dsx5 AATCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT

KAKXKAKAKAKAAKX A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA AKX KKK

Clonb59 TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC
Dsx5 TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC

KA KK A A A A A A AR AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA A A KA A A A A A A A AR AR AR AR KN KKK

Clonb59 CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAG
Dsx5 CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAAAGTGTGCCACAG

R R R R R R R R R R R R I R b E E b S 3

Clonb59 AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGEGCTGGTGGA
Dsx5 AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAATGGGGGGEGGEGECTGGTGAA

KA KA A KA A KA A A KA A KA A A A KA A A KA A KA A A A AR A A A A Ak Ak kK hkhkx *x * *khkkkh*x %

Clonb59 TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT
Dsx5 TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT

R R R R R R R R R R R R R I R R R R R I R R R I

Clonb59 TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC
Dsx5 TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Clonb59 GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT
Dsx5 GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Clonb59 AGAGAGAAAGTAGGTGAC-=AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTT
Dsx5 AGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAAGGATGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTT

R R R R R R R R R R R R R S R R R R

Clonb59 CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGITTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAA
Dsx5 CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAG=TTTTCECCCCTGGGGCGGCCCAGAA

R R R R R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SIS EEE IS EEEEEEEEEEEEE RS S S

Clonb59 GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC
Dsx5 GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC

B T

Clon59 AATCAAACCGAAACCGC——— === === mm = oo
Dsx5 AATCAAACCGAAACCGCTGTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATT

R )

Leyenda de la Figura 17. Confirmacion de la identidad del gen clonado con la secuencia anotada en VectorBase.
Se presenta la parte del alineamiento realizado para el andlisis que se llevé a cabo con la secuencia del clon 59. En celeste
se resaltan los pares de bases que no concuerdan con la secuencia reportada en la base de datos. Se realizd el mismo
procedimiento para los otros clones secuenciados. Se utilizaron las herramientas de FinchTV, VectorBase y
ClustalMuscle. El analisis completo se presenta en el Anexo 10.
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Debido a que ambos fragmentos, de 656 pb y de 202 pb, resultaron ser parte del mismo fragmento
amplificado del gen dsx, es posible que exista algun sitio de corte y empalme alternativo que no se encuentra
reportado. Seria importante analizar con més detalle la secuencia para confirmar esta sospecha, asi como

realizar estudios de la expresion de cada fragmento en el ciclo de vida del mosquito.

Se determind que el fragmento de 400 pb no pertenece al gen de interés. Al realizar el alineamiento
con la secuencia reportada en la base de datos, no se observo similitud alguna. Se hizo uso de la herramienta
BLAST de VectorBase para determinar a qué gen correspondia. Fue posible identificar que este fragmento
pertenece al cromosoma 3R del genoma de Anopheles albimanus. Esto indica que este conjunto de cebadores

no es especifico para dsx.

D. Clonacién del fragmento especifico femenino del gen doublesex en E. coli HT115
(DE3)

El primer paso fue la adicion del promotor T7 amplificando la seccién del gen dsx encontrada en los
clones 59 (656 pb) y 36 (202 pb), previamente seleccionados. Es importante mencionar que se agregé la
secuencia codificante para el promotor T7 Unicamente en el cebador antisentido. Esto se debi6 a que el vector
pGEM-T Easy ya cuenta con un promotor T7 en la region rio arriba al sitio de clonacion. Fue posible lograrlo
con éxito y se evidencié mediante la presencia de las bandas del tamafio esperado en un gel de agarosa 1%
(Figura 18). Aqui se observan los tamafios de 676 y 222 pb en vez del original puesto que el promotor T7
cuenta con un largo de 20 pb. En ambos casos la banda es intensa y Unica, por lo que pudieron ser empleadas

para su posterior ligacion.

Este paso es de suma importancia para la produccion de ARNdh en una cepa DE3. El promotor
permite la expresion potenciada del gen seleccionado, ya que la bacteria cuenta con una polimerasa T7
codificada en su genoma, que es inducible, y se unira a los promotores del plasmido que rodean al fragmento
de dsx (Papic¢ et al., 2018). No obstante, antes debe agregarse la secuencia del promotor al segmento del gen,

ligarlo en un vector y transformarlo en una cepa de clonacién (E. coli XL1 Blue).
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Figura 18. Adicion exitosa del promotor T7 a fragmentos amplificados con PCR del gen dsx
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Leyenda de la Figura 18. Comprobacion exitosa de la adicion del promotor T7 a fragmentos amplificados
con PCR de dsx. Electroforesis en gel de agarosa 1% con 6uL cargados para cada muestra y 5 pL para la
escalera Perfect Ladder 100 pb. En donde: 36 y 59, corresponden a la muestra obtenida del clon 36 y 59,
respectivamente. El control positivo (C+) se realizd con ADN gendmico.

Fuente: Elaboracion propia

La ligacion y transformacion de estos fragmentos con T7 en bacterias de E. coli XL1 Blue también
se logré con éxito. Esta se evidencié mediante el crecimiento de colonias azules y blancas en placas con agar
LB con tetracilina (12.5pug/mL), carbenicilina (100ug/mL), X-Gal e IPTG. Nuevamente, la cepa ya contenia
resistencia al primer antibidtico y, al incorporar el vector de ligacion, adquiria resistencia al segundo. No
obstante, esto tampoco fue suficiente para discriminar si la ligacién contenia o no el fragmento del gen.
Ayudado del sistema blue-white screening, explicado anteriormente, fue posible seleccionar colonias para

tamizar.

Fue posible tamizar clones con ambos insertos del gen y el promotor T7 empleando PCR de colonias.
En este caso, era de interés que el fragmento se hubiese incorporado al vector en la direccion adecuada. Para
verificar esto, se utilizé un conjunto de cebadores distinto: universal M13 sentido y el antisentido especifico
de dsx. El cebador universal permite esta verificacion puesto que hibridiza en una seccion del vector de
ligacidn hacia arriba de la posicion de insercién del gen. Al combinarse con el cebador de especifico de dsx

es posible determinar si se encuentra en el sentido deseado.

En la Figura 19 se presenta el tamizaje de clones realizado. Se observan pozos con las bandas
intensas de los tamafios esperados. La longitud es mayor puesto que se amplifico con el cebador universal
que hibridiza aproximadamente 115 pb méas. Las bandas que cuentan con el inserto del gen en el sentido
adecuado son intensas y discretas. En los pozos que no se presenta ninguna banda, se concluye que no

contaban con el segmento, o bien, que lo tenian en la direccién opuesta. El hecho que la mayoria de colonias
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tamizadas cuenten con alguno de los segmentos en el sentido esperado, es un indicador de su estabilidad
dentro de la bacteria. Se seleccionaron aquellos clones que contaban con la banda més intensa y discreta.
Para el fragmento de 656 pb, se tomaron el 6A, 7A, 9A, 11A y 12A. Para el fragmento de 202 pb, se
seleccionaron los clones 5A, 8A, 10Ay 11B.

Figura 19. Tamizaje de clones con fragmentos de dsx y promotor T7
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Leyenda de la Figura 19. Tamizaje de clones que incorporaron el fragmento de dsx con el promotor T7.
Electroforesis en gel de agarosa 1 %, con 6 puL de muestra en cada pozo y 5 pL de escalera Perfect Ladder 100
pb. En esta figura, Ay B representan la placa de la que se tamizaron esos clones. C+y C- indican los controles

positivos y negativos.
Fuente: Elaboracion propia

Se extrajo plasmido de los clones seleccionados para verificar la presencia del promotor T7. En el
Cuadro 6 se muestran las concentraciones obtenidas. En la mayoria de casos se presentaron cantidades
menores a las esperadas (100 ng/uL). Esto puede deberse a una pobre produccion plasmidial de la colonia
durante su crecimiento previo a la extraccién. Es posible que el tamafio del fragmento del gen haya incidido
sobre su produccién. En el caso de la razon A260/230, se denota una posible contaminacién con fenol o
carbohidratos en aquellas muestras que presentaron un valor menor a 2. Sin embargo, la razon A260/280

indica una calidad adecuada, ya que se encuentra cercana a 2.
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Cuadro 6. Concentraciones 6ptimas de ADN plasmidial con inserto de dsx y promotor T7

Concentracion

Fragmento de dsx Clon A260/280 A260/230
[ng/uL]
6A 152.5 1.79 1.79
7A 63.9 1.81 1.80
656 pb 9A 191.7 1.76 1.37
11A 200.9 1.83 211
12A 40.4 1.84 2.08
5A 151.0 1.84 2.22
8A 86.9 1.84 2.19
202 pb
10A 77.8 1.77 1.54
11B 54.7 1.79 1.70

Leyenda del Cuadro 6. Concentraciones obtenidas para cada clon en ng/uL. En donde A260/280, indica la razon de
absorbancia a 260 nm con 280nm; y A260/230, muestra la razdn de absorbancia a 260 nm con 230 nm. Ambas indican

razones de pureza.

Previo a la secuenciacion, se verifico la presencia de un dnico inserto en el plasmido extraido. Para
ello se empled una digestion con las enzimas de restriccion EcoRI y Pstl. Se determind que en todas las
muestras Unicamente se contaba con uno de los fragmentos de dsx. En la Figura 20 se muestran estos
resultados. Aqui se evidencian dos bandas: una del tamafio del inserto de dsx y otra més grande, que
corresponde al resto del vector de ligacion. Algunas bandas son mas tenues que otras, lo cual corresponde a

las distintas concentraciones que se cargaron en el gel.

Figura 20. Presencia de un Unico inserto en los plasmidos con fragmento de dsx y promotor T7
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Leyenda de la Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa 1%, con 6 puL de muestra en cada pozo y 5 pL de escalera
Perfect Ladder 100 pb y 1 kb. Se muestra la corrida del plasmido digerido con el inserto correspondiente. Los nimeros
en la parte superior del gel indica el clon del cual el plasmido digerido fue extraido. C- indica el control negativo. Ver

Figura 12 en antecedentes para el mapa del vector.
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Para secuenciar no fue viable enviar todas las muestras puesto que algunas tuvieron una
concentracion demasiado baja (menor a 80 ng/pL). Se decidio no enviar a los clones 7A, 12Ay 11B y trabajar

Gnicamente con aquellos que si brindarian una buena resolucion en su secuenciacion.

Para los plasmidos con el inserto de 202 pb, se determin6 que tanto el clon 8A como el 10A,
presentan el promotor T7 incorporado. Ambos obtuvieron un alineamiento perfecto con la secuencia original
amplificada. Por ello, es posible utilizar cualquiera para transformarlo en la cepa E. coli HT115 (DE3) para
producir ARNdh especifico para el gen (Figura 21). Aqui se evidencia la igualdad en la secuencia y la cola
agregada del promotor T7 en los plasmidos (en rojo). Sin embargo, en el caso del clon 5A, no fue posible
verificar la presencia del promotor T7. Esto se debid a que el electroferograma no fue claro y la secuencia

contd con muy baja resolucion.

Figura 21. Alineamiento entre clones 8A y 10A con la secuencia original de dsx

Clon36 AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGA
ClonlOA AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGA
Clon8a AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGA

Ak Ak hkhkhhkh kA hhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkkrhhkrhkkhkhkxkxx

Clon36 AGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACT
ClonlOA AGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACT
Clon8a AGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACT

KK A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A IR AR A AR A AR A A A AR A AR,k K

Clon36 GTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAAAC
ClonlOA GTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAAAC
Clon8a GTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAAAC

kA hhkhkhhkhhkhkh kb hhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhhkrhhkrxhkxkxx

Clon36 GCATCAATCAAACCGAAACCGC-=======————————————
ClonlOA GCATCAATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTA
Clon8a GCATCAATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTA

Kk AAkKkAkKAkAk kKA Ak hkhAk Ak kkk )%

Leyenda de la Figura 21. Correspondencia en las secuencias alineadas de dsx y comprobacién de la presencia del
promotor T7. Se muestra el alineamiento realizado con la secuencia de dsx original clonada. El clon 36 indica la
secuencia original amplificada de dsx. En rojo se muestran la secuencia del promotor T7 agregado con éxito.

En cuanto a los plasmidos con el fragmento de 656pb, se localizé el promotor T7 en los
clones 9A y 6A. Ambos se alinearon con la secuencia original amplificada de dsx (Figura 22). De
este analisis se evidencid una mutacion en la secuencia del clon 9A, que se resalta en celeste en la
figura. Caso contrario, el clon 6A no present6 ningin cambio en la secuencia original, siendo una
copia idéntica de la misma. En ambos casos se muestra la cola del promotor en rojo que no se
encuentra en la secuencia de dsx. Por ello, se selecciond este ultimo como pldsmido para
transformar en la cepa de E. coli HT115 (DE3). Es importante mencionar que el clon 11A no pudo
ser analizado porque el electroferograma de la secuencia sentido tenia muy baja resolucion. Esto

impidio corroborar correspondencia entre ambas hebras. Por ello, se prefirié Unicamente analizar
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los clones cuyas secuencias habian sido confirmadas. El anélisis completo para todos los clones de

ambos fragmentos se muestra en el anexo 11.

Figura 22. Alineamiento entre clones 9A y 6A con la secuencia original de dsx

Clon9A ACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCC
Clon59 ACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCC
Clon6A ACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCC
Kk ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ke ke ok ke ok ke ke ke ok ke ok ke ke ke ke ke ke ke ke ke ok ke ok ke ok ke ke ke ok ok ke ok ke ok ok ok ok ok
Clon9A CGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCC
Clonb59 CGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCC
Clon6A CGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCC
R R e R I i e S e I S R e e I R e S S S R I I S S R e A I S e S R e i
Clon9A GCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCC
Clon59 GCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCC
Clon6A GCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCC
Khkkhkkhkkhkkhkhhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkkkkkkkk
Clon9A CCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCAC
Clon59 CCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCAC
Clon6A CCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCAC
R R i I S S e S S R I I S R e S e S I I S S R e S S S e e S e S R e i
Clon9A GGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAGTCCGTGCGTG
Clon59 GGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTG
Clon6A GGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTG
Khkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkhhkhhkhkhkhkhkhhkhhhhkhhhhkhhkhhhhhhhhhkhkkhkhkkh Kkkkkkkkkk
Clon9A TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGAC
Clon59 TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGAC
Clon6A TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGAC
KA A K AR K A AR A KNI A R A AR AR I ARk A R I AR A AR A A h A A kA Ak Ak Ak Ak hkhk Ak khkkkkkkx
Clon9A AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATA
Clon59 AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATA
Clon6A AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATA
AR R R R I R bk b b 3 b b R b b R b 2R R I R E R b R h b E R S R S R S R E R 3 3R I R IR R b R b 3k b b b 3R b 3R b Ok 3
Clon9A ATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCA
Clon59 ATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCA
Clon6A ATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCA
KA A KA KR K AR KA KNI AR A AR AR I AR A R I AR I AR AR I A A kA d ARk Ak Ak dA ARk Ak khkkx
Clon9A AATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGCCC
Clon59 AATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGC--
Clon6A AATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGCCC
KKK KA KA KR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AKR AR AR AR AR AR AR AR AR AR Rk
Clon9A CTATAGTGAGTCGTATTA
Clon59 —-mmmmmmmmmmmm————
Clon6A CTATAGTGAGTCGTATTA

Leyenda de la Figura 22. Correspondencia en las secuencias alineadas de dsx y comprobacioén de la presencia del
promotor T7. Se muestra el alineamiento realizado con la secuencia de dsx original clonada. El clon 59 indica la
secuencia original amplificada de dsx. En rojo se muestran la secuencia del promotor T7. En celeste se resalta la mutacion
encontrada en el clon 9A.
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Se realiz6 la transformacion a células E. coli HT115(DE3) con éxito. Fue posible determinarlo
mediante el crecimiento de colonias en agar LB con tetracilina (12.5ug/mL) y carbenicilina (100pg/mL).
Como se explico previamente, la cepa cuenta con resistencia a tetraciclina y adquiere la de carbenicilina al
incorporar el plasmido durante la transformacién. Se obtuvieron colonias para ambos fragmentos
transformados: 202 pb y 656 pb (Figura 23). Esta cepa bacteriana carece de la complementacién para el
sistema Blue-White Screening, empleado en la identificacion de un inserto en una ligacion (Wurm et al.,
2016). Dado que se transformaron las bacterias con un plasmido cuyo fragmento se habia confirmado, no fue

necesaria esta herramienta.

Las colonias que se obtuvieron para la transformacion con 202 pb fueron de mayor tamafio que las
de 656pb. Esto se relaciona directamente con el tamafio del inserto: entre mas grande sea, se requiere de
mayor energia para replicarlo. Por lo tanto, el crecimiento es menor para las colonias que cuentan con el
fragmento mas grande (656pb). A pesar de esto, se obtuvieron colonias de buen tamafio para ambas

transformaciones realizadas.

Figura 23. Crecimiento de E. coli HT115(DE3) en placas de LB con tetraciclina 12.5ug/ml y carbenicilina
100pg/mL para (A) fragmento de 656 pb; (B) fragmento de 202 pb

Se realiz6 una PCR de colonias para verificar si las colonias obtenidas no habian perdido el inserto
de dsx durante su crecimiento. Se comprobd con éxito que todos los clones seleccionados contaban con el
fragmento de interés. En la Figura 24 se presentan los tamafios obtenidos para cada uno de los clones
seleccionados. Dado que se usé un cebador universal sentido con uno especifico para el gen, el tamafio
obtenido para cada banda fue mayor al del inserto. Los clones 7 al 12 corresponden al fragmento de 202 pb,
que con el promotor T7 y la parte agregada por el cebador universal, dan una banda de 377 pb. Los clones
13 al 18, corresponden al fragmento de 656 pb, para el cual se esperaba una banda de 831 pb. En todos los

casos las bandas son discretas, intensas y concuerdan con el tamafio esperado.
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Figura 24. Presencia de insertos del gen dsx en clones de E. coli HT115 (DE3) mediante su amplificacion
con PCR

Gel 1 Gel 2
YV T W E 16 17 18 C- C+

831pb = : =
0pb

377pb

Leyenda de la Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa 1%, con 6 uL de muestra cargados en cada pozo y 5 puL de
escalera Perfect Ladder 100 pb. EI nimero en la parte superior indica el nimero del clon. C+y C- denotan al control
positivo y negativo. Se utilizaron cebadores con el codigo M13F y AaDsxIn105R_T7.

Fuente: Elaboracion propia
Se selecciond el clon 13 para el fragmento de 656 pb y el clon 8 para el de 202pb. Para elegirlos se

buscé aquel que tuvo un crecimiento uniforme y que solo presenté una banda discreta en la verificacién. De

ellos se partié para la induccion de ARNdh para el gen dsx.
E. Induccién y extraccion de ARNdh de un fragmento especifico de hembras del gen
doublesex
Para asegurar el uso de una colonia con el fragmento de interés, se realiz6 una PCR de colonias a la

seleccionada para el precultivo. Se verifico con éxito la presencia del inserto de 656 pb con el promotor T7

(Figura 25), dado que se present6 la banda del tamafio esperado.
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Figura 25. Producto de PCR demostrando la presencia del inserto en la colonia utilizada en el precultivo

5

100pb colonia C+ C-

Leyenda de la Figura 25. Presencia del inserto de dsx en la colonia utilizada en el precultivo. Electroforesis en gel
de agarosa 1%, con 6 uL de muestra en cada pozo y 5 uL de escalera Perfect Ladder 100 pb. C+ y C- indica el control
positivo y negativo, respectivamente. Se utilizaron cebadores especificos de dsx con los cddigos AaDsxIn103F y
AaDsxIn105R_T7. Como control positivo se empled plasmido utilizado para transformar a la cepa bacteriana.

Fuente: Elaboracion propia

La induccion del cultivo con IPTG 0.4M permitié la produccion de ARNdh. Esto se debe a que en
su presencia, se modifica el represor, permitiendo que no se una al promotor lac modificado de la cepa y se
transcriba la polimerasa T7. Como resultado, la polimerasa T7 se une al promotor T7 contenido en el
plasmido y genera el ARNdh (Wurm et al., 2016). Después de tres horas de induccion, el cultivo debe ser
inactivado puesto que el alimentar a larvas con bacterias vivas puede generar contaminaciones en el insectario
y efectos secundarios que no son propios del tratamiento. En este proceso se hierve la bacteria para lisarla.
Es posible que por este método se degrade cierta cantidad del ARNdh producido. Por esto es de suma
importancia conocer las concentraciones obtenidas antes y después de inactivar. Sin embargo, en ambos casos
la lisis células puede llegar a ser un factor limitante al momento de cuantificar. Para solucionar esto, se
decidié comprobar la utilidad de la proteinasa K para mejorar la eficiencia de la extraccién de ARNdh. Se
emplearon tratamientos antes y después de inactivar el cultivo bacteriano, con y sin proteinasa K para

determinar si existia alguna diferencia al utilizarla. En el Cuadro 7 se presentan estos valores.
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Cuadro 7. Concentraciones promedio de ARNdh obtenidas en la primera réplica

Concentracion media +

Tratamiento Muestra A260/280  A260/230
desviacion estdndar (ng/plL)
Previo a Dsx sin proteinasa K 2025711 1.73 0.74
inactivar Dsx con proteinasa K 190.2+4.8 1.81 0.78
Luego de Dsx sin proteinasa K 105.3+23.0 1.49 0.32
inactivar Dsx con proteinasa K 204.7+£0.9 1.78 0.65

Leyenda del Cuadro 7. Se realizaron mediciones de concentraciones de ARNdh en duplicado utilizando NanoDrop One,
en el modo de ARN. Las muestras inactivadas se concentraron a la mitad del volumen original. A260/280, indica la razon
de absorbancia a 260 nm con 280nm; y A260/230, muestra la razén de absorbancia a 260 nm con 230 nm. Ambas indican

razones de pureza.

La cuantificacion del &cido nucleico obtenido aparentd concentraciones adecuadas de ARNdh,
puesto que todos los valores promedio se encontraron arriba de los 105.3 ng/uL. Sin embargo, las razones de
pureza obtenida se estuvieron por debajo de los valores ideales. Para la absorbancia 260/280 se esperaba un
valor cercano a 2, por ser ARN. Si bien ninguno de los valores alcanzé el rango, es posible notar que casi
todos se encuentran por arriba de 1.7. Unicamente el valor de 1.49, correspondiente a la muestra luego de
inactivar y sin proteinasa K, destacé entre las mediciones realizadas. Para el caso de la razon A230/260, todos
los valores se encontraron por debajo del rango esperado (1.8-2.2). Para ambos casos, es posible que fuera
ocasionado por la presencia de residuos del Trizol utilizado en la extraccion. Esto concuerda, puesto que
cuenta con una elevada absorbancia entre 220 y 230 nm, asi como también en 260, afectando ambas medidas
de pureza, pero influyendo significativamente mas en la de 230/260 (Koetsier, Cantor, & Biolabs, 2019).
Desjardins & Conklin (2010), sugieren que un valor bajo para la absorbancia de 260/230 es un indicador de

la falta de optimizacion del método de extraccion.

Las concentraciones de ARNdh obtenidas fueron muy similares entre ellas, tanto antes como
después de la inactivacion hirviendo quince minutos. Es posible notar una leve diferencia para el uso de
proteinasa K: previo a inactivar hay una diferencia de menos de 10 ng/uL al utilizarla, mientras que luego de
hervir utilizar la proteinasa K supone un aumento de casi 100 ng/uL respecto a la muestra en la cual no fue
empleada. Para ambos casos del uso de la enzima, se demostré tener una desviacion estdndar baja. En el caso
de las muestras que no se trataron con la proteinasa K obtuvieron una desviacion casi equivalente a un quinto
del valor medio obtenido, representando asi una falta de homogeneidad del ARNdh en las muestras

empleadas para extraer. Las mediciones individuales realizadas para las réplicas se presentan en anexos.

Dado que las muestras fueron medidas empleando un NanoDrop One, se obtuvo una cuantificacion
del ARNdh total presente, aln si estd degradado. Ademas, este instrumento incluyé la concentracion

incluyendo aquellos ARNdh de un tamafio distinto al que se espera. Por ello, es importante evaluar la
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integridad del ARN extraido y verificar la presencia del producto de interés. Para ello se realizd un gel de
agarosa al 1%, mostrado en la Figura 26.

Figura 26. Presencia de bandas de ARNdh de dsx extraido de la primera réplica
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Leyenda de la Figura 26. Presencia de bandas de ARNdh extraido de la primera réplica. Electroforesis en gel de
agarosa 1%, con 6 uL de muestra para cada pozo y 5 pL de muestra para la escalera Perfect Ladder 100 pb Se muestran
los tratamientos de con (+PK) y sin proteinasa K (-PK), tanto antes como después de inactivar las bacterias. A. Gel de

integridad obtenido para el ARNdh extraido en cada tratamiento. B. Boceto de las bandas obtenidas en el gel A.
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Fue posible observar bandas del tamafio esperado (656 pb) en algunas muestras, evidenciando asi la
produccion exitosa de ARNdh para un fragmento especifico femenino de dsx con las bacterias transgénicas.
Previo a la inactivacidn solamente se present6 el producto en las muestras que fueron tratadas con proteinasa
K, adn si la banda presente fue en extremo leve. Al revisar el protocolo utilizado fue posible determinar que
a las otras muestras previo a inactivarlas no se les lis6 de ninguna manera. Esto ocasiond la ausencia de
bandas en el gel, ya que al no ser lisadas las células, el ARNdh se queda atrapado dentro de la bacteria 'y en
el debris celular y es eliminado junto con €l en el proceso de extraccion. Por otro lado, se obtuvieron bandas
para ambos tratamientos después de inactivar. Las obtenidas para el tratamiento sin proteinasa K fueron mas
intensas y definidas. En el caso de las tratadas con la enzima, la banda fue considerablemente mas leve,

siendo visibles al emplear la maxima intensidad del transiluminador.

Al comparar las concentraciones obtenidas en el Cuadro 7 con la intensidad de las bandas del gel,
es posible notar que no concordaron los valores entre ellos. Las concentraciones parecian ser altas pero la
banda era muy débil. Esto puede deberse a que una cantidad elevada del producto extraido se encontraba
degradado. De hecho, fue posible evidenciarlo con la presencia de un barrido muy intenso al final del gel.
Estaba presente en las muestras tratadas con proteinasa K. Dado que el tratamiento con la enzima involucra
una incubacidén de una hora al 65°C, es posible que el ARNdh no haya resistido estas condiciones y se hubiera
degrado una elevada cantidad del mismo. Sin embargo, el barrido que se observa Unicamente debajo de la
proteinasa K demuestra que esta si es mas efectiva al momento de extraer, ya que permite la visualizacion
del ARNdh degradado con mucha intensidad y este esta ausente en las muestras que no se trataron con ella.
Es importante optimizar su uso para que la elevada intensidad que se demuestra en el barrido, corresponda a

las bandas de ARNdh del tamarfio deseado y no a degradacion.

A manera de corroborar la produccion y verificar el patron de extraccion demostrado por la
proteinasa K, se realizé una segunda réplica de induccion y extraccion de ARNdh. Las condiciones fueron
las mismas, agregando Unicamente la lisis de las bacterias previo a inactivar mediante ebullicion por 2

minutos con buffer de lisis. La cuantificacién obtenida para esta ocasion se presenta en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Concentraciones promedio de ARNdh obtenidas en la segunda réplica

Concentracion media +

Tratamiento Muestra A260/280 A260/230
desviacion estdndar (ng/pL)
Previo a Dsx sin proteinasa K 19.0+9.3 1.71 0.05
inactivar Dsx con proteinasa K 38.8+85 1.92 0.08
Luego de Dsx sin proteinasa K 111.8+155 1.96 0.16
inactivar Dsx con proteinasa K 16.3+6.4 1.72 0.03

Leyenda del Cuadro 8. Se realizaron mediciones de concentraciones de ARNdh en duplicado utilizando NanoDrop One,
en el modo de ARN. Las muestras inactivadas se concentraron a la mitad del volumen original. A260/280, indica la razon
de absorbancia a 260 nm con 280nm; y A260/230, muestra la razén de absorbancia a 260 nm con 230 nm. Ambas indican

razones de pureza.
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Para la segunda réplica fue posible obtener concentraciones mucho mas bajas de ARNdh. De la
misma forma, la desviacion estandar fue elevada, llegando a representar hasta casi la mitad del valor medio
de concentracion. Esto demostré una falta de homogenizacion en la resuspension de ARNdh en las alicuotas
que se tomaron para realizar la extraccion. No existié ningin patron entre las muestras tratadas con proteinasa
K y aquellas que no fueron expuestas a la enzima. En cuanto a la pureza de la muestra, se observé una
absorbancia 260/280 cercana ligeramente menor a 2. Para la razén 260/230, los valores estdn muy por debajo
del rango 1.8-2.2 esperado. De nuevo, esto se debid a contaminantes residuales del Trizol empleado para la
extraccion. Como se explico antes, este absorbe a una longitud de onda entre 220 y 230 nm, ademas de una

cercana a 260 nm. Como consecuencia, se afecta ligeramente la razén 260/280 y se disminuye en extremo la

260/230.

Figura 27. Presencia de bandas de ARNdh de dsx extraido de la segunda réplica
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Leyenda de la Figura 27. Presencia de bandas de ARNdh de dsx extraido en la segunda réplica. Electroforesis en
gel de agarosa 1%, con 6 pL de muestra para cada pozo y 5 uL de muestra para la escalera Track It 100 pb Se muestran
los tratamientos de con (+PK) y sin proteinasa K (-PK), tanto antes como después de inactivar las bacterias. A. Gel de

integridad obtenido para el ARNdh extraido en cada tratamiento. B. Boceto de las bandas obtenidas en el gel A.
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En algunas de las muestras, se visualizaron las bandas de ARNdh con éxito en el gel de agarosa para
verificar su integridad (Figura 27). Esto permitié comprobar nuevamente que fue posible generar ARNdh
especifico para un fragmento femenino del gen dsx partiendo de bacterias transgénicas. Sin embargo, las
bandas observadas fueron en extremo tenues. Solo fue posible observarlas para las muestras que habian sido
tratadas con proteinasa K. En las muestras sin enzima previo a inactivar se obtuvieron bandas inespecificas
mayores a los 1000 pb, mientras que no se presentd nada en el tratamiento sin proteinasa K después de los

quince minutos en ebullicion.

Para esta ocasién se utilizé la escalera Tracklt de Invitrogen, la cual permite una cuantificacion
aproximada de la concentracién de la banda segun la intensidad que presente. Sus bandas presentan una
cantidad aproximada de 30 ng de &cido nucleico. Dado que el fragmento de dsx se observé en extremo mas
tenue a la escalera, es posible concluir que existe una cantidad menor a 30 ng en los 10 pL cargados el pozo.
Es decir, la concentracion real del ARNdh especifico de dsx es menor a los 3 ng/uL. Para el caso del
tratamiento con proteinasa K, esta considerable diferencia respecto al valor marcado por el NanoDrop se
debio a la medicion del ARNdh degradado. Fue posible evidenciarlo de nuevo con el barrido intenso que se
presenta al final del gel. Para el tratamiento previo a inactivar y sin enzima, se atribuyé a las bandas
inesperadas de tamafio mayor a los 1000 pb. Debido a que la secuencia que se insertd en el pldsmido no
cuenta con una secuencia de terminacion, es posible que se haya presentado ARNdh de todo el vector y no
solo del gen. Se recomienda correr geles de integridad con escaleras que permitan una comparacion visual
de la concentracion. De esta forma sera posible tener una mayor certeza de este dato respecto al reportado

por el NanoDrop.

Fue posible evidenciar la degradacién del ARNdh para las muestras tratadas con proteinasa K. Esto
reforzo la idea de que una temperatura de 65°C durante una hora para la accion de esta enzima es suficiente
para degradar el ARN. Se sugiere realizar una optimizacion de uso a distintas temperaturas y tiempos de
incubacidn para reducir al maximo la degradacién.Sin embargo, si se logré comprobar que su uso si permite
la extraccion de m&s ARNdh auin si se presenta degradado. . Es importante agregar que el barrido se atribuyé
primordialmente a la degradacion, pero esto no excluye el hecho de que pudieron haber ARNdh con un
tamafio menor encontrados en esta area. Dichos productos pudieron deberse a una transcripcién incompleta

del fragmento del gen por parte de la ARN polimerasa T7.

Concentrar la cantidad de ARNdh es una buena alternativa para obtener concentraciones mas claras
y fiables al momento de cuantificar y verificar su producciéon. Como parte del protocolo utilizado se realizo
una concentracion de 2X. Sin embargo, se sugiere realizar una a 100X a manera de visualizar la banda
esperada con claridad. Esto permitird una comparacion mas sencilla y exacta con la concentracion reportada
en la escalera luego de correr el gel. Asimismo, se propiciara una mezcla mucho mas homogénea para su
cuantificacion, disminuyendo asi la desviacion estandar entre muestras. En experimentos realizados para A.

gambiae, una concentracion de 100x ha resultado efectiva (Taracena et al., 2019).
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En resumen, fue posible evidenciar la produccién de ARNdh para un fragmento especifico femenino
de dsx en bacterias transgénicas. No obstante, el rendimiento obtenido fue inferior al deseado para la
realizacién de experimentos con mosquitos. Las concentraciones obtenidas para el producto de interés fueron
bajas. Por esto, se sugiere una optimizacién de la produccién y extraccién de ARNdh, que excluya el uso de

la proteinasa K a 65°C e incluya una concentracién 100X.

F. Disefio de cebadores especificos para cada una de las isoformas femeninas del gen
doublesex

Para poder monitorear la eficiencia en el silenciamiento del gen dsx, es importante cuantificar la
expresion del gen en los mosquitos. Dado que el principal objetivo es silenciar las isoformas femeninas del
gen dsx, se necesitan cebadores que puedan amplificar de forma especifica e independiente a cada una de
ellas.

La isoforma corta se encuentra contenida dentro de larga, razén por la que se complicd el disefio de
un cebador especifico para ella. Sin embargo, al realizar un analisis de las secuencias en VectorBase fue
posible determinar que la regién codificante era distinta entre las isoformas (secuencias AALB003344-
WATERHOUSE_00003 y AALB003344-WATERHOUSE_00004, ambas actualizadas el 15 de junio de
2019). Este fragmento es muy corto para disefiar un cebador dentro de él, pero colinda directamente con el
siguiente exén (numero 4). Por ello, se decidié disefiar un cebador que incluyera la mitad de sus pares de
bases dentro del exén 4 y la otra mitad en el exdn 5 (isoformas). Este seria especifico para cada isoforma, ya
que contaria con la secuencia Unica codificante de cada una y tomaria en cuenta el empalme respectivo de
ellas al unirse en una region entre exones. En ambos casos, se empleara el cebador sentido ya existente,

disefiado por Paiz (2018), para complementarlos.

Los cebadores se disefiaron empleando la secuencia de VectorBase y utilizando las herramientas de
OligoAnalizer, Primer3Plus y PrimerQuest. En el Cuadro 9 se presentan las secuencias de los cebadores
disefiados y sus caracteristicas. En la Figura 28 se muestra su localizacion en la secuencia de esta regién de

dsx. Los cebadores disefiados se resaltan en amarillo.

Cuadro 9. Cebadores disefiados para las isoformas femeninas del gen dsx

. Homo Tamafio Hetero
f Secuencia Ta(TTnO 0 ™m " dimeros de dimeros
Isoforma (5-3") pri;er %GC °C) Horquillas AG amplicén AG
(kcal/mol) (pb) (kcal/mol)
Larga GGCCTGACCTTC 19 57.9 60 3 7 (-9.28) 101 15 (-3.5)
GTCGATT
Corta GCATTG ACACTT 21 47.6 60 -091y 10(-6.76 ) 102 10 (-5.7)
CGTCGATTC -0.85

63



Figura 28. Posicidn de los cebadores disefiados para las isoformas en la secuencia de dsx

Cebador en la isoforma larga

5'ACGATGAGCTGGTCAAGCGGGCCCAGTGGCTGCTGGAGAAACTGAGTTACCCCTGGGAAATE&TGCCCCTGATGTACGTCAT

aDsx aiz,
ACTTAAGAGCGCGGATGGCGATGTACAAAAAGCGCACCAGQFAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCACGA
h AaDsx_ISL1R

TTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCGGATGATAARACTTCCGACCTGC
CGGGGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCARAAGTGTGGTTGCAGTGCGTCAGG
CGTGTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTA
GGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCAGCAGCAGCAGCGGCAGC
AGCAGCCGCGTAATTGCAACTAAATACCGATGAGTTCAAACTAGTGTTTAAGGCCTCCGCGGTGGAGGAGAAAACGGTG
GGCAGATTGTGGGTGTACATTGTAGTAGAATGTTGTTGCTGCATACGCCCGAAGCAGCGCATCACAGCGGAACGGTGTC
AGTAGTCAATGGAACGGTCAGGAAACGGGACGGAAACAAACACACGCCGCCTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCG
TGTATGTGTGACGCAGGACTCTCGAGGCTCTACCACCCACCTGCTATCGATTGACCGGACAGCTTGGCTCCGGGCGCCA
TTAATTCTCTGAAATACCAAAATCAGAAAACCAAACCGAAATCATGATGATGATGATGATGATGAAGATGATGATGATC
ACCAACACCCTTGTTCTTTGCTTGCGTTCTTTTCTATGTTTCGATGCGCCGTGGGAACGGACGGAACCGTATCGCGAAC
TTTCCGGTGGATGGTCGTATCGGTCGTTCCCGGTTCCCGGGTTCCCGTGTCCCTTCCCACAACACCCGCTCCCCTGCCA
TTACAGTGTCAATGCTGTTCGACGGCAACGTAGACCTACAGCCATTCTGGGGCTACCGGGTGTAGCTGTACTTGTGAGA
TCGGGCCCCGACCGTGTGAATGGGTCCGACGACCCCCGTGCCGTGAACCTGGGGCCCCTAGCGAGCTCCGTTTCCTTCT
CCGAGGCTCTGGGCCCACGGTTTCTAGACCCCACAGTAATATTGGTGAGAAAGTGTGTCCGACGTCTTTTGAAAAGTTC
TTTGCCTGGGCTGCTAGTAGTGTACCTAGTTCGCCGGCTCGGTGTGGCGCTGGAAGAAAGAAAACCAAACGCAAGGAGG
AGAGAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCA
AGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGC
AACGCCCAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAAAGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGG
GCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAATGGGGGGGGGGCCTGGTGAATCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGT
CATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAG
TGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAG
TAGGTGACAAAAAAAAGGATGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGC
CATAGTTTTCTCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGAC
AAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGCTGTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATTCAAACCCC
ACTGCGCCCAGATTAATGCAAAAGATTTCCCGTACTCTTCAATCAATCCAAAAGCGCCA 3’

Cebador en la isoforma corta

5" ACGATGAGCTGGTCAAGCGGGCCCAGTGGCTGCTGGAGAAACTGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTAC

AaDsx2F (Paiz, 2018)
GTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGTGTCAATGCTGTTCGACGGCA
A gAaDsx_ISC1R
ACGTAGACCTACAGCCATTCTGGGGCTACCGGGTGTAGCTGTACTTGTGAGATCGGGCCCCGACCGTGTGAATGGGTCC
GACGACCCCCGTGCCGTGAACCTGGGGCCCCTAGCGAGCTCCGTTTCCTTCTCCGAGGCTCTGGGCCCACGGTTTCTAG
ACCCCACAGTAATATTGGTGAGAAAGTGTGTCCGACGTCTTTTGAAAAGTTCTTTGCCTGGGCTGCTAGTAGTGTACCT
AGTTCGCCGGCTCGGTGTGGCGCTGGAAGAAAGAAAACCAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAG
AGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTT
CATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCCCGA
ATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAAAGTGTGCCACAGAAAT TAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAA
TGGGGGGGGGGCCTGGTGAATCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGA
TTCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTG
TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGARAGTAGGT GACAAAAAAAAGGATGTAGAAG
ATGTAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTCTCCCCTGGGGCGGCCCAG
AAGGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGC
TGTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATTCAAACCCCACTGCGCCCAGATTAATGCAAAAGATTT
CCCGTACTCTTCAATCAATCCAAAAGCGCCAG 3’

Leyenda de la Figura 28. Localizacion de los cebadores disefiados en las isoformas femeninas. Ambos cebadores
disefiados se muestran resaltados en amarillo. El cebador en color rojo hace referencia al ya existente, disefiado por Paiz
(2018). En negrita se indica el exon 4 y fuente normal se muestra el exén 5.
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Fue posible disefiar cebadores con caracteristicas 6ptimas. La longitud se encuentra dentro del rango
adecuado y cuentan con la misma temperatura de anillamiento (Tm) (Dieffenbach, Lowe, & Dveksler, 1993).
Esto permite que se den reacciones especificas y asegura la eficiencia de la reaccion. Ademas, se logré
asegurar una pinza GC, para asegurar que los cebadores se unan correctamente y se prevenga la formacién
de bandas secundarias (Abd-elsalam, 2003). Sin embargo, cuentan con una elevada posibilidad de formacion
de estructuras secundarias. Dado que la secuencia especifica es muy corta, no pudo buscarse otra regién que
disminuyera este problema. Sera necesario evaluar la eficiencia de los cebadores en una PCR cuantitativa y
verificar que los tamafios esperados sean acorde a lo esperado. Si ambas caracteristicas previamente descritas
se cumplen, podran ser utilizados para medir la expresion de las isoformas antes y después de su

silenciamiento.

No obstante, estas regiones son pequefias y especificas, por lo que se decidid verificar la secuencia
anotada en la base de datos previo al disefio del cebador. Para ello fue posible amplificar con éxito la region
entre el exon 4 y la isoforma larga. Para ello se utilizd un cebador sentido que hibrida en el ex6n 4 y un
cebador antisentido encontrado en una region exclusiva de la isoforma larga. Se partié de ADNc de hembras
de cinco dias, por lo que el tamafio esperado era de 421 ph. Se obtuvo una banda en extremo tenue, que se

evidencia en la Figura 29. Esta fue picada del gel y se volvié a amplificar previo a la ligacion.

Se buscé amplificar una regién que abarcara la parte especifica de la isoforma corta. Para ello se
emplearon dos conjuntos de cebadores: un mismo cebador antisentido en la regién comun de isoformas, con
dos sentido en la regién de la isoforma larga. Se esperaba un tamafio de 1312 pb y 1566pb. Justo como se
muestra en la Figura 29, no fue posible observar ninguna banda para este caso. Es posible que esto se deba a
que el ADNCc se encontraba ya algo degradado. De hecho, este argumento es alin mas probable debido a que
el control positivo de actina también presentd una intensidad leve. Por esto, no fue posible amplificar ninguno
de los casos para la isoforma corta y no se realiz6 ligacidn que permitieran verificar su secuencia. Se planted
que si el resultado de secuenciacion obtenido para la isoforma larga, tiene alta similitud con la secuencia de

VectorBase, es muy probable que la otra region de interés se encuentre anotada correctamente.
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Figura 29. Amplificacién de secuencias entre exdn 4y exon 5 de dsx
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Leyenda de la Figura 29. Amplificacion de la secuencia entre el exdn 4y 5. Electroforesis en gel de agarosa 1%, con
6 pL de muestra en cada pozo y 5 puL de escalera 100 pb o 1kb. I.L, indica la isoforma larga. IC1, indica la isoforma
corta con el primer conjunto de cebadores. 1.C2 indica la isoforma corta con el segundo conjunto de cebadores. El signo
“-” al lado de cada nombre, denota el control negativo. Se utilizaron los cebadores: AaDSX2-F y AaDsxIn102R para la
isoforma larga; AaDsxIn102F con AaDsxInl04R, para el primer set de la isoforma corta; y AaDsxIn102F con
AaDsxIn105R, para el segundo set de la isoforma corta que se buscaba obtener. A. Amplificacion resultante para los

conjuntos de cebadores utilizados. B. Boceto de las bandas que se obtuvieron en al electroforesis en gel.

La ligacion se transformé con éxito en células de E. coli XL1-Blue. Fue posible evidenciarlo
mediante el crecimiento de colonias blancas y azules en agar LB con tetraciclina (12.5ug/mL), carbenicilina
(100ug/mL), IPTG (0.8M) y X-Gal. Se seleccionaron algunas colonias blancas y se tamizaron clones para
este tamafio empleando PCR de colonias empleando cebadores especificos del gen. El sentido en el que el
fragmento se hubiese incorporado al plasmido no es relevante para verificar su secuencia. Esto permite

realizar el tamizaje sin utilizar algin cebador universal M13.
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Se logro obtener clones con el fragmento de interés incorporado (Figura 30). En todos los casos se
observan bandas discretas e intensas del tamafio esperado (421 pb). Se seleccionaron todos clones puesto que
presentaron una Unica banda con elevada intensidad.

Figura 30. Tamizaje de clones con insertos de los exones 4y 5 de dsx
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Leyenda de la Figura 30. Tamizaje de clones con insertos de dsx entre los exones 4 y 5. Electroforesis en gel de
agarosa al 1%, con 6 uL de muestra en cada pozo y 5 pL de escalera 100 pb. El nimero que se presenta arriba es
corresponde al clon analizado. C+ y C- indican al control positivo y negativo. Se utilizaron los cebadores AaDSX2-F y

AaDsxIn102R.Como control positivo se emplearon cebadores universales M13 y un plasmido con un inserto conocido.

Se extrajo plasmido de once diferentes clones, cuyo resultado se observa en el cuadro 10. En todos
los casos se obtuvieron concentraciones elevadas (mas de los 150 ng/uL). De la misma forma, se obtuvieron
absorbancias que denotaron pureza en la muestra extraida. Dado que el ADN plasmidial producido por los

diferentes clones fue elevado, se enviaron todos a secuenciar.
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Cuadro 10. Concentracion de ADN plasmidial 6ptimas de clones con inserto del gen dsx entre el

exén4y5
Clon Concentracion A260/280 A260/230
[ng/pL]
1 511.3 1.83 2.17
2 399.5 1.86 2.02
3 356.3 1.86 2.30
4 427.7 1.85 2.01
5 196.8 1.82 1.90
6 136.5 1.82 2.18
7 310.0 1.85 2.14
8 335.1 1.83 1.96
9 408.9 1.78 1.48
10 302.8 1.86 2.25
11 185.2 1.83 2.24

Leyenda del Cuadro 10. Concentraciones obtenidas para cada clon en ng/uL. En donde A260/280, indica la razén de
absorbancia a 260 nm con 280nm; y A260/230, muestra la razdn de absorbancia a 260 nm con 230 nm. Ambas indican

razones de pureza.

Con los cromatogramas obtenidos fue posible identificar cambios en la secuencia reportada en
VectorBase. Primero se analiz6 la congruencia en la secuencia de hebras de los resultados obtenidos. En este
paso se descarté el clon 4, 6, 7, 8 y 11 porque habia demasiado ruido en las secuencias generadas. Luego, se
seleccionaron los clones 1, 2, 3, 5, 9 y 10 para alinearlos con la secuencia anotada en la base de datos. De la
misma manera, se alinearon con el cebador disefiado para la isoforma larga. Asi fue posible identificar si hay
alguna mutacion encontrada en la regién que este abarca. Un fragmento del anlisis se presenta en la Figura
30; el analisis completo se detalla en el anexo 12.
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Figura 31. Alineamiento de fragmento entre exén 4 y 5 de dsx con los clones tamizados
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Leyenda de la Figura 31. Fragmento del analisis de la secuencia entre el exon 4 y 5. El exén 4 se muestra en negrita.
“SecAmplificada” indica la secuencia reportada en VectorBase para dsx. “PrimerExones” hace referencia al cebador
disefiado para cuantificar la expresion (la secuencia se resalta en amarillo). En celeste se resaltan las mutaciones en la

secuencia.

Fuente: Elaboracion propia

Se determind que no existe una mutacién dentro de la secuencia en la que se disefio el cebador. Por

esto, es posible utilizar este cebador antisentido con uno de los sentidos ya existentes encontrados en el exén

4. Hubo solamente tres mutaciones compartidas por todos los clones, distinta nicamente en la secuencia

anotada. Para la cantidad de pares de bases amplificadas, es un porcentaje bajo de mutaciones. Estas pueden

deberse a cambios especificos de la cepa de Anopheles albimanus Sanarate, 0 a mutaciones incorporadas por

las bacterias durante la replicacion. Dado que se encontrd en todos los clones, existe mayor posibilidad de

69



que sean cambios atribuidos a la cepa. Se concluyé que la secuencia se apega a la original, por lo que el

cebador disefiado podria hibridarse bien y cuantificar la expresion.

Dado que esta secuencia demuestra alta fidelidad a lo anotado, se asumira que el cebador para la
otra isoforma también hibridara sin ningin problema. No obstante, se recomienda la amplificacién de la
secuencia de las isoformas femeninas de dsx. De esta forma sera posible disefiar cebadores con alta fidelidad
a la secuencia que estara presente dentro del ADNc con el que se trabaja.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se evidencid que existe expresion de las isoformas de dsx en pupas y adultos macho de Anopheles
albimanus, por lo que se plantea que son isoformas con sesgo hacia hembras y no especificas
femeninas.

Se identificaron dos fragmentos especificos femeninos en la regién comun de las isoformas con
sesgo hacia hembras de dsx en ADN complementario.

Fue posible clonar dos fragmentos (656 pb y 202 pb) especificos femeninos en las isoformas con
sesgo hacia hembras de dsx en bacterias E. coli XL1-Blue.

Se logré evidenciar la secuencia de ambos fragmentos especificos femeninos clonados en el vector
pGEMT, se encuentran dentro del gen dsx en la region comuin de las isoformas con sesgo hacia
hembras.

Se agreg6 y comprobé la adicién de un promotor T7 a ambos fragmentos de dsx femeninos para su
futura produccién de ARNdh.

Se realiz6 una transformacion exitosa de bacterias E. coli HT115 (DE3) con plasmidos que
contenian los fragmentos especificos de hembra del gen dsx y el promotor T7.

Fue posible clonar y producir ARNdh de un fragmento especifico femenino de dsx utilizando la
cepa E. coli HT115 (DE3).

Se disefiaron cebadores para la evaluacion de la expresion génica de las isoformas con sesgo hacia
hembras de dsx, para su cuantificacion antes y después de silenciar la regién comun del gen.

Se comprobd la secuencia de una region entre el exén 4 y el exén 5 de dsx utilizando secuenciacion.
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IX. RECOMENDACIONES

Evaluar el potencial de los cebadores disefiados para la cuantificacion de las isoformas de dsx
empleando la técnica de gPCR.

Cuantificar la expresion de las isoformas femeninas de dsx en ambos sexos y en todos los estadios
del ciclo de vida de Anopheles albimanus.

Determinar el momento del ciclo de vida de A. albimanus en el que cada isoforma se expresa mas y
sea adecuado silenciarlas.

Optimizar la produccion de ARNdh de 656 pb especifico para una regién femenina del gen dsx,
incluyendo una concentracion 100X y excluyendo el uso de proteinasa K.

Realizar ensayos de silenciamiento alimentando larvas con el ARNdh producido con el fragmento
de 656pb de dsx.

Producir ARNdh con el fragmento de 202 pb especifico de hembra de la regién comdn de las
isoformas femeninas de dsx.

Alimentar larvas con ARNdh con ambos fragmentos especificos de dsx y evaluar el fenotipo

obtenido
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Anexo |:

XI.  ANEXOS

POE I: Ligacion de fragmentos en pGEM -T Easy vector

Cddigo del POE

Area Ingenieria genética

Version Primera

Idioma Espafiol

Titulo Ligacién de fragmentos especificos de dsx en el vector pGEM- T Easy vector
Escrito por Claudia Alfaro

Fechay firma

15 de abril de 2019

Revisado por

Fechay firma

Aprobado por

Fechay firma

1. Proposito

1.1. Ligar fragmentos especificos del gen dsx previamente amplificados en el vector
pGEM- T Easy vector.

2. Aplicacion

La ligacion de productos especificos de un gen de interés es de fundamental importancia

para generar un vector que contenga el fragmento que busca expresarse en una cepa
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bacteriana especifica. Por esto, partiendo de una ligacion, es posible transformar bacterias

competentes que sean capaces de expresar la molécula que se desea.
3.Referencias

Promega corporation. 2018. pGEM — T Easy and pGEM -T Vector Systems. Technical
manual. 29pp. Disponible en:
https://www.promega.com//media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-
and-pgem-t-easy-vector-systems-protocol.pdf

4. Terminologia y abreviaciones

4.1. dsx: gen doublesex, identificado en Drosophila melanogaster que se encuentra en el
final de la cascada de diferenciacion sexual.

4.2 ADN plasmidial (plasmido): ADN circular con un inserto de interés.

4.3 PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

5. Principio

La ligacién de un fragmento de ADN a un plasmido determinado se da mediante su
incorporacion empleando una enzima. Es decir, el vector se abre en un punto especifico,
en donde se coloca el ADN de interés y luego se une por la accion de la ligasa. Como
resultado, se obtiene un plasmido interrumpido en un operén determinado que permitira su
seleccion en las bacterias transformadas. Posteriormente, con una induccién apropiada se

expresara el fragmento insertado en el vector.
6. Documentos asociados

Promega corporation. 2018. pGEM — T Easy and pGEM -T Vector Systems. Technical
manual. 29pp. Disponible en: https://www.promega.com/-
/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-vector-

systems-protocol.pdf
7. Seguridad

Usar guantes y bata de laboratorio mientras se manipulen los productos de PCR y se

agreguen los reactivos.
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8. Equipos materiales y reactivos

8.1 Equipo y materiales

Micropipetas de 10y 100 pl

Puntas para micropipetas de 10 y 100 ul
Tubos eppendorf de 1.2 mL

Centrifuga para tubos de 1.2 mL
NanoDrop One

Refrigerador -4°C y -20°C

8.2 Reactivos

Productos de PCR con fragmento a insertar
PGEM-T Easy vector (Promega)

2X Rapid Ligation Buffer (Promega)

ADN Ligasa T4 (Promega)

Agua libre de nucleasas

9. Procedimiento

9.1 Cuantificar con NanoDrop One la concentracién de los productos de PCR. Realizar

una dilucién para llevar el producto a 4 ng/uLL de ADN.

9.2 Centrifugar a maxima velocidad por 30 segundos los reactivos a utilizar. Preparar las

reacciones de ligacion como se indica en el cuadro 1 en tubos de 1.2 mL.

Cuadro 1. Reacciones de ligacion

Reactivo Volumen (pL)
2x Rapid Ligation Buffer 5
pGEM-T Easy vector (50 ng) 1
Producto de PCR (fragmento) 2
ADN Ligasa T4 1
Agua libre de nucleasas 1
Volumen final 10
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Es importante respetar el orden de adicion de cada componente para evitar otros

productos secundarios.

9.3 Mezclar las reacciones con pipeteo.

9.4 Incubar las ligaciones a 4°C durante toda la noche.

9.5 Almacenar las ligaciones a -20°C.

10. Calculos

Para la elaboracion de diluciones que lleven al producto de PCR a 4 ng/Ml

GV = GV,

11. Control de calidad

Llevar a cabo una transformacién con células competentes y verificar el crecimiento de

colonias. Utilizar como control un plasmido con funcionalidad ya probada.
12. Reporte de datos y documentos utilizados

N/A

13. Reporte

N/A
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Anexo 2:

POE IlI: Generacion de E. coli XL1 Bluey HT 115 (DE3) competentes

Cddigo del POE

Fechay firma

Area Ingenieria genética

Version Primera

Idioma Espafiol

Titulo Generacion de células E. coli XL1 Blue y HT 115(DE3) ultra-
competentes por el método de INOUE

Escrito por Claudia Alfaro

15 de abril de 2019

Revisado por

Fechay firma

Aprobado por

Fechay firma

1. Proposito

1.1. Obtener bacterias Escherichia coli XL1 Blue y HT 115 (DE3) ultracompetentes para

su transformacion empleando el método de INOUE.

2. Aplicacion

Las células competentes son el punto de inicio para cualquier procedimiento de ingenieria

genética. Al alcanzar su estado de competencia, las bacterias estan listas para la

transformacion con plasmidos que cuenten con un inserto de interés. Posteriormente, estas
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podrén expresarlo y, segun la cepa que se esté empleando, obtener las moléculas que se

precisan.

Referencias
3.1 Sambrook, J. y D. Russell. 2001. Molecular Cloning : A Laboratory Manual. 3ra ed.
Cold Sping Harbor Laboratory Press. Vol. 1. Protocolo 24, paginas 112-115.

Terminologia y abreviaciones
4.1. Célula competente: célula que se encuentra en un estadio adecuado de crecimiento y

desarrollo para su transformacién con un pldésmido determinado.

4.2 E. coli XL1 Blue: Cepa de Escherichia coli que permite clonar ADN plasmidial en

elevadas cantidades.

4.3. E. coli HT115(DE3): Cepa de Escherichia coli, con una mutacion en el gen que
codifica para la Rnasa Ill, para prevenir la hidrélisis enzimatica del material genético
acumulado, como el ARNdh.

4.4 Tet: Tetraciclina

Principio

El método de INOUE para la obtencion de células competentes es una alternativa eficiente
para el tradicional método de Hannahan. Ambos consisten en el monitoreo de un cultivo
de la cepa de interés hasta que lleguen a su punto de competencia. Aqui se detienen las

células para su tratamiento con buffers respectivos y su congelacién, a manera de poder

utilizarlas en el punto adecuado cuando sean necesarias.

Documentos asociados
Sambrook, J. y D. Russell. 2001. Molecular Cloning : A Laboratory Manual. 3ra ed.
Cold Sping Harbor Laboratory Press. Vol. 1. Protocolo 24, paginas 112-115.Seguridad

Usar guantes y bata de laboratorio.

Equipos materiales y reactivos

8.1 Equipo y materiales

e Campana de flujo laminar

e Cubeta con hielo

e Micropipetas de 10, 100 y 1000 pl

e Puntas para micropipeta de 10, 100 y 1000 pl
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e Tubos eppendorf de 1.6 mL

e Shaker

e Erlenmeyers estériles de 250 mL
e NanoDrop One

e Centrifuga

8.2 Reactivos

E. coli XL1 Blue y HT 115 (DE3) sembrada 24 horas antes en agar.
e Caldo LB (10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levaduray 5 g/L NaCl)
e Caldo SOB (20 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura y 0.5 g/L NaCl)
e Tetraciclina 500X (6.25 mg/ml)

e DMSO estéril

e Etanol absoluto

e Nitrogeno liquido

e PIPES

e Buffer INOUE

o Cloruro de manganeso tetrahidratado

o Cloruro de calcio dihidratado

o Cloruro de potasio

o PIPES

8. Procedimiento
9.1 Preparar el buffer INOUE

9.1.1 Preparar una solucion de PIPES 0.5 M pH 6.7. Para ello, disolver 15.1g de
PIPES en 80 mL de agua ultra pura. Ajustar el pH con KOH 5M y llevar a un volumen

final de 100 mL. Esterilizar empleando un filtro de 0.45 um y almacenar a -20°C.

9.1.2 Preparar el buffer INOUE mezclando todos los componentes enlistados en la

tabla siguiente. Ajustar el volumen a 1L con agua ultrapura.
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Cuadro 1. Reactivos y concentraciones para la preparacion del buffer INOUE

Reactivo Cantidad por litro Concentracion final
MnClz 4H.0 10.88g 55 mM
CaCl; 2H,0 2.20g 15 mM
KCI 18.65¢g 250 mM
PIPES (0.5 M, pH 6.7) 20 mL 10 mM
Agua ultrapura LlevarallL --

9.1.3 Esterilizar con filtro de 0.45 um y almacenar a -20°C.

9.2 De una placa con E. coli que ha sido incubada por 24 horas a 37°C, tomar una colonia
bacteriana (2-3mm de diametro) y transferir a 25 mL de LB o SOB en un Erlenmeyer de
250 mL. Agregar 50 uL de tetraciclina. Incubar de 6 a 8 horas a 37°C con una agitacion

vigorosa.

9.3 Preparar 3 Erlenmeyers de 250 mL, cada uno con 64 mL de SOB y 125 uL de
tetraciclina. Al primer matraz, agregar 2 mL del precultivo; al segundo, 1 mL; y al tercero,

500 pL de precultivo. Incubar overnight entre 18-22°C a 150 rpm.

9.4 Monitorear cada hora (0 segln sea conveniente acorde a la turbidez de cada cultivo) el
OD600 con el NanoDrop One de cada Erlenmeyer hasta que alguno de los tres alcance el
0.55.

9.5 Transferir el cultivo a bafio de hielo por 10 minutos y descartar los otros dos.
9.6 Centrifugar a 2500g a 4°C durante 10 minutos.

9.7 Decantar medio y resuspender en 10 mL de buffer INOUE frio.

9.8 Centrifugar a 25009 a 4°C durante 10 minutos.

9.9 Decantar sobrenadante y resuspender las células en 3 mL de buffer INOUE frio.
9.10 Agregar 150 uL de DMSO frio y dejar reposar en hielo por 10 minutos.

9.11 Alicuotar la mezcla (100 o 50 uL) en tubos eppendorf de 1.6 mL previamente

rotulados.
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10.

11.

12.

9.12 Sumergir los tubos en etanol absoluto para congelar y almacenar a -80°C hasta que se
necesiten. Si no se cuenta con etanol absoluto, puede utilizarse una sumersion en nitrogeno

liquido para congelar las células.

Célculos
Caélculo para determinar de dilucion y antibidticos
CiVy =GV,
Donde:
C; concentracion/dilucion inicial
V1 volumen a determinar
C, concentracion/dilucion a la que se quiere llegar

V2 volumen que se quiere utilizar

Control de calidad
Para confirmar la competencia de las bacterias, llevar a cabo una transformacion con
plasmido conocido y una alicuota de células competentes cuya eficacia ya se ha probado

con anterioridad.

Reporte de datos y documentos utilizados

11.1 Anotar datos de temperaturas y revoluciones por minuto de incubacion.
11.2 Llevar un control de los OD600 de cada cultivo.

Reporte
N/A
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Anexo lI:

POE IlI: Transformacién de células competentes mediante choque térmico

Cddigo del POE

Area Ingenieria genética

Version Segunda

Idioma Espafiol

Titulo Transformacion de E. coli XL1 Blue y HT 115 (DE3) competente
con ligaciones previamente elaboradas mediante choque térmico

Escrito por Paula Villatoro y Ana Gabriela Lara

Fechay firma

28 de mayo de 2018

Modificado por

Fechay firma

Claudia Alfaro

7 de abril de 2019

Aprobado por

Fechay firma

1.

2.

Propésito

1.1. Transformar bacteria Escherichia coli competente con ligaciones realizadas

previamente que contienen diferentes insertos del gen doublesex.

Aplicacion

La cepa E. coli XL1 Blue permite una produccion eficiente del plasmido con el que se le

ha transformado. Esto la convierte en una maquinaria adecuada para la generacion de

elevadas cantidades de este y asi realizar una posterior extraccion y secuenciacion. La
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transformacion de E. coli HT 115 (DE3) con ADN plasmidial que cuente con el inserto del

gen de interés permite la produccion de ARNdh del gen respectivo de manera controlada.

Referencias

3.1 Lara, AG. y P. Villatoro (2018). Transformacion de E. coli HT115(DE3) con ADN
plasmidial del clon 2 de zpg y clon 3 de boule por choque térmico. POE 1.0 Técnicas
innovadoras para el control de vectores. Trabajo de Graduacion. Universidad del Valle de

Guatemala.

3.2 Thermo Fisher Scientific. (2018a). Bacterial Transformation Workflow—4 Main Steps.

Encontrado en:

https://www.thermofisher.com/us/en/home/lifescience/cloning/cloninglearningcenter/invi
trogen-school-of-molecularbiology/molecularcloning/transformation/bacterial

transformationworkflow.html.

3.3 Promega Corporation. (2015). pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems
Technical Manual. Encontrado en: https://worldwide.promega.com/products/pcr/pcr-
cloning/pgem-t-ea sy-vector-systems/?catNum=A1360#protocols

Terminologia y abreviaciones
4.1. ARNdh: Acido ribonucleico de doble hebra.

4.2. dsx: gen doublesex, identificado en Drosophila melanogaster que se encuentra en el

final de la cascada de diferenciacion sexual.

4.3 E. coli XL1 Blue: Cepa de Escherichia coli que permite clonar ADN plasmidial en

elevadas cantidades.

4.4. E. coli HT115(DE3): Cepa de Escherichia coli, con una mutacion en el gen que
codifica para la Rnasa Ill, para prevenir la hidrélisis enzimatica del material genético

acumulado, como el ARNdh.
4.5 Tet: Tetraciclina
4.6 Carb: Carbenicilina

4.7 PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

89



Principio
El método de choque térmico consiste en incubar las células en solucion con cationes
divalentes y a un cambio dréastico de temperatura, esto provoca que la membrana se rompa

y entre el plasmido (Thermo Fisher Scientific, 2018a).

Documentos asociados
Promega Corporation. (2015). pPGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems Technical
Manual. Encontrado en: https://worldwide.promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem-

t-ea sy-vector-systems/?catNum=A1360#protocols

Seguridad
Usar guantes y bata de laboratorio.

Equipos materiales y reactivos

8.1 Equipo y materiales

e Campana de flujo laminar

e Bafio de agua

e Cubeta con hielo

e Micropipetas de 10, 100 y 1000 pl

e Puntas para micropipeta de 10, 100 y 1000 pl
e Shaker

e Termdémetro

e Centrifuga

e Placas petri de agar LB con tetraciclina y carbenicilina

8.2 Reactivos

e ADN plasmidial de los genes

e Células E. coli HT115 (DE3) competentes

e Medio SOC (20 g/L Triptone, 5 g/L extracto de levadura, 4.8 g/L MgS04, 3.603
g/L dextrosa, 0.5g/L NaCly 0.186 g/L KCI)

e Agar LB (10 g/L Peptona, 5 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCL y 12 g/L
Agar).

e Tetraciclina 500X (6.25 mg/ml)

e Carbenicilina 1000X (100 mg/ml)
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9.

10.

11.

12.

13.

Procedimiento

9.1 Agregar 1 pul de diluciéon ADN plasmidial a 100 pl de células E. coli competentes.
9.2 Colocar la mezcla de células y plasmido en hielo por 15 minutos

9.3 Colocar en bafio de agua a 45°C por 45 segundos.

9.4 Colocar en hielo por 3 minutos

9.5 Anadir 200 pl de SOC

9.6 Incubar por 1 hora y media con agitacion a 130 rpm en shaker

9.7 En el caso de transformar la cepa E. coli HT 115 (DE3): Centrifugar por 3 minutos a

12,000 rpm. Si es la cepa XL1 Blue, saltar este paso y continuar con el 9.8.
9.8 Sembrar 300uL del cultivo en placas de LB con Tet [12.5 ug/ml] y Carb [100 pg/ml].
9.9 Incubar O/N a 37°C

Célculos
Caélculo para determinar de dilucion y antibidticos
Ci\Vy = GV,
Donde:
C: concentracion/dilucion inicial
V1 volumen a determinar
C, concentracion/dilucidn a la que se quiere llegar

V2 volumen que se quiere utilizar

Control de calidad
Para confirmar la estabilidad de los insertos en la cepa de E. coli HT115 (DE3) se

realizara un PCR de colonias, con los plasmidos como control positivo (ver POE V).

Reporte de datos y documentos utilizados
Anotar datos de temperaturas y revoluciones por minuto de incubacién. Marcar la

cantidad de clones obtenidos como positivos para cada uno de los segmentos.

Reporte N/A
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Anexo 4:

POE 1V: PCR de colonias

Cddigo del POE v

Area Ingenieria genética

Version Segunda

Idioma Espafiol

Titulo PCR de colonias de cepa transformada con inserto de dsx
Escrito por Paula Villatoro y Ana Gabriela Lara
Fechay firma 28 de mayo de 2018

Modificado por Claudia Alfaro

Fechay firma 7 de abril de 2019

Aprobado por

Fechay firma

1. Propésito
1.1. Confirmar la presencia de los insertos dsx en las cepas de E. coli HT115 (DE3) y

XL1 Blue transformadas.

2. Aplicacion
El PCR de colonias permite seleccionar a las colonias de E. coli HT115 (DE3) y XL1 Blue
gue fueron transformadas de manera exitosa. Es decir, verificar que colonias cuentan con

el constructo plasmidial con el inserto del gen dsx. Esto permite identificar las colonias de
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interés para hacer stocks de glicerol de las mismas y para la induccion de la produccién del

plasmido en elevadas cantidades.

Referencias
Promega Corporation. (2009). Recombinant Clone Screening Using the GoTag® Hot
Start

Green Master Mix. Encontrado en: https://www.promega.com/-
/media/files/resources/promega-notes/101/recombinant-clone-screening-using-the-gotag-

hot-start-green-master-mix.pdf?la=en

Terminologia y abreviaciones

4.1. dsx: gen doublesex, identificado en Drosophila melanogaster que se encuentra en el
final de la cascada de diferenciacion sexual.

4.2 E. coli XL1 Blue: Cepa de Escherichia coli que permite clonar ADN plasmidial en

elevadas cantidades.

4.3. E. coli HT115(DE3): Cepa transgénica de Escherichia coli, que posee una mutacion
en el gen que codifica para la Rnasa Ill, lo que evita la hidrélisis enzimética del material

genético acumulado.

4.4 PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

Principio

El PCR se basa en maltiples ciclos de temperatura que permiten la sintesis y amplificacion
de un fragmento especifico de ADN. EI PCR de colonias utiliza cebadores especificos para
amplificar la porcion del plasmido que cuenta con el inserto del gen. La presencia o

ausencia del inserto se verifica por medio de bandas del tamafio esperado para el gen con

electroforesis en gel de agarosa.

Documentos asociados
Promega Corporation. (2009). Recombinant Clone Screening Using the GoTag® Hot
Start

Green Master Mix. Encontrado en:

https://www.promega.com/-/media/files/resources/promega-notes/101/recombinant-

clone-screening-using-the-gotag-hot-start-green-master-mix.pdf?la=en
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7. Seguridad

Usar doble guantes y bata de laboratorio especial para trabajar con bromuro de etidio.

8. Equipos materiales y reactivos

8.1 Equipo y materiales

Micropipetas de 10 y 100 pl

Puntas para micropipetas de 10 y 100 ul
Tubos eppendorf para PCR
Termociclador

Cémara de electroforesis
Transiluminador UV

8.2 Reactivos

ADN plasmidial usado en transformacién
Go Tag Hot Start Master Mix

Cebadores M13 forward y reverse
Colonias de bacterias transformadas
Loading buffer

Escalera 100pb Novagen

Buffer TBE

Agarosa

Bromuro de etidio

9. Procedimiento

9.1 Reaccion de PCR de colonias

9.1.1 Preparar el Master mix en un tubo eppendorf de 600 ul (cuadro 1).

9.1.2 Traspasar 14ul de master mix a 7 tubos eppendorf de 200 pl (uno para cada

reaccion)

9.1.3 Con ayuda de una micropipeta picar una colonia de E. coli HT115 (DE3)

transformada con inserto y resuspender la colonia en la mezcla de reaccién de tubo.
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9.1.4 A tres tubos diferentes con 14 pl del master mix cada uno, agregar 1 pl del
ADN plasmidial con inserto del gen dsx para cada tubo. Estos seran los controles
positivos del PCR.

9.1.5 Dejar un tubo con 14pul del master mix sin plasmido ni colonia, como control

negativo del PCR.
9.1.6 Correr en termociclador en programa de Colony PCR

Cuadro 1. Reaccion de PCR de colonias

Reactivo Concentracion | Concentracion | 1 reaccion 8 reacciones
inicial final

Go Tag Hot Start 2X 1X 7.5 pl 60 pl
Master Mix

CebadorM13F 10 uM 0.5 uM 0.75 ul 6 ul
CebadorM13R 10 uM 0.5 uM 0.75 ul 6 ul
Agua Sul 50 ul
Colonia/plasmido 1l N/A

9.2 Electroforesis en gel de agarosa

9.2.1 Preparar gel de agarosa 0.8% en buffer TBE. Colocar mezcla en erlenmeyer

y calentar en microondas hasta que esté cristalino.

Es importante que esté completamente transparente, de lo contrario el gel no se

podré visualizar bien.

9.2.2 Esperar a que la temperatura disminuya y agregar 2 ul de bromuro de etidio

y colocar gel sobre la canasta con el peine. Dejar polimerizar el tiempo que sea

necesario.
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9.2.3 Pasar el gel a la cdmara de electroforesis y llenar la camara con buffer TBE.
Asegurarse que esté colocado en direccion de negativo a positivo.

9.2.4 Cargar 7ul de escalera de 100pb en el cebadorpozo.

9.2.5 En los demas pozos cargar 6yl de los productos de PCR y de los controles
9.2.6 Correr a 100V por 30 minutos.

Estar atento para que la corrida no se salga del gel, de ser necesario apagar la

camara antes de que transcurran los 30 minutos.

10. Célculos
Gel de agarosa 2% en buffer TBE

(2%)(45mL de buf fer TBE)
100

P; = 0.9g de agarosa

g de agarosa =

11. Control de calidad
Se esperan bandas de 154, 427 y 782 pb que corresponden a cada uno de los fragmentos

de dsx que se insertaron en las ligaciones.

12. Reporte de datos y documentos utilizados

Anotar el mapa de carga del gel y anotar los tamafios obtenidos de los fragmentos.

13. Reporte
N/A
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Anexo 5:

POE V: Extraccion de pldsmidos por Kits

Cddigo del POE

\Y

Area Ingenieria genética

Version Primera

Idioma Espafiol

Titulo Extraccion de pldsmidos de interés con GeneJET Plasmid miniprep y
PureYield Plasmid Miniprep System

Escrito por Claudia Alfaro

Fechay firma

15 de abril de 2019

Revisado por

Fechay firma

Aprobado por

Fechay firma

1.

2.

Propésito

1.1. Extraer plasmidos de bacterias a elevadas concentraciones empleando Kits

comerciales.

Aplicacion

La extraccion de plasmidos de una bacteria puede utilizarse para purificar ADN plasmidial

insertado previamente en ella y proceder a su secuenciacion. De la misma forma, este se

utiliza para su posterior uso en futuras transformaciones bacterianas a realizar, para un

andlisis con enzimas de restriccion y otros procedimientos como una PCR.
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Referencias

Promega Corporation. 2009. PureYield™ Plasmid Miniprep System. 12 pp. Disponible en:
https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-
bulletins/101/pureyield-plasmid-miniprep-system-protocol.pdf?la=en.

Thermo Fisher Scientific. 2014. GeneJET Plasmid Miniprep Kit. 11 pp. Disponible en :
https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/yMANO0012655 GeneJET_Plasmid_Miniprep_UG.pdf

Terminologia y abreviaciones

4.1 ADN: &cido desoxirribonucleico

4.2 ADN plasmidial (plasmido): ADN circular con un inserto de interés

Principio

La extraccion de plasmidos se basa en la resuspension bacteriana en una solucion de lisis.
Una vez liberado el ADN plasmidial, es posible neutralizar las condiciones para su
separacién del debris celular con una columna de silica. Nuevamente, los plasmidos se
purifican con soluciones de lavado y luego se eluyen con un buffer determinado que

permite su almacenamiento.

Documentos asociados

6.1 Promega Corporation. 2009. PureYield™ Plasmid Miniprep System. 12 pp. Disponible
en: https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-
bulletins/101/pureyield-plasmid-miniprep-system-protocol.pdf?la=en.

6.2 Thermo Fisher Scientific. 2014. GeneJET Plasmid Miniprep Kit. 11 pp. Disponible en:
https://assets.thermofisher.com/TFS-

Assets/LSG/manuals/MAN0012655 GeneJET_Plasmid_Miniprep_UG.pdf

Seguridad
Utilizar guantes y bata en todo momento mientras se manipulan los cultivos y los

plasmidos.

Equipos materiales y reactivos

8.1 Equipo y materiales

e Micropipetas de 10y 100 ul
e Puntas para micropipetas de 10 y 100 ul
e Tubos eppendorf de 1.6 mL
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e Centrifuga para tubos de 1.6 mL

8.2 Reactivos

e Cultivo bacteriano con el plasmido a extraer
e Kit PureYield Plasmid Miniprep System de Promega
e Kit GeneJET Plasmid Miniprep de Thermo Fisher Scientific

9. Procedimiento

9.1 Cultivos con volimenes grandes
9.1.1 Centrifugar 10 mL del cultivo a maxima velocidad a 4°C durante 1 minuto.
9.1.2 Decantar el sobrenadante.
9.1.3 Resuspender el pellet con 3 mL de buffer TE.
9.1.4 Traspasar 1.5 mL a un tubo eppendorf de 1.6mL.
9.1.5 Centrifugar los tubos a maxima velocidad por un minuto.
9.1.6 Decantar sobrenadante y resuspender con 600 uL de buffer TE.
9.2 Extraccion con el kit PureYield Plasmid Miniprep System de Promega

9.2.1 Agregar 100 uL de Cell Lysis Buffer y mezclar por inversion 6 veces (2 min

maximo) azul opaco— Azul claro.

9.2.2 Agregar 350 uL de Neutralization Solution, la cual debe estar entre 4-8°C, y
mezclar fuertemente por inversion— Cambia a amarillo, luego invertir 3 veces

mas.

9.2.3 Centrifugar a velocidad méaxima por 3 minutos.

9.2.4 Transferir el sobrenadante (~900 uL) a la columna del kit.

9.2.5 Centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto.

9.2.6 Descartar el contenido del tubo recolector y volver a re usarlo con la columna.
9.2.7 Agregar 200 uL de Endotoxin Removal Wash a la columna.

9.2.8 Centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto.
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9.2.9 Agregar 400 uL de Wash Solution a la columna. Centrifugar a méxima

velocidad, 1 minuto.

9.2.10 Transferir la columna a un tubo estéril de 1.5mL.

9.2.11 Agregar 35 uL de Elution Buffer directamente a la matriz de la columna.
9.2.12 Dejar a temperatura ambiente por 1 minuto.

9.2.13 Centrifugar a méxima velocidad por 1 minuto para eluir el ADN plasmidico.
9.2.14 Cuantificar en NanoDrop.

9.2.15 Almacenar a -20°C.

9.3 Extraccion con el kit GeneJET Plasmid Miniprep de Thermo Fisher Scientific
9.3.1 Centrifugar los tubos con cultivo re suspendidos en TE a méaxima velocidad.
9.3.2 Descartar sobrenadante
9.3.3 Resuspender el el boton celular en 500 uL de Resuspension Solution
9.3.4 Agitar en vortex hasta disolver el boton y dar un spin

9.3.5 Agregar 500 ul de Lysis Solution y mezclar invirtiendo cuidadosamente el

tubo de 4-6 veces hasta que la solucion se vea viscosa.

9.3.6 Incubar a temperatura ambiente 4 minutos exactos. Si incuba por mas de 5

minutos su plasmido puede desnaturalizarse.

9.3.7 Adicionar 700 uL de Neutralization Solution y mezcle inmediatamente y

cuidadosamente invirtiendo de 4-6 veces el tubo.

9.3.8 Centrifugar 5 min a 16 rpm para recolectar el debris celular y el DNA

cromosomal

9.3.9 Transferir el sobrenadante a la columna de silica. No transferir nada del

precipitado blanco.

9.3.10 Centrifugar 1 min. Descartar el liquido y volver a colocar el tubo a la

columna.
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10.

11.

12.

13.

9.3.11 Adicionar 1000 ul de wash solution y centrifugar 1 min. Descartar el liquido

y volver a colocar el tubo en la columna
9.3.12 Repetir paso anterior

9.3.13 Centrifugar por 1 minuto nuevamente para recolectar los residuos de wash

solution

9.3.14 Transferir la columna en un tubo limpio de 1.5 mL. Agregar 100 uL de

Elution Buffer en el centro de la columna para eluir el plasmido.
9.3.15 Incubar 2 min a temperatura ambiente y centrifugar por dos minutos.
9.3.16 Cuantificar en NanoDrop y almacenar ADN plasmidico -20°C.

Calculos
N/A

Control de calidad
En las lecturas realizadas con el NanoDrop One, es importante verificar las razones de
absorbancia 260/280 y 230/260.

Reporte de datos y documentos utilizados

Anotar el mapa de carga del gel y anotar los tamafios obtenidos de los fragmentos.

Reporte
N/A
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Anexo 6:

POE VI: Extraccion de ARN total de pupas y adultos de Anopheles albimanus

Codigo del
VI
POE
Area Ingenieria genética
Version Tercera
Idioma Espafiol
Titul Extraccion de ARN de Anopheles albimanus (larva y pupa) con Kit SV total
itulo
RNA Isolation System Z3100 de Promega
Escrito por Andrea Ramos Nufio; 12027

Fechay firma | 03 de febrero de 2018

Revisado por

Fechay firma

Arobado por

Fechay firma

1. Proposito:

1. Aprender a extraer ARN de Anopheles albimanus adulto con el uso del kit SV total RNA
Isolation System 23100 de Promega.

2. Extraer ARN de buena calidad, sin contaminantes y a concentraciones adecuadas para ser

utilizado en la sintesis de ADN complementario (CDNA).

2. Aplicacién: ElI ARN extraido de este mosquito servira para hacer sintesis de ADN copia y poder
analizar la expresion de los genes ort6logos de boule y zpg en An albimanus. Esto se logrard mediante RT-

PCR y analisis de expresion relativa mediante PCR en tiempo real con Sybr Green.

3. Referencias:
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1. Promega. SV Total RNA Isolation System Technical Manual TM048 Z3100.
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/sv-total-rna-
isolation-system-protocol.pdf

2. Farrell, R. (2010). RNA Methodologies: a laboratory Guide for Isolation and
Characterization. 4ta. Ed. Editorial Elsevier. 742Pp.

4, Terminologia y abreviaciones:

1. BME: B-mercaptoetanol

2. GTG: Tiocianato de guanidina
5. Principio:

El procedimiento se basa en la homogenizacion de tejido de An. albimanus (larva y pupa) para la
extraccion de ARN mediante la combinacion de tiocianato de guanidina (GTG) y B-
mercaptoetanol para inactivar las ribonucleasas presentes en el tejido. EI GTG junto con
dodecilsulfato sodico (SDS) actian como disruptor de complejos nucleoprotéicos, permitiendo

gue el ARN liberado a la solucion sea extraido libre de proteinas.

La dilucion de extractos celulares en presencia de altas concentraciones de GTG causa
precipitacién selectiva de proteinas celulares, mientras que el ARN se mantiene en la solucién.
Luego de la centrifugacion hecha para aclarar el lisado de las proteinas precipitadas y debris
celular, el ARN es selectivamente precipitado con etanol y se une a la superficie en la columna
utilizada (Spin Basket). La ADnasa del kit es aplicada a la membrana para digerir el ADN
gendmico. EI ARN total luego es purificado de sales contaminantes, proteinas e impurezas
celulares. Posteriormente es alicuotado, cuantificado y se analiza mediante PCR para saber si tiene

contaminacion de ADN genémico

6. Documentos asociados:

1.

Promega. SV Total RNA lIsolation System Technical Manual TM048 Z3100.

https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/sv-total-rna-

isolation-system-protocol.pdf

7. Seguridad:

1.

El tiocianato de guanidina es un reactivo irritante por lo que si es inhalado, ingerido o absorbido
causa quemaduras. Siempre utilizar guantes, bata y zapatos cerrados. Este reactivo
rapidamente inhibe la actividad de RNAsas.

El B-mercaptoetanol es una solucion igual de toxica que causa irritaciones en la piel y en el
tracto respiratorio, usar guantes y trabajar bajo campana.

El SDS es un reactivo ligeramente irritante y causa dermatitis, por lo cual se recomienda de

igual manera utilizar guantes, bata y zapatos cerrados.
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8.

Equipos, materiales y reactivos:
1. Equipos
1. Centrifuga
2. Macerador eléctrico
2. Materiales
1. Micropipetas: 1000uL, 200uL y 10uL.
2. Puntas: 1000uL, 200uL y 10uL.
3. Beaker de desechos.
4. Beaker para colocar maceradores o pistilos usados con cloro.
5. Tubos eppendorff 1.6mL libre de nucleasas (6 por duplicado).
6. Tubos eppendorff de 0.9 mL (6 por duplicado).
7. Tubos de 0.2 Ml (2 por duplicado).
8. Pistilos libres de nucleasas (ver anexo).
3. Reactivos

1. Etanol al 95%

9. Procedimiento:
9.1 Limpiar campana de ARN y dejarla bajo luz UV 15 minutos.
9.2 Preparar el lisado de tejido de Anopheles albimanus a partir de muestras menores o iguales a
30mg.
93 El nimero de individuos a utilizar por extraccién es el siguiente:

Estadios | Peso por individuo (mg) | Individuos por pool
Larva Ll | 0.20 150

Larval2 | 0.25 120

LarvalL3 | 0.70 40

LarvalL4 | 4.3 7

Pupa 6.7 5

Las pupas deben de ser sexadas. Se hace duplicado por macho y duplicado por hembra.
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94 Etiquetar todos los tubos de 1.6mL que se van a usar, identificando el estadio al que
pertenecen, si son machos o hembras, fecha, nimero de duplica e iniciales de la(s)
persona(s) que esta haciendo la extraccion para futuras identificaciones.

9.5 Utilizar filtro de 53 um para trasladar las larvas en los tubos cuando estén en los estadios de L1,
L2 y L3. Tratar de hacer este paso tratando de que no quede ninguna larva en el filtro y que
todas sean colocadas en los tubos.

Colocar las larvas, pupas en tubos de 1.6mL.

9.6
Extraer toda el agua de los tubos colocandolos en el bloque frio alrededor de 40 segundos- 1

9.7 minuto para que las larvas y pupas bajen al fondo del tubo, de esta manera serd mas facil extraer
el agua del tubo con pipeta de 1000uL o 200uL.

No hay necesidad de usar filtro con las larvas L4 ni pupas para introducirlas en el tubo de

1.6mL. Para esto se usa una pipeta pasteur y se introducen en el tubo. Se coloca en bloque frio y
9.8 se extrae el agua.

IMPORTANTE:

Modificaciones (RNA later): En caso de muestras preservadas en RNA later, remover el

RNA later utilizando una micropipeta. OJO: cuando el ARN later se descongela queda un

sedimento blanco al final del tubo, entonces previo a removerlo se debe de pipetear para

solubilizarlo nuevamente.

9.9 Agregar a cada tubo, 175uL de RNA Lysis buffer (+ BME).

9.10 | Macerar con el macerador eléctrico y con los pistilos previamente tratados con 2.5% SDS y
NaOH 5N. Todas las maceraciones deben de realizarse en frio, es decir utilizando el bloque frio.
Realizar la lisis durante aprox. 15-20 min
Macerar hasta que no se vea fragmentos de larva o pupa. La maceracién permite homogeneizar
el tejido.

El p-mercaptoetanol y los pistilos tratados con SDS y NaOH inhiben la contaminacién por
nucleasas.Posterior a la maceracién, los pistilos deben de dejarse en romojo con cloro, luego
tratarlos nuevamente si es necesario.

10.1 | Afadir 350uL de RNA Dilution Buffer.

10.11 | Mezclar por inversion de 3-4 veces.
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9.7

9.8

Centrifugar por 10 minutos a 13,000 rpm a temperatura ambiente.

Si usted todavia observa particulas en el lisado a transferir, centrifugar nuevamente por 5
minutos mas. Solamente si considera necesario, repetir 5 minutos si todavia se observan
particulas en el sobrenadante (pocas veces fue necesario repetir la centrifugacion de 5

minutos dos veces).

Transferir alrededor de 475uL del lisado a un tubo de 1.6uL libre de nucleasas, nuevo y
previamente etiquetado segun las muestras, fecha, nimero de duplica, sexo e iniciales de la
persona que esta realizando el proceso para evitar confusiones. jCUIDADO! NO TRANSFERIR
PARTICULAS DEL PELLET FORMADO, EVITAR PASAR ESTAS PARTICULAS EL
SOBRENADANTE AL NUEVO TUBO.

Este buffer contiene tiocianato de guanidina que actia como disruptor de complejos de
nucleoproteinas, permitiendo que el ARN sea liberado a la solucidn. Los desechos celulares se
descartan mediante centrifugacién. *En este paso NO se incuba a 70°C por 3 minutos

debido a que al hacerlo el ARN sale en poca concentracion y de baja integridad.

9.9

9.10

9.11

9.12

Agregar 200uL de etanol al 95% a cada tubo, mezclar por pipeteo y transferir a la Spin Basket o

columna.

Centrifugar por 1 minuto a 13,000 rpm a temperatura ambiente. Descartar el eluido (lo que paso

a través de la columna)
Agregar 600uL de RNA Wash Solution.

Centrifugar por 1 minuto a 13,000 rpm a temperatura ambiente. Ya no es necesario usar el

blogue frio.

El ARN es selectivamente precipitado con etanol. Luego de que se elimind el débris celular y los
desechos proteicos mediante la centrifugacion, el ARN se une a la superficie de la columna. La
reaccion de unién a la columna ocurre rapidamente debido a la ruptura de las moléculas de

agua por las sales caotrépicas, lo que permite la adsorcién de los &cidos nucleicos en la silica.

9.13

Preparar la mezcla de incubacion de ADnasa mezclando a temperatura ambiente los siguientes

reactivos incluido en el kit:

Yelow Core Buffer | MnCI2 0.09M | DNase |

N =1 | 40ul 5ul 5ul
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Estos son los volimenes usados para 1 tubo o una columna de extraccién de ARN. Se deben de
aumentar las cantidades dos o cuatro veces, ya que se trabaja en duplicado (o en el caso de

adultos y pupas, se debe de aumentar cuatro veces dicha cantidad).

9.14
Afadir 50 uL de la mezcla de ADnasa directamente a la membrana de cada columna.
Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

9.15
La ADnasa es aplicada directamente a la membrana para digerir todo el ADN genémico. El
tiempo de incubacion se aument6 15 minutos mas de los establecido por el protocolo del kit de
extraccion, porque al dejar solamente incubando por 15 minutos todavia se encontraba
presencia de ADN genémico al hacer PCR convencional. Al dejarla por 30 minutos, se obtuvo
una banda de amplificacion menos fuerte luego de hacer PCR que en las muestras que se
incubaron solamente por 15 minutos.
NO OLVIDAR: Agregar 200uL. de DNase STOP SOLUTION a la spin basket.
Centrifugar 1 minuto a 13,000 x g.

9.16

9.17

9.18 | Afadir 600 uL de RNA Wash Solution.

9.19 | Centrifugar por 1 minuto y vaciar lo eluido.

9.20 | Afadir 250uL de RNA Wash Solution,

9.21 | Centrifugar por 2 minutos

9.22 | Transferir la columna a un nuevo tubo de 1.6mL libre de nucleasas.

9.23 | Afadir 100uL de agua libre de nucleasas a la membrana y centrifugar por 1 minuto.
El ARN extraido total es eluido con el agua libra de nucleasas al tubo de 1.6mL.

9.24 | Transferir el volumen obtenido de esta Ultima centrifugacion al tubo de 1.6ml el cual debe de

estar correctamente etiquetado con:

e fecha de extraccion

e  especie
e estadio
e género

e numero de réplica (R1, R2, etc) .

e Cantidad de ARN (ej. 1ug)

Colocar nuevamente en bloque frio.
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No se transfiere directamente la columna de extraccion de ARN a este tubo de elucién, ya que al
momento de centrifugar la tapadera del tubo que trae el kit se rompe, pero no se rompe en otros

tubos libres de nucleasas comprados aparte.

9.25

9.26

9.27

Cuantificar rapidamente las muestras en nanodrop (mantener en bloque frio) (En triplicado).
Sacar el promedio y usar este valor para estimar la cantidad necesaria para hacer alicuotas de
lug de ARN.

Hacer alicuotas de 1ug de ARN.
Etiquetar de la misma manera los tubos de aliquotas.

Guardar todas las muestras incluyendo el stock a -70°C, menos la aliquota de 2.5uL ya que se
usa para cuantificar el ARN en Nanodrop, saber si la concentracién es suficiente y si la
extraccion fue exitosa. Anotar las razones A260/280 y A260/230.

Si se necesita verificar integridad se recomienda hacer gel de agarosa 1.5%, se dejan correr las
muestras de 5uL de ARN y 1uL de loading buffer a 100V por 35 minutos.

Si se quiere saber si hay contaminacion por ADN genémico, realizar PCR convencional
utilizando cebadores o iniciadores de Actina 10uM y 1uL de muestra de ARN extraido. Correr
dichas muestras en gel de agarosa al 1.5% utilizando un marcador molecular de 50bp. Se
puede observar que si hay presencia de ADN gendmico, por lo tanto se debe de hacer un

tratamiento con ADnasa antes de realizar la reaccion de transcriptasa reversa.

10.

11.

Calculos:
N/A

Control de calidad:
1. Usar guantes en todo momento.

2. Tener un area restringida Unicamente para trabajo con ARN que contenga todo el material
necesario tratado adecuadamente. Es decir, trabajar bajo campana de ARN, utilizando pipetas

y puntas Unicamente usadas para la extraccién de ARN.

3. Limpiar pipetas, caja de puntas y blogue frio con RNase Away. Dejar en campana de flujo

laminar de ARN con luz UV por 15 minutos antes de realizar la extraccion de ARN.

4. Al mover reactivos, tocar espatulas para realizar mediciones de reactivos y tocar papel para

pesar.
5. En cualquier momento posible utilizar material plastico desechable para manipular ARN.

6. Politica de resolucién de conflictos.
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12. Reporte de datos y documentos utilizados:

Se debe de anotar si no se llevaron a cabo todos los pasos que manda este protocolo, por si no se obtuvo la

concentracion adecuada. Si hizo o no un paso de este protocolo que lo llevo a tener una mayor

concentracion de ARN, afiadirlo al mismo.

Las concentraciones de ARN y las absorbancias deben de anotarse en el cuadernito de manera ordenada para

evitar confusiones y tener listos los datos para calcular la cantidad de ARN a utilizar en la reccién de

transcripcion reversa. Se pueden reportar las concentraciones de la siguiente manera:

Estadio | Género | Réplica Fecha ng/ul | ng/ul | ng/ul | Promedio 260/ 260/ Cantidad
extraccion ng/ul 280 230 para 1 ug
ARN
=1000ng
/
promedi
0

13. Reporte:

N/A

ANEXO

e Pistilos tratados NaOH 5N y SDS 0.5%.
1. Dejar overnight los pisitolos usados en un beaker de 600mL con 250mL de NaOH 5N y
250mL de SDS 0.5%.

2. Enjuagar los pistilos con agua ultrapura autoclaveada.

Colocarlos en aluminio o bolsas de papel manila.

4. Autoclavear y secar.
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Anexo 7:

POE VII: Tratamiento de ARN de Anopheles albimanus con ADNasa y reaccion de

transcri ptasa reversa

Codigo del POE | VII

Area | Ingenieria genética

Version | Segunda

Idioma | Espafiol

Titul Tratamiento de ARN de Anopheles albimanus con ADnasa y reaccion de
itulo
transcripcion reversa

Escrito por | Andrea Ramos Nufio; 12027

Fechay firma | 02 de febrero de 2018

Modificado por | Claudia Alfaro

Fechay firma | 21 de junio de 2019

Aprobado por

Fechay firma

1.Proposito:

1. Realizar tratamiento con ADnasa con el kit RQ1 RNase-free DNase (Cat#M6101), para
eliminar contaminacion por ADN genomico de las muestras de ARN extraidas de los distintos
estadios de Anopheles albimanus.

2. Verificar que el ARN esté libre de ADN gendmico mediante PCR convencional con iniciadores
de Actina.

3. Hacer ADN copia a partir del ARN mensajero extraido usando el kit Go Script Reverse
Transcription System (Promega A5000-A50001).

4. Verificar la presencia ADN copia hecho mediante PCR convencional.

2.Aplicacion:

Entre las aplicaciones de la reaccion de transcripcion reversa se encuentran:

e Amplificacion del ADN copia hecho a partir de transcritos de ARNm de genes especificos

para caracterizar la expresion del gen a lo largo del ciclo de vida de una especie.
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e  Generacion de bibliotecas de ADN copia.

3.Referencias:
1. Promega. GoScript Reverse Transcription System Technical Manual. TM316. Consultado

en: https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-

manuals/101/goscript-reverse-transcription-system-protocol.pdf
2. Promega. RQ1 RNase-Free DNase. Part#9PIM610. Cosultado en:

https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-

sheets/g/rq1-rnase-free-dnase-protocol.pdf?la=en
3. Farrell, R. (2010). RNA Methodologies: a laboratory Guide for Isolation and
Characterization. 4ta. Ed. Editorial Elsevier. 742Pp.

4. Terminologia y abreviaciones:
1. cDNA: ADN copia
2. PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
3. Iniciadores: cebadores
4. CEB: Centro de Estudios en Biotecnhologia

5.Principio:

La reaccién de transcripcion reversa es utilizada para sintetizar de manera enziméatica ADN copia
(cDNA) in vitro a partir de una hebra plantilla de ARN. Para esta reaccién es critica la integridad
del ARN y que no haya otros acidos nucleicos como ADN gendmico en el tubo de reaccién. Por
lo tanto, es necesario hacer tratamiento con la enzima DNasa | para degradar todas las plantillas
de ADN gendmico en el ARN extraido. El tratamiento con DNasa se realiza por medio del kit
RQ1 RNase-free DNase (Promega, Cat#M6101) y para la reaccién de transcripcion reversa se

utiliza el kit Go Script Reverse Transcription System (Promega, A5000 y A5001).
6.Documentos asociados:

1. Promega. GoScript Reverse Transcription System Technical Manual. TM316. Consultado

en: https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-

manuals/101/goscript-reverse-transcription-system-protocol.pdf

2. Promega. RQ1 RNase-Free DNase. Part#9PIM610. Cosultado en:

https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-

sheets/g/rql-rnase-free-dnase-protocol.pdf?la=en

3. Ausubel, F., R. Brent., R. Kingston, D., Moore., J.G. Seidman, J. Smith y K. Stuhl. 2003.
Current Protocol in Molecular Biology. John Wiley & Sons. Consultado en:
http://www.aun.edu.eg/molecular_biology/Proceeding_Dec2011/Current%20Protocols%20in
%20Mol.%20Biol..pdf

111


https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/101/goscript-reverse-transcription-system-protocol.pdf
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/101/goscript-reverse-transcription-system-protocol.pdf
https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-sheets/g/rq1-rnase-free-dnase-protocol.pdf?la=en
https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-sheets/g/rq1-rnase-free-dnase-protocol.pdf?la=en
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/101/goscript-reverse-transcription-system-protocol.pdf
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/101/goscript-reverse-transcription-system-protocol.pdf
https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-sheets/g/rq1-rnase-free-dnase-protocol.pdf?la=en
https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/product-information-sheets/g/rq1-rnase-free-dnase-protocol.pdf?la=en
http://www.aun.edu.eg/molecular_biology/Proceeding_Dec2011/Current%20Protocols%20in%20Mol.%20Biol..pdf
http://www.aun.edu.eg/molecular_biology/Proceeding_Dec2011/Current%20Protocols%20in%20Mol.%20Biol..pdf

4. Fichas internacionales de seguridad. 2007. Bromuro de etidio. IPCS. Consultado en:

http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/FISQ/Ficheros/16

05a1679/1676.pdf

7.Seguridad:

Bromuro de etidio: causa irritacién ocular, dolor de garganta, toz. Se descompone al calentarla

intensamente produciendo gases toxicos, incluyendo bromuro de hidrégeno y 6xidos fuertes.

Utilizar doble guante al trabajar con esta sustancia.

8.Equipos, materiales y reactivos:

1. Equipos

1.

2.

Termociclador (Marca DEL CEB).

Minicentrifuga (para hacer spin down).

2. Materiales

1. Bloque frio

2. Micropipetas: 20, 100 y 10uL.

3. Puntas: 20, 100 y 10uL.

4. Beaker de desechos con cloro

5. Tubos ependorff 0.9mL
IMPORTANTE: asegurarse de que estos tubos quepan o casen completamente en
las entradas del termociclador y no tener que cambiar los tubos a tGltima hora
cuando ya tengan el ARN.

6. Tubos ependorff 0.2mL

3. Reactivos

1. Kit RQ1 RNase-free Cat #M6101

2. Kit Go Script Reverse Transcription System

2. Tratamiento con RQ1 RNase-free DNase (Cat #M6101).
9.0 | Hacer los célculos correspondientes, como se muestra a continuacién, antes de empezar a

trabajar. Cada reaccion debe de tener un volumen de ARN previamente extraido que corresponda
a lug de ARN; 1uL de RQ1 RNase-free DNase 10x Reaction Buffer, 1uL de RQ1 RNase-free

DNase y agregar H20 libre de nucleasa para llevar a un volumen final de 10uL. Hacer los

célculos en Excel e imprimir la hoja con el cuadro que contenga los volimenes especificos

de ARN y agua a agregar segun corresponda.
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http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/FISQ/Ficheros/1605a1679/1676.pdf
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/FichasTecnicas/FISQ/Ficheros/1605a1679/1676.pdf

PUEDE COPIAR ESTE CUADRO EN EL EXCEL E IMPRIMIR CUANDO ESTE
PREPARANDO CADA REACCION:

Cuadro 1. Muestras de ARN

No. Nombre [ARN] Volumen de Volumen | DNasa | Buffer | Vol.
(ID) de ng/uL | ARN tener lug de H20. de total
muestra de ARN. DNasa
1 10
2 10
3 10
4 10

En esta tabla agregué el “ID” de la muestra para que sea facil identificar los tubos que
contienen ARN extraido de distintos estadios de An. albimanus. Esto es opcional, usted los
puede identificar como usted quiera, pero DEBEN de estar CORRECTAMENTE

identificados durante todo el proceso hasta llegar a hacer gPCR.
NOTA:

e Esobligatorio que la cantidad de ARN este estandarizada a 1ug para poder usar el kit de
ADNasa como el protocolo sefiala y que la reaccién sea eficiente.

e Elvolumen de ARN extraido para tratar con DNAsa no debe de ser mayor a 8uL porque se
quiere tener un volumen final por reaccién de 10uL.

o Siel ARN extraido tiene una concentracion muy alta y se necesita utilizar un volumen
menor al que la pipeta puede medir de ARN para tener 1ug, entonces HAGA CALCULOS
para utilizar un volumen de ARN de una dilucién de 1:10 o 1:5.

e Sisucede todo lo contrario y tiene muestras con baja concentracion de ARN y debe de
utilizar méas de 8uL de volumen de ARN para llegar a tener 1ug en la reaccién, tiene dos
opciones: precipitar con etanol o volver a extraer ARN si considera que la extraccién no

se hizo correctamente. Se precipita el ARN Gnicamente cuando es de larva L1 y/o L2.

NO SE PREOCUPE si tiene que volver a extraer, ya que es preferible volver a extraer que tener

resultados alterados debido una mala extraccion.

9.1 | Después de hacer los célculos e imprimir la hoja, limpie el area donde va a trabajar y cada uno de
los instrumentos con Rnase away Yy etanol.
9.2 | Etiquetar tubos de 0.9uL con un nombre, nimero o letra que corresponda a la muestra de ARN a

tratar. Agregar de primero el volumen de agua correspondiente a cada tubo. Mantener en frio y
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agregar 1ul de RQ1 RNase-free DNase 10x Reaction Buffer y 1uL de RQ1 RNase-free DNase a
cada tubo.

Por ejemplo, si usted tratara 15 muestras de ARN, se debe de hacer la solucién de 15uL de RQ1
RNase-free DNase 10x Reaction Buffer y 15uL de RQ1 RNase-free DNase. Agregar en cada tubo

de 0.9uL 2uL de esta solucién y mantener en bloque frio.
IMPORTANTE:

e PONGA ATENCION Yy TRATE DE NO CONFUNDIRSE al agregar los volimenes de
H.O libre de nucleasas y/o ARN, ya que todas las muestras suelen tener
concentraciones de ARN distintas, por lo tanto, volimenes a agregar diferentes. Al
hacer esta reaccion se pretende estandarizar que todas las muestras tengan 1ug de
ARN para que la reaccion se eficiente.

e  Se debe de agregar la mezcla de 2uL de RQ1 RNase-free DNase 10x Reaction Buffer y
de RQ1 RNase-free DNase antes de preparar y agregar los volimenes de ARN. EI ARN se
debe de sacar de -70°C hasta que se vaya a utilizar para que no se degrade. Por esto, es
necesario hacer alicuotas de 5-10uL cuando se hace la extraccion de ARN, para no sacar
el stock sino una alicuota.

e Nuevamente, SI SE CONFUNDE, puede tomar otra alicuota de ARN y hacer de nuevo la

reaccion. No es lo recomendable, pero es preferible esto a tener resultados alterados.

9.3

Agregar el volumen de ARN correspondiente a cada muestra segun sus célculos hechos. Hacer

un breve spin down y colocar nuevamente las muestras en frio.

9.4

Incubar a 37°C por 1 hora en el termociclador. EI programa en el termociclador que se encuentra
en el CEB (marca) se llama: Tratamiento de DNASA 1.

Durante este tiempo, usted debe de etiquetar nuevos tubos de 0.9uL (el nimero de tubos depende
del nimero de muestras a tratar) a los cuales se les agregara 1uL de ARN tratado de cada muestra

para hacer PCR y confirmar que ya no hay ADN gendmico.

9.5

Terminado el tiempo de incubacién agregar 1uL de RQ1 DNase Stop Solution a cada tubo e
incubar a 65°C por 10 minutos. EI programa en el termociclador que se encuentra en el CEB
(marca) se llama: Tratamiento de DNASA 1.

Se agrega DNase Stop Solution para inactivar DNasa. Se debe de confirmar mediante PCR que
no hay ADN genémico en la muestra, porque esto interfiere en la reaccion de transcripcion

reversa.
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9.6 | Luego de inactivar la DNasa, agregar a tubos de 0.9uL 1ulL de las muestras tratadas para hacer
PCR. Las muestras del ARN tratado (stock y alicuotas de 1uL) se guardan a 4°C mientras se
confirma cudles son las muestras que estan libres de ADN genémico.

Cuadro 2. Volumenes utilizados para hacer PCR:
Volumen
Reactivo Volumen (n=1)
(n= X muestras)
Go Taq Hot Start Colorless Master Mix 2x 7.5uL
Cebador Forward Actina 10uM luL
Cebador Reverse Actina 10uM luL
Agua libre de nucleasas 5.5uL
Plantilla de ARN I e
Volumen total por reaccion 15uL
NOTA: Limpiar la campana de area blanca previamente con etanol y cada instrumento a
utilizar. Dejar bajo UV durante 15 minutos antes y después de hacer el PCR. NO OLVIDAR
agregar al PCR la reaccion de control negativo (agua) y control positivo (ADN genémico de An.
albimanus).
9.7 | Colocar el PCR en termociclador con las siguientes condiciones:
Paso Temperatura | Tiempo | NUmero de ciclos

Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
Desnaturalizacién 95°C 30seg

Anillamiento 56°C 30seg 35
Extension 72°C 30seg

Extensidn final 72°C 5min 1

Hold 4°C Indefinido 1

9.8 | Mientras ocurre el PCR. Hacer gel de agarosa al 1.5% Yy el mapa de las muestras que se colocaran

en cada pozo del gel. Al finalizar el PCR, correr 7uL de cada una de las muestras con una
escalera de 50pb a 100V. Este pendiente del gel. Reviselo cada cierto tiempo para evitar que se
salgan las muestras. Si se salen debe repetirlo. Si hay contaminacién se observaran dos bandas:

una en 150pb y otra en ~300pb.
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NOTA: Si no hubo amplificacién de ADN gendmico, entonces proseguir con la transcripcion
reversa. Si hubo amplificacién, tratar nuevamente la(s) muestra(s) por media hora mas agregando

nuevamente Dnasa y Buffer de Dnasa.

23.

Reaccidn de Transcriptasa Reversa con Kit GoScript Reverse Transcription System,

AS5000-A5001

10.1 | A cada muestra de ARN tratado Agregar 1uL de cebadores Oligo (dT) y 1uL de random
cebadores del kit GoScript Reverse Transcription System A5000-A5001 para tener un volumen
total de 11uL. Calentar en el termociclador a 70°C por cinco minutos.

La temperatura permite que los cebadores se anillen a la plantilla de ARN. Se usan estos dos
tipos de cebadores para tener rendimientos altos de ADN copia.

10.2 | Luego de incubar por cinco minutos, colocar todos los tubos en frio (en hielo) hasta que la mezcla
de Transcriptasa Reversa esté lista. Asegurarse de que todos los tubos estén cerrados y en buen
estado. Preparar la mezcla de transcriptasa reversa en un tubo de 0.2mL identificado y libre de
nucleasas. Agregar los componentes en el orden del cuadro 3.

Cuadro 3: Preparacion de reaccion de Transcriptasa Reversa
Componente Vol. n=1 (uL)
Nuclease-free water (a un volumen final de 15uL) -
GoScript~5X Reaction Buffer 4.0
MgCl, (1.5-5.0 mM) 2.0
Mix (concentracién final de 0.5mM cada dNTP) 1.0
Recombinant RNasin Ribonuclase Inhibitor 1.0
GoScript™ Reverse Transcriptase 1.0
Volumen final 9
IMPORTANTE: Se recomienda agregar una reaccion mas, por error de pipeteo.
10.3 Combinar 9 uL de la mezcla de Transcriptasa reversa con cada tubo de 11 uL del RNA que se

dejé en hielo. Realizar el anillamiento en el termociclador a 25°C por 5 minutos. Extensidn en el
a 42°C por 1% horay, por ultimo, inactivar la trascriptasa reversa a 70°C por 15 minutos. El

programa utilizado del termociclador del CEB se llama: “”.
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10.4

Mientras esto ocurre, etiquetar nuevamente 3 tubos por cada muestra. Agregar a uno de estos
tubos 1uL de cDNA hecho y hacer 2 alicuotas de 2uL. Guardar el stock de cDNA y las dos

alicuotas a 2uL a -70°C.

Es necesario hacer la alicuota de 1uL para verificar la presencia del cDNA. Las alicuotas de

2uL se utilizan posteriormente para hacer PCR tiempo real o hacer PCR nuevamente.

10.5

Preparar la campana de area blanca para hacer PCR. Limpiarla con etanol. Dejar en UV por 15

minutos.

10.6

Hacer nuevamente PCR convencional para confirmar presencia de cDNA de la siguiente manera:

Cuadro 4. Volumenes utilizados para hacer PCR

Reactivo Volumen (n=1) | Volumen(n=___ )
Go Taq Hot Start Colorless Master Mix 2x 7.5uL
Cebador Forward Actina 10uM luL
Cebador Reverse Actina 10uM luL
Agua libre de nucleasas 4.5 uL
Plantilla de cDNA 1TuL | e
Volumen total por reaccion 15uL

NOTA: NO OLVIDAR agregar al PCR la reaccion de control negativo y control positivo (ADN

gendmico de An. albimanus).
Utilizar el siguiente programa:

Cuadro 5: Programa para amplificacion de actina

Paso Temperatura | Tiempo | NUmero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min 1
Desnaturalizacion 95°C 30seg
Anillamiento 56°C 30seg 35
Extension 72°C 30seg
Extension final 72°C 5min 1
Hold 4°C Indefinido 1
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10.7 | Hacer gel de agarosa al 1.5% mientras se hace el PCR. Hacer mapa de las muestras que se
correran en cada pozo del gel. Correr 7uL de muestra con 5uL de escalera de 50pb a 100V. Debe
de haber amplificacion en 150bp.

24, Célculos:

N/A

25. Control de calidad:

1.
2.

Usar guantes en todo momento.

Tener un area restringida Gnicamente para trabajo con ARN que contenga todo el material
necesario tratado adecuadamente.

Limpiar el area de trabajo con RNase away.

Realizar PCR en area blanca limpia.

ANEXO: Copiar esto y pegar en cuadernito.

1. PCR para verificar contaminacion por ADN gendmico y prescencia de cDNA.

e Verificar si hay cDNA en las muestras de ARN tratadas con el kit de Reverse Transcription
System haciendo un PCR con cebadores de Actina 10uM.

Reactivo Volumen n=1 (uL) Volumen n=
Go Tag Hot Start Colorless Master Mix 2x 7.5
Cebador forward ACT 10 uM 1
Cebador reverse ACT 10 uM 1
RNA template/cDNA template 1 -
Nuclease free water 4.5
Volumen total 15

118




Programa de PCR usado para verificar presencia de ADN genémico y cDNA: NOMBRE

Paso Temperatura Tiempo Nimero de
ciclos
Desnaturalizacion inicial | 95°C 2 min 1
asnaturalizaciéon | 95°C 30 seg
Anillamiento | 56°C 30 seg 35
Extensién | 72°C 30 seg
Extension final | 72°C 5 min 1
Hold | 4°C indefinido 1
2. Gel de agarosa 1.5%

e  Agregar 0.46g de agarosa en 30ml de buffer TBE 1x.

e Agregar 2-3uL de bromuro de etidio al gel antes de que se enfrie. Dejar solidificar por 20
minutos con el peine puesto.

119



Anexo 8:

POE VIII: Induccién de produccion de ARNdh en E. coli HT 115 (DE3)

Cddigo del POE

40

Fechay firma

Area Ingenieria genética

Version Segunda

Idioma Espafiol

Titulo Produccion de ARNdh en bacterias transgénicas de E. coli
HT115(DE3) para alimentar Anopheles albimanus

Escrito por Paula Villatoro y Ana Gabriela Lara

28 de mayo de 2018

Modificado por

Fechay firma

Claudia Alfaro

13 de octubre de 2019

Aprobado por

Fechay firma

1. Propésito

Producir una concentracion de ARNdh mayor a 100 ng/uL del gen dsx por bacterias de E.

coli HT115(DE3) transgénicas para su posterior evaluacion de silenciamiento en An.

albimanus.

2. Aplicacion

El ARNdh producido por las bacterias de E. coli HT115(DE3) se usara para la alimentacion

de larvas de An. albimanus. Esto producira silenciamiento en el gen doublesex mediante el

mecanismo de ARNIi en los mosquitos de An. albimanus.
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3. Referencias
3.1. Whyard, S. et al. 2015. Silencing the buzz: a new approach to population suppression of
mosquitoes by feeding larvae double-stranded RNAs. Parasites & Vectors 8(96): 1-11.
DOI: 10.1186/s13071-015-0716-6
3.2. Ongvarrasopone, C. et al. 2007. A simple and cost effective method to generate dsRNA for
RNA.I studies in invertebrates. Science Asia 33(2007):35-39.
4. Terminologia y abreviaciones
4.1. ARNdh: Acido ribonucleico de doble hebra.
4.2. An. albimanus: Anopheles albimanus
4.3 dsx: dsx: gen doublesex, identificado en Drosophila melanogaster que se encuentra en
el final de la cascada de diferenciacion sexual.
4.4. ARNi: ARN de interferencia
4.5. E. coli HT115(DE3): Cepa transgénica de Escherichia coli, que posee una mutacion
en el gen que codifica para la Rnasa Ill, lo que evita la hidr6lisis enzimatica del material
genético acumulado.

4.6. IPGT: Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido.

5. Principio

El ARN de interferencia (ARNi) es un mecanismo biol6gico, ampliamente distribuido en
eucariotas, por el cual, se consigue silenciar genes, mediante moléculas de ARN de doble hebra
(ARNdh). El descubrimiento de este mecanismo, se llevd a cabo hace 15 afios y, desde entonces se
han realizado diferentes investigaciones enfocadas, principalmente, a comprender mejor como
funciona, su funcion en diferentes organismos, su uso para describir funciones de genes especificos
y las potenciales aplicaciones que tendria en el desarrollo tecnol6gico, en otras areas de la ciencia
(Noriega, et al. 2016).

El silenciamiento de genes comienza con la separacion del ARNdh en fragmentos pequefios (21 a
15 pares de bases) (Agrawal, et al. 2003), por la interaccion de complejos enziméaticos del
citoplasma con pequefias moléculas de ARN (siRNA), las cuales actan sobre el ARN mensajero
(ARNmM) enddgeno, impidiendo que sea traducido a proteina. Por lo tanto, es un hecho que el ARNIi
puede ser una tecnologia alternativa en el control de plagas, a través del silenciamiento selectivo

de genes (Noriega, et al. 2016).
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Documentos asociados

6.1. Noriega, D. et al. 2016. ARN de interferencia (ARNi): una tecnologia novedosa con
potencial para el control de insectos de plaga. Journal of U.D.C.A. Act&Div. Cient.
191(4):25-35.

6.2. Agrawal, Neema, et al. 2003. «RNA Interference: Biology, Mechanism, and
Applications». Microbiology and Molecular Biology Reviews. 67 (4): 657-685.

Seguridad

7.1. Usar guantes y bata en todo momento.

Equipos materiales y reactivos
8.1.1. Shaker (Incubadora a 37°C con agitacion)
8.1.2. Freidora
8.1.3. Lonchera con hielo y agua
8.1.4. Campana de Flujo laminar
8.1.5. Espectrofotometro UV-VIS
8.1.6. Centrifuga con rotor de tubos falcon
8.1.7. Horno
8.2. Materiales
8.2.1. Micropipetas de 1000 uL, 100/200 uL, 10 uL con sus respectivas puntas.
8.2.2. Beaker con bolsa roja de desechos.
8.2.3. Tubos eppendorf libres de nucleasas/estériles de 1.5mL y de 0.5 mL
8.2.4. Gradilla de tubos eppendorf de 0.5 mL y 0.5 mL
8.2.5. Tubos falcon estériles de 50 mL
8.2.6. Erlenmeyers estériles de 125mL
8.2.7. Cubetas de vidrio para espectrofotometro
8.2.8. Guantes
8.2.9 Parafilm
8.2.10. Frascos de vidrio con rosca
8.3. Reactivos
8.3.1. Tetraciclina 500 x (concentracion final de 1X o0 6,260ug/mL)
8.3.2. Carbenicilina 1000x (concentracion final de 1X o 100ug/mL)
8.3.3. Placas LB+Carbenicilina+tetraciclina
8.3.4. LB Broth (atemperado)
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8.3.5. 2XYT Broth (atemperado)
8.3.6. IPTG 800mM
8.3.7. PBS 1X ((137 mM NacCl, 2.7mM KCI, 10 mM Na 2 HPO 4, 1.8mM KH 2 PO 4,
ImM, CaCl 2 «2H 2 O, 0.5mM MgCl 2 «6H 2 O) pH 7.4)
8.3.8. Estreptomicina 50 ug/uL
9. Procedimiento
9.1. Sembrar en placas de LB+Tetraciclina+Carbenicilina las bacterias E. coli HT115(DE3)
transformada con el plasmido pGEMT-ZPG
Para ello, rapidamente y en bloque congelado sacar una pequefia porcién de hielo del stock
de glicerol y plaquear en toda la placa (con la misma asa). Guardar el stock de glicerol
a -70°C inmediatamente.
9.2. Incubar las placas por aproximadamente 18h a 37°C.
9.3. Picar una colonia aislada en medio LB+Tetraciclina+Carbenicilina. Crecer el cultivo toda
la noche O/N a 37°C con agitacion moderada (aproximadamente 200 rpm).
La cantidad de LB a utilizar puede variar dependiendo de la cantidad de cultivo inducido
que se necesitara, normalmente se realiza una dilucion 6.66X.
9.4. Al dia siguiente, realizar una dilucion 1:75 de dicho cultivo en 2XYT + antibi6ticos, en el
cuadro siguiente se presentan las cantidades para un cultivo de 50 mL.

Cuadro 1. Volumen de medios y antibiéticos a agregar

Antibiotico LB
o . 2XYT
(concentracion inicial) (cultivo O/N)
5mL 50 mL
Tetraciclina 1000 X (12.5mg/mL) 5uL 50 uL
Carbenicilina a 1000 X (100mg/mL) 5uL 50 uL

9.5. Incubar el nuevo cultivo en 2XYT a 37°C con agitacion moderada (200 rpm) por
aproximadamente 2 horas hasta alcanzar un ODeo = 0.38-0.50
Es necesario ser preciso ya que si el cultivo se pasa mucho mas alla de 0.4 no es valido realizar
diluciones ya que las bacterias se encuentran ya en otra fase de crecimiento.

9.6. Una vez alcanzado el ODeoo = 0.4 se procede a realizar la induccién con IPTG 0.4mM.
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El Stock de IPTG se encuentra a 800mM. Por lo que se agrega la mitad del volumen del medio
en total.
9.7. Incubar a 37°C con agitacion 200 rpm durante 3h exactas.
Posteriormente registrar el ODggo a la cual llegaron los cultivos. Por lo regular se encuentran
en 1.20
9.8. Alicuotar 1 mL en tubos eppendorf de 1.5mL estériles. Hacer esto en duplicado y etiquetar
correctamente.
9.8.1. Centrifugar alicuotas 3700g por 10 minutos a 4°C.
9.8.2. Resuspender en 1 mL de PBS IX estéril.
9.8.3 Almacenar a 4°C para la cuantificacion.
9.9. Proceder a realizar lavados para eliminar residuos de antibioticos e IPTG, para ello:
a. Trasladar cultivos a tubos cénicos del tamafio apropiado.
b. Centrifugar a 4,000g por 10 minutos
c. Descartar sobrenadante
d. Lavar el pellet con PBS 1X estéril a la mitad del volumen inicial del cultivo
(si se desea concentrar). Ejemplo: Si tengo 50 mL de cultivo agrego 25 mL de
PBS 1X estéril, con el fin de concentrar ain mas el ARNdh.
Centrifugar a 4,000g por 10 minutos
Descartar sobrenadante

Lavar el pellet con PBS 1X estéril (igual que paso d)

o Q@ —-~ o

Centrifugar a 4,000g por 10 minutos

Descartar sobrenadante

j- Resuspender el pellet en el mismo volumen de PBS 1X estéril que se agregd
en pasos d.
9.10 Tomar dos alicuotas de 1 mL del resuspendido en tubos 1.6 mL.
9.11. Inactivar las bacterias:

9.11.1. Ebullendo en tubos falcon o eppedorf de 1.6 mL, a 100°C por 15 minutos (en
freidora) y meter inmediatamente en agua con hielo por 8 minutos (Heat shock). Para este
método de ianctivacion se resuspendid el pellet (paso 9.9 j) en la mitad de PBS 1X, para
concentrar el cultivo a 2X.

9.12. Alicuotar el cultivo en tubos de 1.6 mL y colocar las alicuotas a 4°C para su posterior

cuantificacion.
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10.

Calculos
10.1 Preparacion de medio 2XYT
169/L de triptona
10g/L de extracto de lavadura
5g/L de NaCl

Diluir en 1L de agua destilada. Hervir hasta disolver y medir pH. Autoclavear 15-20min a
121°C.

10.2 Preparacién de medio LB

Pesar 5g de triptona + 5g NaCl + 2.5g de extracto de levadura.

Diluir en 500mL de agua destilada y agitar hasta homogenizar la solucion.
Medir pH 6.5 y autoclavear 15-20min a 121°C.

10.3 Preparacion de antibidticos
a. Carbenicilina 100X
C1V1=C2V2

Disolver 500mg en 5mL de agua destilada. Esterilizar por filtracion con filtro de 0.22um y

hacer alicuotas de 1.6mL en tubos estériles. Almacenar a 4°C.

b. Tetraciclina 500X
C1V1=C2V2

500X (6.25mg/mL), Vf de 10mL. Pesar 62.5mg y disolver 10mL en etanol absoluto.

Vortexear hasta que se homogenizar la muestra y almacenar a -20°C.

c. IPTG
C1V1=C2V2

Pesar 2g de IPTG y disolver en 10mL de agua destilada. Filtrar en filtro de 0.22um.

Hacer alicuotas de 1.6mL y almacenar a 4°C.
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11.

12.

10.4 Dilucion 6.66x para el medio LB O/N
mL de LB = 50mL 2XYT/6.66X

10.5 Concentracidn de estreptomicina 50 ug/uL

250uL 50uglul=12500ug=12.5mg de estreptomicina sulfate marca Gibco

Control de calidad

11.1. Usar guantes en todo el procedimiento

11.2. Verificacion del crecimiento de bacterias en los erlenmeyers antes de iniciar el
proceso mediante turbidez en el medio.

11.3. Verificacion de OD600 antes de inducir y después de inducir.

Reporte de datos y documentos utilizados

Anotar absorbancias de los OD600 antes de inducir y después de inducir.

126



Anexo 9:

POE IX: Extraccion de ARN con TRIzol LS Reagent (Thermo Fisher Scientific)

Cddigo del POE

IX

Area Ingenieria genética

Version Segunda

Idioma Espafiol

Titulo Extraccion de ARNdh mediante TRIzol LS Reagent
Escrito por Paula Villatoro y Ana Gabriela Lara

Fechay firma

28 de mayo de 2018

Modificado por

Fechay firma

Claudia Alfaro

10 de octubre de 2019

Aprobado por

Fechay firma

1. Propdsito

1.1. Extraer ARNdh de los insertos de dsx producido por bacterias de E. coli HT115(DE3)

mediante TRIzol LS Reagent.

1.2. Verificar la integridad de ARNdh por medio de un gel de agarosa 1%.

2. Aplicacién

El ARNdh extraido se puede utilizar para determinar si la concentracion e integridad del

mismo es la adecuada para alimentar a las larvas en sus estadios L2, L3 y L4 de Anopheles
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albimanus para generar un silenciamiento especifico del gen dsx, aplicando el mecanismo

de ARN de interferencia.
3. Referencias

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific. TRIzol LS Reagent: Experimental protocol for RNA
isolation. En: https://assets.thermofisher.com/TFS-

Assets/LSG/manuals/trizol Is reagent.pdf.

4. Terminologia y abreviaciones
4.1. ARNdh: Acido ribonucleico de doble hebra.

4.2. dsx: gen doublesex, identificado en Drosophila melanogaster que se encuentra en el

final de la cascada de diferenciacion sexual.
4.3. ARNi: ARN de interferencia
ii. Principio

El procedimiento se basa en usar el reactivo de TRIzol LS para aislar ARN total de buena
calidad (asi como ADN vy proteinas) de la célula y muestras de tejido humano, animal,
vegetal, de levadura o bacteriano en el menor tiempo posible. TRIzol LS es una solucién
monofasica de fenol, isotiocianato de guanidina y otros componentes patentados que facilitan
el aislamiento de una variedad de especies de ARN de gran o menor tamafio molecular. Asi

mismo este reactivo mantiene la integridad del ARN debido a la inhibicién altamente

efectiva de la actividad de la RNasa.
iii. Documentos asociados

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific. TRIzol LS Reagent: Experimental protocol for RNA

isolation. En: https://assets.thermofisher.com/TFS-

Assets/LSG/manuals/trizol Is reagent.pdf.

iv. Seguridad
7.1 Utilizar siempre guantes, bata y zapatos cerrados.

7.2 Es importante que al momento de realizar este procedimiento no se esté hablando ya

que la inhalacién de los reactivos puede causar irritacion de las fosas nasales.
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8. Equipos materiales y reactivos

8.1. Equipos
8.1.1. Centrifuga en frio
8.1.2. Heat block
8.1.3. Nano-Drop
8.1.4. Camara de electroforesis
8.1.5. Microondas

8.2. Materiales
8.2.1. Micropipetas de 1000 uL, 100/200 uL, 10 uL con sus respectivas puntas.
8.2.2. Beaker con bolsa roja de desechos.
8.2.3. Tubos eppendorf libres de nucleasas/estériles de 1.5mL
8.2.4. Gradilla de tubos falcon y gradilla de tubos eppendorf de 1.5 mL
8.2.5. Beaker de 500 mL
8.2.6. Estufa
8.2.7. Guantes

8.3. Reactivos
8.3.1. SDS 1%
8.3.2. Buffer RNAse A
8.3.3. ARNasa
8.3.4. TRIzol LS
8.3.5. Cloroformo absoluto
8.3.6. IPOEropanol absoluto
8.3.7. Etanol al 75%

8.3.8. Agua libre de RNasas (DEPC)
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8.3.9. Agarosa

8.3.10. Buffer TAE

9. Procedimiento
9.1. Tomar las alicuotas de cultivo inducido e inactivado.

9.2. Agregar 50 uL de buffer lisis (SDS 1%, 25 mM EDTA, 50mM Tris-HCI, 0.4M NaCl,
agua destilada y proteinasa K a 20 mg/mL).

9.3 Incubar a 65°C durante una hora.

Este paso puede cambiarse a una incubacion de 37°C toda la noche (18 horas) si se desea

parar el procedimiento aca.

9.4 Agregar 500 uL de TRIZol LS, homogenizar e incubar 5 minutos.

Esto permite desactivar a la proteinasa K.

9.5. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

9.6. Centrifugar 12,000g 15 minutos a 4°C

9.7. Remover fase superior transparente en angulo de 45° y colocar en nuevo tubo.

9.8. Hacer una dilucion 1:10 de la ARNasa (Stock ARNasa A=20 ug/uL). Afadir 1uL de
RNAse A a los tubos (2ug afiadidos).

Realizar este paso cuando ya se vaya a utilizar para mantener la estabilidad de la ARNasa.
9.9. Incubar a 37°C en heat block por 5 minutos.

9.10. Agregar 500 uL TRIZol LSy pipetear para homogeneizar bien.

9.11. Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

9.12. Agregar 133uL cloroformo y mezclar vigorosamente a mano por 15 segundos.

9.10. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

9.11. Centrifugar 12,000g 15 minutos a 4°C

9.12. Remover fase superior transparente en &ngulo de 45° y colocar en nuevo tubo.
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La fase transparente es la acuosa, que es lo que nos interesa. Es importante que no se

toque la interfase para no contaminar nuestro ARNdh.

9.13. Agregar 333uL isopropanol, mezclar por inversion vigorosamente.
9.14. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

9.15. Centrifugar 12,000g por 10 minutos a 4°C

9.16. Remover sobrenadante

9.17. Agregar 1 mL de ETOH 75% y mezclar.

9.18. Centrifugar a 7,600g por 5 minutos a 4°C y descartar sobrenadante.
9.19. Remover etanol y dejar secar

Se ha dejado secando aproximadamente por 20 minutos, sin embargo este paso puede

variar segun la presencia de restos de etanol.
9.20. Resuspender en 20 uL de H.O libre de RNasas
Para ello se coloca el tubo en 45°C y se deja caer el agua sobre el pellet invisible.
9.21. Incubar a 56°C por 10 minutos.
9.22. Cuantificar en NanoDrop y hacer gel de integridad (1% de agarosa)
9.23. Almacenar a -70°C
10. Célculos
10.1 Determinacion de la concentracion de ARNdh en 200 uL de cultivo

[ARNdh]en 200uL=ARNdhobtenido del Nano-Drop * 20uL de agua libre de
RNasas250ulL alicuota de cultivo inducido*200uL

11. Control de calidad
11.1. Usar guantes en todo momento.

11.2. Tener un area restringida Unicamente para trabajo de ARNdh que contenga todo el

material necesario desinfectado con etanol y RNase away.
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V. Reporte de datos y documentos utilizados

Para presentar los resultados se utilizara un cuadro donde se indique el nombre de la muestra,
fecha de extraccion, nimero de réplicas, valor de concentracion obtenido por el Nano-Drop
(ng/uL), absorbancia a 260/280 y 260/230 y concentracién a dar a las larvas de A. albimanus

en 200 uL de cultivo.
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Anexo 10: Secuencias de las isoformas de dsx utilizadas en este estudio

Isoforma larga:
-Cadigo en VectorBase: AALB003344-WATERHOUSE-00003
-Secuencia genémica:

5’GTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGC
GTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGCCGGG
GGAGGGCAGGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTG
TGGTTGCAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGG
AGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGA
AGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCAGCAGCAGCAGC
GGCAGCAGCAGCCGCGTAATTGCAACTAAATACCGATGAGTTCAAACTAGTGTTTAA
GGCCTCCGCGGTGGAGGAGAAAACGGTGGGCAGATTGTGGGTGTACATTGTAGTAG
AATGTTGTTGCTGCATACGCCCGAAGCAGCGCATCACAGCGGAACGGTGTCAGTAGT
CAATGGAACGGTCAGGAAACGGGACGGAAACAAACACACGCCGCCTCTGTGTGTGT
GTGTGTGTGTGTGTGCGTGTATGTGTGACGCAGGACTCTCGAGGCTCTACCACCCAC
CTGCTATCGATTGACCGGACAGCTTGGCTCCGGGCGCCATTAATTCTCTGAAATACC
AAAATCAGAAAACCAAACCGAAATCATGATGATGATGATGATGATGAAGATGATGA
TGATCACCAACACCCTTGTTCTTTGCTTGCGTTCTTTTCTATGTTTCGATGCGCCGTGG
GAACGGACGGAACCGTATCGCGAACTTTCCGGTGGATGGTCGTATCGGTCGTTCCCG
GTTCCCGGGTTCCCGTGTCCCTTCCCACAACACCCGCTCCCCTGCCATTACAGTGTCA
ATGCTGTTCGACGGCAACGTAGACCTACAGCCATTCTGGGGCTACCGGGTGTAGCTG
TACTTGTGAGATCGGGCCCCGACCGTGTGAATGGGTCCGACGACCCCCGTGCCGTGA
ACCTGGGGCCCCTAGCGAGCTCCGTTTCCTTCTCCGAGGCTCTGGGCCCACGGTTTCT
AGACCCCACAGTAATATTGGTGAGAAAGTGTGTCCGACGTCTTTTGAAAAGTTCTTT
GCCTGGGCTGCTAGTAGTGTACCTAGTTCGCCGGCTCGGTGTGGCGCTGGAAGAAAG
AAAACCAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGG
AAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAA
AAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAA
CTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTT
CGTTAAAGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTG
AATGGGGGGGGGGCCTGGTGAATCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCAT
CGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGT
GTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCA
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AATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAA
GGATGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATAATTCG
AATGCCATAGTTTTCTCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCAAAT
CTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGCT
GTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATTCAAACCCCACTGCGCC
CAGATTAATGCAAAAGATTTCCCGTACTCTTCAATCAATCCAAAAGCGCCAG 3’

-Secuencia codificante:

5 GTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGC
GTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCGGATGA 3’

Isoforma corta:
-Cadigo en VectorBase: AALB003344-WATERHOUSE-00003
-Secuencia:

5’TGTCAATGCTGTTCGACGGCAACGTAGACCTACAGCCATTCTGGGGCTACCGGGTG
TAGCTGTACTTGTGAGATCGGGCCCCGACCGTGTGAATGGGTCCGACGACCCCCGTG
CCGTGAACCTGGGGCCCCTAGCGAGCTCCGTTTCCTTCTCCGAGGCTCTGGGCCCAC
GGTTTCTAGACCCCACAGTAATATTGGTGAGAAAGTGTGTCCGACGTCTTTTGAAAA
GTTCTTTGCCTGGGCTGCTAGTAGTGTACCTAGTTCGCCGGCTCGGTGTGGCGCTGGA
AGAAAGAAAACCAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGA
GAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTG
CTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGT
CAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGC
ATCGCTTCGTTAAAGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGA
ACGGTGAATGGGGGGGGGGCCTGGTGAATCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATT
CGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGT
GGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATC
CGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGACA
AAAAAAAGGATGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGC
ATAATTCGAATGCCATAGTTTTCTCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGG
AAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCG
AAACCGCTGTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATTCAAACCCC
ACTGCGCCCAGATTAATGCAAAAGATTTCCCGTACTCTTCAATCAATCCAAAAGCGC
CAG 3’
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-Secuencia codificante:

5’TGTCAATGCTGTTCGACGGCAACGTAGACCTACAGCCATTCTGGGGCTACCGGGTG
TAG 3’
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Anexo 11: Andlisis de la secuencia de fragmentos de dsx en la region comun de las isoformas
femeninas

Andlisis de clones con fragmentos especificos femeninos de doublesex

Las siguientes secuencias fueron obtenidas amplificando secciones del exén 5 del gen doublesex.

Se emplearon los primers AaDsxIn103F con AaDsxIn105R .
-Secuencia de primers:
AaDsxIn103F: 5’ AAGAGGGAGAGTGCGTGAGA 3°
AaDsxIn105R: 5" ATCAATCAAACCGAAACCGC 3
-Secuencia de dsx exon 5:

GTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCG
TAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGCCGGGG
GAGGGCAGGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGT
GGTTGCAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGA
GTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAA
GAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCAGCAGCAGCAGCG
GCAGCAGCAGCCGCGTAATTGCAACTAAATACCGATGAGTTCAAACTAGTGTTTAAG
GCCTCCGCGGTGGAGGAGAAAACGGTGGGCAGATTGTGGGTGTACATTGTAGTAGA
ATGTTGTTGCTGCATACGCCCGAAGCAGCGCATCACAGCGGAACGGTGTCAGTAGTC
AATGGAACGGTCAGGAAACGGGACGGAAACAAACACACGCCGCCTCTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGCGTGTATGTGTGACGCAGGACTCTCGAGGCTCTACCACCCACCT
GCTATCGATTGACCGGACAGCTTGGCTCCGGGCGCCATTAATTCTCTGAAATACCAA
AATCAGAAAACCAAACCGAAATCATGATGATGATGATGATGATGAAGATGATGATG
ATCACCAACACCCTTGTTCTTTGCTTGCGTTCTTTTCTATGTTTCGATGCGCCGTGGGA
ACGGACGGAACCGTATCGCGAACTTTCCGGTGGATGGTCGTATCGGTCGTTCCCGGT
TCCCGGGTTCCCGTGTCCCTTCCCACAACACCCGCTCCCCTGCCATTACAGTGTCAAT
GCTGTTCGACGGCAACGTAGACCTACAGCCATTCTGGGGCTACCGGGTGTAGCTGTA
CTTGTGAGATCGGGCCCCGACCGTGTGAATGGGTCCGACGACCCCCGTGCCGTGAAC
CTGGGGCCCCTAGCGAGCTCCGTTTCCTTCTCCGAGGCTCTGGGCCCACGGTTTCTAG
ACCCCACAGTAATATTGGTGAGAAAGTGTGTCCGACGTCTTTTGAAAAGTTCTTTGCC
TGGGCTGCTAGTAGTGTACCTAGTTCGCCGGCTCGGTGTGGCGCTGGAAGAAAGAAA
ACCAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGGAAG
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AGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAG
AGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTA
CAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGT
TAAAGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAAT
GGGGGGGGGGCCTGGTGAATCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGT
CAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTG
TACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAAT
TGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAAGGA
TGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAAT
GCCATAGTTTTCTCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTC
CACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGCTGTC
TTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATTCAAACCCCACTGCGCCCAG
ATTAATGCAAAAGATTTCCCGTACTCTTCAATCAATCCAAAAGCGCCAG

-Anélisis de clones:
CLON 1: Adulto macho 1 dia 400pb

> 1F

AAGAGGGAGAGTGCGTGAGATTATACCACACTTATAGTGATTGTGATAAT
TATTGCATATTAGTTTTGTAAGAATTTACTAGAGATACATCGAAATGAAA
CAGCCGTCCGCCGTCGTATGTCGCTACTGTGATGTCACCCTTACAATCCGA
TTTATGTGGTGCCCATGCCTTAACGACACCGACACTCGGTCGTCATATCTT
CAATCGCGATTTCATTACCTTAGACCGCCGTTTCATTGGTCACATTCCAAC
CGATGGTCGTGCAGCTACCTCGCTAATGACGGCAATAATGACCCGCTAGC
TGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTTCATGTTCTTTTTTGTT
TTTATTTGCCATTCTTGTTTTTAAATTCTTTACCAGATGATACTAAATGTTG
TGACGAACAGACGGACAATAAATCAATCAAACCGAAACCGC

> 1R
GCGGTTTCGGTTTGATTGATTTATTGTCCGTCTGTTCGTCACAACATTTAG
TATCATCTGGTAAAGAATTTAAAAACAAGAATGGCAAATAAAAACAAAA
AAGAACATGAACATCGTGTCTAACAGTAATCACTTAGGTGTACAGCTAGC
GGGTCATTATTGCCGTCATTAGCGAGGTAGCTGCACGACCATCGGTTGGA
ATGTGACCAATGAAACGGCGGTCTAAGGTAATGAAATCGCGATTGAAGA
TATGACGACCGAGTGTCGGTGTCGTTAAGGCATGGGCACCACATAAATCG
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GATTGTAAGGGTGACATCACAGTAGCGACATACGACGGCGGACGGCTGT
TTCATTTCGATGTATCTCTAGTAAATTCTTACAAAACTAATATGCAATAAT
TATCACAATCACTATAAGTGTGGTATAATCTCACGCACTCTCCCTCTT

Congruencia de secuencias F y R (ClustalW):

F AAGAGGGAGAGTGCGTGAGATTATACCACACTTATAGTGATTGTGATAATTATTGCATAT 60

R AAGAGGGAGAGTGCGTGAGATTATACCACACTTATAGTGATTGTGATAATTATTGCATAT 60
ok ok kK kK Kk ok ok ok ok k kK Kk ok ok ok k ok ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK kK ok ok ok ok ok k kK K Kk ok ok ok

F TAGTTTTGTAAGAATTTACTAGAGATACATCGAAATGAAACAGCCGTCCGCCGTCGTATG 120

R TAGTTTTGTAAGAATTTACTAGAGATACATCGAAATGAAACAGCCGTCCGCCGTCGTATG 120
ok ok kK kK kK ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok k kK ok ok ok ok k kK ok ok ok ok kK kK ok ok ok ok ok k kK K Kk ok ok ok

F TCGCTACTGTGATGTCACCCTTACAATCCGATTTATGTGGTGCCCATGCCTTAACGACAC 180

R TCGCTACTGTGATGTCACCCTTACAATCCGATTTATGTGGTGCCCATGCCTTAACGACAC 180
ok ok kK kK ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK Kk ok ok ok Kk kK Kk ok ok ok ok

F CGACACTCGGTCGTCATATCTTCAATCGCGATTTCATTACCTTAGACCGCCGTTTCATTG 240

R CGACACTCGGTCGTCATATCTTCAATCGCGATTTCATTACCTTAGACCGCCGTTTCATTG 240
ok ok kK kK Kk ok ok kK k kK Kk ok ok ok ok Kk ko ok ok ok K kK ok ok ok ok kK K kK ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok

F GTCACATTCCAACCGATGGTCGTGCAGCTACCTCGCTAATGACGGCAATAATGACCCGCT 300

R GTCACATTCCAACCGATGGTCGTGCAGCTACCTCGCTAATGACGGCAATAATGACCCGCT 300
ok ok kK K Kk ok ok kK k kK Kk ok ok ok ok ok k ko ok ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK kK ok ok ok ok kR K kK Kk ok ok ok

F AGCTGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTTCATGTTCTTTTTTGTTTTTATT 360

R AGCTGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTTCATGTTCTTTTTTGTTTTTATT 360
ok ok kK kK Kk ok ok ok Kk kK Kk ok ok ok ok Kk ko ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK kK ok ok ok ok kR kK Kk ok ok ok ok

F TGCCATTCTTGTTTTTAAATTCTTTACCAGATGATACTAAATGTTGTGACGAACAGACGG 420

R TGCCATTCTTGTTTTTAAATTCTTTACCAGATGATACTAAATGTTGTGACGAACAGACGG 420
e ok ok kK Kk kK ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok ko ok ok ok Kk ko ok ok ok K Kk ok ko ok ok ok ok kK Kk ko ko

F ACAATAAATCAATCAAACCGAAACCGC 447

R ACAATAAATCAATCAAACCGAAACCGC 447

R R I b e I b I Ib S b b db I Sb S b Sb db I 3 3

Alineamiento con seccion comun de isoformas:

Clonl === =—m—m—mmmm e TGAGATTATACCACACTTATAGTGATTG-~-—-— 43
Dsx5 ATTAATTCTCTGAAATACCAAAATCAGAAAACCAAACCGAAATCATGATGATGATGATGA 720

* % *  kk ok * ok xk * % Kk %

Clonl —=———————- TGATAATTATT-——-——=-—=-~ GCATATTAGTT---TT--GTAAGAATTT 77

Dsx5 TGATGAAGATGATGATGATCACCAACACCCTTGTTCTTTGCTTGCGTTCTTTTCTATGTT 780
*khkxk Kkk kK * * % * % * % * * * %

Clonl ACTAGAGATACATCGAAATGAAACAGCCGTCCGCCG---TCGTATGTCGCTACTGTGATG 134

Dsx5 TCGATGCGCCGTGGGAACGGACGGAACCGTATCGCGAACTTTCCGGTGGATGGTCGTATC 840
*  * * * * * x * kK k% * % * **x x % * * %

Clonl TCACCCTTACAATCCGATTTATGTGGTGCCCAT = ——=——==—==————————— GCCTTA 173

Dsx5 GGTCGTTCCCGGTTCCCGGGTTCCCGTGTCCCTTCCCACAACACCCGCTCCCCTGCCATT 900
* * * *x K * *kk kK K *kk Kk

Clonl AC——=m—mmmmm e GACACCGACACTCGGTCGTCATATCTTCAATC 207

Dsx5 ACAGTGTCAATGCTGTTCGACGGCAACGTAGACCTACAGCCATTCTGGGGCTACCGGGTG 960
* x * ok k Kk kk Kk * * % * *
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Clonl GCGATTTCATTA--———- CCTTAGACCGCCGTTTCATTGGTCACATTCCAACCGATGGTC 261

Dsx5 TAGCTGTACTTGTGAGATCGGGCCCCGACCGTGTGAATGGGTCCGA-CGACCCCCGTGCC 1019
* k% * Kk * * *kkkk*k Kk Kk Kkk*k * * kK k% * K

Clonl GTGCAGCTACCTC--------~- G-—m—————-- CTAATGACGGCAATAATGACCCGCTAG 302

Dsx5 GTGAACCTGGGGCCCCTAGCGAGCTCCGTTTCCTTCTCCGAGGCTCTGGGCCCACGGTTT 1079
*kk Kk k% * * * * kK% * * kkx x

Clonl CTGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTTCATGTTCTTTTTTGTTTTTATTTG 362

Dsx5 CTAGACCCCACAGTAATATTGGTGAGAAAGTGTGTCCGACGTCTTTTGAAAAGTTCTTTG 1139
* * * Kk Kk *k *k Kk ok Kk *k kkk Kk * Kk Kk K * ok Kk kkk *k Kk kK

Clonl CCAT T T T G — = — = — = —— —m —m o o - 371

Dsx5 CCTGGGCTGCTAGTAGTGTACCTAGTTCGCCGGCTCGGTGTGGCGCTGGAAGAAAGAAAA 1199
* * * k

Clonl ————m oo 371

Dsx5 CCAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAA 1259

No hace match con la secuencia de la Isoforma de doublesex por lo que se analizé en VectorBase
y se determind que este fragmento no es parte del gen en cuestién. Los primers no son especificos

para dsx.

CLON 2: Adulto macho 1 dia 400pb

> 2F
AAGAGGGAGAGTGCGTGAGATTGTACCACACTTATAGTGATTGTGATAAT
TATTGCATATTAGTTTTGTAAGAATTTACTAGAGATACATCGAAATGAAA
CAGCCGTCCGCCGTCGTATGTCGCTACTGTGATGTCACCCTTACAATCCGA
TTTATGTGGTGCCCATGCCTTAACGACACCGACACTCGGTCGTCATATCTT
CAATCGCGATTTCATTACCTTAGACCGCCGTTTCATTGGTCACATTCCAAC
CGATGGTCGTGCAGCTACCTCGCTAATGACGGCAATAATGACCCGCTAGC
TGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTTCATGTTCTTTTTTGTT
TTTATTTGCCATTCTTGTTTTTAAATTCTTTACCAGATGATACTAAATGTTG
TGACGAACAGACGGACAATAAATCAATCAAACCGAAACCGC

» 2R
GCGGTTTCGGTTTGATTGATTTATTGTCCGTCTGTTCGTCACAACATTTAG
TATCATCTGGTAAAGAATTTAAAAACAAGAATGGCAAATAAAAACAAAA
AAGAACATGAACATCGTGTCTAACAGTAATCACTTAGGTGTACAGCTAGC
GGGTCATTATTGCCGTCATTAGCGAGGTAGCTGCACGACCATCGGTTGGA
ATGTGACCAATGAAACGGCGGTCTAAGGTAATGAAATCGCGATTGAAGA
TATGACGACCGAGTGTCGGTGTCGTTAAGGCATGGGCACCACATAAATCG
GATTGTAAGGGTGACATCACAGTAGCGACATACGACGGCGGACGGCTGT
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TTCATTTCGATGTATCTCTAGTAAATTCTTACAAAACTAATATGCAATAAT
TATCACAATCACTATAAGTGTGGTACAATCTCACGCACTCTCCCTCTT

Congruencia de secuencias F y R:

R AAGAGGGAGAGTGCGTGAGATTGTACCACACTTATAGTGATTGTGATAATTATTGCATAT 60

F AAGAGGGAGAGTGCGTGAGATTGTACCACACTTATAGTGATTGTGATAATTATTGCATAT 60
ok ok kK K K Kk ok ok ok ok kK K K ko ok ok ok ok kK ok ok ok kK kK o ok ok ok kK Kk ok ok ok ok kK K K K ok kK Kk

R TAGTTTTGTAAGAATTTACTAGAGATACATCGAAATGAAACAGCCGTCCGCCGTCGTATG 120

F TAGTTTTGTAAGAATTTACTAGAGATACATCGAAATGAAACAGCCGTCCGCCGTCGTATG 120
ok ok kK K K K ok ok ok ok ok kK K Kk o ok ok ok ok kK ok ok ok kK kK ok ok ok ok ok K Kk ko ok ok ok kK K Kk ok ok ok

R TCGCTACTGTGATGTCACCCTTACAATCCGATTTATGTGGTGCCCATGCCTTAACGACAC 180

F TCGCTACTGTGATGTCACCCTTACAATCCGATTTATGTGGTGCCCATGCCTTAACGACAC 180
ok ok kK K Kk ok kK kK Kk ko ok ok ok ok ok ko ko ok ok ok ok K ko ok ok ok K Kk ko ok ok ok kK kK ok ok kK

R CGACACTCGGTCGTCATATCTTCAATCGCGATTTCATTACCTTAGACCGCCGTTTCATTG 240

F CGACACTCGGTCGTCATATCTTCAATCGCGATTTCATTACCTTAGACCGCCGTTTCATTG 240
ok ok kK K Kk ko ok ok kK Kk ko ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok K ko ok ok ok K Kk ko kK ok kK kK Kk kK

R GTCACATTCCAACCGATGGTCGTGCAGCTACCTCGCTAATGACGGCAATAATGACCCGCT 300

F GTCACATTCCAACCGATGGTCGTGCAGCTACCTCGCTAATGACGGCAATAATGACCCGCT 300

Ak hkhkhkhkhhkhkk Ak hhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhrhkhkrhkkrhhkrhkkhkkhkdxkxk

R AGCTGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTTCATGTTCTTTTTTGTTTTTATT 360
F AGCTGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTTCATGTTCTTTTTTGTTTTTATT 360

hhkhkhkhkhkhhkhk A hhkhhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhhkrhkkhkhkxkxx

R TGCCATTCTTGTTTTTAAATTCTTTACCAGATGATACTAAATGTTGTGACGAACAGACGG 420
F TGCCATTCTTGTTTTTAAATTCTTTACCAGATGATACTAAATGTTGTGACGAACAGACGG 420

hhkhhkhkhkhhkhkkhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhhkhkdxhkxx

R ACAATAAATCAATCAAACCGAAACCGC 447
F ACAATAAATCAATCAAACCGAAACCGC 447

khkkhkhkhkhk Ak hkkrhkhkhkkhkkrkhkkkhkkhkxkhkkxkxk

Alineamiento con la secuencia de isoformas:

Clon2  —mmmmmmmmmmme ACTAGAG-—-——=————=———————————————————
Dsx5 GCAACTAAATACCGATGAGTTCAAACTAGTGTTTAAGGCCTCCGCGGTGGAGGAGAAAAC

Kk kXK Kk

Clon2  —mmmmmmmmmm——eooo ATACATCGAAAT—————————————————— -
Dsx5 GGTGGGCAGATTGTGGGTGTACATTGTAGTAGAATGTTGTTGCTGCATACGCCCGAAGCA

kK kkkk K* k X

Clon2 S e GAAAC
Dsx5 GCGCATCACAGCGGAACGGTGTCAGTAGTCAATGGAACGGTCAGGARACGGGACGGAAAC

* Kk Kk ok
Clon2 AGCCGTCCGCCGTC—— === == === ———————————m GTATGT--——--————--
Dsx5 ARAACACACGCCGCCTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCGTGTATGTGTGACGCAGGA

* * kA k KKk K * Kk k Kk ok Kk

Clon2 = —mm oo CGCT
Dsx5 CTCTCGAGGCTCTACCACCCACCTGCTATCGATTGACCGGACAGCTTGGCTCCGGGCGCC

* x K

140



Clon2
Dsx5

Clon2
Dsx5

Clon2
Dsx5

Clon2
Dsx5

Clon2
Dsx5

* K

——————————— GTGATG-TCACC-—-—————————-——————-CTTACAATCCGATTTATGT-
TGATGAAGATGATGATGATCACCAACACCCTTGTTCTTTGCTTGCGTTCTTTTCTATGTT

kkKkKhkk KAk Kk*k kKK K * K * KAk Kk kK

TCGATGCGCCGTGGGAACGGACGGAACCGTATCGCGAACTTTCCGGTGGATGGTCGTATC

—————————————————— GGTGCCCATGCC-—---TTAACGACA-CCGACACTCGGTCGTC
GGTCGTTCCCGGTTCCCGGGTTCCCGTGTCCCTTCCCACAACACCCGCTCCCCTGCCATT

*khkx kkk kk K **x  kkk Kk Kk * x Kk K* %

ATATCTTCAAT ~ == — = === == = = = = o o o
ACAGTGTCAATGCTGTTCGACGGCAACGTAGACCTACAGCCATTCTGGGGCTACCGGGTG

*  x * Kk Kk ok

No hizo match con ninguna secuencia del gen dsx. Es la misma secuencia que la vez

anterior, por lo que no pertenece a este gen tampoco.

CLON 3: Adulto hembra 1 dia 200pb

> 3F
TGMGGCGCAGGTGATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGT
CGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATAATCACTAGTGAATT
CGCGGCCGCCTGCAGGTEGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATA
GCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTA

> 3R
ACACCACCLCCIETTTAGGTGAACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGT
TGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTA
TCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTC
GCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCC

Se compusieron las letras desconocidas utilizando las hebras complementarias (se
marcan en verde). Les hebras se recortaron segun los fragmentos en que se

intersecaron. No pegaron los cebadores en las secuencias proveias.

Congruencia de secuencia Fy R

R --—--GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATG 56

F TGMGGCGCAGGTGATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATG 60
* * Kk k KA KR KA KA A KA A A A A AR A AR A A A AR A A A A A A A A AR A A A A A Ak kK k*

R CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCT 116

F CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCT 120

R R S b I b b Sb b b Sb S SE I Sb b S b S b b Sb e I b I Sh b S db b b b 2h S b b Sb b b b S 2b S Sb b b I 2h b S 3
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Clon3
Dsx5

Clon3
Dsx5

Clon3
Dsx5

Clon3
Dsx5

Clon3
Dsx5

Clon3
Dsx5

Clon3
Dsx5

Clon3
Dsx5

Clon3
Dsx5

R
F

GCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATA
GCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATA

kA hkkhkhkhkhhhkhkhhkhhrhhkhhhkrhhkhkhhAhkhhhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkkhkhkkxkkxkx*k

GTTCACCTAAAAGGGGGTGGTGT- 199
GTGTCACCTAAATAGCTIGGCGTA 204

* * K x * * Kk kK Kk

Se usara la secuencia sentido.

Alineamiento con la secuencia de Isoforma

GGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTG

* K’k Kk kK Kk

CGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGC

kK Kk Kk k * x

ACGACTCACTATAGG-——==—————————————————————————— GCGAATTGGGCCCG
GCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCG

kkk Kk Kk KAk Kkk*k kK kkk K * x

GGTGGGCAGATTGTGGGTGTACATTGTAGTAGAATGTTGTTGCTGCATACGCCCGAAGCA

* kkkk Kk KAk k%K

———————— GCCGCC-—=========————————————————— - ATGGCGGCCGCGGG-
AAACACACGCCGCCTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCGTGTATGTGTGACGCAGGA
K’k kkk Kk * k k * kkk k%

CTCTCGAGGCTCTACCACCCACCTGCTATCGATTGACCGGACAGCTTGGCTCCGGGCGCC

El cromatograma tiene muy baja resolucion, por lo que la secuencia obtenida es poco

fiable. Se descarta este clon.
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CLON 13: Adulto hembra 1 dia 400 pb

> 13F
AAGAGGGAGAGTGCGTGAGATTGTACCACACTTATAGTGATTGTGATAAT
TATTGCATATTAGTTTTGTAAGAATTTACTAGAGATACATCGAAATGAAA
CAGCCGTCCGCCGTCGTATGTCGCTACTGTGATGTCATCCTTACAATCCGA
TTTATGTGGTGCCCATGCCTTAACGACACCGACACTCGGTCGTCATATCTT
CAATCGCGATTTCATTACCTTAGACCGCCGTTTCATTGGTCACATTCCAAC
CGATGGTCGTGCAGCTACCTCGCTAATGACGGCAATAATGACCCGCTAGC
TGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTTCATGTTCTTTTTTGTT
TTTATTTGCCATTCTTGTTTTTAAATTCTTTACCAGATGATACTAAATGTTG
TGACGAACAGACGGACAATAAATCAATCAAACCGAAACCGC
» 13R

GCGGTTTCGGTTTGATTGATTTATTGTCCGTCTGTTCGTCACAACATTTAG
TATCATCTGGTAAAGAATTTAAAAACAAGAATGGCAAATAAAAACAAAA
AAGAACATGAACATCGTGTCTAACAGTAATCACTTAGGTGTACAGCTAGC
GGGTCATTATTGCCGTCATTAGCGAGGTAGCTGCACGACCATCGGTTGGA
ATGTGACCAATGAAACGGCGGTCTAAGGTAATGAAATCGCGATTGAAGA
TATGACGACCGAGTGTCGGTGTCGTTAAGGCATGGGCACCACATAAATCG
GATTGTAAGGATGACATCACAGTAGCGACATACGACGGCGGACGGCTGT
TTCATTTCGATGTATCTCTAGTAAATTCTTACGAAACTAATATGCAATAAT
TATCACAATCACTATAAGTGTGGTACAATCTCACGCACTCTCCCTCTT

Congruenciaentre Ry F

R AAGAGGGAGAGTGCGTGAGATTGTACCACACTTATAGTGATTGTGATAATTATTGCATAT 60

F AAGAGGGAGAGTGCGTGAGATTGTACCACACTTATAGTGATTGTGATAATTATTGCATAT 60
ok kK ok kK ok ok ok ok ok ko ok kK ok ok ok ok ok kK ok k ko ok ok ok ok ko ok k ko ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok

R TAGTTTCGTAAGAATTTACTAGAGATACATCGAAATGAAACAGCCGTCCGCCGTCGTATG 120

F TAGTTTTGTAAGAATTTACTAGAGATACATCGAAATGAAACAGCCGTCCGCCGTCGTATG 120
dok ok ok ok ok k ok ok ok ko ok kK ok ok ok ok ok ok ok k ko ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok kK k ok ok ok ok kK k kK ok ok K

R TCGCTACTGTGATGTCATCCTTACAATCCGATTTATGTGGTGCCCATGCCTTAACGACAC 180

F TCGCTACTGTGATGTCATCCTTACAATCCGATTTATGTGGTGCCCATGCCTTAACGACAC 180
ok kK ok k ok ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ko ok k ko ok ok ok ok ok ok k ko ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok

R CGACACTCGGTCGTCATATCTTCAATCGCGATTTCATTACCTTAGACCGCCGTTTCATTG 240

F CGACACTCGGTCGTCATATCTTCAATCGCGATTTCATTACCTTAGACCGCCGTTTCATTG 240
ok kK ok k ok ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok ok ok ok ko ok ko ok ok ok ok ko ok k ko kK ok ok ok ok ok ok kK k ok ok ok ok ok k ok Kk kK

R GTCACATTCCAACCGATGGTCGTGCAGCTACCTCGCTAATGACGGCAATAATGACCCGCT 300

F GTCACATTCCAACCGATGGTCGTGCAGCTACCTCGCTAATGACGGCAATAATGACCCGCT 300

R R 2 b I b b Sb b I S S b b b S SR e S b b Sb e S b I Sh b S db e Sb b b 2h S b b Sb b b b S 2b S Sb d Sb b I Sh b S 3
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R AGCTGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTTCATGTTCTTTTTTGTTTTTATT 360
F AGCTGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTTCATGTTCTTTTTTGTTTTTATT 360

khkhkkhkhkhkhhhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkrhhkhhhkrhkhhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkkxhkkhkrxkhkkxk*k

R TGCCATTCTTGTTTTTAAATTCTTTACCAGATGATACTAAATGTTGTGACGAACAGACGG 420
F TGCCATTCTTGTTTTTAAATTCTTTACCAGATGATACTAAATGTTGTGACGAACAGACGG 420

khkhkkhkhkhkhhhkhkhhkhkhrhkhkhhkhkrhkhkhkhhhkhkrhkhhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkkxkkhkrkhkkxk*k

R ACAATAAATCAATCAAACCGAAACCGC 447
F ACAATAAATCAATCAAACCGAAACCGC 447

khkkhkhkkhkhkhkkhhkhkhkrkhkhkhkkhhkdhhkrkhkrkkhxkx

Alineamiento con la secuencia de isoforma

Clonl3 e AA---————————- GAGGGAGAG--
Dsx5 AGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGCCGGGGGAGGGCA
* x *x kKkkKkk Kk

Clonl3 ———mmmmmmmmmmme TGCGTGAGAT---———=———==———==—— TG
Dsx5 GGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTG
kkkKkk Kk Kk K * x

Clonl3 TACCACACTTATA-—---—- GTGATTGTG----——=--————————-- ATAATTATT----
Dsx5 CGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGC

* K *x kK% *kk Kk Kkk*k * kK * Kk Kk

Clonl3 e GCATATTAGTTTTG
Dsx5 GCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCG
* Kk Kk kK * Kk Kk K

Clonl3 TAAGAAT T T —— ==~ === =~ = —— = m o
Dsx5 GCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCAGCAGCAGCAGCGGCAGCAGCAGCCGCGTAATT

* * Kk Kk Kk

Clonl3 = == ACTAGAG———— = — e
Dsx5 GCAACTAAATACCGATGAGTTCAAACTAGTGTTTAAGGCCTCCGCGGTGGAGGAGAAAAC

Kk kXK Kk

Clonl3 ———mmmmmmmmme o ATACATCGAAAT ———— === === === === ———————— o
Dsx5 GGTGGGCAGATTGTGGGTGTACATTGTAGTAGAATGTTGTTGCTGCATACGCCCGAAGCA

*kkkkk Kk Kk 0k

Ninguno hace match con la secuencia de dsx. Es otro gen, al igual que las anteriores de
400pb.

CLON 15: Adulto hembra 1 dia 400 pb

» 15F
AAGAGGGAGAGTGCGTGAGATTGTACCACACTTATAGTGATTGTGATAAT
TATTGCATGTTAGTCTTGTAAGAATTTACTAGAGATACATCGAGATGAAA
CAGCCGTCCGCCGTCGTATGTCGCTACTGTGATGTCACCCTTACAATCCGA
TTTATGTGGTGCCCATGCCTTAACGACACCGACACTCGGTCGTCACATCTT
CAATCGCGATTTCATTACCTTAGACCGCCGTTTCATTGGTCACATTCCAAC
CGATGGTCGTGCAGCTACCTCGCTAATGACGGCAATAATGACCCGCTAGC
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TGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTCCATGTTCTTTTTTGTT
TTTATTTGCCATTCTTGTTTTTAAATTCTTTACCAGATGATACTAAATGTTG
TGACGAACAGACGGACAATAAATCAATCAAACCGAAACCGC

15R
GCGGTTTCGGTTTGATTGATTTATTGTCCGTCTGTTCGTCACAACATTTAG
TATCATCTGGTAAAGAATTTAAAAACAAGAATGGCAAATAAAAACAAAA
AAGAACATGGACATCGTGTCTAACAGTAATCACTTAGGTGTACAGCTAGC
GGGTCATTATTGCCGTCATTAGCGAGGTAGCTGCACGACCATCGGTTGGA
ATGTGACCAATGAAACGGCGGTCTAAGGTAATGAAATCGCGATTGAAGA
TGTGACGACCGAGTGTCGGTGTCGTTAAGGCATGGGCACCACATAAATCG
GATTGTAAGGGTGACATCACAGTAGCGACATACGACGGCGGACGGCTGT
TTCATCTCGATGTATCTCTAGTAAATTCTTACAAGACTAACATGCAATAAT
TATCACAATCACTATAAGTGTGGTACAATCTCACGCACTCTCCCTCTT

Congruenciaentre Ry F

R AAGAGGGAGAGTGCGTGAGATTGTACCACACTTATAGTGATTGTGATAATTATTGCATGT 60

F

AAGAGGGAGAGTGCGTGAGATTGTACCACACTTATAGTGATTGTGATAATTATTGCATGT 60

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR AR A I A A AR AR A A A A A A AR A A AR A A AR A AR AR A XKk

TAGTCTTGTAAGAATTTACTAGAGATACATCGAGATGAAACAGCCGTCCGCCGTCGTATG 120
TAGTCTTGTAAGAATTTACTAGAGATACATCGAGATGAAACAGCCGTCCGCCGTCGTATG 120

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR A AR kA kX kK

TCGCTACTGTGATGTCACCCTTACAATCCGATTTATGTGGTGCCCATGCCTTAACGACAC 180
TCGCTACTGTGATGTCACCCTTACAATCCGATTTATGTGGTGCCCATGCCTTAACGACAC 180

kA hkhkhkhkkhkrhhkhkhhkhhkhAhhkrhhkrhkhkhhhkhhkrhkhkrhhkrkhkhkhhhkhkhkrhkkhkrkhhkrkhxhkhkxkhkxk*k

CGACACTCGGTCGTCACATCTTCAATCGCGATTTCATTACCTTAGACCGCCGTTTCATTG 240
CGACACTCGGTCGTCACATCTTCAATCGCGATTTCATTACCTTAGACCGCCGTTTCATTG 240

kA hkkhkhkhkrhkhkhhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkhhkhkrhkhkrkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrhhkrkxhkhkkxhkxk*k

GTCACATTCCAACCGATGGTCGTGCAGCTACCTCGCTAATGACGGCAATAATGACCCGCT 300
GTCACATTCCAACCGATGGTCGTGCAGCTACCTCGCTAATGACGGCAATAATGACCCGCT 300

kA hkkrkhkhkrhhkhkhkhhkhkkhkrhhkrhhkrhkhkhhkhhhkrhhkrhhkrhkrkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

AGCTGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTCCATGTTCTTTTTTGTTTTTATT 360
AGCTGTACACCTAAGTGATTACTGTTAGACACGATGTCCATGTTCTTTTTTGTTTTTATT 360

khkhkkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhhkhhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkrhhkrhkhhkhkkxkkxk*k

TGCCATTCTTGTTTTTAAATTCTTTACCAGATGATACTAAATGTTGTGACGAACAGACGG 420
TGCCATTCTTGTTTTTAAATTCTTTACCAGATGATACTAAATGTTGTGACGAACAGACGG 420

KA A A KA A AR A I AA A A AN A IR AR A A I A AR AR A A I A AN A A A A A I A A AR A A A Ak A Ak Kk kK

ACAATAAATCAATCAAACCGAAACCGC 447
ACAATAAATCAATCAAACCGAAACCGC 447

KAk Ak A hhkkhkhkAhkhA Ak hk A hkhk Ak Ak hhkkxhkk
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Alineamiento con la secuencia de Isoforma

Clonl5 = —mmmmmm oo AA-———————————— GAGGGAGA---
Dsx5 AGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGCCGGGGGAGGGCA
* % * kkkk*k
Clonlb s
Dsx5 GGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTG
Clonld  —mmmmmmm————— GTGCGTGAGATTGTAC-CACACTTATAGTGATTGTGATAATT----
Dsx5 CGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGC
*AkKk kkk ok Akkk K * Kk * Kk Kk K * Kk K * k k
Clonlb ———— AT TGCA—————————mm
Dsx5 GCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCG
* Kk kK
Clonl5 ——mmmmmmmmmm—— o TGTTAGT——————————————————————————— CTTGTAA--
Dsx5 GCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCAGCAGCAGCAGCGGCAGCAGCAGCCGCGTAATT
* ok k Kk ok kK * * Kk ok Kk
Clonl5 ——mmmmmmmmmm o GAATTT--ACTAGAG-————————————————————————————
Dsx5 GCAACTAAATACCGATGAGTTCAAACTAGTGTTTAAGGCCTCCGCGGTGGAGGAGAAAAC
* Kk kK * kKA KKk Kk
Clonl5 ——-mmmmmmmmmmom— ATACATCGAGAT-—————————————————————————————
Dsx5 GGTGGGCAGATTGTGGGTGTACATTGTAGTAGAATGTTGTTGCTGCATACGCCCGAAGCA
*kkkk K *

Clonlb = mm oo GAAAC
Dsx5 GCGCATCACAGCGGAACGGTGTCAGTAGTCAATGGAACGGTCAGGAAACGGGACGGAAAC

* Kk Kk Kk Kk
Clonlb AGCCGTCCGCCGTC————————————————————————————— GTATGT--—-————————
Dsx5 AAACACACGCCGCCTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCGTGTATGTGTGACGCAGGA

* * *kkkk K * Kk k ok kk

No hizo match con ninguna parte del gen dsx por lo que, al igual que los otros fragmentos
de 400pb pertenecen a otro gen.

CLON 36: Adulto hembra 1 dia 200 pb / 656 pb

» 36F
AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCAT
AAGTTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGG
AGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAA
CTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGC
ATCGCCTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCA
GTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACC
ATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCC
TGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTG
TTATCGGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAG
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CGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAGGATGTAG
AAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGA
ATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGACCCAGAAGGTGAAAATTAGGGA
AGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATC
AAACCGAAACCGC
> 36R

GCGGTTTCGGTTTGATTGATGCGTTTTTGTCGTTGTTGTTGTTTTGGGGGT
GGAGATTTGCTTCCCTAATTTTCACCTTCTGGGTCGCCCCAGGGGGGAAA
AACTATGGCATTCGAATTATGCTAGCGATTGAACTGAACCAACGTGATAA
CAACTATATCTTCTACATCCTTTTTTTGTCACCTACTTTCTCTCTATCTCTC
TTCGCTCGCTCTTTCTGCAATTTGGAACGGATTCACACGCACGGATTCACA
CCGATAACACACTCACGCACCGGGTACACACATCCACACAGACCGTGGA
GTGCACCAGGGGAATCGGTTGGTTGATAGAAGCTGACGATGACGAATGG
CCCGGGGGATGGTGGTTGGGTGGATCCACCAGCCGCACCCCCCACTCACC
GTTCCCCACTGAGTGCGGGGCCCGCTTTTAATTTCTGTGGCACACGTTAAC
GAGGCGATGCTGACTCAGTATTCGGGGTATTACGGGGTTTTGGGCGTTGC
GTTGTAGTTGCTGACCGATCGGTCGGACARTTGTGGTTTGTTGATCGAWG
AAAGAMTCCCTCTTTTGAAGCACTTCTTGGGTTTGCCTTCTAGTGGAACA
CAACTTATGATTTTGCTCTTCCTCTCTCTCTCTCTCTCACGCACTCTCCCTC
TT

Congruenciaentre Ry F

R AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGTGTTCC 60

F AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGTGTTCC 60
KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR A A A AR A AR A AR AR A XKk

R ACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGATCTTTCTCGA---TCAACAAAC 117

F ACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACC 120

KA hk A KA AR A KA A A A A AR AR A A A AR A AR A AR ARk kK * K * * Kk Kk

Corrimiento de bases en esta parte.

R CACAATGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCC 177

F ACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCC 180
K AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A A A A A A AR A A A A A A Ak hA Ak kA kA hk Ak kA rhx k%

R CGAA-TACTGAGTCAGCATCGCCTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCC 236

F CGAATACCTGAGTCAGCATCGCCTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCC 240

* Kk Kk Kk R R I b b b I SR S b S 2 I 2b e S b b Sb b b 2E b S b b Sb b E I Sh b S Sb b b b b Sb  Sh Sb S b I 2 4

Delecidédn de una C

R GCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCC 296
F GCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCC 300
Kook ok ok kR kK Kk kK ok ok ok kK K ko ok ok ok ok K ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok kK Kk ok ok ok K K Kk ok kK
R CCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCAC 356
F CCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCAC 360

KA KA A KA A AR AR A A A A A A AR AR A A I A AR AR A A I A AN A A A A A A A AR A A A A kA Ak ko kK
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R GGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTG 416

F GGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTG 420
Kok ok ok kK K Kk ko ok kK K K ko ok ok ok ok kK K ko ok ok ok K kK ok ok ok K K K ko kK ok K K K Kk kK

R TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGAC 476

F TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGAC 480
Kok ok ok kK K K K ok ok kK K K ko ok ok ok kK K ko ok ok ok ok K Kk ok ok kK K Kk ko ok kK K Kk ok kK

R AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATA 536

F AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATA 540
Kok ok ok kK K K K ko ok kK K K ko ok ok ok ok kK K ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok K K K ko ok kK K K Kk kK

R ATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGACCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCA 596

F ATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGACCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCA 600

khkhkkhkhkhkhhhkhkhhkhkkhkrhkhkhhhkrhhhkhkhhAhkhkrhkhhhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkkxkkhkrxkhkkxk*k

R AATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGC 654
F AATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGC 658

khkhkkhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhhhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkkhkrhhkrhkhkhkhhkhkrkhkhkxkhkkxk%k

Faltan algunas bases repetidas en varias partes de la secuencia. Estas se marcan en celeste.
Usualmente son bases repetidas las que faltan. Del analisis con la secuencia de Isoforma

puede concluirse que la hebra sentido es mas confiable porque comete menos mismatches.

Alineamiento con la secuencia de Isoforma

Clon36 = —mmmmmmm—m———————— AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA

Dsx5 CAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGT--GAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA
hokkok ok ok kokkkokkkkokk ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK k kK ok ok ok Kk

Clon36 AATCATAAGTTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT
Dsx5 AATCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT
hhkhhkhkhkkhhkhk dhkhhkkhhhkhrkhkhhhkhhhrkhhhkhkhrdh bk ok hkhkkhhkhkhkrkhkhkhhhkhhrkhkhkkhxkk

Este error estéd en ambas hebras
Clon36 TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC

Dsx5 TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC
ok K ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ko ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok k kK ok ok ok k kK k kK ok ok ok k kK

Clon36 CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCCTCGTTAACGTGTGCCACAG
Dsx5 CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAAAGTGTGCCACAG
KKK KA KA KA KA AKRAKRAKRAKAAKRAKRAKRAKRAKAA KR AR AN A KN A RN AKX KAk AhAkA*x *AAkAkrAkAkrAhkkxkxk

Mismatches reportado en 2 hebras
Clon36 AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGA
Dsx5 AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAATGGGGGGGEGEGLCCTGGTGAA

hhkrxhkkhkhkhhkhkhhhhhkhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhkhkrkhkx *hkhkhkrkhk * *x *kxkkk*x* *

Mismatches en ambas hebras

Clon36 TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT
Dsx5 TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT

Kok ok kK K K Kk kK ok ok kK K Kk ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok K K Kk ko ok ok ok ok kK Kk ok ko
Clon36 TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC
Dsx5 TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC

Kok kK K K Kk kK Kk ok kK K Kk ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok K Kk K kR ok ok kK Kk ko Kk
Clon36 GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT
Dsx5 GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT

KA A KA AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A A A AR A A A A AR AR A AR A A A Ak A Ak kA A Ak h k)%
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Clon36
Dsx5

Clon36
Dsx5

Clon36
Dsx5

Clon36
Dsx5

Clon36
Dsx5

Clon36
Dsx5

AGAGAGAAAGTAGGTGAC-AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTT
AGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAAGGATGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTT
Nhkkhhhkhkkhhhhkkhhhhkkhhhk *hkkhkhhkhkhkkhhkrhkhhhrkkhkx*kx%k *hkkhhkhkkhkkhkhkhrkkhkhkhhxkkhhkxkk*
Mismatches en ambas hebras
CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGACCCAGAA
CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAG-TTTTCTCCCCTGGGGCGGCCCAGAA

KKAKXKAKNAKAKAAKNAAAAXAKAAKNAXAAA KN A AKX ANARA A Kkhhkk *AhkkhhkkdhAkhAkhkhk K,k *kkk*h%k

GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC
GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC

KK AR KR AR A AR AR A AR A A A AR A A A A AR AR A KR A A A A AR AR A IR AR A AN A A A A A A A AR AR Ak

AATCAAACCGAAACCGC —= === == === = o o o o
AATCAAACCGAAACCGCTGTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATT

*kAhkhkkkhkhkkhkhkkkkkkkkhk*k

AGCGCCAG

En total, hay 14 diferencias en pares de bases respecto a la original.

CLON 37: Adulto hembra 5 dias 656 pb

» 37F

AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCAT
AAGTTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGG
AGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAA
CTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGC
ATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCA
GTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACC
ATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCC
TGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTG
TTATCGGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAG
CGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAGGATGTAG
AAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGA
ATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAA
GCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCA
AACCGAAACCGC

37R
GCGGTTTCGGTTTGATTGATGCGTTTTTGTCGTTGTTGTTGTTTTGGGGGT
GGAGATTTGCTTCCCTAATTTTCACCTTCTGGCCGCCCCAGGGGGGAAAA
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ACTATGGCATTCGAATTATGCTAGCGATTGAACTGAACCAACGTGATAAC
AACTATATCTTCTACATCCTTTTTTTGTCACCTACTTTCTCTCTATCTCTCTT
CGCTCGCTCTTTCTGCAATTTGGAACGGATTCACACGCACGGATTCACAC
CGATAACACACTCACGCACCGGGTACACACATCCACACAGACCGTGGAG
TGCACCAGGGGAATCGGTTGGTTGATAGAAGCTGACGATGACGAATGGC
CCGGGGGATGGTGGTTGGGTGGATCCACCAGCCGCACCCCCCACTCACCG
TTCCCCACTGAGTGCGGGGCCCGCTTTTAATTTCTGTGGCACACGTTAACG
AAGCGATGCTGACTCAGGTATTCGGGGTATTACGGGGTTTTGGGCGTTGC
GTTGTAGTTGCTGACCGATCGGTCGGACAGTTGTGGTTTGTTGATCGATG
AAAGACTCCCTCTTTTGAAGCACTTCTTGGGTTTGCCTTCTAGTGGAACAC
AACTTATGATTTTGCTCTTCCTCTCTCTCTCTCTCTCACGCACTCTCCCTCT
T

Congruenciaentre Ry F

R AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGTGTTCC 60

F AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGTGTTCC 60
KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR AR A I A A AR AR A A A A A A AR A A AR A A AR A AR AR A XKk

R ACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACC 120

F ACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACC 120
AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR AR A AR A A A AR A AR AR AR A X kK

R ACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCC 180

F ACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCC 180
Kokokkkkkkkkkhhkhkhkkkkkkkkhkhkk kA Kk kkhkhhkk kA Kk kkokkkkk k& Kk kkkkkx* &k k*

R CGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCC 240
F CGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCC 240
Kokokkkkkkkkkhhkhkhkkkkkkkkhkhkk kA Kk kkkhhkk kA Kk kkokkkkk k& Kk kkkkkxx &k k*

R GCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCC 300
F GCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCC 300
Kokokkkkkkkkkhhkhkhkkkkkkkkhkhk kA XKk kkhkhkhkk kA Kk kkokkhkkk k& Kk kkkkkxx &K k*

R CCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCAC 360
F CCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCAC 360
Kokokkkkkkkkkhhkhkhkk kK kkkkhkhk kA Xk kkkhkhkhkk kA Kk kkokkkkk k& Kk kkkkkxx &K k*

R GGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTG 420
F GGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTG 420
KA A A KA A AR A I AA A A AN A IR AR A A I A AR AR A A I A AN A A A A A I A A AR A A A Ak A Ak Kk kK
R TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGAC 480
F TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGAC 480
KA A A KA A AR AR A A A A AN A R AR A A I A AR AR A A I A AN A A A A A A AR AR A A ARk A Ak ko kK
R AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATA 540
F AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATA 540

KA KA A A A AR AR A A A A AR A IR AR A A I A AR AR A A I A AN A I A A A A A AR AR A A A Ak A Ak ko kK
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Clon37
Dsx5

Clon37
Dsx5

Clon37
Dsx5

Clon37
Dsx5

Clon37
Dsx5

Clon37
Dsx5

Clon37
Dsx5

Clon37
Dsx5

Clon37
Dsx5

Clon37
Dsx5

Clon37
Dsx5

Clon37
Dsx5

R ATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCAA

F ATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCAA
KA A A A AR AR A A A A A A AR A AR A A A A KA AR A I A A AR AR A A A A A A A A AR AR A A A A AR AR A Kk K

R ATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGC

F ATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGC

KA A A A AR AR A AR A AR A KNI A A A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A AN A A AR A A A A A Ak kK

Alineamiento con la secuencia de Isoforma

—————————————————— AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA
CAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGT--GAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA

K*k Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK kA rhkkhkhkhkhkhk Ak hkkkxhkkrkhkkkkhkxkx*

AATCATAAGTTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT
AATCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT

hhkAhkhkhkhhkh Khkhhkhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhkxkxx

TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC
TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC

kA hkhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhhkrhkkhkhkxkxx

CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAG
CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAAAGTGTGCCACAG

kA hkkhkhhkhhk A hhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhkhkhhkrhhkrhkhkrhkhkhhhkhkkhkhhkhkx *rxkhkhkkhkrxkxx

AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGIEGCGGCTGGTGGA
AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAATGGGGGGEGEGLCTGGTGAA

kA hkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhhkhkhhkrhkkhkrhkhkrkhkkx *hkhkhkrkhk * *x *kkkx* *

TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT
TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT

Ak Ak khkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrkkhkhkxkxx

TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC
TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC

KA AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR R KKK

GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT
GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT

KA AR A AR A AR AR A AR A AR A AR AR A KR A A A A A A AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR A AR ARk kK

AGAGAGAAAGTAGGTGAC-AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTT
AGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAAGGATGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTT

KAKXKKAKRAXANKAAKAKAAKRAAAK, AAKAARAIAKAAXAAAAA AKX XA, A hAhAkhhkAh kA hk A Ak hkhk k%

CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGITTTTCCCCCCTGGGGCGG=CCAGAA
CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAG=TTTTCTCCCCTGGGGCGGCCCAGAA

KAKRKA AN A AKAAAA AR A A KA A AR AKA AR A A A XA A A, KX hAhkkhkkhk *hkkhkhAkkhkhkkhhkhkh*x *kxk*kx*x%

GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC
GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC

KA KR KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A A A A A AR A AR AR A AR A AR AR A Ak A A A Ak A Ak hk k%

AATCAAACCGAAACCGC === === === === == mm oo
AATCAAACCGAAACCGCTGTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATT

KAk kAhkhk Ak Ak Ak kK kh k%K

Total: 12 mismatches.
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CLON 36: Adulto hembra 5 dias 200 pb

> 46F
AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTG
TGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTT
CATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAAC
GCAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAA
ACCGC

» 46R
GCGGTTTCGGTTTGATTGATGCGTTTTTGTCGTTGTTGTTGTTTTGGGCGTT
GCGTTGTAGTTGCTGACCGATCGGTCGGACAGTTGTGGTTTGTTGATCGAT
GAAAGACTCCCTCTTTTGAAGCACTCCTTGGGTTTGCCTTCTAGTGGAACA
CAGCTTATGATTTTGCTCTTCCTCTCTCTCTCACGCACTCTCCCTCTT

Congruenciaentre Ry F

R AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGA 60
F AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGA 60

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR AR A I A A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR AR A Xk K

R AGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACT 120
F AGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACT 120

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A AR AR A XKk

R GTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAAAC 180
F GTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAAAC 180

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR A AR AR A XKk

R GCATCAATCAAACCGAAACCGC 202
F GCATCAATCAAACCGAAACCGC 202

kxkhkkrhkkhkrhkhkhkhkhkhkxkhkkxkkx

Hacen match perfecto.

Alineamiento con la secuencia de Isoforma

Clon200pb ~ ——— - - oo oo
Isoformalarga GTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAG
IsoformaCorta = ——————————————— -

Clon200pb @ mmmm e e e
Isoformalarga AGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGCCGGGGGAGGGCA
IsoformaCorta = @ ————————— -

Clon200pb == m oo oo
Isoformalarga GGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTG
IsoformaCorta = ——-————— - -
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Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

ACAGTGTCAATGCTGTTCGACGGCAACGTAGACCTACAGCCATTCTGGGGCTACCGGGTG
—----TGTCAATGCTGTTCGACGGCAACGTAGACCTACAGCCATTCTGGGGCTACCGGGTG
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Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

TAGCTGTACTTGTGAGATCGGGCCCCGACCGTGTGAATGGGTCCGACGACCCCCGTGCCG
TAGCTGTACTTGTGAGATCGGGCCCCGACCGTGTGAATGGGTCCGACGACCCCCGTGCCG

TGAACCTGGGGCCCCTAGCGAGCTCCGTTTCCTTCTCCGAGGCTCTGGGCCCACGGTTTC
TGAACCTGGGGCCCCTAGCGAGCTCCGTTTCCTTCTCCGAGGCTCTGGGCCCACGGTTTC

TAGACCCCACAGTAATATTGGTGAGAAAGTGTGTCCGACGTCTTTTGAAAAGTTCTTTGC
TAGACCCCACAGTAATATTGGTGAGAAAGTGTGTCCGACGTCTTTTGAAAAGTTCTTTGC

CTGGGCTGCTAGTAGTGTACCTAGTTCGCCGGCTCGGTGTGGCGCTGGAAGAAAGAAAAC
CTGGGCTGCTAGTAGTGTACCTAGTTCGCCGGCTCGGTGTGGCGCTGGAAGAAAGAAAAC

—————————————————— AAGAGGGAGAGTGCGT----GAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAA
CAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAA

CAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAA
Kok kK ok kK ok ok ok Kk kK ok ok ok kK k kK ok kK ok ok Kk k kK ok kK ok ok

TCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTT
TCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTT
TCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTT

KA KK AAKAAKRKA AR AAKAAKRA AR A AR AR AR AIAAA KA A, A A AR A AR A A A A A AR A A AR A A X kK

CATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACG————
CATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCA

CATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCA
ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok k ok ok ok ok ok k ko ok k ko ok ok ok ok k ok k ko ok ok k kK ok ok ok ok ok ok Kk kK ok ok

AAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAAAGTGTGCCACAGAA
AAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAAAGTGTGCCACAGAA

ATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAATGGGGGGGGGGCCTGGTGAATC
ATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAATGGGGGGGGGGCCTGGTGAATC

CACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTC
CACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTC

CCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGG
CCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGG

TGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAG
TGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAG
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Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

Clon200pb
Isoformalarga
IsoformaCorta

AGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAAGGATGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTTCA
AGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAAGGATGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTTCA

GTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTCTCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGT
GTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTCTCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGT

—————————————————————————— CCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAAT
GAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAAT
GAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAAT

khkhkhkkhkhkhkhhkd kA khrkkhkhhrkkhhkhhkrkhkhkhhkhkkhhkhxkhxkx*k

CAAACCGAAACCGC == === === = = = = = oo
CAAACCGAAACCGCTGTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATTCAA
CAAACCGAAACCGCTGTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATTCAA

KAk AkAkhk kA kK kXK kK

ACCCCACTGCGCCCAGATTAATGCAAAAGATTTCCCGTACTCTTCAATCAATCCAAAAGC
ACCCCACTGCGCCCAGATTAATGCAAAAGATTTCCCGTACTCTTCAATCAATCCAAAAGC

Mismatches: 1 corrimiento en el cebador y 1 mismatch adicional. P

CLON 59: Adulto hembra 5 dias 656 pb

» 59F

AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCAT
AAGTTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGG
AGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAA
CTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGC
ATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCA
GTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACC
ATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCC
TGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTG
TTATCGGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAG
CGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAGGATGTAG
AAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGA
ATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGA
AGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATC
AAACCGAAACCGC
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» 59R
GCGGTTTCGGTTTGATTGATGCGTTTTTGTCGTTGTTGTTGTTTTGGGGGT
GGAGATTTGCTTCCCTAATTTTCACCTTCTGGGCCGCCCCAGGGGGGAAA
AACTATGGCATTCGAATTATGCTAGCGATTGAACTGAACCAACGTGATAA
CAACTATATCTTCTACATCCTTTTTTTGTCACCTACTTTCTCTCTATCTCTC
TTCGCTCGCTCTTTCTGCAATTTGGAACGGATTCACACGCACGGATTCACA
CCGATAACACACTCACGCACCGGGTACACACATCCACACAGACCGTGGA
GTGCACCAGGGGAATCGGTTGGTTGATAGAAGCTGACGATGACGAATGG
CCCGGGGGATGGTGGTTGGGTGGATCCACCAGCCGCACCCCCCACTCACC
GTTCCCCACTGAGTGCGGGGCCCGCTTTTAATTTCTGTGGCACACGTTAAC
GAAGCGATGCTGACTCAGGTATTCGGGGTATTACGGGGTTTTGGGCGTTG
CGTTGTAGTTGCTGACCGATCGGTCGGACAGTTGTGGTTTGTTGATCGATG
AAAGACTCCCTCTTTTGAAGCACTTCTTGGGTTTGCCTTCTAGTGGAACAC
AACTTATGATTTTGCTCTTCCTCTCTCTCTCTCTCTCACGCACTCTCCCTCT
T

Congruenciaentre Ry F

R AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGTGTTCC 60

F AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGTGTTCC 60
Kok ok ok ok kK K Kk ko ok ok kK ko ok ok ok ok Kk ok ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok kK ko ok kK K K ok kK

R ACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACC 120

F ACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACC 120
Kok ok ok ok K K kK ko ok ok ok kK K K ko ok ok ok ok kK kK ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK K K ok ok

R ACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCC 180

F ACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCC 180
Kok ok ok kK kK ok ko ok ok ok kK K K ko ok ok ok ok k kK Kk ok ok ok ok ok kK ko ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK K K ok ok

R CGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCC 240

F CGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCC 240
Kok ok ok ok K K Kk ko ok ok ok kK Kk ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok K kK ko ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK K K ok ok

R GCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCC 300

F GCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCC 300
Kok ok ok ok K kK Kk ok ok ok ok kK % Kk ok ok ok ok k kK Kk ok ok ok ok ok kK ko ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK K K Kk ko

R CCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCAC 360

F CCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCAC 360
Kok ok ok kK K Kk ok ok ok ok ok K K K ok ok ok ok kK K ko ok ok ok K K ko ok ok ok K kK ok ok ok ok ok K K K Kk ok K

R GGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTG 420

F GGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTG 420
Kok ok ok kK K K Kk ok ok ok ok kK K K ko ok ok ok K kK K Kk ok ok ok ok K kK ok ok ok K K K ko ok ok ok K K K K ok ok

R TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGAC 480

F TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGAC 480

khkkhkkhkhkhkhkhhkhhkkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhkhhhhkhxk
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Clon59
Dsx5

Clon59
Dsx5

Clon59
Dsx5

Clon59
Dsx5

Clonb59
Dsx5

Clonb59
Dsx5

Clonb59
Dsx5

Clonb59
Dsx5

Clonb59
Dsx5

Clonb59
Dsx5

Clonb59
Dsx5

Clon59
Dsx5

R
F

Hacen match perfecto. Se puede deducir que la R que no se veia en una de las hebras,

AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATA
AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATA

khkhkkhkhkhkhhhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkrhhkhhhkrhkhhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkkxhkkhkrxkhkkxk*k

ATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCA
ATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGARGGTGAAAATTAGGGAAGCA

khkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhhkhkrhkhkrhhkrkhkhhkh *hkrhkkhkhkhkhkrkrxkkhkrkhkkxk*k

AATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGC
AATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGC

khkhkkhk Ak hkhkrhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkrhhhhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkkhxkhkkhkrxkhkkxk%k

corresponde a una A.

Alineamiento con la secuencia de Isoforma

—————————————————— AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA
CAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGT==GAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA

R IR R I b S b I 2b b S b 4 KAk KAXAKAKNA AKX XAKA AN A AKX AKXk K

AATCATAAGITGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT
AATCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT

KAKAKXKAKNEAKR A A KA AR A AR AR A A AR A AR AR A AR A A A AR AR AR A AR A AR A AR A A A AR A AR Rk K

TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC
TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC

KK A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR A A AR kK

CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAG
CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAAAGTGTGCCACAG

KK AR KR AR KA A KR AR KA AR A AR AKRKAAKRA AR AR A AR A AR AR AR AR A AR A A X Ak Ak h Ak Kk k%

AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGIEGCGGCTGGTGGA
AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAATGGGGGGEGEGLCTGGTGAA

hhkrhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkrhhkrkhkkx *hkhkhkrkhk * *x *kkkx* *

TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT
TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT

kA hkhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhkhkrkkhkhkxkxx

TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC
TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC

kA hhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhhkrkkhkhkrxkxx

GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT
GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT

kA hkhkhkhhkhhkhkh kb hhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhhkrkkhkhkxkxx

AGAGAGAAAGTAGGTGAC-AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTT
AGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAAGGATGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTT

hhkrxhkhkhkhhkhkhkhkhkhhkhkhkrkh *hkhkrkhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrkhkx hhkhkhrhkhkrhkhkrkhkhhhrkxx

CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGITTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAA
CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAG-TTTTCITCCCCTGGGGCGGCCCAGAA

AKAKAKRAKRAKRAKRAKRAKRAKRAKRAKRA R A R AR AR A A A AdAk *AhAhhkhk *ArAxhkrAhkrhkrhkrhkrhkrkxkxk

GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC
GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC

KA AR KA AR A AR AR A AR A A A A AR AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR AR A kA A Ak A Ak Ak Ak Ak h k)%

AATCAAACCGAAACCGC === === === === == mm oo
AATCAAACCGAAACCGCTGTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATT
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kAhkhkkkhk kA hkk kA khkhkk Kk k%K

Mismatches: 13. Se presentan los mismos gue en las secuencias anteriores.

CLON 71: Adulto hembra 5 dias 656 pb

Clon71
Dsx5

Clon71
Dsx5

Clon71
Dsx5

» T1F

AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCAT
AAGTTGTATTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGG
AGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAA
CTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGC
ATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCA
GTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACC
ATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCC
TGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTG
TTATCGGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAG
CGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAGAGTAGGTGACAAAAAAAGGATGTAG
AAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGA
ATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGA
AGCAAATCTCCACCCCCAAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAAT
CAAACCEGAAACCGC

En esta secuencia la seccion amplificada por el primer tiene una C insertada adicional.

71R
Esta secuencia no pudo ser analizada debido a excesivo ruido en la secuenciacion. De
hecho, la secuencia enviada cuenta con 334 pb, lo cual es considerablemente menor a

la hebra sentido. Se analizara un alineamiento solo con la secuencia sentido.

Alineamiento con la secuencia de Isoforma

—————————————————— AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA
CAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGT==GAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA

KAk kkhkhk Kk kK Ak kK khKkkk R R I b I b I b I S S S Sb b Sb b S Sb b b 3

AATCATAAGTITGTATTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT
AATCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT

KAKRKAAKAkKhhkx *hkk* KAA A A AAAAA A A A A A A AR A A A A A A AR AR Ak A A A dA A Ak hA Ak Ak Ak Kk k)%

TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC
TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC

KA KA AR AR A A A A IR AR AR A A I A AR AR A A A A A A AN A R A A A AR AR A A I A A A A A A Ak Kk
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Clon71
Dsx5

Clon71
Dsx5

Clon71
Dsx5

Clon71
Dsx5

Clon71
Dsx5

Clon71
Dsx5

Clon71
Dsx5

Clon71
Dsx5

Clon71
Dsx5

CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAG
CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAAAGTGTGCCACAG

Ak Ak khkhhkh kA hkhhkhkhk A hkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkx *rxkhkkhkhkrxkxx

AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGIEGCGGCTGGTGGA
AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAATGGGGGGGGGEGCCTGGTGAA

kA Ak hkkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkrhkhhhkkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkhkhkhkrkhkkx *hkhkkhkrxkk * * *kkkx* *

TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT
TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT

kA Ak khkhhkhhkhkhkhhkhh A hkhhkhkrhkhkhkhhkhhrhkhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkhkrhkkhkhkxkxx

TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC
TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC

KK AR KR AR A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR A A A A A A AR AN A I A A KA A A A XA AR AR AR A AR KK

GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT
GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT

KK AR R AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A A A AR A AR A AR AR A AR XA K

AGAGAGAGAGTAGGTGAC-AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTT
AGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAAGGATGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTT

KAKAKAKAKN *AAKAKAIAKAAXKA KAAXKAAKARKAAKRAXAKAAAA XK AN A KA X AA A A XA AR A A AR A AKX R KK

CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGITTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAA
CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAG=TTTTCTCCCCTGGGGCGGCCCAGAA

KKAKXKAKRKAAKRAKNKAIAKAAXAKAAKNKAXAKAAKNA AKX XAAA A A KAk kKk AhkAdhkdrAAAk Ak kA hAkhkk kA kkhx%k

GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAAACAACAACAACGACAAAAACGCAT
GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCC-AAAACAACAACAACGACAAAAACGCAT

AKKAKXKAKRKAAKRAKRKAIAKAAXAKAAKRKAAKAA AR AN ARNA K’ A hA KA A A A A A A AR A A A A A A AR A A ARk K

CAATCAAABCCGAAACCGC-———— === == —m——mm oo
CAATCAAANCCGAAACCGCTGTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCA

KAk kkhkhkk Kk KAk khkkAkkkK

Mismatches totales: 15. No se puede analizar la otra hebra.

Isoformalarga
IsoformaCorta
Cloni4é6
Clon37
Clonb59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

Alineamiento de todos los clones 656 pb

GTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAG
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Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb9

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Cloni4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Cloni4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Cloni4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clon59

CGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGC
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Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Cloni4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Cloni4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

ATTAATTCTCTGAAATACCAAAATCAGAAAACCAAACCGAAATCATGATGATGATGATGA

ACAGTGTCAATGCTGTTCGACGGCAACGTAGACCTACAGCCATTCTGGGGCTACCGGGTG
----TGTCAATGCTGTTCGACGGCAACGTAGACCTACAGCCATTCTGGGGCTACCGGGTG

TAGCTGTACTTGTGAGATCGGGCCCCGACCGTGTGAATGGGTCCGACGACCCCCGTGCCG
TAGCTGTACTTGTGAGATCGGGCCCCGACCGTGTGAATGGGTCCGACGACCCCCGTGCCG

TGAACCTGGGGCCCCTAGCGAGCTCCGTTTCCTTCTCCGAGGCTCTGGGCCCACGGTTTC
TGAACCTGGGGCCCCTAGCGAGCTCCGTTTCCTTCTCCGAGGCTCTGGGCCCACGGTTTC

TAGACCCCACAGTAATATTGGTGAGAAAGTGTGTCCGACGTCTTTTGAAAAGTTCTTTGC
TAGACCCCACAGTAATATTGGTGAGAAAGTGTGTCCGACGTCTTTTGAAAAGTTCTTTGC

CTGGGCTGCTAGTAGTGTACCTAGTTCGCCGGCTCGGTGTGGCGCTGGAAGAAAGAAAAC
CTGGGCTGCTAGTAGTGTACCTAGTTCGCCGGCTCGGTGTGGCGCTGGAAGAAAGAAAAC
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Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Cloni4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Cloni4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

CAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGT--GAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA
CAAACGCAAGGAGGAGAGAAGAGGGAGAGTGCGT --GAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA
—————————————————— AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA
—————————————————— AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA
—————————————————— AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAA

KAk AkAkhk kA khkk kA k)% KAKkAA AKXk AkARAA XA A A A XA AKXk K

AATCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT
AATCATAAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT
AATCATAAGTTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT
AATCATAAGTTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT
AATCATAAGTTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCT

KEAKKAKNKAAKN KA A A A AR A KRR A A A AR AR A A A A A A AR A A A A A A A A A A AR A A A A AR AR A Kk K

TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC
TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC
TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC
TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC
TTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCC

kA hkhkhkhk kA hkhkhkhhkhhkhAhhkrhkhkrhkhhkhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrkkxhkhkkxkhkxk*k

CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAAAGTGTGCCACAG
CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAAAGTGTGCCACAG
CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCLCTCGTTAACGTGTGCCACAG
CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAG
CAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAG

KA KAAKAAKRKAAKRAANKAAKRAXAKAAAA AR AR A IAAA XA AR A XA AKX *A kK hAhkdkx *hkk khkkhhkkxxk%

AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAATGGGGGGGGGGCCTGGTGAA
AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAATGGGGGGGGGGCCTGGTGAA
AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGA
AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGA
AAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGA

kA hkhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhkhkrkhkhdx *hkkhkrxkkx * * *kxkkk*x *

TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT
TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT
TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT
TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT
TCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGAT

kA hkhkhkhk kA hhkhhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhkhhkrhkhkrkrhkhxhkxk

TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC
TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC
TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC
TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC
TCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KRR A A A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A X kK

GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT
GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT
GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT
GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT
GGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGAT

kA hkhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkrhhkrkhkhkhhrhkhkrhkhkrhhkrkrhkhkdxhkxk*k

AGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAAGGATGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTT
AGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAAGGATGTAGAAGATGTAGTTGTTATCACGTTGGTT
AGAGAGAAAGTAGGTGAC-AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTT
AGAGAGAAAGTAGGTGAC-AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTT
AGAGAGAAAGTAGGTGAC-AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTT

KA hkKAAAKAAAAAAAAA AN, KA AA AKX A AAhAAAAA A A A hAhAk* *Ah kA AhhAhhk A hk Ak hkh Ak khhkhrkhx k%
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Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Cloni4é6
Clon37
Clon59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Clon4é6
Clon37
Clonb59

Isoformalarga
IsoformaCorta
Cloni4é6
Clon37
Clon59

CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAG-TTTTCTCCCCTGGGGCGGCCCAGAA
CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAG-TTTTCTCCCCTGGGGCGGCCCAGAA
CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGACCCAGAA
CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGG=CCAGAA
CAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAR

KAKKAKAKAAKNAXAAAKNAIAKNAXNARAAA XA A A A XAAA XA AKX K*hhkkdhk *hkk kA khhkhkxhk% * Kk Kk kK

GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC
GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC
GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC
GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC
GGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATC

KA A KA AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A A AR A A A A AR AR K kK

AATCAAACCGAAACCGCTGTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATT
AATCAAACCGAAACCGCTGTCTTGCTGTGTCCGCCATTTTGTACGCTGCCATTCATCATT
AATCAAACCGAAACCGC———————mm o
AATCAAACCGAAACCGC————————m e e
AATCAAACCGAAACCGC———————mm e e

kkkkkkkkkkkkkkkxk

CAAACCCCACTGCGCCCAGATTAATGCAAAAGATTTCCCGTACTCTTCAATCAATCCAAA
CAAACCCCACTGCGCCCAGATTAATGCAAAAGATTTCCCGTACTCTTCAATCAATCCAAA

AGCGCCAG
AGCGCCAG

CUADRO RESUMEN:

Fragmento Clon Mismatches

656 pb 46 14
37 12
59 13
71 15

400 pb 1
123 No son parte de doublesex.
15

200 pb 3
36 1
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Anexo 12: Andlisis de secuencias de los fragmentos de dsx femeninos para verificar la presencia

del promotor T7

Andlisis de clones con fragmentos especificos femeninos de dsx con promotor T7

Las siguientes secuencias fueron obtenidas amplificando secciones del exén 5 del gen doublesex
clonadas en plasmidos extraidos de E. coli XL1-Blue. Se emplearon los cebadores AaDsxIn103F
con AaDsxIn105R_T7.

-Secuencia de primers:
AaDsxIn103F:
5 AAGAGGGAGAGTGCGTGAGA 3

Cola codificante para promotor T7:

-Secuencia clon 59:

GCGGTTTCGGTTTGATTGATGCGTTTTTGTCGTTGTTGTTGTTTTGGGGGT
GGAGATTTGCTTCCCTAATTTTCACCTTCTGGGCCGCCCCAGGGGGGAAA
AACTATGGCATTCGAATTATGCTAGCGATTGAACTGAACCAACGTGATAA
CAACTATATCTTCTACATCCTTTTTTTGTCACCTACTTTCTCTCTATCTCTC
TTCGCTCGCTCTTTCTGCAATTTGGAACGGATTCACACGCACGGATTCACA
CCGATAACACACTCACGCACCGGGTACACACATCCACACAGACCGTGGA
GTGCACCAGGGGAATCGGTTGGTTGATAGAAGCTGACGATGACGAATGG
CCCGGGGGATGGTGGTTGGGTGGATCCACCAGCCGCACCCCCCACTCACC
GTTCCCCACTGAGTGCGGGGCCCGCTTTTAATTTCTGTGGCACACGTTAAC
GAAGCGATGCTGACTCAGGTATTCGGGGTATTACGGGGTTTTGGGCGTTG
CGTTGTAGTTGCTGACCGATCGGTCGGACAGTTGTGGTTTGTTGATCGATG
AAAGACTCCCTCTTTTGAAGCACTTCTTGGGTTTGCCTTCTAGTGGAACAC
AACTTATGATTTTGCTCTTCCTCTCTCTCTCTCTCTCACGCACTCTCCCTCT
T
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ANALISIS DE CLONES CON 202 pb
CLON 5A: 202 pb +T7

La secuencia del cromatograma tenia demasiado ruido, por lo que no fue posible siquiera
encontrar los cebadores. Se descarta el clon.

CLON 8A: 202pb +T7

> F
TCGATTAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAG
CTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTT
TCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACG
CAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACC
GCCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATCACTAGTGAA

> R
AATTCGATTAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCAT
AAGCTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGT
CTTTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACA
ACGCAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAA
ACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATCACTAGT

Alineamiento:
F ———TCGATTAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGT
R AATTCGATTAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGT
kA hhkhk kA hhkhhkhkhkhkhkhkhkrhkhhkhk ko hkhkhkdhkhkhkhk ko hkhkhkrhkhkhkhkrhhkhkhkrhhkhkhkhhhkk,kkx*xKx*
F TCCACTAGAAGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAA
R TCCACTAGAAGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAA
Ak hhkkhk kA Ak hhhkhkhkhkhkhkrhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhhkhkhkhkhhkkhhkrhhkhkhkhhhkkxx k%
F ACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAACAAC
R ACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAACAAC

hhkhhkhkhkhhkhkhk A hhkrhhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhrhkhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhkhxhkxk

R
F TGAA
R T-—-
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CLON 10A: 202pb +T7

F
AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCAC
TAGAAGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAA
CCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAAC
AACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTA

R
AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCAC
TAGAAGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAA
CCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAAC
AACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTA

Alineamiento:

F AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGA

R AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGA
kA hhhk kA hkhhkhkhkhhkhk kA kA hk kA hhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkrhhhkkhkhkhhkkxkxkx*

F AGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACT

R AGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACT
Ak hhhk kA kA hkhkhkhkhkhk kA kA hk kA hkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkkhkhkhrhhhkkhkkdhkkkxx k%

F GTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAANC

R GTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAANC
kA hhhk kA hkhhkhkhkhhhk kA kA hk kA hhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhkrhkhhkkhkhkhhkkxxkx*

F GCATCAATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTA

R GCATCAATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTA

KA KK A KA A KA AAA AR A A KA A A AR AR A A A A AR AR A AR A XK AR kK

Alineamiento entre clones 202 pb y clon original

Clon36 AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGA
ClonlOA AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGA
Clon8a AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGCTGTGTTCCACTAGA
e ok ok kK K Kk kK kR kK Kk ko ok ok ok kK ko ok ok ok K Kk ko ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kR kK ko kK ok
Clon36 AGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACT
ClonlOA AGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACT
Clon8a AGGCAAACCCAAGGAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACT
ok ok kK K Kk ko ok ok kK Kk ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok K ko ok ok ok kK kK Kk ok Kk
Clon36 GTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAAAC
ClonlOA GTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAAAC
Clon8a GTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACAACAACAACGACAAAAAC
ok kK K K K K ok ok ok Kk K K K Kk ok ok ok K K Kk ok ok ok ok K K ko ok ok ok ok K K K K ok ok ok ok K K K K Kk ok ok kK
Clon36 GCATCAATCAAACCGAAACCGC-———=—===————————————
ClonlOA GCATCAATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTA
Clon8a GCATCAATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTA

KAk kAkAhkhk kA kAk Ak kA kA kA hrkkx

Se puede utilizar cualquier clon porque ambos tienen la secuencia intacta.
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ANALISIS DE CLONES CON 656 PB

CLON 6A: 600+T7
F

AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGT
GTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCAT
CGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAAC
GCCCAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAAC
GTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGT
GGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTC
ATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTG
TGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTGT
GAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAG
TAGGTGACAAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAG
TTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCC
AGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACG
ACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGC AA
T

R

AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGT
GTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATC
AACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAAC
CCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAA
TTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGG
ATCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACC
GATTCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTG
TTATCGGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGA
AGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTA
TCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTG
GGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAAC
AACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTAA
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Alineamiento

e AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGT
R ATTCGATTAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGT
Kok kK ok k& k k kK ok kK ok ok k ko kK ok ok Kk ok ko ok ok ok ok ok ko k k ko k ko k kK ok ok ok ok ok kK

F TGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATC
R TGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATC
Kok kK ok k& ok k ok k ok k ok ok ok ko ok ko ok k ok ok k ko k ko ok k ok ok k ko ok ko k ok ok ok ok ok ok ok k kK ok ok ok Kk k

F AACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAALCCCCG
R AACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCG
Kok k ok ok ok ko k ok k k k ok ok k ko ok ko ok kK ok k ko ok ko ok k ok ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok ok ok ok ok k k k ok ok ok ok ok k k

F TAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAG
R TAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAG
Kok Kk ok k ko ok ko kK ko k& ok ok ks ok k ok ok ok ko ok ko ok k ok ok ok ko ok ko ok k ok ok ok ko ok ko k K ok ok ok ok kK k

F CGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAAC
R CGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAAC

Ak Ak hkhkhhkh kA hhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhkxkxx

F CACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTG
R CACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTG

Ak Ak khkhhkh kA hhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkkhkhkxkxx

F CACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATC
R CACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATC

kA hkhkhkhhkh kA hhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhkxkxx

F CGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAG
R CGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAG

Ak Ak hkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhkhkrkkhkhkxkxx

F TAGGTGACAAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCG
R TAGGTGACAAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCG

kA hhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkrhhkrkkhkhkxkxx

F CTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTA
R CTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTA

Ak Ak hkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkhkrhhkrkkhkhkxkxx

F GGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGA
R GGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGA

Ak Ak hkhkhhkh kA hhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhhkhrhhkrhkhkrhkkhhkxkx*x

F AACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTAAAT

R AACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTAA--
R R I b I b b b SE S b S 2h S dh S b S Sb b S 2 3

CLON 9A:

F

GATTAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAG
TTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATC
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GATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCA
AAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACA
GAAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTG
GTGGATCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACC
AACCGATTCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGA
GTGTGTTATCGGTGTGAGTCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCG
AGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAGGATGTAGAAGATATAG
TTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTTCC
CCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAAC
AACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGC

R

ATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTAAGAGGGAGAGTGCGT
GAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGTGTTCCACTAGAAGGCAA
ACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACTGTC
CGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCCCGAAT
ACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCCGC
ACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCAT
CCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACT
CCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAGTCC
GTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGA
AAGTAGGTGACAAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTT
CAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGG
TGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCA
TCNATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTAAA

Alineamiento

F e GATTAAGAGGGAGAGTGCGTGAG
R ATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTAAGAGGGAGAGTGCGTGAG

AKkhkkAhkhAkk kA kA Ahk Ak hkkkhhkkx%

F AGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAG
R AGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGTGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAG

AR AR KR AR A AR AR A AR A A A AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A A A A A A A kA kA A Ak Ak hA Ak h k%

F AAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCG
R AAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCG

KK AR KR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A A A AR A A A A Ak Ak A Ak ko k%
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F GTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCAT

R GTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCAT
Kk K ok kK ok ok kK ok kK ok ok ko ok ko ok ko ok ko ok ko ok ok ko ok ok ok ok ko kK ok ok ok ok ok ko k kK ok ok ok ok ok kK
F CGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGT
R CGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGT
Kk K ok kK kK kK kK ok ok ko ok ko kK ok ok ko ok ko ok ko ok ko ok ko kK ok ok ok ok ok ko kK ok ok ok ok ok kK
F GAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCG
R GAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCG
Kk K ok kK kK kK k kK ok ok ko ok ko kK ok ok ko ok ko ok ko ok ko ok ko kK ok ok ok ok ok ok ko kK ok ok ok ok ok kK
F TCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGT
R TCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGT
Kk ok ok ok kK kK K Kk ok ok ok kK K Kk ok ok ok kK K ko ok ok ok ok kK Kk ok ok ok kK kK kK kK K Kk kK
F ACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAGTCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGC
R ACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAGTCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGC
Kk ok ok ok ok ok kK Kk Kk ok ok kK K ko ko ok ok ok K Kk ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK kK ok K K Rk kK
F AGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAGGATGTAGAAGA
R AGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAGGATGTAGAAGA
Kok ok ok ok ok ok kK Kk Kk ok ok kK K ko ok ok ok ok Kk ok ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK kK ok R K Rk kK
F TATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTT
R TATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTT
Kk ok ok ok ok ok kK Kk Kk ok ok kK K ko ok ok ok K K ok ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK kK ok K K R kK
F TCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACA
R TCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACA
Kok ok ok ok ok ok kK Kk Kk ok ok kK Kk ko ok ok ok ok K Kk ko ok ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK kK ok ok K Rk kK
F ACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTAA
R ACAACAACGACAAAAACGCATCNATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTAA

KKAKXKAKRKAAKRAKRKAAKAAXAKAAKN AKX A XA A KRA AR A AR AR AR A AR A XA AR A AR A A A AR A AR kKK

CLON 11A: 600 +T7
F

No pudo leerse el cromatograma por elevada cantidad de ruido.
R

TAAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTG
TGTTCCACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGAT
CAACAAACCACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAA
CCCCGTAATACCCCGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAA
ATTAAAAGCGGGCCCCGCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTG
GATCCACCCAACCACCATCCCCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAAC
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CGATTCCCCTGGTGCACTCCACGGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGT
GTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTGTGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCG
AAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGACAAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTT
ATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATAATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCT
GGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCAAATCTCCACCCCCAAAACAACAA
CAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGCCCCTATAGTGAGTCGTATTAA
ATCGAATT

Anélisis entre clon 59 (original) y clones de 656pb

Clon9Aa AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGTGTTCC
Clon59 AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGTGTTCC
Clon6A AAGAGGGAGAGTGCGTGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGCAAAATCATAAGTTGTGTTCC

KK AR R AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A AR A AR A AR A A A AR A AR R KK
Clon9Aa ACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACC
Clon59 ACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACC
Clon6A ACTAGAAGGCAAACCCAAGAAGTGCTTCAAAAGAGGGAGTCTTTCATCGATCAACAAACC

Ak Ak khkhhkh kA hhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhhkrhkkhkhkxkxx

Clon9A ACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCC
Clonb59 ACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCC
Clon6A ACAACTGTCCGACCGATCGGTCAGCAACTACAACGCAACGCCCAAAACCCCGTAATACCC

KK AR R AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A IR AR A AR A AR A A A AR A AR R kK
Clon9Aa CGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCC
Clon59 CGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCC
Clon6A CGAATACCTGAGTCAGCATCGCTTCGTTAACGTGTGCCACAGAAATTAAAAGCGGGCCCC

Ak Ak hkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkhrhhkrhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkkhhkxkxx

Clon9A GCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCC
Clonb59 GCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCC
Clon6A GCACTCAGTGGGGAACGGTGAGTGGGGGGTGCGGCTGGTGGATCCACCCAACCACCATCC

AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A ARk Kk
Clon9Aa CCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCAC
Clon59 CCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCAC
Clon6A CCCGGGCCATTCGTCATCGTCAGCTTCTATCAACCAACCGATTCCCCTGGTGCACTCCAC

kA hkhkhkhhkhhkhkh kb hhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhhkrkkhkhkxkxx

Clon9Aa GGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAGTCCGTGCGTG
Clon59 GGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTG
Clon6A GGTCTGTGTGGATGTGTGTACCCGGTGCGTGAGTGTGTTATCGGTGTGAATCCGTGCGTG

hhkrxhkhkhkhhkhkhkhkhhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrkhkhkhhhkhkhkrhkhkrkh *khkhkkkhhkrxkxx

Clon9A TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGAC
Clonb59 TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGAC
Clon6A TGAATCCGTTCCAAATTGCAGAAAGAGCGAGCGAAGAGAGATAGAGAGAAAGTAGGTGAC

KA KR KA AR A AR AR A AR A A A AR A AR AR A A A A A A AR A A A A AR AR AR Ak A A Ak A Ak Ak Ak Ak h k)%
Clon9a AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATA
Clon59 AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATA
Clon6A AAAAAAAGGATGTAGAAGATATAGTTGTTATCACGTTGGTTCAGTTCAATCGCTAGCATA

hhkrhkhkhkhhkhhkhkh kb hhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkxkxx
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Clon9Aa ATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCA
Clon59 ATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCA
Clon6A ATTCGAATGCCATAGTTTTTCCCCCCTGGGGCGGCCCAGAAGGTGAAAATTAGGGAAGCA

Ak Ak khkhhkhhkhkhkhhkhh A hkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkhkrhkkhkhkxkxx

Clon9A AATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGCCC

Clon59 AATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGC--

Clon6A AATCTCCACCCCCAAAACAACAACAACGACAAAAACGCATCAATCAAACCGAAACCGCCC
R I I S I b b b b I I b b I e b b I i b b I I b S I i b b I I b b I I b b b I b b b I b b b I b b b I b i

Clon9A CTATAGTGAGTCGTATTA

Clon59  ——mmmmmm—— =

Clon6A CTATAGTGAGTCGTATTA

Debido a que el 9A cuenta con una mutacién respecto a la secuencia original, se empleé el clon
6A para transformar las bacterias E. coli HT115 (DE3).
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Anexo 13: Geles de integridad de ARNdh de la segunda réplica a diferentes intensidades de UV

en el transiluminador
En ambos casos se cargaron 10 puL de muestray 5 uL de escalera Track It 100 bp de Novagen.

Figura 32. Gel de integridad de ARNdh con menor intensidad de UV
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Esta figura permite observar con claridad la intensidad de las bandas de la escalera. Es Util para

poder realizar la comparacion con la obtenida de ARNdh.

Figura 33. Gel de integridad de ARNdh con mayor intensidad de UV

Previo a inactivar Después de inactivar

Sin proteinasa K Con proteinasa K Sin proteinasa K  Con proteinasa K

e mher
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1500 pb
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Esta figura muestra las bandas de ARNdh de dsx. Sin embargo, no es posible observar la escalera

porque su intensidad es demasiado elevada.
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ANEXO 14: Andlisis de la secuencia de dsx que se encuentra entre el exén 4y 5
Andlisis clones con inserto Exon 4-lsoforma larga
-Cebadores utilizados
F: 5 TGAGTTACCCCTGGGAAATG 3’
R: 5> TGTGCGATCTGTTAGTAGCA 3’
-Cebador disefiado
AATCGACGAAGGTCAGGCC
-Secuencia amplificada

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGG
ATGGCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCA
ACGAATACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACG
CCACCCGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGCCGGGGGAGGGCAGGCAGGGT
CTCAGGCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTGCGTCA
GGCGTGTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGC
GAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTT
CGGCAATATT

En negrita se muestra la secuencia correspondiente al exdn 4. Sin negrita representa la secuencia

del exon 5.
CLON 1
F

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT

GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT

GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC

GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA
ATATT
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R

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA
ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

Alineamiento
F TTTGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGG
R -TTGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGG
R b I I I I I I b I I I b b b e I I b e b b I b b b b b b b I b b b I b b b b b b b b b b b b b b g
F CGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTC
R CGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTC
L i I I b e I b I I I e b b e b b i e b b I i b b b b b b I b b b b b b b i b b b b b b ab b b b b b g
F ACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAG
R ACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAG
L i i i e I I e I b e I I e b b b b b i e b b I i b b I b b b I b b b b b b b i b b b b b b ab b b b b b b g
F CGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCC
R CGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCC
LR b I I B I I I I I I e I I I I I b I I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b I b b b b b g
F TGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGT
R TGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGT
hAhkhhkhk kA kA hk kA hhkhk kA hkhkhkhhkhkhk Ak hhkhkhkhkhkhkhkhAhkhhkhkhkhr kA hhkkhkhkhhkk*x* K%
F TGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTT
R TGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTT
hAhk Ak kA Ak Ak kA hhkhk kA hhk kA hhkhkhk Ak hhkhkhkhhkhkhkhAhkhhkhkhkhkhkhkhkrhkhhkkhkkhhkkxkx k%
F AGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTA
R AGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTG ATCTGTTAGTA
kA Ak hk kA kA hk kA hhkhkhk Ak hhkhkhkhhkhkhkdhkhhkhkhkhhkhkhkhAhkhhkhkhkhkhkhkhkrhkhhkkhkkhhhkkxkx k%
F
R
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CLON 2

F

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGCTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA
ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

R

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGCTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA
ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

Alineamiento

F TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
R TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG

ok kK K K K K ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok K kK ok ok ok ok k% ko ok ok ok kK K Kk ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok
F ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
R ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC

ok kK K K K K ok ok ok ok kK K K Kk ok ok ok kK kK ok ok ok ok K Kk ok ok ok ok ok K K K Kk ok ok ok K K K K K Kk ok ok kK
F GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGCTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
R GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGCTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG

ok kK K K K K ok ok ok kK K K K Kk ok ok ok kK kK ok ok ok ok K K ko o ok ok ok K K K Kk ok ok ok ok K K K K Kk ok ok ok
F GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
R GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG

ok kK K K K K ok ok ok kK kK K Kk ok ok ok kK kK ok ok ok K K K ko ok ok ok ok K K K Kk ok ok ok ok K kK K Kk ok ok ok
F CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
R CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG

KA AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A A A A A AR A A A AR A AR A AR A A A ARk A Ak kA A Ak h k)%
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TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG

KK AR KRR AR A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR A KR A A A A AR AN A IR A A A A A A A A A A A AR A AR Ak

GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC

KK AR KR AR A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A AR A A AR Ak

A
A

*

Alineamiento con la secuencia amplificada

SecAmplificada
Clon2
Primer

SecAmplificada
Clon2
Primer

SecAmplificada
Clon2
Primer

SecAmplificada
Clon2
Primer

SecAmplificada
Clon2
Primer

SecAmplificada
Clon2
Primer

SecAmplificada

Clon2
Primer

SecAmplificada
Clon2
Primer

CLON 3

F

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG

ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC

KAk kA AkhkkAk AKXk A kKX Khk k%

GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGCTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG

GATGATAAACTTCCGACCTGCCGGGGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG

CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG

TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG

GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCTGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
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GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCNAATCGTTTTCGGCN
ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

R

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCTGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA
ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

Alineamiento

F TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCTGATGGCG
R TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCTGATGGCG
Kok ok kK K K K ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok Kk ko ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK K kK ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok
F ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
R ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ok kK K K K K ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok K kK ok ok ok ok K K K ok ok ok ok ok K kK K Kk ok ok ok ok
F GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
R GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
ok kK K K K K ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok K kK ok ok ok ok kX Kk ok ok ok ok kK K Kk ok ok ok ok Kk kK Kk ok ok ok
F GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
R GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
ok kK K K K K ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok K kK ko ok ok ok ok kK K Kk ok ok ok ok kR kK Kk ok ok ok
F CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
R CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
Kk ok ok ok ok ok kK Kk Kk ok ok ok kK Kk ko ok ok ok K ok ko ok ok ok ok ko ko ok ok ok ok kK ok ko kR ok ok K Rk kK
F TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
R TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
ok kK K K Kk kK kR kK K Kk ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok K K Kk ko ok ok ok ok kK Kk ok Kk
F GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCNAATCGTTTTCGGCNATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
R GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
Kok ok kAR A Ak hh kKA AT IRk Kk Kh Rk k ok ok ok k ok ok ok ok ko k k& & & ok ok ok ok ok k& & &k ok ok ko
F A
R A

*
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Alineamiento con la secuencia amplificada

SecAmplificada TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
Clon2 TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCTGATGGCG
Primer = s
SecAmplificada ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
Clon2 ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
Primer = —mmmmmmmmmmm o AATCGACGAAGGTCAGGCC———-—=—=—=—————————
*khkhkkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkkkkk*k
SecAmplificada GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
Clon2 GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
Primer = e
SecAmplificada GATGATAAACTTCCGACCTGCCGGGGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTG
Clon2 GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
Primer = s e
SecAmplificada CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
Clon2 CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
Primer = e e e
SecAmplificada TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
Clon2 TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
Primer = e e
SecAmplificada GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
Clon2 GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
Primer = e e
SecAmplificada A
Clon2 A
Primer -
CLON4
F

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGCTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA
ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA
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R

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATCGCACAATCTGAACACGTTCGATGGCGTAGAGCTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA

ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

Alineamiento

F
R

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG

KK A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A IR AR A AR A AR A A A AR A AR,k K

ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC

Ak Ak hkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhhkrhkkhkhkxkxx

GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGCTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATCGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGCTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG

hhkk hhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkrkh dhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhkxkxx

GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG

kA hhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhhkrkkhkhkxkxx

CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG

kA hkkhkhkhhkh kA hhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhkhkrkkhkhkxkxx

TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG

kA hkhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkkrhkhkrkkhkhkxkxx

GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC

kA hkhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhkhkrkkhkhkxkxx

A
A

*

Alineamiento con secuencia amplificada

SecAmplificada
Clon4dF
Clon4dR
Primer

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
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SecAmplificada
Clon4dF
Clon4dR
Primer

SecAmplificada
Clon4dF
Clon4dR
Primer

SecAmplificada
Clon4dF
Clon4dR
Primer

SecAmplificada
ClondF
Clon4dR
Primer

SecAmplificada
ClondF
Clon4dR
Primer

SecAmplificada
ClondF
Clon4dR
Primer

SecAmplificada
ClondF
Clon4dR
Primer

CLONS
F

ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC

khkhkkkhkhkkhkhkkhkkxkhhkkkk*

GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTITGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGCTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATCGCACAATCTGAACACGTTCGATGGCGTAGAGCTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG

GATGATAAACTTCCGACCTGCCGGGGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG

CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG

TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG

GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCC
GGCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATG
CGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTG
TATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCG
CGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAA
TATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA
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R

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCC
GGCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATG
CGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTG
TATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCG
CGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAA
TATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

Alineamiento

F TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
R TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG

KK A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A IR AR A AR A AR A A A AR A AR,k K
F ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
R ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC

hokkkkkkkhkhkhkk kA Ak khkhkhkhk Ak kkkhkhhkk kK Kk kkkhhk k& &Kk Kok kkkk k& %Kk kKK
F GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGGCAGAGCGG
R GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGGCAGAGCGG

hokkkkkkkhkhkhhk kA Ak khkhkhkkk Ak kkkhkhkhkk kK kkkkhkh k& Kk Kk okkkkkx & %Kk kKK
F ATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTGC
R ATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTGC

hokkkkkkkkkkhkhk kA Ak kkkhkhkkk Ak kkkkhkhkk kXK kkkkkkxkx &Kk okkkkk k& %Kk kKK
F CTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTGT
R CTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTGT

hokkkkkkkkkkhkhkk kA Kk kkkhkhkkk Ak kkkkhkhkkk kK kkkkkkxk k& Kk kkkkk k&% kkkK*
F GCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAGG
R GCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAGG

hokkk kK kkkkkhkhkk kA kkkkhkhkhk Ak kkkkhkhkkkkkkkkkkk k& &Kk okkkkkx &%k kKkKk*
F GACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA
R GACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

kA hkhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhkhkrkkhkhkxkxx

Alineamiento con secuencia amplificada

SecAmplificada TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
Clon5 TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
Primer = @@ mmm e e e e e
SecAmplificada ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
Clonb ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
Primer = @ —ommmmmmm————————————— AATCGACGAAGGTCAGGCC-————=—=———————————

khkkkhkkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkkkkhkkkk
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SecAmplificada
Clonb5

GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGLCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATGTTCGAT=GCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGGCAGAGCG

Primer = = 00l e e e
SecAmplificada GATGATAAACTTCCGACCTGCCGGGGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTG
Clonb5 GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
Primer = = 00l e e e
SecAmplificada CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
Clonb5 CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
Primer = s e
SecAmplificada TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
Clonb5 TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
Primer = s e
SecAmplificada GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
Clonb5 GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
Primer = = 00 e e e e
SecAmplificada A

Clon5 A

Primer -

Tiene 5 mismatches.

CLONG6

La secuencia sentido no puede ser analizada por exceso de ruido.

CLON7

F

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGGTGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA

ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

R

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
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TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGGTGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCNNATCGTTTTCNGCN
ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

Alineamiento

F
R

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG

Ak Ak khkhhkh kA hkhhkhh A hhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkkrhkkhkhkxkxx

ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC

Ak Ak hkhkhhkh kA hhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkkrhhkrhkkhkhkxkxx

GATTGCACAATCTGAACATGTTCGGTGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATGTTCGGTGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG

Ak Ak hkhkhhkh kA hhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhhkrhkkhkhkxkxx

GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG

Ak Ak khkhhkh kA hhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkkhkhkxkxx

CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG

KK AR R AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR A A ARk K

TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG

AR A AR AR AR AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A ARk Kk

GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCNATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC

IR IR I b S b I b b b I S b b b 3 AKKhkkhkhkkhkhkkhkk Kk *k *AAkAkhAkArAAAkAkAh kA khAkkhkAkkhkrkk Kk, %

A
A

*

Después de analizar los cromatogramas, se corrigieron 3 de los cuatro mismatches.

Alineamiento con secuencia amplificada

SecAmplificada
Clon5
Primer

SecAmplificada
Clon5
Primer

SecAmplificada
Clon5
Primer

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG

ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC

khkkkkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkkkkk

GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATGTTCGGTGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
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SecAmplificada GATGATAAACTTCCGACCTGLECGGGGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTG
Clonb5 GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
Primer = s e
SecAmplificada CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
Clonb5 CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
Primer = e
SecAmplificada TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
Clonb5 TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
Primer = e
SecAmplificada GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
Clon5 GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
Primer = e e e
SecAmplificada A

Clonb5 A

Primer -

Hubo cinco mismatches.

CLONS8

F

TGAGTTACCCCNGGGAAATGATGCCCCNGANGTACGTCATNCNTAAGAGCGCGGAN
GGCGANGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGA
ATACNCACGATNGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCAC
CCGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCA
TGCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCG
TGTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAAT
CGCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGC
AATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

R

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
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GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCGAATCGTTTTCGGCG
NATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

Alineamiento

F TGAGTTACCCCNGGGAAATGATGCCCCNGANGTACGTCATNCNTAAGAGCGCGGANGGCG
R TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG

kA Ak hkkhkhkkhkhkhkx Khhkhkkrhkkhkhkhkrkhkhhkkh *k hkhkhkkhkkhkrkhkhkk * *rxkkrkhkkhkrkhkkhkk, *k*xx*

F ANGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACNCAC
R ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
R R R R R R R R R AT,
F GATNGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
R GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
Kok ok ok ok ok kK ko ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok K ko ko ok ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK ko kK kK K Rk kK
F GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
R GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
Kok ok ok ok ok ok kK Kk Kk ok ok kK Kk ko ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok kK kR ok K K Rk kK
F CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
R CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
Kok ok ok ok ok ok kK Kk Kk ok ok ok K Kk ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK ko ko ok ok kR kK ko ok ok kK Kk kK ok
F TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
R TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
Kok ok ok ok ok ok kK Kk Kk ok ok kK Kk ko ok ok ok K K ko ko ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK ko ok ok kK Kk kK
F GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA-ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAG
R GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCGAATCGTTTTCGGCGNATATTTGTGCGATCTGTTAGTAG
Kok ok kkk kAR Ak hkkhk kXA A K hkhkhkkhkkkkkh &k ok ok ok ok ok ok k& k& ok ok ok ok ok ok x & &k ok
F CA
R CA
* %
CLON9
F

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACC

CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT

GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGCCAGGCGT

GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC

GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTGAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA

ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA
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R

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGCCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTGAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA
ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

Alineamiento

F TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
R TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
Kk ok ok ok ok ok kK Kk Kk ok ok kK Kk ko ok ok ok K K ko ko ok ok kK ko ok ok ok ok kK kK ok ok K Kk kK
F ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
R ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
Kk ok ok ok ok ok kK Kk ok ok ok kK K ko ko ok ok ok K Kk ko ok ok ok ok ok K Kk ko ok ok Kk kK ko ok ok ok K Kk ok kK
F GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
R GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
Kok ok ok ok ok ok kK Kk Kk ok ok kK K ko ok ok ok ok Kk ok ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK kK ok R K Rk kK
F GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
R GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
Kk ok ok ok ok ok kK Kk Kk ok ok ok kK Kk ko ok ok ok Kk ko ok ok ok ok ok K ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok K Rk kK
F CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGCCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
R CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGCCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
Kok kK K K K K ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok K kK ok ok ok ok K kK ko ok ok ok kK K Kk ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok
F TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
R TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
ok kK kK Kk ok ok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok K kK ok ok ok ok K kK ko ok ok ok ok kX K Kk ok ok ok ok K kK K Kk ok ok ok
F GGACTGAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
R GGACTGAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
Kok kK K K K K ok ok kK kK kK Kk ok ok ok ok Kk Kk ok ok ok ok K kK ko ok ok ok kK K Kk ok ok ok ok kR kK Kk ok ok ok
F A
R A

*

Alineamiento con secuencia amplificada

SecAmplificada TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
Clon9 TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
Primer = e
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SecAmplificada
Clon?9

ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC

Primer = @ —mmmmmm e AATCGACGAAGGTCAGGCC——=——=——=——=———————-
kkhhkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkkkhkkhhkxkk*

SecAmplificada GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
Clon9 GATTGCACAATCTGAACATGTTCGGTGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
Primer = s
SecAmplificada GATGATAAACTTCCGACCTGCCGGGGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTG
Clon9 GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
Primer = s
SecAmplificada CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
Clon9 CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
Primer = e
SecAmplificada TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
Clon?9 TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
Primer = s e
SecAmplificada GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
Clon9 GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
Primer = e
SecAmplificada A

Clon9 A

Primer -

Tiene cinco mismatches.

CLON 10

F

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA
TACTCACGATTGCACAATCTGAACATATTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA

ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

R

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATG
GCGATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAA

188



TACTCACGATTGCACAATCTGAACATATTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACC
CGCCAGAGCGGATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAT
GCGCATCCTGCCTGCCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGT
GTATGTGTGTGTGGTTGTGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATC
GCGATAGGAAAGGGCGTTAGGGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCA
ATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGCA

Alineamiento

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG

Ak Ak khkhhkhhkhkhkhhkhhk A hhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkkrhkkhkhkxkxx

ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC

Ak Ak hkhkhhkh kA hhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkkrhhkrhkkhkhkxkxx

GATTGCACAATCTGAACATATTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATATTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG

Ak Ak hkhkhhkh kA hhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhhkrhkkhkhkxkxx

GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG

Ak Ak khkhhkh kA hhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkkhkhkxkxx

CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG

KK AR R AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR A A ARk K

TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG

AR A AR AR AR AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A ARk Kk

GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC

KK A AR AR A AR AR A AR A AR AR KA AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A ARk Kk

A
A

Alineamiento con secuencia

SecAmplificada
ClonlO
Primer

SecAmplificada
ClonlO
Primer

SecAmplificada
ClonlO0
Primer

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG

ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC

khkkkkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkkkkk

GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATATTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
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SecAmplificada
ClonlO
Primer

SecAmplificada
ClonlO
Primer

SecAmplificada
Clonl0
Primer

SecAmplificada
Clonl0
Primer

SecAmplificada
ClonlO
Primer

GATGATAAACTTCCGACCTGCCGGGEGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG

CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG

TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG

GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC

Tiene cinco mismatches

CLON 11

No pudo analizarse la secuencia por exceso de ruido en ambas hebras

ALINEAMIENTO DE LOS CLONES CON LA SECUENCIA DE VECTOR BASE

Se seleccionaron los clones con ambas hebras con secuencias iguales, el resto no se tomo en
cuenta para este analisis. El cebador disefiado se resalta en amarillo:

Clones: 1, 2, 3,5, 9, 10

SecAmplificada
PrimerExones
Clon9

Clonb5

Clon2

Clon3

Clonl0

Clonl

SecAmplificada
PrimerExones
Clon9

Clonb5

Clon2

Clon3

Clonl0

Clonl

TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCIGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG
TGAGTTACCCCTGGGAAATGATGCCCCTGATGTACGTCATACTTAAGAGCGCGGATGGCG

kA hkhkhkhkkhkrhhkhhhkhkhhAhkhkrhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhkhkhkkhkrhkkhkrhhkrkhkx K*xkkxk*k

ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC

ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC
ATGTACAAAAAGCGCACCAGCGAATCGACGAAGGTCAGGCCGTGGTCAACGAATACTCAC

KA A A A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR A A A A A A A A AR A AR A A A Ak A A Ak Ak Ak Ak kA kh ko k%
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SecAmplificada
PrimerExones
Clon9

Clonb5

Clon2

Clon3

Clonl0

Clonl

SecAmplificada
PrimerExones
Clon9

Clon5

Clon2

Clon3

Clonl0

Clonl

SecAmplificada
Clon9

Clonb5

Clon2

Clon3

ClonlO0

Clonl

SecAmplificada
Clon9

Clon5

Clon2

Clon3

Clonl0

Clonl

SecAmplificada
Clon9

Clon5

Clon2

Clon3

Clonl0

Clonl

SecAmplificada
Clon9

Clonb5

Clon2

Clon3

Clonl0

Clonl

GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATGTTCGAT=GCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGGCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGCTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATATTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG
GATTGCACAATCTGAACATGTTCGATGGCGTAGAGTTGCGCAACGCCACCCGCCAGAGCG

KAKKAKAKAAKNIAXAAAAA XA AKX *hkhAhhkk, KhhAAhkhA* Ak *AAdkhAAhhkkxhAkAhkhkkhkhhk, K*rhkkxkk%

GATGATAAACTTCCGACCTGCCGGGGGAGGGCAGGCAGGGTCTCAGGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG
GATGATAAACTTCCGACCTGGCGGAGGAGGGCAGGCAGGGTCTCATGCGCATCCTGCCTG

KKAKKAKAKAAKNAXAKAAKNAAKNAXNAK KA, AhAAIAAAXAKAAKNAXAKAAXAA AN AKX *hAk A h kA kA khhk A khx k%

CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGCAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGCCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG
CCTGCGTGCGGTGTCCAAAGTGTGGTTGTAGTGCGTCAGGCGTGTATGTGTGTGTGGTTG

kA hkhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkkhkrhkhkhkkhhkd *hkhkhkhk hhkhkkhhkhkkhkrhkkhkrhhkrkhkhxhkhkkxkhkxk*k

TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG
TGCGTGTACTAGTAGCGGGAGTAACGATTTAGCGCGAATCGCGATAGGAAAGGGCGTTAG

kA hkhkhkhkkhkrhhkhkhhkhhkrAhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkrkhhkrkhxhkhkxkhkxk*k

GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTGAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC
GGACTAAGGCTTAGAAGAAGCAAATCGTTTTCGGCAATATTTGTGCGATCTGTTAGTAGC

KEAKKKA KA KR KA AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A A A AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR A AR A X kK

[ i - 4

Existieron varios errores entre los diferentes clones. Sin embargo, la secuencia del cebador
disefiado alinea perfectamente con la secuencia reportada y las amplificadas.
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