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RESUMEN 

El elemento transponible mariner puede servir como un vector de DNA para la manipulación 

genética de mosquitos. Este trabajo demostró la existencia de elementos tipo marina en A. Aúnalas, 

un vector importante de transmisión de la malaria en América Latina. 

Se diseiio un par de primers degenerados a partir de un alineamiento de elementos mariner 

de especies de insectos. Con estos primers se amplificó por PCR un fragmento de 300 pb de DNA 

genómico de A. allAnanus. El producto de PCR fue donado y secuenciado, y se verificó la 

bomología a nivel de DNA de este fragmento con respecto a los elementos mariner de A. gambiae 

(40%) y D. mauritiana (42%). Utilizando este fragmento, se aislaron tres donas positivas de un 

banco genómico de A. albitnanus. En total, se secuenciaron 875 pb y se encontró una identidad de 

43%, 44%, 42% y 45% con A. gambiae,D. mauritiana,C. ptarapunda,y H. irritans, respectivamente. 

Mediante Dot-blot se estimó que el número de copias de este elemento tipo mariner en A. 

Mitin:anta es cercano a 100 por genoma. Además, mediante Southem blot se estudió la distribución 

genómica de este elemento en A. albintanus y se observó que es homogéneo en tamaño cuando se 

usa la enzima EcoRl. 
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1NTRODUCC ION 

I. ELEMENTOS TRASPONIBLES 

Los elementos transponibles o transposones son una clase de secuencias dispersas de 

DNA repetitivas, cuyos miembros poseen la propiedad de cambiar su posición normal en el 

cromosoma (Warren y Crampton, 1994). Las secuencias de DNA transponibles fueron por primera 

vez identificadas en el maíz hace ya casi medio siglo. Desde entonces se han encontrado estos 

elementos en todos los genomas de cucariotes (Kleckner, 1977; Kleckner, 1981; Finnegan, 1990; 

Catos, 1980). 

1. Clasificación de los elementos transponibles 

De acuerdo con sus mecanismos de transposición, los elementos transponibles pueden 

dividirse en dos clases (Finnegan,I989). Los elementos de la Clase I se transponen por transcripción 

reversa formando de un intermediado de RNA; los de la Clase II se transponen por mecanismos 

de que DNA-DNA. 

Los elementos de clase I pueden a su vez dividirse en dos tipos (figura 1. A). El tipo I es el 

más estudiado y es estructuralmente similar a los retrovirus integrados. En este tipo se incluyen 

los elementos tipo-copia en Drosophila melattogaster (Shiba y Saigo, 1983; Mount, 1985), Ty en 

Saccharamyces cerevisiae (Eichinger y Boeke, 1990; Elder, 1983; Fink, 1980), IAP (Hirsch, 

1993), VL30 en roedores (French y Norton, 1994), TIIE en humanos (Hakiin, 1994), BS1 en Zea 

mays y muchos otros (1in y Bennetzen, 1994). Se caracterizan por tener largas secuencias terminales 

repetidas largas (LTRs) y por la presencia de marcos abiertos de lectura (ORF), uno de los cuales 

codifica para una posible transcriptasa reversa (RT),. y el otro tiene similitud al gen gag de 

retrovirus. Algunos elementos tienen un tercer marco abierto de lectura que está en posición 

similar a los genes vides env. Muchos grupos han sugerido que estos elementos pueden transponerse 

a través de un ciclo de vida retroviral modificado, utilizando un intermediario de RNA. Esto se ha 

demostradO elegantemente para elementos 'ry (Boeke, 1985), y es prácticamente el caso para los 

demás elementos de este tipo. 

El segundo tipo de elementos de la Clase I es muy distinto estructuralmente de los retrovirus. 

Estos incluyen elementos LI en genomas de mamíferos (Evans y Palmiter, 1991; Furano, l988), 

I, F, G (Pelisson, 1991; Minchiotti y Nocera, 1991) y jockey en D. melanogaster (Mizrokhi, 

1988; Ivanov, 1991), ingi/TRS I en Tripanosonta broce! (Kimmel, 1987), Cin4 en Z. mays 

(Schwarz, 1987) y RI y R2 en los genes de rRNA 28S de Bombyx t'inri, D. melanagaster, 

Ascaris Itunbricus e insectos (Jakubczak, 1990; Jakubczak, 1991; Xiong y Eickhush, 1988; Adatns, 

1986; Dongmei, 1993). Estos elementos tienen dos marcos abiertos de lectura como en el tipo I de 

clase I (figura 1), uno de los cuales codifica para una posible trintscriptasa reversa (Dongmei,I993). 
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Elemento clase 1 
A. Elementos Itetrotransponible (parecidos a retrovirus) 
LTR: Repelidas tennimdes largas. PUS: Potencial sitio de unían del primer tRNA; 
PRS: Secuencia rica en purinas; Hay tres marcos abiertos de lectura, el primero tiene similitud al 
gen gag de retrovirus, el segundo es similar al gen viral poi y el tercero se encuentra en la posición 
de la gen viral env. In: Potencial transcriptasa reversa. 
U. Elementos sin repetidos terminales largas (non•LTR). A: región rica adenosina. 

Elemento clase II 
C. Elementos Con repetidas invertidas terminales cortas (STIR). 
D. Elementos con repetidas invertidas terminales largas (L11R). 

• Ejemplos para cada tipo de elemento transponible 



Estos dentemos no tienen secuencias terminales repetidas largas (non-LTR) y tienen una secuencia 

característica rica en A (adenosinas) en el extremo 3' de una cadena. Se encuentran en el genoma 

como familias conteniendo una mez.cla de elementos completos e incompletos. De estos últimos, 
muchos están truncados en cantidades variables en el extremo 5' de la cadena que contiene la 

secuencia rica en A. 

La segunda clase de elementos transponibles incluyen elementos P (Karess y Rubia, 1984; 

Bingham, 1982; Rio, 1986; O'Hare y Rubio, 1983) y bobo en D. metanogaster (Danies, 1990; 

Blackman, 1989; Streck, 1986), Ac/Ds y Spm/En en Z mays (Coupland, 1988; Kunze, 1987; 

Muller, 1984; Fedoroff, 1983; Aukerman, 1993), Tm en Aruirrhinum majas (Sommer, 1985; 

Held, 1991) y Te 1 en Caenorhabditis elegans (Schukkink y Plasterk, 1990; Rosenzweig, 1983; 

Ruan, 1987). El elemento mariner se encuentra en este grupo. Todos contienen secuencias terminales 
repetidas inversas cortas (STIR) en sus extremos. Los elementos P, Ac, y Spm/En, codifican para 
al menos una función útil en transposición: una transposasa, ya que los elementos eliminados 

internamente se transponen sólo en presencia de elementos completos. 

Los elementos con secuencias terminales repetidas largas inversas forman un segundo tipo 

de elementos clase 11. Estos incluyen los elementos FB, o fold-back (Brierley y Poner, 1985; 

Truca, 1981) de a melanogaster, y los elementos TU del erizo Stroagylocentratus purporams. 

Se sabe poco del mecanismo por el que se transponen, pero su estructura sugiere que no se 
requiere un RNA intermediario. Los elementos FB y TU se repiten en el genoma y se presume 

que transponen en forma replicativa (Finnegan, 1989). 

Algunos elementos descritos como transponibles no entran completamente en esta 

clasificación. Como ejemplos podemos citar a los elementos DIRS-1 en Dimos:eh:1m díseoídenni 

y los elementos Mu en T. mays (Hardeman, 1993). Los DIRS-1 tienen repetidos inversos terminales 

de 330 pares de bases y codifican para una posible transcriptasa reversa, por lo que serían elementos 

clase I. Los Mu tienen repetidos inversos terminales de 215 pares de bases y no codifican una 

secuencia tipo transcriptasa reversa y son presumiblemente elementos clase 11 (Finnegan, 1989). 

2. Mecanismo de transposición 

Aunque existen muchos elementos transponibles diferentes, los elementos de ruptura son 

centrales de toda reacción de transposición, ya que exponen los extremos 3' del elemento transponible. 

Estos extremos se unen al DNA blanco (Mizuuchi, 1992). Algunas veces las reacciones de ruptura 

del DNA también se dan en los extremos 5' del elemento y su aparición tiene una profunda 
influencia en los productos de transposición. De esta forma, aunque todas las reacciones de 

transposición involucran ruptura y pegado de DNA, pueden surgir diversos tipos de productos de 
recombinación, dependiendo de las cadenas de DNA que son rotas y unidas (Nancy, 1995, figura 

2). 
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La integración retroviral (Berg y Howe, 1989; Mizuuchi, 1992; Golf, 1992) y la replicación 

del lago Mu (Berg y lime, 1989; Mizuuchi, 1992; Lavoie y Chaconas. 1995) exhiben ruptura y 

unión únicamente en las terminales 3' de los elementos móviles. En la integración retroviral, el 

germina de RNA viral se convierte por transcripción reversa en DNA de doble cadena. Este 

producto de DNA se cona por la integrasa codificada retroviralmente para exponer las terminales 

3'-011 en los extremos embebidos del DNA retroviral real. Las reacciones de transferencia de 

cadena unen entonces estas terminales 3' expuestas a posiciones cohesivos (staggered) en el DNA 

blanco, una terminal del transposón se une a una cadena del blanco y la otra terminal se une a una 

posición desplazada de la otra cadena. Como resultado, el transposón se une covalentemente al 

DNA blanco, pero es flanqueado por pequeñas brechas (gaps) que retiejan las posiciones cohesivos 

(staggercd) de la unión al blanco. Estos "gaps" que flanquean al elemento integrado son después 

reparados por funciones de reparación del DNA en el huésped. El producto resultante, en el cual el 

DNA retroviral se une covalentemente al DNA blanco se llama "inserción simple" (figura 2). 

En el caso de la replicación del bacteriófago Mu, el DNA del lago es embebido en el DNA 

cromosoma! del huésped. Las reacciones de ruptura del DNA ejecutadas por la proteína MuA, la 

transposasa Mu•codificada, introducen cortes de cadena sencilla en ambos extremos del elemento. 

Estas rupturas exponen las terminales 3' del transposón, separándolas del DNA bacteriano que las 

flanquea, pero dejando al transposón unido covalentemente por sus terminales 5' al DNA blanco; 

las terminales 3' del transposón son entonces unidas por reacciones de transferencia de cadena a 

posiciones cohesivos (staggered) en el DNA blanco. Este producto de transposición se replica 

entonces por replicación en el DNA huésped para generar un producto llamado "cointegrado" en el 

cual se unen el esqueleto donante (blanco) y dos copias del transposón (figura 2). 

Muchos elementos móviles se translocan por un mecanismo de "corte y pegado" que al 

parecer es distinto al de la integración retroviral y la replicación Mu (la introducción de rupturas de 

doble cadena en las terminales de un elemento para generar un transposón escindido que luego se 

inserta en un sitio blanco). Este paradigma se estableció por vez primera para los transposones 

bacterianos Tn10 y Tn7 (Berg y Howe, 1989; Mizuuchi, 1992; Kleckner, 1995; Chalmers y 

Kleckne, 1994; Craig, 1991 y 1995), pero ahora está claro que númerosos elementos, incluyendo 

el elemento P de Drosophila (Kautinan, 1992), los elementos Te de C. elegans y otros organismos 

(Luenen, 1994; Vos y Plasterk, 1994), y de la misma manera muchos otros sistemas de transposición 

(Berg y Howe, 1989; Calvi, 1991), usan este mecanismo (ver figura 2). 

3. Efectos de la transposición en la evolución genética 

Los elementos transponibles juegan un papel importante en la evolución genética. Los 

elementos del transposón pueden alterar genes y genomas de las siguientes maneras: 
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Cambios en patrones de herencia: Rearreglos cromosomales (tales como inversiones, 

translocaciones y dcicciones) pueden estimularse por eventos que involucran elementos transponibles 

(Roeder y link, 1983; Engels y Preston, 1984). Muchos de estos rearreglos son resultado de la 

recombinación entre copias de un elemento esparcido en el genoma. 

Cambios en patrones de expresión genética: Los rearreglos cromosomales pueden afectar 

la expresión de los genes individuales, cuando la región codificante de un gen es puesta bajo la 

influencia de las secuencias resolutorias de otro (Schneuwly, 1987). 

Cambios en secuencias: Estos cambios se causan por un corte impreciso, generando 

variación de secuencias entre los genes, la cual puede ser evolutivamente ventajosa. Si la inserción 

original fue en un exón, el resultado entonces será un alelo que codifique para el producto de un 

gen alterado (Schwarz, 1985). 

Amplificación de secuencias de DNA: Los elementos transponibles pueden aumentar el 

número de copias de secuencias en un genoma cuando casualmente son reconocidas corno 

intermediarias para eventos de transposición replicativa, o porque son incluidos en duplicaciones 

producidas por recombinación entre elementos (Maeda y Smithies, 1986; 13arsh, 1983; Stein, 

1983; McCarrey y Tiramos, 1987). La recombinación entre copias de un elemento transponible 

con la misma orientación y en diferentes sitios de un cromosoma corta el DNA involucrado 

cuando ocurra; en un evento íntracromátida. La recombinación irttercromátida en el mismo elemento 

corta el DNA involucrado de una cadena y lo duplica en la otra. 

U. Organización del genoma en mosquitos 

1. Cariotipos comparativos 

Se ha publicado información sobre el número y la morfología de los cromosomas que 

contienen los genomas básicos de más de 30 géneros y 150 especies de mosquitos (Rai, 1982). 

Con la excepción de Chagasia barbita que tiene ocho cromosomas, el complemento básico de 

todas las especies examinadas está compuesto por tres cromosomas, uno de los cuales es más 

pequeño que los otros dos. El cromosoma más pequeño determina el sexo (Rao y Rai, 1987; 

Zheng, 1993). 

2. Tamaños de genoma 

Se han determinado cantidades de DNA nuclear haploide (1C) para 43 especies que pertenecen 

a 17 géneros de cuatro familias de Nematócidos (Rao y Raí, 1987; Kumar y Rai, 1990). Se ha 

observado entre los mosquitos una variación de proporción de ocho veces en los tamaños de los 
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genomas. En Aedes, los tamaños de los genomas difieren entre si en una pmporción aproximada 
de 2.5 veces. Existe una correlación de significancia entré las longitudes cromosoinales totales y 

las cantidades de DNA haploide. 

3. Organización genómíca 

Las cantidades y organización de DNA repetitivo y DNA único se determinaron por 

genética de reasociación de DNA en cuatro especies de mosquito que poseen genomas de muy 

diferentes tamaños; A. quadrimaculatus, Culex pipiens,Aedes albapictus y Aedes triseriatus (Black 

y Rai, 1988). Las cantidades en secuencias fold•back, repetitivas medias y altamente repetitivas 
aumentaron con el tamaño del genoma. La cantidad de fold•back DNA aumentó en una proporción 
mucho más baja que la de las secuencias alta y medianamente repetitivas. Las cantidades de 

repetidos cortos y largos aumentaban con el tamaño del genoma pero los repetidos cortos aumentaban 

en mayor proporción. 

4. Elementos transponibles en Anopheles 

Las secuencias de DNA repetitivo constituyen una parte significativa en los genomas de los 

mosquitos (Besansky y Powell, 1992). En A. sambiae el DNA repetitivo consta de un 39% y 

entre estas secuencias se han identificado varías clases de elementos transponibles hipotéticos. Los 

retrotransposones (RTPs) non-LTR que han sido completamente caracterizados; los elementos TI 
ampliamente dispersos que no tienen especificidad aparente por el sitio de inserción (Besansky, 
1990a y 1990b); los elementos RI y R2 que ocupan un sitio preciso en los espaciadores intergénicos 

de los genes de rRNA localizados en la región 28S con separación de 74 pb (John, 1991; Suan y 

Frank, 1989); las familias RT1 y RT2, que también son retrotransposones non•LTR, insertadas en 

la región 28S del gen de rRNA a 630 ph hacia abajo (Besansky, 1992); y el elemento Q de 4.5 kb 

que tiene 2 ORF largos que se superponen (Besansky, 1994). Los elementos con invertidos 
terminales cortos en sus extremos se han caracterizado hasta ahora como marinar (Jacobson, 1986; 
Lidholm, 1993; Maruyama, 1991; Maruyama, 1991; Medhora, 1988; Sedensky, 1994; Bryan, 

1990). Este elemento transponible no se ha observado en otros mosquitos. 

Hl. EL ELEMENTO TRANSPONIBLE MARINER 

1. Estructura de elemento marinar 

El elemento mariner se identificó por primera vez en D. ~Mana, se localiza en el locas 

del gen blanco y se designa como "White-peach" (WP`h) porque su presencia provoca que el color 

de los ojos en el insecto cambie u durazno (Jacobson, 1986). El elemento activo marinar Mos 1 

(de D. maaritiana) tiene 1286 ph y repetidos inversos terminales (STIR) de 28 pb, contiene un 
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único marco abierto de lectura ininterrumpido de 1038 pb y codifica para una proteína de 346 

aminoácidos (figura 3). No hay secuencias de caja TATA u otro promotor conservadas entre los 
elementos. El marco abierto de lectura está precedido por secuencias tipo promotor y de pegado a 
ribosomas (Capy, 1992). El sitio de terminación y el poli(A) están en el mismo locus. 

Las longitudes de los elementos mariner que hasta ahora se han donado son similares 

(Bigot, 1994; Jeyaprakash, 1995; Margaret, 1994). Los principales elementos mariner tienen 28 pb 

repetidos inversos terminales (STIR), pero algunos tienen números diferentes (Oosumi, 1995; 
Roberston, 1992; Fernandez, 1993; Lidholm, 1991). También, los ST1Rs tienen mutaciones en 

ambos extremos y entre organismos diferentes. 

2. Características biológicas del elemento marina. 

Los elementos mariner se diseminan esporádicamente, por ejemplo, mariner no existe en 

D. melanogaster, pero ha sido identificado en D. 'nonti:lana así como en muchos otros organismos 

incluyendo planaria, nemátodos y humanos (Margaret, 1994; Garcla, 1993; Robertson 1993; 

Robertson y Macleod, 1993; Oosumi, 1995), La identidad de secuencias es muy baja, por ejemplo, 

entre 65 especies de insectos la identidad de secuencias varía entre 37 y 56 % a nivel de secuencia 

de DNA, y 23 a 45% a nivel de aminoácidos, Los números de copias son diferentes en distintos 

organismos. Se han encontrado 100 copias en A. gambiae , 1000 copias en H. cecropia y 0-30 

copias en la familia de Drosophila 

Los elementos mariner tienen formas activas e inactivas. Hasta ahora, se han obtenido los 

elementos activos de D. mauriliana (Mos», D. shnulons (MB1), y C. proropunda • todos codifican 

un marco abierto de lectura de transposición intacto (Jacobson, 1986; Medhora, 1991; Robertson, 

1992). Todos los demás elementos secuenciados hasta ahora contienen numerosas mutaciones y 

se consideran inactivos. 

El mecanismo exacto de la transposición de elemento mariner no ha sido determinado pero 

de acuerdo con su estructura, puede ser un elemento de tipo I de clase II elementos (como 

elemento P) y transposición por intermediario de DNA-DNA. 

IV. IMPORTANCIA DE LA IDENTIFICACION DE ELEMENTOS MARINER EN A. 

albimanus 

Los elementos transponibles pueden ser una herramienta potencial para abordar aspectos 

moleculares en insectos, y son buenos candidatos para vectores de transformación en manipulación 

genética, En el área de thosquitos transgénicos, los elementos transponibles se pueden utilizar para 

incorporar genes específicos anti-malaria en poblaciones silvestres de mosquitos Anopheles para 
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el control de la malaria. La utilización de los vectores de uunsfonnación basadas en elementos P en 
Drosophila (Rubín y Spradling, 1982; Rubín, 1981; Rubio, 1982; Spradling y Rubio, 1982) es 
exitosa, pero el elemento P no es capaz de transponise en mosquitos. Sin embargo, sera posible 
emplear este tipo de tecnología en mosquitos, si se dispusiera de un elemento transponible con 
propiedades similares al elemento P. El hecho de que los elementos mariner y P pertenercan al 
mismo grupo de elementos transponibles sugiere que los elementos mariner podrían ser valiosos 
como vectores de transformación, A. albimarms es el principal vector transmisor de Plasmodium 
vivaz (malaria) en América Latina. La identificación del transposón tipo mariner en A. albimarms 
puede establecer un fundamento para desarrollar un vector de transformación en la manipulación 
genética de mosquitos para el control de la malaria. 
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OBJETIVOS 

Principal: 

Aislar y caracterizar uníos) posible(s) transposón(es) tipo mariner de A. albirnanus 

Particulares: 

1. Diseñaroligonucleófidos degenerados para la amplificación por PCR de un fragmento 
del elemento mariner de A. albimanus. 

2. Clonar y secuenciar el fragmento del elemento tipo mariner. 

3. Estimar el número de copias y la distribución genómica del elemento tipo mariner en A. 

albimanus por Dot y Southern bloc. 
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Estrategia experimental 

110.111•11. 	 

( Diseño de iniciadores degenerados a partir de elementos mariner 

Amplificación por PCR de un fragmento tipo transposón 

a partir de genómico de A. alblmanus  

Cionación y secuenciación del producto de PCR 

( Marcaje del fragmento con [a-32PjdCTP1  

(SONDA) 	 I 

  

 

Búsqueda en banco genómico 

 

(Caracterización de donas positiv 
Número de copias y 

distribución genómica 

Secuenciación 



MATERIALES Y METODOS 

I. MEDIOS Y CEPAS 

Mosquitos de la especie: A. albimanus cepa franja blaca fueron obtenidos de la colonia de 

laboratorio mantenida en el Centro de Investigación sobre el Paludismo (CIP) en Tapachula, 
Chiapas, México. Tanto larvas como adultos fueron utilizados para la extracción de DNA. 

La cepa E,scherichia coli XLI-blue fue utilizada para la transformación con el plásmido 
pBluescript SK II (-) [pBSSK(-)]. El genotipo de esta cepa es sup E44 lisdRI7 recAl endA 1 
gyrA4ó thirelAl lac-F' [proAB+ laclq lacZAM15 1110(tetr)]. 

La cepa E. coli P2392 que contiene la forma lisógena del fago P2 fue utilizada para la 

infección por lambda DASH. Solamente los faltos recombinantes pueden crecer en esta cepa. 

El almacenamiento de cultivos de bacterias importantes se hizo creciendo una colonia en 

LB líquido por 12 horas y llevándola a una concentración final de 25% de glicerol estéril. Alícudas 

en tubos de 1.5 ml se guardaron a -70°C. 

II. VECTORES PARA CLONACION 

1. Plásmido: Se utilizó el plásmido pBluescript SK II (-). Este plásmido posee los promotoras 

de transcripción T3 y Ti flanqueando un sitio MI3mp19 de donación múltiple (Promega). 

2. Fugo lambda DASFI: Se utilizó el fago lambda DASH (Stratagene) como vector de 

donación de genoma DNA de A. albimanus. Hay promotores de transcripción T3 y T7 y un sitio 

de donación multiple (ver figura 12), el parte centro de fago puede ser cambiada por 9-23 kb DNA 

heterólogo. 

III. DIGESTION DEL DNA CON ENZIMAS DE RESTRICCION 

A continuación se describen las enzimas que se utilizaron y los amortiguadoras de ensayo 

descritos por los fabricantes (a una concentración 1.0X): 

EcoRI (Boehringer Manheim): Tris-14C' 100 mM pH 7.5, NaCi 50 mM, MgCl2  10 mM, 

2-mercaptoetanol 2 mM y BSA 0.1 mg/mt. 

EcoRV (Boehringer Manheim): Tris-14C' 10 mM pH 8.0, NaC1 100 mM, MgCl2  6 mM, 

2-mercaptoetanol 2 mM y BSA 0.1 ni g/ml. 
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Hind111 (Boehringer Manheim): Tris-HCI 10 mM p1-1 7.5, NaCI 50 mM, MgCI, 10 mM, 

D1T 1 mM y BSA 0.1 mg/ml. 

Sau3AI (Boehringer Manheini) Tris-HCI 10 mM pH 7.5, NaCI 50 mM, EDTA 0.1 mM, 

DIT 1 mM y BSA 0.5 mg/ml. 

La temperatura de reacción para todas las enzimas fue de 37°C. Las enzimas se usaron en 

cantidades de 10 Unidades/µg de DNA en 10 µI de reacción. Los tiempos de digestión fueron de 

1/2 hora a 4 horas según la enzima utilizada. La reacción de digestión se paró con 4 µI de solución 

de carga, y los productos de digestión se analizaron en geles de agarosa 0.8%, 1.2% y 1.5% con 

TAE IX. 

IV. EXTRACCION DEL DNA GENOMICO DE MOSQUITOS 

Se colocan 100 mosquitos vivos en el mortero con nitrógeno liquido, se trituran y se 

incuba con 4 ml de buffer de extracción a 50°C durante 1.5 horas. Se extrae la solución de 

mosquitos dos veces con un volumen igual de fenol (pH 8.0) y una vez con cloroformo, a 20°C, 

centrifugando cada vez a 8000 rpm durante 5 minutos. Se precipita el DNA con 1/10 vol. de 3 M 

de acetato sodio (pH 5.2) y dos volumenes de etanol absoluto frío y se disuelve con I ml de buffer 

TE. Se trata el DNA con 10 µ1 (10 mg/mi) de RNAasa a 37°C, 1 hora y se extrae como ya se 

mencionó en la misma sección. 

V. AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO "MARINER" DE A. albúminas 

Para amplificar un fragmento del elemento hipotético mariner de A. albimanus, se realizó 

una tracción en cadena de la polimerasa (PCR)(Saiki, 1988). El volumen de reacción fue de 50 µI. 

La reacción consistió de DNA de A. albirnanus 60 ng, oligos [(Dp1): GTN ACN ATG GAY 

GAR AMN TGG -3', (Dp2): 5'- GG NGC RIT RTC NTG RTG RAA -3'(figura 4) 1 mM cada 

une, dNTPs (concentración final) 50 mM, y Taq DNA polimerasa 1 Unidad (Boehringer). La 

reacción se hizo en un aparato de PCR Perkin Elmer Cetus 9600, la reacción es durante 10 ciclos 

bajo las condiciones siguientes: Desnaturalización a 95°C durante I minuto, apareamiento a 36°C 

durante 60 segundos y polimerización a 72°C durante 60 segundos. Luego durante 25 ciclos: 

Desnaturalización a 95°C durante I minuto, apareamiento a 52°C durante 60 segundos y 

polimerización a 72°C durante 60 segundos. Al finalizar los ciclos se permitió la extensión de los 

productos que pudieran quedar incompletos a 72°C durante 10 minutos. En este experimento se 

incluyeron otras reacciones de control positivo y negativo bajo las mismas condiciones. Por 

último, 5 pi de los productos de amplificación de cada una de las reacciones fueron analizados por 

migración en gel de agarosa al 1.5 % y el gel fue teñido con la técnica de bromuro de etidio. 
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VI. TECNICAS DE ELECTROFORES1S EN GEL 

La técnica para preparación de geles de agarosa es la descrita por Sambrook (1989), se usó 

para el análisis, aislamiento y cuantificación de DNA. 

Para el análisis del DNA se utilizó gel de agarosa (BRL INC.) en la cámara Bio-Rad INC. 

Los fragmentos de DNA de menor tamaño (2000-1(10 pb) se analizaron en concentraciones 
variables de agarosa de 1% a 1.5% según la resolución deseada (Brown,1991). A cada muestra 
(desde 50 ng hasta 500 ng de DNA si el gel es analítico), se agregaron 2µI de solución de carga 

para geles de agarosa por cada 10 µ1 de solución de DNA. Típicamente se incluyeron estándares de 
peso molecular conocido como Ladder de 100 pb (Gibe° BRL, citados en Hartiley J. L.), para 

bandas esperadas mayores de 600 pb, y se usa DNA de digerido con las enzimas de restricción 
HindIII. LoS geles se corrieron a un voltaje de 1 a 5 V/cm (la distancia en cm es igual a la distancia 

entre los electrodos), en amortiguador TAE IX con bromuro de etidio a una concentración final de 
0.5 µg/ml. Cuando el marcador de azul de bromofenol llegaba al final del gel, se detuvo la conida, 
y se expuso el gel en un transiluminador de luz ultravioleta. Los registros fotográficos se hicieron 
en una cámara pólaroid de enfoque fijo, con un filtro Kodak para ultravioleta. 

Los geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 20 %, urca 7 M, se prepararon de la 
siguiente manera (Sambrook, 1989): justo antes de necesitar el gel, se disolvieron 4.85 g de urea 

en 3 mi de agua bidestilada, se le agregaron 5 ml de la solución stock de acrilamida al 40 %, 665 µI 

de TBE 10X, 100 µI de persulfato de amonio 25 % y 3.5 µI de TEMED(N,N,N',N'-
tetrametilendiamina), se aforó a 10 ml y se vacío para ser corrido en una cámara "tall mighty 

small" de Hoeffer. 200 ng de oligo junto con 5µ1 de solución de carga se corrieron a 350 V y 15 
mA hasta que el marcador azul de bromofenol llegó al final del gel. 

Los geles de secuenciación acrilamida 5%, urea 7 M, se prepararon disolviendo 63 g de 

urea (grado secuenciación), en 80 mi de agua desionizada, añadiendo 15 ml TBE 10X, 25 ml de la 
solución stock de acrilamida 30% (19:1) y se aforaron a 150 ml con agua desionizada. A 50 inl se 

le añadió 150 µI de persulfato de amonio 25% y 151) µI de TEMED. La solución se usó para sellar 

la parte inferior de la cámara Bio-Rad para geles de secuenciación. Una vez polimerizada, se 

añadió a los restantes 1(X) ml de solución de acrilamida 100 pi de persulfato de amonio 25% y 1(X) 
µI de TEMED. Se vació la solución a la cámara. Se dejó politnerizar por lo menos 8 horas. 

VII. PREPARACION Y TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES 

Preparación de células competentes (Iliroaki, 1990): Las célular se inocularon en 500 ml de 

LB (con tetraciclina 12.5 µg/ml). Se incubaron 68 horas a I8°C en agitación hasta una Absorvancia 

de 0.5 OD a 600 nm de longitud de onda. 
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El cultivo se centrifugó en tubos estériles a 4 krpm, 10 minutos a 4°C y se resuspendió el 
precipitado en 40 ml del amortiguador PB, incubándolo en hielo por 10 minutos. Se centrifugó a 4 

krpm, 10 minutos a 4°C y se resuspendió la pastilla en amortiguador PB. Se hicieron alícuotas de 
0.3 ml en tubos Eppendorf estériles con DMSO 7% de 1.5 ml. Los tubos Eppendorf fueron 

guardados a -70°C, lo que permite descongelar y usar cada alícuota hasta 2 veces. 

VIII. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES 

En un tubo Eppendorf estéril se añadieron 100 µI de células competentes y 1 µ1 de una 
solución 10 ng/µI de pIISSK(-) DNA. Se incubaron en hielo por 30 minutos y a 42°C por 90 
segundos, se plaquearon 2O0µ1 por caja de Petri con LB sólido y antibiótico [Metixilina/Ampicilitta 

(80/20 µg/m1)]. Se incubó a 37°C durante la noche. Se contaron, picaron y estriaron las colonias a 

cajas frescas de LB con antibiótico. 

IX. PREPARACION DE pBSSK(-) 

Para preparar el vector pBSSK(-), se crecieron bacterias de E. culi XLI-blue transformadas 

con el plásmido pBluescript SK II (-) en 50 ml de LB/ampicilina hasta saturación. 150 ml células 
fueron procesados por el método de "Wivarr Maxipreps DNA Purificación System, No.I39" 

(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Se linearizó el plásmido pBSSK(-) con la enzima EcoRV, 500 pl de pBSSK(-) (25 ng/111), 

56 µI de buffer B y 30 µI de EcoRV se agregaron e incubaron a 37°C por 1.5 horas. Se purificó el 

vector por extración con un volumen igual de fenol/clorofonno, y se precipitó con etanol. 

X. LIGACION Y TRANSFORMACION 

Se añadieron 2 tilde pBSSK(-) linearizado (6 ng/µ1), 1 µI de 10 X buffer ligación, 1111 del 
producto de PCR pulido (1[1g,/µ1), 4 µI de T4 DNA ligasa (Boelninger, 1 U/µI) (0.5 Unidades por 

cada 500 ng de DNA) y se puso la reacción a 15°C, 8 horas. Se transfirió como se describió para 

la transformación de células competentes. 

XI. 1DENTIFICACION DE COLONIAS TRANSFORMADAS 

1. Digestiones enzimáticas: 

Llenar un tubo Eppendorf con medio de cultivo de bacterias. Centrifugarlo 5 minutos a 
máxima velocidad. Remover el sobrenadante. Resuspender la pastilla de bacterias en 100 µI de 

solución de tisis (LiCI 3  solución). Añadir 100 µI de fenol. Vórtex durante 10 segundos Centrifugar 

10 minutos a máxima velocidad. Recoger el sobranadante. Añadirle 1(X) µ1 de cloroformortsoamílico. 
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Vórtex 10 segundos. Centifugarlo como antes. Añadir 200 µ1 de etanol absoluto frío. Mezclar. 

Centrifugar 5 minutos a máxima velocidad. Lavar la pastilla con etanol al 70%. Resuspender en 

30 µI agua o TE buffer. DNA es digerido por Ilind111 o EcoRlfilind111 para el chequeo de 

insertos. 

2. Sondeo directo por PCR 

Se procedió modificando el método descrito en McPherson (1992). Las colonias candidatos 

a posees el plásmido con el inserto deseado se picaron y cada una se resuspendió en 100111 de 

agua tetradestilada estéril, el tubo se calentó a 95°C por 15 minutos, después de lo cual se agitó y 

se centrifugó para bajar los residuos. Se tomaron 10 pi de la solución de DNA y se realizaron PCR 

con los primers degenerados (Dp I y Dp2). Las reacciones se analizaron en geles de agarosa. En 

todos los casos se incluyeron controles negativos (colonias sin transformar) y controles positivos 

(colonias con insertos de tamaño conocido). 

XII. PURIFICAC1ON DE PLASMIDO 

Para purificar los plásinidos de las colonias seleccionadas, se crecieron bacterias de E. coli 
XLI-blue transformadas con el plásmido en 50 ml de LB/carbamicilina hasta saturación. Las 

pastilla fue procesada con el método de Plasmid SELECT-250 SPIN COLUMN (5 Prime->3 

Prime, Inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante. El plásmido resultante se linearizó con 

diferentes enzimas de restricción y se cuantificó en gel de agarosa 1%. 

XIII. SECUENCIACION 

Los experimentos de secuenciación fueron realizados mediante el método de terminación 

de la polimerización enzimática utilizando el falai" SEQUENCING KIT de Promega. 

En cuatro tubos Perkin Elmer de 150111 se adicionaron por separado 2 µ1 de la mezcla de 

deoxinucleótidos conteniendo el dideoxinucleótido apropiado. 

En un tubo Eppendorf de 0.5 ml se adicionó 1 µI conteniendo 100 ng del plásmido 

purificado correspondiente, 5µ1 de la solución amortiguadora para Taq DNA polimerasa 5X, 2 

conteniendo 4 fmoles del oligonucledtido comspondiente marcado en su extremo 5' con Er-32PJATP 

y se ajustó el volumen a 16 µI con agua tridestilada estéril. Por último se agregó 1111de Taq DNA 

polimerasa grado de secuenciación (5 U) y la mezcla se agitó con la punta de la pipeta. 

Se adicionaron 4 11 de esta mezcla a cada uno de los tubos conteniendo la mezcla de 

nucleótidos. La reacción se realizó durante 25 ciclos en un aparato Perkin Elmer Cetus 9600 bajo 

las siguientes condiciones: desnaturalización a 95°C durante 30 segundos, apareamiento a 42°C 
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durante 30 segundos y polimerización a 72°C durante 45 segundos. AL finalizar los ciclos se 
permitió la polimerizacion a 72°C durante 15 minutos. 

Al terminar la nacción, las muestras se transfirieron a tubos Eppendorf de 0,5 ml y se les 
adicionaron 6 µI de solución de terminación. Los tubos se agitaron suavemente y se centrifugaron 
en una mícrofuga Eppendorf para detener la reacción. Posteriormente fueron incubados en bailo 

maría a 95°C durante 5 minutos e inmediatamente transferidos a baño de agua-hielo. 

Las muestras fueron cargadas en un gel de poliacrilantida al 5% urea 7 M y sometidas a 

electroforesis. Los resultados fueron integrados con la utilerfa Contig del programa GeneWorks. 

XIV. PREPARACION DE LA SONDA MARCADA 

El fragmento de tipo mariner se utilizó como sonda en los experimentos de Southent blot, 
Dot blot e hibridación en placa. El fragmento se marcadó a concentración final de 12 µM y careció 

de dCTP y se añadió 0.33 µM (concentración final) de [a-"P]dCTP con el método de "NEN 

RANDOM PRIMER EXTENSION LABELING SYSTEM, NEP-103 (DU PONT)" siguiendo 
las instrucciones del fabricante. 

XV. DOT BLOT 

El filtro de nylon (Hybond N', Amersham) es humedecido con agua desionizada y se 
coloca en el aparato de Dot. El DNA es desnaturalizado con NaOil 0.4 N en un volumen 

aproximadamente de 30µl y se calienta en un baño de agua de 70°C durante 10 minutos. Después 

se le coloca un volumen igual de acetato de amonio 2 M frío. Se colocan los 60 µI aproximadamente 

de la muestra de DNA en el aparato de Dot usando una bomba de vacio para que las muestras sean 

absorbidas. Se lava el filtro con aproximadamente 200 ml de SSC 4X durante 5 minutos con leve 

agitación. Después se pone el filtro en una solución DenhardtS 2X por lo menos una hora. Se fija 

el DNA por luz ultravioleta en condición standard, 

El filtro es puesto en una bolsa con la solución de prehibridación, se deja incubando 4 
horas a 42°C. Se desnaturaliza la sonda marcada por incubación en agua hirviendo durante 5 

minutos, y se adiciona a la solución de prehibridación. Se deja hibridando por 20 horas a la 

temperatura de 42°C. 

El primer lavado se realiza con SSC 2X, 0.1% de SDS 45 minutos a temperatura ambiente. 
El segundo es con SSC IX, 0,1% de SDS 40 minutos a 68°C. El tercero es con SSC 0.2X, 0.1% 

de SDS 60 minutos a 68°C. El filtro es expuesto en una pantalla de Phosphorlmager (Molecular 
Dynamics) durante 12 horas y se cuantificó la intensidad de los dots. 
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XVI. SOUT)IERN BLOT 

10 pg DNA de A. albitnaturs fueron digeridos con la endonucleasa de restricción EcoR1 y 
Hind111. Los productos de digestión se sometieron a electroforesis, junto con 300 ng del bacteriófago 
X digerido con HindlII como marcadores de tamaño, en un gel de agarosa al 1%. El gel se corrió 
en una cámara horizontal con solución amortiguadora TAL' IX y bromuro de etidio 0.5 pg/ml. Al 
termino de la electroforesis, el gel se expuso a luz U. V. y la posición de los marcadores de tamaño 
fue registrada en el mismo gel con tinta china. El DNA fue desnaturalizado con 250 ml de Na01-1 
0.4 M durante 30 minutos en agitación (Southern, 1975). 

Se recortaron cuatro pedazos de papel filtro 3MM al mismo tamaño del gel. Dos de ellos 
se colocaron sobre la cámara de electroforesis conteniendo 300 ml de Na01-1 0.4 M de tal inan:Jra 
que sus extremos estuvieran en contacto con la solución. El gel, previamente tratado, fue colocado 
sobre el papel 3MM para impedir el flujo de líquido por las orillas se rodeo el gel con parafihn. 
Sobre el gel se colocó una membrana de nylon. Posteriormente se colocaron las otras dos piezas 
de papel filtro 3MM sobre la membrana de nylon. Se tuvo cuidado que en ningún caso hubiera 
burbujas. Sobre estos filtros se colocó un paquete de toallas de papel recortadas un poco más 
pequeñas que el papel 3MM, una placa de vidrio y un peso de 500 g. 

La transferencia de DNA se realizó durante 20 horas. Al término de la transferencia se 
separó el gel del filtro, se hidrató con agua, fue teñido con bromuro de etidio y se observó a la luz 
U. V. para comprobar la transferencia. La membrana de nylon se sumergió en Na011 0.4 M 
durante 10 minutos en agitación constante a temperatura ambiente. Posteriormente, se colocó en 
200 ml de solución de Tris HCl 0.2 m pH 7.5, SSC 0.1X y SDS 0.5% durante 10 minutos y 
agitación constante. Enseguida se secó Sobre papel filtro 3MM a temperatura ambiente. Se realizó 
la fijación del DNA al filtro, la prehibridación, la hibridación con sonda, lavados y exposición del 
film como se indicó en la sección de Dot biot. 

XVII. CLONACION DEL GEN TIPO MARINER EN A. nibiinanus 

La búsqueda del gen tipo mariner se realizó en una genoteca genómica construida por el 
grupo del Dr. Fidel de la Cruz Hernández, (CINVESTAV, Mexico) con fragmentos Sau3Al 
obtenidos por digestión parcial del DNA de A, albimanu.r y donados en el bacteriófago X DASII. 
El título de esta genoteca es de aproximadamente 5 X 10' recombinantes/m1 y el tamaño promedio 
del inserto es de 9-23 kilo pares de bases. 

Una colonia de E. coli P2392 se creció hasta la fase estacionaria en 5 ml de medio LB 
suplementado con maltosa 0,02 % y MgS0, I mM. Se lavó con MgSO4  10 mM por centrifugación 
a 1000 g durante 7 minutos y se ajustó a D.0.600= 0.6. 3(X) pl de a coli P2392 fueron infectados 
con aproximadamente 26000 bacteriofagos de la genoteca. Después de incubar durante 15 minutos 
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a 37°C y 250 rpm se adicionaron 7 ml de medio LB-agarosa 0.7 % y se vaciaron a una placa de 

LB. Estas últimas se incubaron a 37°C hasta que las placas de tisis resultaron visibles. 

Las placas de tisis se refrigeraron al menos dos horas y posteriomicnte se transfirieron por 

duplicado a filtros de nylon. El primer filtro se mantuvo en la placa durante dos minutos y se 

marcó con tinta china de tal forma que la marca quedara también en el agar de la placa. El segundo 

filtro se mantuvo cuatro minutos sobre la placa y fue marcado exactamente como el primero. 

Ambos filtros se sumergieron en solución desnaturalizante durante dos minutos, en solución 

neutralizante durante 5 minutos y en SSC 2X durante 30 segundos, en el orden descrito. 

Posteriormente se secaron al aire y se realizó la fijación del DNA al filtro y la hibridación con 

sonda como se indicó para el Dot blot. 

Estos filtros fueron utilizados para realizar una autoradiogralla con pantalla de intensificación 

durante tres días a -70°C. Después de revelar se marcaron las posiciones de los filtros y se 

compararon los duplicados. Solamente aquellas placas que resultaron positivas por duplicado 

fueron recuperadas. Para ello se realizó un corte del pedazo de aparen donde se encontraba la placa 

de tisis positiva y se sumergió en un tubo Eppcndorf de 1.5 ml conteniendo 1 ml de solución 

amortiguadora SM y 201'1 de cloroformo. El tubo se agitó suavemente por inversión para liberar 

los bacteriófagos del agar. Estos fueron sometidos a una segunda y tercera purificación repitiendo 

todo el protocolo. Después de la tercera purificación se recuperaron nueve donas positivas. El 

DNA de la dona positiva fue purificado por el ►nétodo usado de "Molecular Cloning" (Sambrook, 

1989). 

XVIII. PCR LARGO 

El DNA de la ctona positiva del banco de XDASII banco fue amplificado por los primers 

4, 4, T3 y T7 (ver figura 13). El volumen de reacción fue de 50 La reacción consistió de 0.8 ng 

de DNA, 300 nM de primers, 350 ptM de dNTP, 2.5 Unidades de Taq DNA polimerasa 

(Boehringer), y, 0.02 Unidades de Pfu polimerasa. La reacción se hizo durante 25 ciclos: 

Desnaturalización a 94°C durante 10 segundos, apareamiento a 42°C durante 30 segundos y 

polimerización a 68°C durante 15 minutos. Al finalizar los ciclos se permitió la extensión de los 

productos que pudieran quedar incompletos a 68°C durante 7 minutos. Se analizaron los resultados 

en gel de agarosa 1%. 

XIX. ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS 

Para el disefio de los primers y el análisis de las secuencias obtenidas, se utilizó principalmente 

el paquete GeneWorks de Intelligenetics INC. para Macintosh, ALIGNMENT: Alinea las secuencias 

de acuerdo a las resiones. TFASTA: Busca secuencias similares a la secuencia en cuestión en los 

bancos de datos de secuencias Ixtpthlicas. 
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RESULTADOS 

L DISEÑO DE OLIGOS PARA AMPLIFICAR EL FRAGMENTO TIPO MARINER DE A. 

albúminas 

1. Las regiones conservadas seleccionadas 

Se alinearon las secuencias pept(dicas de fragmentos de tipo mariner de varios insectos, 

utilizando el programa GeneWorks (Intelligenetics) y se obtuvo el árbol filogenético de los 

transposones. Se seleccionaron y analizaron las secuencias de la subfamilia irritans donde se 

localiza A. gambiae. El mejor alineamiento se encontró para los insectos liaematobia irritans 

(Hora fly), Chrysoperla ptorapunda (Green lacewing) y A. gambiae (figura 4). Se encontraron 

dos regiones con aminoácidos conservados (DI y D2) que no contienen al aminoácido Leucina 

(L) cuyo código es altamente degenerado (6 codones lo codifican). Esto último más la distancia 

erute las regiones D t y D2, las convierten en buenos candidados para el diseño de primers para 

PCR. 

2. Determinación de la secuencia de los primers 

Se alinearon por TFASTA las regiones conservadas (D l y D2) con las secuencias de otras 

30 especies de insectos. Se encontró que el 60% de la secuencia está conservada en todos ellos 

(datos no mostrados). Pero, en la posición de "Q" (Glutamina) del D2, otros insectos prefieren el 

codón "H" (Histidina) en vez del "Q" y en la posición "T" (Treonina) del DI, otros insectos 

prefieren el cortón "K" (Lysina) en vez del "T". Para incrementar la posibilidad de amplificación, 

se incluyó el codón preferencial de otros insectos con las regiones DI y D2 y se diseñaeron los 

primers Dpl y Dp2. Se obtuvieron los degenerados de Dpl de 512-veces, y de Dp2 de 256-veces, 

de acuerdo con la figura 5. Los primers seleccionados son 21 pb de "upper" (Dpl), y el "lower" 

(Dp2) 20 pb. 

Los primers sintetizados fueron purificados con n•butanol y analizados en gel de poliacrilamida 

al 20%. El tamaño encontrado del "upper primer" (Dp I) es de 21 pb y del "Iower primer" (Dp2) 

de 20 pb, de acuerdo con la figura 6. 

II. 1DENTIFICACION DEL FRAGMENTO TIPO MARINER 

Considerando la degeneración de los primers, la eficiencia de amplificación, y la especificidad 

para la reacción de PCR, la concentración de primers usada fue más alta que la acostumbrada, para 

este tipo de experimento. La concentración final para cada primer es usualmente 1 µM, y se usó 1 

mM. Se utilizaron dos estrategias diferentes de apareamiento, una donde la temperatura es 36°C Y 

la otra 52°C, que es la temperatura de apareamiento óptima. 
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Fig. 4. 	Alineamiento de fragmentos del elemento mariner 

las flechas indican las regiones de los primers candidatos DI y D2 



DI: 	AA: NH2 - V T M 
	

E T W -COOH 
(K) 

NT: 
	

5'- GTN ACN ATG GAY GAR ACN TGG -3' 
(AAR) 

Primer Dpl 	5'- GTN ACN ATG GAY GAR IMN TGG -3'.> 

(21 mero, degeneración de 512 veces) 

02: 	AA: NH2 - F 1-1 Q  O N A P -COOH 
(H) 

NT: 	5'- TTY CAY CAR GAY AAY GCN CCN -3' 
(CAY) 

(Complemento) 3'- AAR GTR GTY CTR TTR CGN GGN -5' 
(GTR) 

3'- AAR GTR TN CTR TTR CGN GGN -5' 

Primer 0p2: 	5'- GG NGC RTT RTC 	RTG RAA -3'.> 

(20 mero, degeneración de 256 veces) 

Fig. 5. Primers utilizados para la amplificación de un 
fragmento de 302 pb del elemento mariner 

* Codón de preferencia de muchos insectos, 
** (Y.T o C; R=A o G; M.A o C; NmA, C, o G) 



1 
	

2 
	

3 

21pb-a- 

Fig. 6. Oligos identificados por gel de acrilamida 
al 20% teñido con Nitrato de Plata 

1. Marcador de 21 pb. 	2. Dpl: 21-mero. 
3. Dp2: 20-mero. 



Como indica la figura 7, el control positivo de ambos A. gambiae y abeja fueron del 

tamaño esperado (cerca de 300 pb), el control negativo de E. coli no mostró una banda en esa 

posición. Para el caso de A. albimanus se aprecia una banda similar a la de A. gambiae. Los 

resultados indican que la amplificación es específica y que el elemento tipo mariner probablemente 

exista en A. albimanus. 

Los productos de PCR se donaron como se describió en Material y Métodos. Una de las 

colonias, llamada pBM1 (figura 8), es secuenciado. La secuencia que se caracterizó fue de 282 pb 

de largo, se llama fragmento-LK (figura 9). 

III. CARACTERIZACION DEL FRAGMENTO-LK 

1. Identidad de la secuencia del fragmento-LK con elementos mariner 

La secuencia determinada de A. albimanus (fragmento-LK) fue comparada con las secuencias 

de elementos "marine?' de A. gambiae y D. mauriciana respectivamente con el programa GeneWorks 

Inc. La identidad de la secuencia de nucleótidos entre A. albimanus y A. gambiae fue de 40%, entre 

A. albimanus y D. ~alarma fue de 42%, que puede ser comparada con la identidad de las 

secuencias de las diferentes especies de insectos que es de 37-56%. Los resultados sugieren que la 

secuencia encontrada puede ser un fragmento tipo mariner, para ser utilizado como sonda en 

experimentos posteriores. 

2. Distribución genómica del elemento en A. albimanus 

Se digirieron 10 tg de DNA genómico de A. albimanus con HindlIl y EcoRI, los cuales 

no existen en los elementos "mariner". Se llevó a cabo una hibridación tipo Southern-blot en 

condiciones de astringencia alta con el fragmento-LK marcado con [a-3311c1CTP. Al hibridar la 

sonda con la digestión de DNA genómico de A. albimanus se aparean al menos 3 bandas para la 

enzima Hindlll: 3kb, 3.2kb y 10kb, pero sólo una banda de enzima EcoRI (figura 10) en la 

posición de 4.3 Kb, la cual es similar a los resultados de C. brigy y Ifyalophora cecropia 

(Margaret, 1994; Lidholm, 1991). 

3. Número de copias en genoma de A. albimanus 

Para determinar el número de copias de los elementos en el genoma de A. albimanus se 

utilizó la técnica de Dot-blot. Se usaron el fragmento-LK DNA de E. coli como un control 

positivo y un control negativo. Después de la hibridación con la sonda fragmento-LK marcado con 

[a-"PlcICTP, la señal fue cuantificada por densitometda y el número de copias se estimó por la 

intensidad de señal. Los resultados muestran al menos 100 copias del elemento en el genoma de A. 

albimanus (figura 11 A) similar en A. gambiae (figura 11.13 y Tabla 1). Los resultados indican 
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Ni 1 2 3 4 5 6 7 

300pb- 

Fig. 7. Productos de PCR analizados en gel de agarosa 2% 
teñido con Bromuro de Etidlo. 

Se colocó la décima parte de la reacción por cada ¡nuestra 
M. Marcador (ladder 100 pb). 	1. A. gambiae. 
2. Abeja. 	 3. DNA genómico humano 
4. Amiba. 	 5. A. albimanus. 
6. Salmonella typhi. 	 7. E col!. 



1 2 3 

2.96kb 

0.3kb 

Fig. 8. La colonia pBSMl identificada por 
patrón de restricción 

1. Plásmido pliSSK(-) digerido con EcoliV. 
2. Plasmido pBSMI sin digestión. 
3. pBSMI digerido con 11-olt1/11indill. 
4. pBSMI digerido con Ilind111. 



GTTACAATGG 
GCATTTAAGA 
CTACTGGAAA 
CCCACGTTGC 
AGGATGCGCT 
TGCTTAATTG 

ATGAGACGTG 
TTCGTTTGTT 
AGTTCCGTTC 
CGTAATTACA 
TCGCCTGCCG 
GLi 	fCCACCA 

GTGAGACTGG 
GTTGACCCAT 
CTTCGCCACT 
ACAAACAGCA 
TTTACTGGCA 
AGATAACGCC 

GTGTCCAGCA 
TACTTCGTTG 
TCAATTTGTT 
GTTCAGTTCT 
CCTTCCTCCA 
CC 

AAACGTTCCC 
GCTTTATATT 
CCTTTCATTG 
CTATGGGCAG 
CTTAATAGTT 

B 
50 
100 
150 
200 
250 
282 

Fig. 9. Secuencia del fragmento tipo mariner 

A. Estrategia de la secuencia 
13. Secuencia del elemento tipo mariner (fragmento-LK) 

de A. albimanus (5'=>3') 



Fig. 10. Southern biot 

10 pg de DNA de A. albimanus digeridos con HindIll (1) 
y EcoRI (2) respectivamente, transferido a nylon, e hibridizado 
con el fragmento-LK mariner marcado con [(1-3211cICTP en 
condiciones astringentes altas. 



b a e 
(1) 

e b a d (2) 

A 

Fig. 11. Dot blot 

Diferentes DNAs se colocarán sobre las membranas de nylon y se 
hibridaron con el fragmento-LK mariner marcado con lo-32PILIC'11'. 

(1). Comparación de A. gambiac con A. albímanus 

A. DNA genómico de A. gamblae. 13. DNA genómico de A. albimanus. 

a. 6.5 pg. 	b. 1.3 pg. 	c. 0.13 pg. 

(2). Comparación con controles positivo y negativo 

A. A. albimanus DNA. 	13. Fragmento-1.K mariner. 	C. E coli 

a. 5)(108  moléculas. 	 b. 5X107  moléculas. 

c. SX1()6  moléculas. 	 d. SX105  moléculas 



que el fragmento es de tipo de secuencias repetidas moderadas en el germina, lo que es una 

característica de elementos u-ansponibles (Brian, 1994). 

IV. AISLANDO EL GEN COMPLETO DE TIPO MARINER EN A. albimanus 

1. Colonias del banco genómico de A. albitnamis 

El banco de DNA genómico de A. albimanus fue hibridado con el fragmento•LK marcado 

radiactivamente en condiciones altamente astringentes (ver Material y Métodos). Se aislaron las 

tres donas con señal positiva más intensa, denominadas AaMcl, AaMc2 y AaMc6. Se muestra la 

clona AaMcl en la figura 12. 

2. Caracterización de la otientacion del inserto en la colonia 

La orientación del inserto en las colonias fue determinada por PCR largo. Se hicieron cinco 

reacciones de PCR que abarcan: I,-T3 primer, 1,-T7 primer, 12-T3 primer, 12-17 primer, T3 

primer-T7 primer (figura 13 y l4). La reacción fue llevada a cabo en las condiciones del tiempo de 

desnaturalización corta, p1-1 alto, tiempo de extensión largo y con mezcla de enzimas T'ay DNA 

polimerasa y Pfu polimerasa. Entre las tres colonias analizadas, se obtuvieron dos clases: las 

colonias AaMcl y AaMc2 mostraron por igual las bandas de 4.5 kh y 8 kb; la colonia AaMc6 

presenta las bandas de 6.5 kb y 1.9 kb. Se muestra la clona AaMcl en figura 14 A Y B. 

3. Secuenciando el producto de PCR largo con "primer walking" 

De acuerdo con la orientación del fragmento tipo mariner de la colonia, el producto de PCR 

largo fue secuenciado directamente por "primer-walking". En el método, se partió del primer I, 

designado a paitirdel fragmento-LK. El segundo primer fue escogido basandose en el resultado 

del primer-walking inicial (figura 14 C). La secuencia obtenida de 875 ph se muestra en figura 13. 

4. Analisis de la secuencia 

La secuencia determinada fue alineada con los elementos mariner de A. gambiae, C. 

ptorapunda, D. martridana, y II. irritans. La hoinologfa de las secuencias es 43%, 41%, 44% y 

45% a nivel de DNA respectivamente, y se encuentran dentro de los homologfas con las secuencias 

de todos los insectos que son de 37.56% (Tabla 2, y figura 15). 
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fig. 12. Aislando el gen completo de tipo marino de banco genómico de A albimanus 

A. la estrategia del ablamiento; 	B. Una dona positiva AsiMel. 



1GTTACAATGG ATGAGACGTG (4TGAGACTGG GTGTCCAGCA AAACGTTCCC 
(Dp1) 

GCAIIMAGA ITCGTTTGIIT GTTGACCCAT TACTTCCT1I3 GCMATATT 
(W1, II.) 

CTACTGGAAA AGTTCCGTTC CTTCGCCACT TCAATTTGTT CCTTTCATTG 

CCCACGTTGC CGTAATTACA ACAAACAGCA GfrTCAGTTCT CTATGGG—al 
(12) 

SIGATGCGCT TCGCCTGCCG TTTACTGGCA CCTTCCTCCA CTTAATAGTT 

TGCTTAATTG AC  N'CCACCA AGCAACAGCA TPJAAACGATT GGTACGCACC 
(Dp2) 

GCAAATAAAA TTCTTGTTGA TTCCATTCCT AGACCTGGAA TGGCAAAAAC 

AAGCACCAGG AAAAAAAATA GACCAGATGG AGGAAAGTCC ACTTGCAGAA 

GTTlaraileAAAACIWAI=IGGCGAAA CGCGTTGTTT TGCTACATTC 
(W2) 

TATCTTTTTC TCGCGAAAGG TGCAGCCTGC TGCGACTGTC TGAAGGAAGA 

TTTCCCGAAC AACCGACACT GTCGTGGGCA CTCCTTGGCT AAAGGACGAG 

TCAGTCCCCG AGAAAGGTGT AAATAGGTCT CTGGGACTAG CGGAGAGGTT 

GGCGAGTGCC TCAGTCGTCT CAGTTCTGAC CACGAGCAGT TCPGGCCACG 

CTGGATCGAG TTGATAGTAC AGGTGACAGG CAGGCTCGAC TATTCCATTC 

CCAAAATTTG TTATCTTGAT TTTGGGGCAC CGCTGCGTAG GCCCCGGGTT 

TGTTCGAGAT CGACTTCTCC GTGGCCTCGC ACTGCTGGAC TGTCGGGCGG 

TGATATGACA GAACACCGCT CGCATACGTG GCATGCATAT TTGATTGATA 

ATTTATGCTC GACGGACACT CGGGG 

50 
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550 

600 
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Fig. 13. Secuencia de tipo mariner en Anopheleo albimanua 

DI y 02: Las regiones de los primers degenerados 1 y 2 usado para 
amplificar el tragmento tipo mariner de DNA genómleo de A. albinonus; 
W1 o Il; Walking primer 1 o primer usado para PCR largo; 12; Primer 
usado para PCR largo; W2: Walking primer 2. 
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Fig. 14. 	PCR Largo 

Mcl resueltos por gel de agarosa al 0.8% 
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3. '17 primer-11 primer; 

5. '13 primer:I7 primer. 

C. Primer walking 

A. Productos de KR largo de Aa 
M. DNIVIlindill marcador; 

2. T3 primer-11 primen 

4.'17 primer-I2 primen 

B. Mapa de A. 



Tabla 1. Comparación del número de copias de los 
elementos mariner de diferentes insectos 

Especies 	 No. de copias 

D. mauritiana 	 30 
11. cecropia 	 1000 
M. occidentalis 	 12 
A. gamblae 	 100 
A. albimanus * 	 100 

* El número de coplas de este trabajo, el cálculo esta 
basado en la Intensidad de señal de las manchas y la cantidad de 
moléculas en ellas. El número de copias de otros insectos es el 
citado de publicaciones. (Warren and Crampton, 1994; 
Jeyaprakash, 1995). 

Tabla 2. Comparación del alineamiento 
del DNA de elementos mariner 

Especies 	 Identidad de secuencias 

A. albimanus 
A. gambiae 

A. albimanus 
D. mauritiana 

A. albimanus 
G. lacewing 

A. albimanus 
Horn fly 

Todas las especies de insectos *  

43% 

44% 

41% 

45% 

37-5696 

* Datos citados de: Robertson, 11. M. The mariner 

transposable element is wldespread in Insects. 
Nature,1993,362,241-245. 
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Figura 15. Alineamiento del elemento tipo mariner de A. gambiae con la secuencia AaMcl 
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D1SCUSION 

En este trabajo se demostró por PCR degenerado y Southern blot la existencia, en A. 
albimanus, de un elemento repetido tipo mariner del cual se ha demostrado previamente que tiene 
propiedades similares a un elemento P en Drosophila. La homología de las secuencias de DNA 
con A. gambiae y Drosophila es de 43% y 44%, respectivamente, que puede ser comparada con 
la homologfa entre todos los insectos de 37-56%. El número de copias del elemento es de 100, el 
cual es similar con A. gambiae. 

I. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

La baja hoinología entre las secuencias de los elementos "mariner" de diferentes organisams 
dificulta el encontrar al elemento por un método de hibridación nucleotídica, dado que con una 
divergencia mayor del 30% la hibridización no funcionaría bien. El uso de PCR con oligos 
degenerados es una buena estrategia para buscar un elemento en organismos. Roberston utilizó 
secuencias de genes de una transposasa hipotética dentro de los elementos "mariner" de D. mauriciana 
y H. cecropia, para construir primers degenerados y amplificó exitósamente regiones de elementos 
tipo "marinera de 63 insectos por PCR (Robertson, 1993). Sin embargo, el fragmento de A. 
albimanus no pudo ser identificado. La razón puede radicar en que Drosophila y II. cecropia no 
son especies cercanas a A. albitnanus. Como se sabe, si existe una disparidad (mismatch) en el 
extremo 3' de los primers, la amplificación con PCR puede no ser efectiva. En este trabajo 
diseñamos nuevos primers a partir de los elementos tipo mariner de la familia A. gambiae. El 
elemento tipo mariner en A. albirnanus fue obtenido exitósamente. Al comparar nuestros primers 
con los que utilizó Roberston, se encontraron muchas vantajas en los nuestros. Por ejemplo: 
Nuestros primers se dirigen a secuencias más conservadas en insectos, la degeneración es mucho 
más baja, su secuencia no codifica para aminoácidos con código altamente degenerado, y no tienen 
degeneración en el extremo 3'. 

II. MANERA DE EXTENSION DE LOS ELEMENTOS MARINER 

Los elementos mariner pueden transferirse verticalmente. Este ha sido demostrado por 
microinyección de plásmidos que contienen la secuencia Mosl completa de D. nuturitiana en 

huevos de D. melanogaster, en donde se observa que este elemento es establemente integrado a 
cromosomas de línea germinal de D. n►elanogaster (Garza, 1991). La transmisión horizontal de 
mariner ocurre entre especies (Robertson y Macleod, 1993; Oosumi, 1995; Lidholm, 1991), por 
ejemplo, las donas mayoritarias de la H. irritans y A. gambiae están intimamente relacionadas 
(identidad de 91-96% en DNA y 80-90% en aminoácidos), pero la H. irritans y A. gambiae 

representan los subórdenes Cyclorrhapha y Nematócero respectivamente, que compartieron un 
amaestro común hace al menos 200 millones de años. Por otra parte, en este trabajo, se encontro 
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que la identidad de secuencias de nucicótidos entre A. gainbiae y A. albimanus es de 43% y entre 
A. albimanus y O. maridan« es de 44% las dos observaciones anteriores sugieren que los 
elementos se dispersaron en Anopheles de manera horizontal. 

HL NUMERO DE COPIAS Y D1STRIBUCION GENOMICA DEL TIPO MARINER EN A. 
albimanus 

El número de copias de los elementos "marine? en A. albima►nrs es de 100, el cual es 

similar a A. gantbiae pero diferente de otros organismos tales como Cecropia (1000) y D. 
mantillona (30). En cuanto a la cantidad en los organismos esta no puede ser explicada solamente 

por el tamaño del genoma, porque el genoma de Cecropia es ligeramente más grande que el de 

Drosophila, pero el número de copias de los elementos tipo mariner en Cecropia es de 30 veces 
más que en D. ►nauritiana (Lidholm, 1991). El genoma del mosquito es 8 veces mayor que el de 

Drosophila, pero el número de copias de los elementos "marine? en A. albimanus es sólo 3 veces 

más que en Drosophila. Además, aunque el DNA repetido se ha asociado a la presencia de 
elementos móviles de DNA, no hay relación entre la cantidad de DNA repetido en Ceropia (30%); 

Drosophila (10-15%) y mosquito (39%) y el número de copias de los elementos mariner en estos 
mismos organismos. Probablemente, las diferencias en los controles de transposición involucran 
factores cromosomales y/o citoplasmáticos que son específicos de los elementos "tnariner" y su 

huésped. 

En Southem-blot solamente se aprecia una banda cuando el DNA genómico se digirió con 

la enzima EcoRI lo que indica que la distribución genómica del elemento en A. albimanus es única, 

la población de los elementos en el genoma es altamente homogénea en tamaño en este caso 

(figura 16). 

IV. COMPARACION DE LA SEQUENCIA DEL CLONA AaMcl DE A. albimanus CON 

OTROS ELEMENTOS MARINER DE LA FAMILIA 1RRITANS 

La homologia de nucleótidos de 43% entre la secuencia AaMcl y la secuencia de A. 

gambiae sugiere que la secuencia AaMc l puede ser un elemento tipo mariner porque la homologia 

se localizo en el rango (37.56%) de la homologia entre todos los insectos. La alineación de la 

secuencia AaMcl con los elementos tipo mariner en la familia irritans como H. irritans (homologia 

de 45%) y C. ptorapiinda (homologia de 41%) está dentro de un rango similar. 

Sin embargo, no se encuentra ningún marco abierto de lectura en la secuencia AaMcl. Este 

resultado es esperado considerando las camcteristicas del elemento marinerinve,stigaciones previas 
demostraron que los elementos mariner tienen muchas mutaciones al azar. En 65 especies de 

insectos, la homologia de los elementos mariner del aminoácido (23.45%) es más baja que los 

nucleotidos (37-56%) indicando que la mutación ocurre en la primera o segunda base del codón, 
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no solo en la tercera posición. Porque si se introduce una mutación puntual en el primer o segundo 

nucleótido del codón, la secuencia peptidica se verá afectada en mayor grado que la secuencia 

nucleoddica (el codón será afectado en un 33.33%, mientras que el aminoácido será mayor, o sea 

100% de afectación). En el caso de que la mutación ocurra al azar en el gen, las regiones funcionales 

pueden afectarse facilmente, igualmente las terminales invertidas repetidas pueden sufrir mutaciones, 

así que es muy dificfl mantener intacto el marco abierto de lectura en el germina. De hecho, hasta 

ahora, aunque los elementos mariner pueden ser identificados en difeientes organismos y especies, 

solo los elementos Mosl (D. mauriciana), Mbl (D. simulans ), y C. ptorapunda tienen intacto el 

marco abierto de lectura y son considerados elementos activos (lacobson, 1986; Medhora, 1991; 

Robertson, 1992). Todos los demás elementos secuenciados contienen numerosas mutaciones,como 

los cambios de base, deleciones, movimiento de los marcos y codones de terminación. Luego 

entonces el elemento C. ptorapunda con marco abierto de lectura se encontró entre seis diferentes 

donas de las cuales 5 resultaron ser elementos inactivos. Tainbien, todos los elementos mariner 

completos donados hasta ahora tienen inutacioness y diferencias de largo en sus 28 pb de las 

terminales invertidas repetidas (ST1R) (C. ptorapunda, 27ph; C. elegans, sin ST111; Humano, 29 

pb; H. cecropia, 38pb). 

En este trabajo no se encontraron marcos abiertos de lectura (01111) indicativos de que el 

elemento identificado es un elemento tipo mariner que existe en forma inactiva en el genoma de A. 

albimanus. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que existan otros elementos 

mininer activos en A. albimanus. Esta posibilidad puede ser explorada en investigaciones futuras 

mediante un esfuerzo más amplio de secuenciación. 
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CONCLUSIONES 

Al finalizar este trabajo llegamos a las siguientes conclusiones: 

1. El elemento tipo mariner existe en A. albimanus, lo cual se demostró por PCRs degenerados. 

2. Hay copias múltiples del elemento tipo mariner en A. albimanus el cual es similar en A. 

gambiae, lo que fue verificado por el Dot-blot. 

3. La población de los elementos tipo mariner en el genoma tiene un tamaño altamente homogéne 

lo que se demostró por Southern blot. 

4. Los elementos se extienden entre el género Annpheles de manera horizontal, lo que se dedujo a 

través de la comparación de la identidad entre las secuencias. 
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