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Resumen 

l. RESUMEN 

Trypanosoma cruzi es un parásito hemoflagelado causante de la 

enfermedad de Chagas, este parásito presenta una gran heterogeneidad 

genética que se ve reflejada en una gran variabilidad en sus propiedades 

biológicas . Esta variabilidad se puede reflejar en la expresión diferencial de 

proteínas que podrían ocasionar que las cepas posean propiedades variadas, 

en la capacidad de entrar a células hospederas, o en su capacidad de evadir 

la respuesta inmune. Es por esto que el presente trabajo tuvo como objetivo el 

de estandarizar la técnica de electroforesis bidimensional para estudiar el 

proteoma de Trypanosoma cruzi, además de realizar comparaciones en la 

expresión de proteínas entre cepas mexicanas con diferentes propiedades 

biológicas y genéticas, y finalmente estudiar posibles diferencias en aquellas 

proteínas que fueron antigénicas. Para cumplir los objetivos planteados se 

emplearon diversas metodologías, para separar proteínas en geles 

bidimensionales realizando la estandarización de la electroforesis 

bidimensional con el sistema comercial IPG IEF Cell , utilizando dos diferentes 

amortiguadores de lisis, urea 8 M y urea 7 M con tiourea 2 M; ambos 

proporcionaron buena resolucíón y reproducibil idad y su uso va estar dado en 

función de lo que se deseé estudiar, puesto que el amortiguador de urea extrae 

un menor número de proteínas, de pesos menores a 65 KDa pero en todo el 

rango de pH estudiado, 3-1 O; en tanto que el amortiguador con tiourea extrae 

un mayor número de proteínas, con pesos de hasta 100 KDa pero 

preferentemente en las áreas con pi menores de 6. En cuanto al estudio 
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comparativo, se estudiaron las proteínas solubles totales del parásito, 

resolviendo en promedio 500 proteínas por cepa, de estas se realizo un 

análisis comparativo de las más abundantes, que varían en número 

dependiendo de la cepa, encontrándose que estas proteínas difieren entre las 

expresadas por cada cepa analizada. Finalmente, al realizar el estudio 

comparativo por inmuno electrotransferencia (Western-blot) empleando un 

mezcla de sueros de pacientes chagásicos crónicos se observó que al emplear 

como antígeno el extracto de la cepa Ver-6 los anticuerpos reconocieron un 

grupo de antígenos, entre los pi de 4 a 5 y pesos de 35 KDa que no están 

presentes en las otras dos cepas. Al emplear anticuerpos monoclonales contra 

proteínas del parásito, se detectaron diferencias al usar el anticuerpo 105, que 

reconoció una proteína de 38 KDa que presenta una serie de isoformas en las 

tres cepas, reconociendo 5 en las cepas del genotipo 1 y 6 isoformas en la cepa 

de genotipo 11. 
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11. ANTECEDENTES 

El parásito hemoflagelado Trypanosoma cruzi agente etiológico de la 

enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, es un parásito que se 

caracteriza por la presencia del cinetoplasto ; es transmitido por vectores del grupo 

de los triatóminos debido a que la fase infectiva es excretada en las heces del 

vector y puede introducirse en el hospedero mediante una lesión para invadir casi 

cualquier tipo de célula ; después de replicarse sale hacia el torrente sanguíneo en 

su forma infectiva donde puede invadir otras células o a través de la picadura del 

vector completar su ciclo biológico que incluye otras transformaciones en el tracto 

digestivo del vector (Scharfstein et al. , 2000) . A continuación se muestra la 

taxonomía del parásito. 

11.1. TAXONOMIA (Leedale yVickerman, 2000) . 

Phylum: 

Clase: 

Orden: 

Suborden: 

Familia: 

Género: 

Subgénero: 

Especie: 

Euglenozoa Cavalier-Smith , 1981 

Diplonemea Cavalier-Smith , 1993 

Kinetoplastea Honingberg, 1963 

Trypanosomatina Kent, 1880 

Trypanosomatidae Duflein, 1901 

Trypanosoma Gruby, 1843 

Schizotrypanum Chagas, 1909 

Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi Chagas, 1909 

3 
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11.2 CICLO DE VIDA 

El ciclo de vida del parásito incluye estadías tanto en los vectores como en 

los mamíferos que pueden ser reservorios u hospederos definitivos. En el intestino 

del vector proliferan epimastigotes replicativos donde se diferencian en 

tripomastigotes metacíclicos que es la forma infectiva no replicativa, estos son 

secretados en las heces u orina y pueden entrar a través de las mucosas, piel y 

llegar al torrente sanguíneo, una vez en el torrente sanguíneo los tripomastigotes 

pueden infectar una gran variedad de células nucleadas, como los macrófagos y 

las células cardíacas, donde intracelularmente se diferencian en amastigotes 

proliferativos los cuales posteriormente causan la lisis de la célula infectada 

liberando tripomastigotes sanguíneos que pueden invadir otras células o bien ser 

tomados por el vector al alimentarse y cerrar el ciclo (Piacenza et al., 2001 y 

Scharfstein et al. , 2000). En la figura 1 se presenta el ciclo de vida del 

Trypanosoma cruzi en la cual se ilustran las diversas transformaciones de este 

parásito. 

I? 
~ -

Flg.1 Cic!o de vida de Trypanosoma cruzi. (tomado de www.tdr.int/tdr/) 

4 



Antecedentes 

11. 3 MORFOLOGÍA 

La diferenciación del Trypanosoma cruzi durante su ciclo de vida en sus 

diferentes formas se puede identificar por la posición relativa del cinetoplasto 

respecto al núcleo y al flagelo. (Brener, www.dbbm.fiocruz.br/tropical/chagas/) . 

El amastigote es la forma esférica intracelular, casi inmóvil y con una alta 

capacidad de dividirse binariamente (Pinto, 1984), carece de flagelo y membrana 

ondulante, posee un núcleo central y un cinetoplasto pequeño entre 1 a 4 µm. 

(Schmidth y Roberts, 1989). En la figura 2 se muestra una microfotografía de la 

ultraestructura del amastigote. 

Fig 2. Ultraestructura del amastigote de T. cruzi por microscopia electrónica de transmisión. 

Se pueden observar el cinetoplasto (K) dentro de la mitocondria ramificada (*) , un flagelo corto (F) 

y el núcleo celular (N) (30000X) (De Souza, 1999). 
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El epimastigote tiene un tamaño entre 20 a 40 µm el cual presenta una 

forma de huso con el cinetoplasto localizado anterior al núcleo. Es capaz de 

dividirse pero no es infectivo y se pueden localizar en el intestino de los vectores o 

en cultivos axénicos (De Souza, 2002). En la figuras 3 y 4 se ilustran a través de 

microfotografías la ultraestructura del epimastigote y del tripomastigote 

respectivamente. 

Fig. 3. Ultraestructura de epimastigote de T. cruzi por microscopia electrónica de 
transmisión. Estructuras como el flagelo (F) , cuerpo celular (C), citostoma (Cy) y cinetoplasto (K). 
(60000X). (DeSouza, 1999). 

El tripomastigote presenta dimensiones de 25 µm de longitud y un 

diámetro aproximado de 2 µm. El cinetoplasto se localiza posterior al núcleo y el 

parásito presenta membrana ondulante. Esta forma se puede observar en el 

intestino posterior, heces u orina de los vectores, en la fase estacionaria de 

cultivos axénicos y en la fase líquida de cultivos celulares. Esta forma es infectiva 

pero carece de capacidad de replicación (De Souza, 2002) . 

6 
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Fig. 4. Ultraestructura de tripomastigote de T. cruzi por microscopia electrónica de alto 
voltaje. Se pueden observar el cinetoplasto (K), la membrana ondulante, el flagelo y las áreas de 
adhesión del flagelo al cuerpo celular (flechas). (1 2000X) (De Souza, 1999). 
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En el siguiente esquema (figura 5) , se pueden observar fas estructuras más 

importantes del parásito en estudio . 

Bolsillo 
flagelar 

M111Xondria 

Fig. 5. Esquema de epimastlgote de Trypanosoma cruzi (Tomado de De Souza , 2002). 

La pared celular de los tripanosomátidos está conformada de dos partes; la 

primera es la membrana plasmática en tanto que la segunda es una capa delgada 

formada por los microtúbulos subpeliculares, los cuales se encuentran conectados 

8 
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a la membrana mediante filamentos cortos de naturaleza desconocida; esta 

asociación probablemente es la responsable de la rigidez de la célula. 

Recientemente se ha obtenido información de la bioquímica de los microtúbulos 

de los tripanosomátidos, especialmente de T. brucei los cuales muestran que 

existe la presencia de seis tubulinas, alfa y beta que constituyen las subunidades 

del microtúbulo; gama que es el componente minoritario responsable de la 

nucleación del microtúbulo, además se encuentran las tubulinas delta, epsilon y 

zeta. 

El flagelo que posee el parásito emerge de una invaginación denominada 

bolsa flagelar, la longitud del mismo va a depender de la etapa en que se 

encuentre, su composición es debida a un complejo altamente organizado de 

filamentos que se denomina bastón paraflagelar (De Souza, 2002) . A su vez el 

flagelo esta involucrado en al menos dos procesos importantes: el movimiento 

celular y en la unión del parásito tanto a la superficie de las células de los 

vertebrados como a las microvellosidades del intestino de los vectores. (De Souza, 

1999). 

El cinetoplasto es ADN extranuclear condensado en forma de anillo en una 

región bien establecida de la única mitocondria y se ubica en la base del flagelo. El 

ADN del cinetoplasto representa del 25-30% del ADN total de la célula y consiste 

de una red de 20000 a 30000 minicírculos asociados con moléculas lineales largas 

y cada minicirculo tiene aproximadamente 1440 pares de base. Algunos estudios 

bioquímicos indican la presencia de proteínas asociadas al cinetoplasto entre las 

que destacan: la topoisomerasa tipo 11 , la ADN polimerasa P, la proteína 

ensambladora de minicírculos, las proteínas condensadoras k-ADN, la proteína 

9 
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asociada-cinetoplasto, enzimas de restricción , proteínas mitocondriales de choque 

térmico, y un grupo de proteínas de unión de cinetoplasto para enlazar los mini y 

maxicírculos. La morfología del cinetoplasto varia de acuerdo al estadio del 

parásito; en los epimastigotes y amastigotes se observa como una estructura en 

forma de bastón en donde el k-ADN está organizado compactamente, en tanto 

que en los tripomastigotes se observa como un anillo y su K-ADN se observa más 

dispersado (De Souza, 1999) . 

El glicosoma es un organelo redondeado o elongado, que pertenece al 

grupo de los peroxisomas y puede contener catalasa en algunas especies, así 

como diversas enzimas involucradas en la oxidación de aminoácidos y lípidos (De 

Souza, 1999). En base a estudios recientes sobre las enzimas glicolíticas 

presentes en este organelo se determinaron que sus puntos isoeléctricos son 

similares a los de enzimas encontradas en el citoplasma de células de mamíferos . 

El glicosoma no posee un genoma, por lo que las proteínas ahí encontradas son 

codificadas por genes nucleares, trasladadas a los ribosomas libres y 

posteriormente transportadas al organelo (De Souza, 2002). 

A su vez, se ha observado la presencia de algunos gránulos en las células 

al teñirlos con colorantes básicos, estos han recibido numerosos nombres tales 

como: reservorios de productos metabólicos, cuerpos de pigmentos , gránulos 

metacromáticos, gránulos polifosfatos o gránulos de volutina. Recientemente se 

ha determinado que en la familia de los tripanosomátidos estos gránulos 

presentan una gran concentración de Ca2
+ por lo que se les denominó 

acidocalcisomas. Se han mencionado varias de sus posibles funciones , entre las 

que destacan: a) una función en el proceso de almacenamiento de calcio para ser 

10 



Antecedentes 1 1 

utilizado en alguna etapa del ciclo de vida ; b) una segunda función pudiera ser el 

de almacenar energía debido a su gran contenido de fósforo inorgánico, c) en la 

tercera función se destaca el efecto amortiguador de pH debido a la presencia de 

H+ ATPasa en la membrana d) y por último el acidocalcisoma puede tener un 

efecto osmoregulador (De Souza, 2002) . 

El núcleo de los tripanosomátidos no se ha investigado a fondo, sin 

embargo en exámenes microscópicos se observa que la cromatina se localiza 

principalmente en la periferia nuclear ó centralmente al nucleolo. Durante la 

división la cromatina se dispersa y el nucleolo desaparece, dejando al núcleo con 

una apariencia homogénea y densa; por otro lado, microtúbulos y placas 

pequeñas aparecen durante la mitosis de esta manera la membrana nuclear 

permanece intacta. El número de placas varia de especie a especie, sin embargo 

en T. cruzi se observan al menos 1 o (De Souza, 1999). 

Las estructuras tales como ribosomas, retículo endoplasmático, complejo 

de Golgi y vacuolas se han observado pero no se han estudiado en detalle en T. 

cruzi. 

11. 4 GENÉTICA DEL PARÁSITO. 

En 1966 Coura y colaboradores propusieron el establecimiento del 

complejo "cruzl' para diferenciar las distintas cepas que hay del parásito, ya que 

como se sabe presentan una gran diversidad genética, variación morfológica, 

inducen variados fenómenos inmunológicos, distinta virulencia , así como 

diferencias en las patologías individuales y regionales de la enfermedad de 

Chagas. 

11 



Antecedentes 12 

La diversidad genética ha sido revelada por marcadores enzimáticos (Miles 

et al., 1978), con algunas técnicas moleculares como la RFLP de DNA del 

cinetoplasto (Morel et al ., 1980), usando cariotipos moleculares (Henrikson et al 

1993), DNA tingerprints (Macedo et al., 1992), y RAPO (Tybayrenc et al., 1993), lo 

que ha permitido dividir en dos grupos genéticos bien definidos a la población 

parasitaria que comprenden los propuestos en los años setenta mediante 

marcadores isoenzimáticos. 

El grupo genético T. cruzi 1 es observado principalmente en mamíferos y 

triatóminos silvestres en tanto que T. cruzí 11 se encuentra generalmente en 

humanos. Fernández y colaboradores encontraron la presencia de ambos grupos 

en el ciclo selvático, la preferencial asociación de los diferentes linajes con 

distintos hospederos ilustra la complejidad del parásito (Fernández et al. , 1999, 

Devera et al. , 2003) . 

Las cepas de T. cruzi mexicanas pertenecen al zimodema 1 de acuerdo a 

los estudios isoenzimáticos y genéticos (López-Olmos et al. , 1998 y Bosseno et 

al. , 2002) . Por otra parte López-Olmos y colaboradores encontraron dos aislados 

mexicanos que muestran un genotipo diferente. Cabe mencionar que dichos 

aislados provienen de mamíferos silvestres (López-Olmos et al., 1998). Espinoza 

y colaboradores en 1998 realizó el aislamiento y caracterización biológica de 5 

aislados obtenidos de pacientes mexicanos, encontrando mediante una análisis de 

RFLP que se pueden dividir en dos grupos diferentes, en cada grupo se 

encuentran los aislados que poseen propiedades biológicas parecidas en el 

modelo murino y que causan patologías similares; con lo que demuestra que 
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puede haber una relación entre la genética, la capacidad de matar ratones y los 

síntomas producidos en los pacientes. 

11.5 ENFERMEDAD DE CHAGAS. 

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una 

enfermedad conocida desde principios del siglo XX a partir del descubrimiento de 

la misma por Carlos Chagas. Esta enfermedad es endémica en Centro y 

Sudamérica ; principalmente en zonas rurales aunque actualmente debido a la 

migración y al crecimiento urbano es común encontrar personas infectadas en las 

grandes ciudades. De acuerdo a una estimación por parte de la OMS (1991) se 

calculaba que existían entre 14 a 16 millones de personas infectadas y que 

aproximadamente 1 00 millones más habitan en zonas de riesgo de infección 

(WHO; 1991). Actualmente, se cree que debido al control de los vectores y a un 

control mayor en los bancos de sangre existen actualmente 11 millones de 

personas infectadas (Schmunis, 1999) . 

La enfermedad de Chagas es una zoonosis capaz de permanecer en focos 

enzoóticos sin involucrar la enfermedad en los humanos, geográficamente se 

distribuye desde la latitud 42ºN (norte de California) hasta la latitud 46º S (sudeste 

de Argentina y Chile) ; sin embargo la distribución de la infección en humanos se 

extiende un poco más allá de esos límites; debido principalmente a la migración 

humana (OMS, 1991 ). 

El cuadro clínico de la enfermedad se ha dividido en tres etapas: la fase 

aguda que generalmente es corta, la fase crónica que se presenta a largo plazo, a 

su vez estas fases son separadas por una tercera fase clín icamente asintomática 

denominada fase indeterminada. 
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La fase aguda se caracteriza por una alta parasitemia, malestar general y 

una gran variedad de manifestaciones clínicas cuyos síntomas pueden pasar 

inadvertidos; esta fase se presenta después de la entrada del parásito en el 

organismo lo que puede ocasionar una inflamación local llamada chagoma. Por 

otro lado, también en esta fase se observan algunas alteraciones 

electrocardiográficas como la taquicardia, prolongación del intervalo P-R, cambios 

en la onda T y bajo voltaje QRS y mediante rayos X se puede observar 

cardiomegalia ligera. El diagnóstico se puede realizar a través de pruebas 

parasitológicas directas. Generalmen'te el cuadro resuelve en 4 a 8 semanas 

(OMS, 1991). 

La fase indeterminada inicia de 8 a 1 o semanas después de la fase aguda y 

pueden o no presentarse manifestaciones clínicas. Esta fase puede prolongarse 

por varios años y ser asintomática. Los sujetos presentan electrocardiogramas 

normales y solamente se puede establecer un diagnóstico mediante pruebas 

serológicas o en algunos casos por xenodiagnosis. 

Se calcula que aproximadamente el 30 % de las personas que presentan la 

fase indeterminada evolucionaran hacia la fase crónica, que se caracteriza por 

daños cardiacos, digestivos o neurológicos. Esta etapa se manifiesta por la 

presencia de anticuerpos y una mínima presencia de parásitos circulantes (OMS, 

1991). 

Como se ha mencionado, el principal medio de infección es por la picadura 

del vector sin embargo, existen otros mecanismos tales como: la infección 

congénita, el contagio por transfusiones sanguíneas y transplantes de órganos. 
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11.6 ENFERMEDAD DE CHAGAS EN MÉXICO 

Un factor muy importante para la presencia de la enfermedad de Chagas en 

México es la presencia de 31 especies de triatóminos en México, la mayoría de 

ellos infectados naturalmente por T. cruzi; como se puede observar en la figura 6, 

las especies con mayor importancia epidemiológica se encuentran distribuidas en 

gran parte del territorio nacional. 

O T.'i.Jtoma bJrb()r; O P/lvllosom<1 complGX !TI ]{l;)!oma d1mKfl;)/1J 
{?J Tr&.1!oma g9(5t.1~"ker; O Dioeti>k."í}iJ5ler m.1x.·mu'$ 

Fig. 6 Distribución en México de los principales vectores de la enfermedad de Chagas. Tomado de 

Guzmán-Bracho, 2001 . 

En México se cuenta con reportes de la existencia de vectores y reservorios 

infectados desde 1936 (Mazzoti , 1936), sin embargo fue hasta 1940 cuando el 

investigador reporto la infección en humanos. Actualmente se han reportado datos 

acerca de las prevalencias locales (Goldsmith et al ., 1985; Tay et al. , 1986) o 

nacionales (Velasco et al. , 1992 y Guzmán-Bracho 2001) y de estudios de 
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seroprevalencia en bancos de sangre en varios estados de la república , incluso 

en el D.F., donde en donadores de sangre del Instituto Nacional de Cardiología se 

encontró una seroprevalencia del 0.28%, que incluso es más lata que para VIH ó 

el virus de la hepatitis (Ramos-Echevarria et al. , 1993). 

Se han realizado estudios en diferentes estados, uno de ellos en el Estado 

de Chiapas donde se encontró una seropositividad de 11 .3 % en general, pero al 

realizar el análisis por las distintas zonas del mismo los seropositivos varían 

notablemente desde un 32 .3 % en la selva lacandona hasta la zona central donde 

no se encontraron positivos. De acuerdo a los resultados de la última encuesta 

seroepidemiológica nacional se calculó que el 5 % de la población en general del 

estado de Chiapas es seropositiva en tanto que en donadores de bancos de 

sangre el 1.8 % (Mazariego-Arana et al ., 2001) . 

En el centro del país se conoce la presencia de los vectores, lo que implica 

un riesgo para la población local , y existen algunos datos acerca de infección en la 

zona, Rangel-Flores y colaboradores realizaron un estudio en el estado de 

Morelos mediante pruebas serológicas encontrando una seropositividad del 20% e 

incluso aislaron el parásito de cinco pacientes; estos datos son importantes a nivel 

epidemiológico debido a que esta zona anteriormente no se consideraba 

endémica y sobre todo por su cercanía al Distrito Federal , aproximadamente 1 

hora, lo que pudiera ocasionar un desplazamiento de los pacientes e incrementar 

el riesgo de infección (Rangel-Flores, 2001 ). 

En el estado de Jalisco se ha dado un incremento en el número de casos 

reportados, este hecho tiene sus orígenes en 1986 con el reporte del brote 

epidémico de la fase aguda más importante hecho que llevo a que este estado 
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ocupara el primer lugar a nivel nacional (Trujillo 2000 et al ., Hernández et al. , 

1987) . Posteriormente Trujillo realizó un estudio que abarco el seguimiento a lo 

largo de 7 años de una población representativa de todas las regiones del estado, 

encontrándose 17.8% de positivos al inicio del estudio que al cabo de los 7 años 

se convirtió en 18.1 %, encontrando casos nuevos además de seroconversiones de 

positivos a negativos; esto los hace conclu ir que las infecciones se dan de manera 

continua, pero no todos los infectados desarrollan la enfermedad puesto que en el 

estado la gran mayoría son reportes de infección no de enfermedad (Trujillo et al ., 

2000) . Por otro lado, en el estado de Puebla se encontró una seropositividad del 

7.7%, que es más alta que el de algunos países Sudamericanos como Argentina 

que reporta 3.5% y Brasil que presenta 0.7 %, este estudio se realizó en bancos 

de sangre de 7 regiones del estado, para ello emplearon como antígeno un 

extracto total obtenido a partir de una cepa mexicana (Sánchez-Guillén et al ., 

2002) , lo que marca una gran diferencia en comparación con otros estudios que 

emplean antígenos comerciales provenientes de Sudamérica. Con base en 

resultados presentados en estudios seroepidemiológicos realizados entre 1987 y 

1989 se ha calculado que a nivel nacional la seroprevalencia de anticuerpos 

contra T. cruzi es del 1.6% encontrándose casos positivos en todo el país. 

(Guzmán-Bracho, 2001 ). 

11.7 DIAGNÓSTICO 

El diagnóstico de la enfermedad de Chagas se realiza mediante métodos 

parasitológicos, serológicos y más recientemente por métodos moleculares. 

17 
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El diagnóstico parasitológico se emplea con alta sensibilidad en la fase aguda, ya 

que puede detectarse la presencia del parásito en circulación , sin embargo en la 

fase crónica la sensibilidad baja hasta aproximadamente 40% debido a la baja 

parasitemia (Sánchez et al., 2001). 

Los métodos parasitológicos se dividen en directos e indirectos, entre los 

primeros se encuentran aquellos en los que se puede realizar una observación 

microscópica directamente de la muestra , como lo es el frotis de gota delgada, de 

gota gruesa, gota fresca y la técnica de Strout que implica la concentración de la 

muestra sanguínea para concentrar a los parásitos en el sedimento (WHO, 1991) . 

El diagnóstico serológico ha cobrado mayor auge debido a su relativa 

facilidad y a la rapidez con que se obtienen los resultados, aunado a que en las 

fases indeterminada y crónica es la manera más confiable de detectar a los casos 

positivos . El parásito es altamente inmunogénico y representa una gran gama 

antigénica para el hospedero, con proteínas localizadas en su membrana celular y 

cuya presencia e inmunogenicidad puede variar en los diferentes estadios del ciclo 

vital del parásito (De Lima et al. , 2001 ). 

Debido a los problemas arriba mencionados se han buscado preparaciones 

que funcionen como antígenos alternativos, entre los que destacan los antígenos 

recombinantes y pequeños péptidos sintéticos, obteniendo buenos resultados con 

alta sensibilidad y especificidad ; sin embargo estas preparaciones no se emplean 

comercialmente debido a lo difícil de su preparación y purificación (Da Silveira et 

al. , 2001 ; Ferreira et al. , 2001 ; Peralta et al. , 1994; Umezawa et al. , 1999 y 

Vergara et al. , 1992). 
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No solo se han realizado estudios con proteínas sino que se buscan nuevos 

y mejores antígenos en otros tipos de moléculas como los son las glicoproteínas y 

fracciones glicosídicas que son resistentes a la acción de proteasas del parásito 

(que pueden degradar el antígeno en cortos periodos de tiempo si no se emplean 

inhibidores de proteasas o no se almacenan en condiciones adecuadas) ; es por 

esto que se han realizado pruebas para tratar de emplear las fracciones 

glicosídicas purificadas por cromatografía , hecho que se justifica por 

demostraciones previas de que pacientes chagásicos presentan anticuerpos 

antigalactosil dirigidos contra fracciones glicosídicas de T. cruzi (De Lima et al. , 

2001) . 

Actualmente con el desarrollo de las técnicas de biología molecular se ha 

dado un paso más para desarrollar una metodología diagnóstica con más 

beneficios que las anteriores . Algunos investigadores han demostrado que la 

reacción en cadena de polimerasa (PCR) es altamente eficaz y sensible para 

detectar al parásito. Sin embargo, un paso crítico es el diseño de los primers, 

puesto que T. cruz/ presenta reacción cruzada con otros parásitos, la detección de 

un gen que codifica para la proteína Tc-24, proteína flagelar antigénica que 

propicia una fuerte respuesta inmune, ha demostrado ser más sensible que la 

detección de otras secuencias (Guevara et al , 1996). Otra secuencia utilizada es la 

TcZ, que corresponde una región altamente variable del minicírculo del 

cinetoplasto, con el fin de identificar diferentes clonas naturales (Hart et al ., 1981) . 

De igual manera se han empleado los iniciadores 121 y 122, que se anclan en las 

regiones externas de las 4 regiones conservadas que conforman el minicírculo del 

cinetoplasto; que amplifica una secuencia altamente conservada dentro del 

19 



Antecedentes 20 

minicírculo de T. cruzi, generando un amplificado de la región hipervariable de 330 

pb, la que es específica a este parásito (Pacheco, 2000) . 

11.8 TRATAMIENTO 

Como se ha mencionado, durante la fase aguda de la enfermedad se puede 

detectar la parasitemia en circulación, es por ello que el tratamiento es indicado 

principalmente en casos agudos, y en algunas investigaciones clínicas donde se 

tratan pacientes indeterminados o crónicos. Los fármacos de elección son el 

nifurtimox (un derivado nitrofurano) y el benznidazol (un nitroimidazol) que actúan 

sobre tripomastigotes y amastigotes (OMS, 1991 ). 

Los mecanismos de acción son similares e involucran la generación de 

radicales libres que afectan al parásito que carece de mecanismos para 

eliminarlos, por otro lado se menciona que en el caso del benznidazol existe otro 

mecanismo que pudiera ser por uniones covalentes de los intermediarios 

generados por los radicales libres con componentes del parásito o su unión con 

DNA, lípidos o proteínas (Rodrigues y de Castro, 2002). 

11.9 PROTEINAS DEL PARÁSITO. 

Como cualquier célula eucarionte T. cruzi posee una gran cantidad de 

moléculas muy diversas, como son los lípidos, los azúcares , las proteínas, entre 

las más relevantes . Son muchas las proteínas que se han estudiado, esto se debe 

principalmente a su gran capacidad . 

T. cruzi presenta en su superficie celular varios glicoconiugados que están 

involucrados en el reconocimiento e invasión de las células hospederas y que 
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permiten el establecimiento de la fase crónica . La mayoría de estas moléculas se 

unen al parásito mediante anclajes GPI; los glicoconjugados más abundantes 

presentes en todos los estadios son dos: los lipopeptidofosfoglicanos (LPPG) y las 

glicoproteínas tipo mucinas. Estos glicoconjugados tienen un alto contenido de 

aminoácidos hidrofóbicos (treonina, serina, lisina y glicina) , en el parásito las 

mucinas son los principales aceptores de ácido siálico vía la reacción de 

transialidasa. Las mucinas de T. cruzi migran en una electroforesis como un 

doblete o triplete de bandas con pesos moleculares de 35-43 kDa en 

epimastigotes y de 35-50 en tripomastigotes metacíclicos. Debido a su estructura, 

son altamente reconocidos por anticuerpos líticos anti-¡3-galactosil de pacientes 

con enfermedad de Chagas crónica , además de que los tripomastigotes son 

reconocidos y destruidos por estos anticuerpos. Estudios recientes muestran que 

las mucinas de los tripomastigotes sanguíneos pueden inducir la síntesis de 

citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-12) y de oxido nítrico por medio de IFN-y 

(Almeida et al. , 1999) 

Una parte muy importante del ciclo de vida del parásito es la invasión de las 

células del hospedero por parte de los tripomastigotes, para poder replicarse 

intracelularmente por lo que el fenómeno que da lugar a la internalización ha sido 

muy estudiado, entre los eventos que han destacado por su importancia es la 

movilización de calcio en el hospedero. En los tripomastigotes metacíclicos se han 

identificado las glicoproteínas tipo mucinas gp83 y la gp35/50 de las cuales se ha 

demostrado que participan en la invasión de las células del hospedero y quizá lo 
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más destacado es su expresión diferenciada en cepas distintas aunque no se ha 

podido relacionar con la infectividad de estas cepas (Ruiz et al ., 1998). 

La glicoproteína de 85 kDa y pi 6.3-7 .5 fue una de las primeras estudiadas, 

sirviendo como ligando mediando el reconocimiento parásito-célula in vitro, la 

gp83 pi 8.1-8.6 que se une a la superficie del fibroblasto in vitro y es expresada en 

tripomastigotes de cultivo. Una de las primeras moléculas relacionadas con la 

capacidad infectiva es el polipéptido de 90 kDa (pi 4.6) específica de metacíclicos 

identificada mediante el anticuerpo monoclonal 1 G7 que es capaz de reducir la 

infectividad en ratones al inhibir la adhesión y penetración de los metacíclicos en 

células Vero (Yoshida et al ., 1989) . Estos mismos autores encontraron que la 

infectividad de los tripomastigotes disminuye al interaccionar con el anticuerpo 

monoclonal 1008, que reconoce una proteína de 35 y 50 kDa ubicada en la 

superficie celular . 

La gp82 interactúa con la célula mediante la cadena del azúcar, aunque se 

ha observado que la parte del péptido es la fracción más importante ya que 

tripomastigotes tratados con un inhibidor específico de la N-glicosilación infectan 

en mayor proporción células en comparación con los no tratados (Santori et al ., 

1996). Esta proteína se identificó mediante el anticuerpo monoclonal 3F6. Y de 

acuerdo con el grupo que la descubrió es específica de los tripomastigotes 

metacíclicos y no se expresa en los sanguíneos, amastigotes y epimastigotes y 

sería esencial para infecciones que involucren a la mucosa, ya que al tratar a los 

parásitos con el anticuerpo 3F6 reduce significativamente la infección resultante 

de un reto oral además de que inhibió la entrada en células epiteliales HeLa en 
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presencia de mucinas gástricas, lo que sugiere su participación en la invasión de 

la mucosa (Neira et al ., 2003) . 

Ortega-Sarria y Pereira reportaron una proteína de 60 kDa, penetrina, 

proteína que se une a la heparina y que promueve la adhesión y penetración de 

tripomastigotes. Ellos mismos sugieren que las moléculas como la heparina y el 

colágeno pudieran ser los receptores para la penetrina , que tiene gran habilidad 

de unirse a los componentes de la matriz extracelular, además observaron que la 

heparina , el colágeno y el sulfato de heparán inhiben la penetración de los 

tripomastigotes in vitro al bloquear la asociación de la penetrina con los receptores 

de la célula (Ortega-Sarria y Pereira , 1992) . 

Otros estudios indican que la gp82 induce la activación de la cinasa de 

tirosina de tripomastigotes y un incremento en la concentración del calcio 

intracelular del parásito, esta señalización ha sido reportada extensivamente. 

Otras glicoproteínas de superficie del mismo tipo que la gp82 se han estudiado 

como la gp83, la gp85 y la Tc85 , todas ellas expresadas en tripomastigotes 

sanguíneos o cultivados. (Ramírez et al. , 1993 y Neira et al. , 2003.). 

La gp83 está implicada en la adhesión-invasión de las células, a través de 

la activación de la proteína de cinasa que regula la entrada en macrófagos. La 

gp82 es un miembro de una familia de multigenes que presentan un alto grado de 

homología con otros miembros de la superfamilia gp85 transialidasa , que en lo 

único en que difieren es en sus propiedades adhesivas, puesto que la gp82 no se 

une a los componentes de la matriz extracelular (Manque et al. , 2000) . Se ha 

demostrado que la gp90, se expresa diferencialmente en distintas cepas y que la 

habilidad del parásito para invadir las células se relaciona inversamente a la 
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expresión de la gp90. La gp90 se une a las células de una manera receptor

ligando sin necesitar la señalización de calcio, en contraste con la gp82 (Málaga y 

Yoshida, 2001) . La gp90 es la principal molécula de membrana que se ancla 

mediante un GPI , y es sintetizada a partir de un precursor de 75 kDa que es 

glicolisado rápidamente generando la gp90. Como se mencionó participa en la 

adhesión e internalización de los tripomastigotes, aunque el mecanismo no está 

claro, se mencionan dos posibilidades: que la célula hospedero reconozca y se 

una a la fracción de la molécula que tiene el epitope 1G7 que es parecido a 

algunos carbohidratos, el segundo mecanismo es que la fracción de 

oligosacáridos de la cadena del gp90 se une a algún receptor tipo lectina del 

hospedero (Yoshida et al. , 1990). 

Una vez que el parásito ha entrado a la célula , los lisosomas celulares 

parecen migrar hacía el parásito formando una vacuola parasitófora donde se 

transforma en amastigotes para posteriormente salir al citoplasma y seguir su 

replicación. Todos los mecanismos involucrados no son totalmente conocidos, sin 

embargo in vitro se ha podido conocer pequeños datos como la participación de 

moléculas como la TC-TOX, proteína hemolítica ácido resistente secretada. Esta 

proteína forma poros en la membrana a pH bajo y presenta una reacción cruzada 

con el C9 del complemento y se ha propuesto que participa en el escape del 

parásito de la vacuola hacía el citoplasma (Andrews y Whitlow, 1989). Otra 

proteína de la que no se ha logrado elucidar su mecanismo pero que se sospecha 

participa en la infección del tripomastigote es la cis o trans peptidil-prolil isomerasa 

secretada , una proteína más es la oligopeptidasa B, que juega un rol importante 

en la invasión celular, se ha demostrado mediante el reemplazamiento del gene 
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que esta enzima media la producción de un agonista de la señalización para las 

células que se requiere para una eficiente invasión e infectividad. (Manning-Cela 

etal., 2001). 

Las proteasas de cisteína son relevantes en varios aspectos del ciclo de 

vida del parásito y en su relación con el hospedero. La principal de estas enzimas 

es la cruzipaina que es expresada en todos los estadios siendo más abundante en 

las formas replicativas y sobre todo en los epimastigotes. La cruzipaina participa 

en la entrada del parásito a las células del hospedero, en la nutrición a expensas 

del hospedero y en los mecanismos de escape del T. cruzi del sistema inmune del 

hospedero; además se considera que es una blanco promisorio para el desarrollo 

de nuevas agentes antiparasitarios, ya que se ha observado que inhibidores de 

estas proteasas bloquean la replicación y diferenciación en vitre e in vivo (Cazzulo 

et al., 1990; Salvati et al., 2001 y Scharfstein et al ., 1986). Por otro lado, se 

sospecha que pudiera estar involucrada en el daño tisular ocasionado por el 

parásito al ser secretada , lo que facilita la ruptura de la célula. La función de la 

cruzipaina in vivo no esta bien elucidada, sin embargo se ha observado que al 

adicionar inhibidores de proteasas a tripomastigotes en cultivo la cantidad de 

amastigotes intracelulares disminuye notablemente comparado con el control. Por 

otro lado también se afecta la diferenciación de epimastigotes a tripomastigotes 

de una manera dosis dependiente del inhibidor, lo que parece sugerir que estas 

proteasas de cisterna tienen un papel preponderante en el desarrollo y 

diferenciación de los parásitos en varios estadios de su ciclo de vida (Eakin et al ., 

1992). 
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La familia de los genes para transialidasas (TS) comprende al menos 140 

miembros, que se clasifican en tres grupos de acuerdo a la estructura y función de 

los productos (proteínas) . La familia de las transialidasas: la transialidasa, la 

transialidasa inactiva y la transialidasa de los epimastigotes; la familia de las 

parecidas a transialidasa Tc-85 , la proteína de superficie asociada a flagelo , el 

exoantígeno crónico, la proteína regulatoria del complemento y la Tc13 (Frasch, 

2000) . 

El monosacárido, ácido siálico, de las mucinas participa en los procesos de 

interacción e invasión de las células, sin embargo T. cruzi es incapaz de 

sintetizarlo de novo, pero expresa la enzima transialidasa que transfiere el ácido 

de las moléculas que lo tienen a los aceptores que contienen residuos ¡3-galactosil 

de la superficie del parásito (Di Noia et al., 1996). 

La transialidasa se localiza en la superficie de los tripomastigotes anclada 

mediante GPI, por lo que se puede encontrar en el sobrenadante de cultivos, en el 

citoplasma de células infectadas o en circulación de pacientes infectados. Se ha 

postulado que participa en el escape del tripomastigote del fagolisosoma hacía el 

citoplasma, y en la resistencia del tripomastigote al complemento (Chuenkova y 

Pereira, 1995). 

Actualmente se siguen estudiando las proteínas pero con un enfoque más 

moderno, como lo es estudiar el gen para ver en que afecta la expresión o no 

expresión de dicho gen. El empleo de mutantes de gp72 demostró que la habilidad 

de crecer en cultivo, la de infectar a los insectos y la capacidad de infectar a los 

hospederos se ven reducidos, esto pudiera explicarse por el hecho que los 
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epimastigotes con la gp72 deletada muestran una separación del flagelo y son 

incapaces de colonizar al vector (Basombrío et al. , 2002) . 

Se ha observado que las proteínas de choque térmico (HSP) están 

involucradas en muchos procesos de regulación intracelulares en organismos 

eucariontes, en especial la HSP90, que se sabe está involucrada en el control de 

la diferenciación celular de Leishmania donovani. Por otro lado se ha visto que los 

cambios en el medio ambiente pueden inducir stress y llevar a una síntesis 

elevada de estas proteínas, esto sucede por ejemplo al momento de pasar del 

vector al hospedero ya que en ese momento existe un aumento de la temperatura 

(Graefe et al. , 2002). 

La Tc52, proteína secretada por el parásito presenta una secuencia similar 

a HSP de pesos pequeños; es crucial para la sobrevivencia del parásito y su 

virulencia . In vitro actúa como una tioltransferasa y como otras proteínas similares 

exacerba las funciones inmunoregulatorias, además de que regula la proliferación 

de células T y activa los macrófagos en sinergia con el IFN y incrementando los 

niveles de oxido nítrico y modulando la expresión de citocinas. Además se ha 

detectado Tc52 en circulación en ratones infectados (Ouaissi et al. , 2002). 

Durante el ciclo de vida , el parásito para poder sobrevivir necesita cambiar 

rápidamente como respuesta al medio ambiente. Los procesos como 

diferenciación , metabolismo, crecimiento, expresión de genes y otros eventos 

celulares se dan a través de proteínas fosforilables reversiblemente. Las 

proteincinasas CK1 , o caseincinasas 1 es una familia de proteincinasas comunes 

a todos los organismos eucariontes. La habilidad que tienen para fosforilar 
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proteínas componentes del citoesqueleto, moléculas de señalización, enzimas de 

vías metabólicas, proteínas relacionadas con la transducción de RNAm, en el 

procesamiento de los ácidos nucleicos pertenecientes a esta familia las hace de 

suma importancia. Las CK1 son proteínas que se encuentran en cualquier 

organelo celular, y pueden ser aisladas como proteínas con tamaños variables 

(25 a 60 KDa) en cualquiera de sus isoformas (a, ~. o, y1, y2, y3 y e) (Spadafora et 

al. , 2002) . 

11.1 O PROTEOMA 

En la actualidad nos encontramos en la era postgenómica, lo que ha llevado 

a nuevos descubrimientos, ha respondido varias preguntas pero al mismo tiempo 

ha creado muchas más, es por esto que actualmente la ciencia ha dado un paso 

adelante y se ha enfocado en el estudio de las proteínas. 

El término de proteoma se acuño en 1995 para describir el total de las 

proteínas expresadas por un genoma, y posteriormente se desarrollo el de 

proteómica para denominar cualquier tecnología desarrollada para el estudio del 

proteoma (Ashton et al. , 2001) . 

De acuerdo a la teoría es posible separar hasta 100 000 proteínas , que son 

las que hay en promedio en un organismo multicelular, por lo que muchas veces 

para estudiar el proteoma se hace previamente un fraccionamiento celular, para 

estudiar cada organelo de interés, o bien cuando se trata de proteínas que se 

encuentran en pocas copias se puede realizar un enriquecimiento mediante otras 

técnicas como la cromatografía de afinidad, la inmunoprecipitación la cual requiere 
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tener el anticuerpo contra la proteína que se desea enriquecer. Otro aspecto es el 

estudio solo de las proteínas que son antigénicas mediante el Inmune 

electrotransferencia, o bien purificar a las proteínas inmunodominantes para poder 

realizar comparaciones entre diferentes estadios por ejemplo lo que puede permitir 

identificar algún nuevo blanco ideal para el desarrollo de probables vacunas 

(Barreto et al , 2000) . 

El actual auge del que goza la proteómica coincide con el resurgimiento de 

la técnica de electroforesis bidimensional y el de la espectrometría de masas para 

biomoléculas, ya que estas técnicas por separado permiten el análisis de un gran 

número de proteínas complejas como lo son las proteínas de todo un organismo 

con buena resolución y sensibil idad, por lo que al combinarlas se obtienen 

métodos que nos permiten conocer el proteoma de cualquier célula, organismo o 

fluido biológico. Además de que permiten observar las diferencias entre tejidos 

sanos y enfermos, y desde el punto de vista industrial permite el estudio de las 

diferencias entre compuestos farmacéuticos diferentes. Ambas técnicas son 

tediosas y largas por lo que al poder automatizarlas se han optimizado los 

resultados obtenidos puesto que se pueden analizar un sin número de muestras 

en paralelo, lo que ayuda a realizar las comparaciones sin involucrar variables 

alternas. 

Pero el analizar las proteínas no lo es todo, actualmente existen muchas 

bases de datos que permiten identificar las proteínas analizadas más rápidamente 

y de manera confiable (Cunningham, 2000). 

La secuenciación de los genomas de bacterias es algo relativamente 

rápido, debido a su tamaño relativamente pequeño, algo que podemos extrapolar 
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a las proteínas; sin embargo esto no sucede con los protozoarios que por tener 

varios cromosomas y un genoma de mayor tamaño complican el análisis, en la 

actualidad solamente algunos cromosomas de Plasmodium y Leishmania han sido 

secuenciados en su totalidad (Ashton et al., 2001) . 

Uno de los principales objetivos del estudio del proteoma es identificar 

proteínas de un organismo que se ven involucradas en un proceso en particular. 

Para el caso de bacterias de han logrado identificar proteínas diferentes en cepas 

diferentes que presentan propiedades variadas, como lo es el caso de 

Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium Bovis BCG (Jungblut et al. , 1999). 

Otro enfoque es el estudio de cepas de Streptocccus pneumoniae con diferentes 

sensibilidad a los antibióticos, o el estudio de proteínas inmunoreactivas de 

Chlamydia trachomatis en suero de pacientes infectados y correlacionar estas 

diferencias con cuadros clínicos diferentes (Washburn y Yates, 2000) . 

La electroforesis bidimensional no solo se ha aplicado a realizar 

comparaciones en búsqueda de diferencias , sino que también se ha empleado 

para realizar estudios filogenéticos de primates homínidos, que mediante la 

interpretación de las diferencias genéticas observadas entre taxas, evaluaron los 

cambios electroforéticos , lo que les permitió estimar el rango promedio de la 

sustitución de aminoácidos de las proteínas celulares detectadas por la 20, de 

acuerdo a los autores los datos obtenidos por esta metodología pueden ser 

anal izados por cualquiera de los métodos fenéticos y calcular la matriz de 

distancia, distancia genética de Nei , y empleando los diferentes programas para el 

diseño de árboles filogenéticos (Goldman y o ·Brien, 1993). 
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En 1994 se estableció el proyecto para estudiar el genoma del 

Trypanosoma cruzi, y hasta el 2001 solo se conocía el 12% de su genoma, para 

ello se selecciono la clona CL-Brener para su análisis por que se considera que es 

representativa tanto en sus características biológicas y parasitológicas, esta cepa 

pertenece al genotipo 11 que representa a las cepas domésticas, y hasta este 

momento hay pocos datos de cepas del ciclo selvático, como la clona X-1 o de la 

cepa Silvio ó Tulahuen , que pertenecen genotipo l. Algunos grupos sugieren que 

la cepa CL-Brener tiene un genoma más grande que la cepa Silvio X10 lo que 

indicaría alguna diferencia importante entre cepas de genotipos diferentes 

(Degrave et al .. 2001) . 

Hasta el momento son pocos los estudios del proteoma de T. cruzi, los 

únicos que hay datan de 1984 y fueron realizados mediante la técnica de geles 

cilíndricos con anfólitos. En uno de ellos se analizaron las principales proteínas de 

superficie de diferentes estadios del ciclo de vida del parásito, donde encontraron 

que hay proteínas específicas de estadio y que además son reconocida de 

manera diferencial por suero de pacientes chagásicos y de ratones hiperinmunes; 

tal vez el dato más destacado de su trabajo fue el reconocimiento de una proteína 

de 90 KDa , en todos los estadios, pero que difería en sus puntos isoeléctricos 

aunque estos fueron cercanos , de 5.6-5.8 y 6.2 (Lanar y Manning, 1984). 

Otro estudio se enfocó en las glicoproteínas diferenciales entre 

tripomastigotes y epimastigotes de la cepa Y, encontrando que hay dos 

glicoproteínas comunes a los dos estadios, de 90k0a, pi 5.5-6.5 y 80 KDa , pi 5.3-

6.3; además de encontrar algunas específicas a cada estadio. En los 

epimastigotes solo encontraron una proteína específica de 70 KDa , pi 5.5; 
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mientras en los tripomastigotes encontraron 6 de rangos variados que van de 68 a 

100 KDa y pi de 5 a 7.5 la mayoría con glucosa o manosa y una que contiene N

acetil-glucosamina (Andrews et al. , 1984). 

Son muy pocos los reportes recientes acerca del proteoma de T. cruzi, en la 

actualidad el estudio del proteoma de protozoarios está en la fase inicial y los 

pocos reportes que hay tratan acerca de la estandarización de la técnica. Para 

Trypanosoma brucei, el agente causal de la tripanosomiasis africana se acaba de 

estandarizar la metodología empleando el sistema IPG y optimizando la extracción 

empleando amortiguador de lisis con urea y tiourea; además de realizar la tinción 

con nitrato de plata optimizado para espectrometría de masas y azul coomasie con 

el mismo fin teniendo como resultado que al emplear el segundo solo se detectan 

del 10-25% de las reveladas por la plata (van Deursen et al., 2003). 

Paba y colaboradores son el primero grupo en reportar un análisis del 

proteoma de T. cruzi , ellos realizaron la estandarización de la técnica e hicieron un 

estudio comparativo de los tres estadios del parásito y mediante el uso de MALDI 

identificaron algunas proteínas. En el estudio comparativo un dato importante es 

que resolvieron un máximo de 500 por gel, que es una cantidad menor a la 

esperada (Paba et al. , 2004) . 

Se ha observado en diferentes estudios que el mantener por periodos 

prolongados de tiempo cultivos celulares ocasiona cambios en su genoma y por lo 

tanto en la expresión de proteínas, por lo que Contreras en 1998, estudio cultivos 

de tripomastigotes y epimastigotes, comparando los parásitos de las mismas 

cepas provenientes del vector para conocer sí sus genes y los antígenos que 

expresan han cambiado a lo largo del tiempo, para ello empleo la electroforesis 

32 



Antecedentes 33 

bidimensional , encontrando que hay diferencias entre los antígenos expresados 

por los parásitos provenientes de cultivo y los del vector, lo que mostró que el 

hecho de mantenerlos en cultivo altera su antigenicidad (Contreras et al. , 1998). 

En el caso de Leishmania, otro parásito de la misma familia que T. cruzi, se 

ha logrado estandarizar la técnica, después de enfocarse en la preparación de la 

muestra, comparando extractos con diferentes detergentes, encontrando que el 

preparado con un detergente no iónico como el NP-40 se obtiene un mayor 

número de proteínas con buena resolución y reproducibilidad que incluso que el 

preparado con CHAPS en donde se extraen aproximadamente casi la mitad de las 

proteínas aunque con muy buena resolución (Acestor et al. , 2002). Por otro lado 

han realizado estudios comparativos entre diferentes estadios de la transformación 

de promastigotes-amastigotes, marcando las células radioactivamente , para 

posteriormente realizar la separación bidimensional, encontrando que conforme 

avanza el proceso de diferenciación algunas proteínas dejan de expresarse y 

algunas otras comienzan a aparecer, lo que indica que hay proteínas esenciales 

para la transformación y específicas de cada estadio, esto con base en que cada 

fase del ciclo de vida se desarrolla en condiciones ambientales diferentes y el 

parásito necesita proteínas que le sean útiles para sobrevivir. Los principales 

cambios en el patrón de proteínas se dan entre los días 5 a 7 después del cambio 

de pH del medio, donde hay una disminución muy notable en la síntesis de 

proteínas, misma que permanece baja para al final del periodo de transformación, 

aunque las proteínas detectadas por estos días son las mismas que se 

observaban al inicio. Durante el seguimiento de la transformación se realizaron 

tinciones con plata para visualizar las proteínas presentes y además como las 
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células se marcaron radioactivamente se realizo el seguimiento de la síntesis de 

nuevas proteínas mediante autoradiograffas, en este trabajo solo estudiaron a las 

proteínas pero no pudieron ser identificadas por las técnicas adecuadas, sin 

embargo cuando el genoma este disponible en su totalidad se podrá realizar la 

identificación de estas proteínas (Thiel y Bruchhaus, 2001) . 

Un nuevo aspecto es la comparación de promastigotes de L. amazonensis 

virulentos con avirulentos, con la finalidad de encontrar que diferencias hay entre 

ellos y tal vez explicar los diferentes grados de virulencia que muestran ambos 

promastigotes, enfocándose en el estudio de los perfiles de las enzimas 

proteoliticas, puesto que se ha observado que las proteasas de cisteína son 

esenciales para crecer dentro de los macrófagos; encontrando que en la forma 

avirulenta estas enzimas se encuentran notablemente disminuidas en 

comparación con las virulentas lo que pudiera explicar estas diferencias, puesto 

que aunque los prornastigotes son capaces de invadir a los macrófagos no logran 

sobrevivir intracelularmente, otro hecho importante es que al cultivar por varios 

años a estos parásitos la actividad de las proteasas de cisteína disminuye y no 

son capaces de inducir las lesiones características en los hospederos (de Arauja 

et al., 2003) . 
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Debido a la diversidad genética del Trypanosoma cruzi existen cepas con 

genotipos y características biológicas diferentes. Por lo que se determinará el 

proteoma de las cepas mexicanas Ninoa y Querétaro, pertenecientes al genotipo 1 

que presentan diferentes grados de virulencia en el modelo murino y de la cepa 

Ver-6 con genotipo 11 , que es más parecido genéticamente a las cepas 

sudamericanas que provocan un cuadro patológico más intenso y un mayor 

número de casos clín icos de la enfermedad de Chagas. 
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IV. HIPÓTESIS 

Se piensa que la causa de la distinta virulencia entre cepas de Trypanosoma cruzi 

se debe a una expresión diferencial de algunas proteínas. Por lo que es posible 

que las cepas mexicanas que se analizarán y que presentan diferente virulencia 

"in vivo" presentaran patrones electroforéticos bidimensionales diferentes con la 

posibilidad de relacionar algunas de estás con sus características biológicas. 
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V. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar el proteoma de tres cepas mexicanas de Trypanosoma cruzi que 

presentan características biológicas y genéticas diferentes. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Estandarizar la técnica de electroforesis en doble dimensión para las cepas 

mexicanas Trypanosoma cruzí. 

2. Analizar las proteínas más abundantes en las cepas mexicanas estudiadas. 

3. Realizar un estudio comparativo entre el proteoma de las diferentes cepas 

analizadas. 

4. Determinar la antigenicidad de las proteínas detectadas por medio de 

reconocimiento de anticuerpos de pacientes chagásicos en fase crónica y de 

anticuerpos monoclonales anti T. cruzi. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS. 

Vl.1 CEPAS DE Trypanosoma cruzi EMPLEADAS. 

Se analizaron 3 cepas mexicanas de Trypanosoma cruzi con diferentes 

características genéticas, biológicas y aisladas de diferentes orígenes y 

localidades y que han sido estudiadas previamente en nuestro grupo, la cepa 

Ninoa muestra en modelo murino un 0% de mortalidad en tanto que Querétaro 

mata entre 90 y 100% de los ratones. (Sosa, 2003) . Para la cepa Ver-6 no se 

tienen datos acerca de su comportamiento en modelo murino, pero se sabe que a 

diferencia de las 2 cepas anteriores, esta pertenece al grupo genético 11 (López-

Olmos et al. , 1998). 

Tabla 1. Características de las cepas de Trypanosoma cruzi estudiadas. 

i 1 Genéticas B;ológ;cas 1Proce<Jenda 1 Origen 
1 

:Ninoa Tc-1 Avirulenta Oaxaca 1 Humano 1 
¡ Querétaro Tc-1 Virulenta Querétaro 1 Triatómico ·i 
1 1 

· Ver-6 1 Tc-11 NO Vera cruz D. virginiana 

L_ _ _L 
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Vl.2 MEZCLA DE SUEROS HUMANOS Y ANTICUERPOS MONOCLONALES. 

La mezcla de sueros humanos chagásicos crónicos se formo a partir de 5 

sueros de pacientes mexicanos con enfermedad de Chagas crónica con serología 

positiva para anticuerpos contra T. cruzi, y la mezcla de sueros de individuos 

sanos negativos se formó de 5 sueros con serología negativa; analizados por 

ELISA e inmuno electrotransferencia estandarizados por nuestro grupo (Sánchez 

et al , 2001 )-

Los anticuerpos monoclonales usados, B106E, 105 y F14B, fueron 

producidos en ratón y caracterizados en nuestro grupo, los cuatro se estudiaron "in 

vitro" e "in vivo"_ El anticuerpo B 106E, al ponerse en contacto con tripomastigotes 

previó a infectar células , mostró una inhibición parcial de la entrada del parásito a 

las células _ Además al momento de observar su efecto "in vivo" se encontró que 

protegió parcialmente a ratones y produjo una bajada de la parasitemía y 

disminuyo la mortalidad con respecto al control (López-Olmos, 1999). Las 

características de los anticuerpos monoclonales empelados se resumen en la 

siguiente tabla : 

Tabla 2. Características de los anticuerpos monoclonales utilizados en lnmuno 

electrotransferencia. 

ANTICUERPO ¡ 1so'rlPO LOCALl~ACION 1 PESO DE LA 
1 

DEL EPITOPE PROTEÍNA 
1 RECONOCIDA 

1 

B106E lgG2a Superficie 180 KDa 
celular 

105 lgG1 NO 45 KDa 
F14B 

1 

lgM 

1 

Superficie 

1 

35-40 KDa 
1 celular 
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Vl.3 CULTIVO DE EPIMASTIGOTES 

Los parásitos se cultivaron a 28ºC en medio LIT, suplementado con 10% de 

suero fetal bovino previamente inactivado a 56ºC por 30 minutos y 25 µg/mL de 

hemina a pH 7.2. Los cultivos se iniciaron con 1 mL de cultivo anterior y llevándolo 

a 6 mL con medio fresco en cajas de cultivo de 25 cm2
, escalando el cultivo 

después de 6 días a cajas de 75 cm2 con 5 mL de cultivo y completando a 25 mL 

para finalmente pasar a botellas roladoras con 180 mL de medio fresco, 20 mL de 

cultivo, manteniéndolas en agitación constante por 6 días. (López-Olmos et al. , 

1998). 

Vl.4 PREPARACIÓN DE EXTRACTO PROTEÍCO TOTAL. 

Los cultivos se centrifugaron a 3000 rpm durante 1 O minutos a 4 ºC. Los 

sobrenadantes se desecharon y el botón de parásitos se resuspendió en PBS 

para ser lavados dos veces en las mismas condiciones. Los parásitos se 

resuspendieron en el amortiguador de lisis , el indicado en cada ocasión y de 

acuerdo a la metodología indicada abajo, recién preparado y se agregaron los 

inhibidores de proteasas (Anexo Xl.1 .) para ser agitados vigorosamente en el 

vortex por 2 minutos, para después ser mantenidos en hielo por 1 O minutos. 

Finalmente se centrifugaron a 10000 rpm durante 15 minutos a 4 ºC, el 

sobrenadante se colecto y se almaceno en alícuotas pequeñas a -70ºC hasta su 

uso. Una alícuota se almacenó a OºC para realizar la determinación de proteínas y 

realizar una electroforesis unidimensional para observar el patrón de bandeo. 
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Vl.5 DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS. 

La determinación de proteínas se realizo mediante el uso del kit BCA 

Protein Assay de Pierce, (cat. 23277), que se basa en la reacción del ácido 

bicinchonínico con las proteínas reducidas. Se preparó una curva estándar con 

albúmina sérica en concentraciones de 25 , 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 y 2000 

µg/ml. Las muestras se diluyeron 1: 1 00, 1 :250 y 1 : 500 para su determinación. 

Después de agregar el reactivo de trabajo a las muestras se incubaron a 37°C por 

30 minutos después de los cuales se realizó la lectura de densidad óptica con un 

lector de ELISA, Modelo 550 Bio-Rad a 595 nm. Las concentraciones se 

calcularon a partir de la construcción de la gráfica de la curva estándar e 

interpolando los valores obtenidos para las muestras desconocidas. 

Vl.6 ELECTROFORESIS EN CONDICIONES REDUCTORAS DE PROTEÍNAS 

EN GELES DE ACRILAMIDA (SDS-PAGE). 

Se realizaron las separaciones de cada extracto preparado empleando 

minigeles de poliacrilamida al 12% (Laemmli , 1970) , empleando la cámara Mini 

Protean de Bio-Rad. Después de realizar la separación los geles se tiñeron por 30 

minutos con azul coomasie para posteriormente realizar la destinción del fondo 

toda la noche con solución desteñidora de coomasie. 
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Vl.7 ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (20-PAGE) EMPLEANDO EL 

SISTEMA IPG, MUL TIPHOR. 

La rehidratación de la tira se realizó en la charola para ello, colocando la 

solución de rehidratación con la muestra y poniendo la tira con el gel hacía abajo 

evitando la formación de burbujas, después de 15 minutos se cubrió con fluido 

para cubrir IPG ( Amersham , cat. 17-1335-01) y se dejo rehidratar por mínimo 12 

horas. El isoelectroenfoque se realizó a 20ºC en la cámara Multiphor con el 

programa enlistado abajo 

Paso V mA 
1 

w Tiempo( fifl 
1 

1 300 2 5 0:01 

2 3500 2 5 1 :30 

1 -
3 3500 ' 2 5 3:30 1 

Total 5:30 

Una vez realizado la primera dimensión la tira se equilibro 2 veces por 15 minutos 

cada vez en solución de equilibrio con DTT. Sí no se real izaba la segunda 

dimensión inmediatamente, la tira se almacenaba a -70ºC hasta su uso. La 

segunda dimensión se realizó en geles de acrilamida al 12% por 

aproximadamente 5 horas a 200 V para finalmente teñir el gel con azul coomasie 

(Berkelman y Stenstedt, 1998) . 
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Vl.8 20-PAGE EMPLEANDO GELES CILÍNDRICOS PARA EL 

ISOELECTROENFOQUE. 

El isoelectroenfoque se realizo en la cámara Protean Xi Cell de Bio-Rad en 

tubos de vidrio de 13 cm. de largo y 5 mm de diámetro, la separación se realizó 

toda la noche a 400 V y 1 hora a 500 V en el cuarto frío. Después de terminada la 

separación los tubos se extrajeron con ayuda de una jeringa. Los geles se 

equilibraron por 30 minutos para posteriormente realizar la separación de acuerdo 

a su peso molecular en geles de acrilamida al 12%. La segunda dimensión se 

realizó en cuarto frío por aproximadamente 5 horas a 200 V constantes, una vez 

terminado el gel se dejo toda la noche en solución removedora de anfolinas en 

agitación lenta para ser teñido al día siguiente con azul de Coomasie (O 'Farrell. 

1975). 

Vt.9 20-PAGE CON EL SISTEMA IPG PROTEAN IEF CELL. 

La muestra se preparó con la adición de urea y CHAPS para tener 8 M y 

2% respectivamente, añadiendo el amortiguador de rehidratación para completar 

el volumen adecuado para cada tira , 125 y 350 µL para tiras de 7 y 18 cm. 

respectivamente. Esta solución se coloco en la charola de rehidratación y la tira 

con el gel hacía abajo por aproximadamente 1 hora hasta que la muestra se 

absorba casi en su totalidad para finalmente colocar fluido para cubrir IPG 

(Amersham, cat. 17-1335-01) y dejar rehidratar la tira por 12 horas mínimo. El 

isoelectroenfoque se realizo en la cámara Protean IEF Cell , Bio-Rad, a 20ºC con 

el programa adecuado para cada tira: 
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Paso Modo mA V Tiempo V \ Tiempo 

Tiras 7 cm. Tiras 18 cm. 

0:20 

2 Lineal 50 4000 2:00 10000 1 2:30 : 
i 

3 Rápido 50 4000 10000 VH 10000 140000 VH 

Una vez realizado el isoelectroenfoque la tira se equilibro en solución de 

equilibrio en dos periodos de 15 minutos, el primero con DTI y el segundo con 

iodoacetamida. Sí no iba a realizar inmediatamente la segunda dimensión la tira 

se congelaba a -?OºC hasta su uso (modificado de Berkelman y Stenstedt, 1998) . 

La segunda dimensión se realizo en geles de acrilamida al 1 0% a 200 V por 

aproximadamente 6 horas a 4ºC. Los geles se tiñeron con plata. 

Vl.10 TRANSFERENCIA A MEMBRANA DE NITROCELULOSA. 

En geles de acrilamida al 10% se separaron 200 µg de proteína a 200 V por 

40 minutos y se transfirieron a membrana de nitrocelulosa con poro de 0.45 µm 

Protran , marca Schleicher&Schuell , Cat. 10401196; empleando la cámara Mini 

Trans Blot de Bio-Rad a 100 V por 1 hora 1 O minutos (Towbin et al ., 1979). Se 

verifico la transferencia tiñendo la membrana con solución de rojo Ponceaus 

(Sigma, Cat. P-7170) y destiñendo totalmente con PBS. 
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Vl.11 INMUNO ELECTROTRANSFERENCIA. 

Las membranas se bloquearon toda la noche a 4ºC con leche descremada 

al 10% en PBS, para posteriormente incubarse por 2 horas a temperatura 

ambiente con el mezcla de sueros humanos diluido 1 :500 en leche, volumen total 

de 5 ml que se colocaron en bolsas plásticas que se sellaron; después se 

realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con Tween 20 al 0.1 %. El segundo 

anticuerpo anti lgG (cadenas pesada y ligera) humano de Zymed (cat. 81-7120) se 

agrego diluido 1: 10000 en Tween 20 0.1 % y se incubo por dos horas para 

después realizar nuevamente lavados y finalmente revelar con una solución de 0.5 

mg/ml de 3,3-diaminobenzidina (Sigma, cat, D-5637) y 0.02% de peróxido de 

hidrógeno, parando la reacción con agua bidestilada. 

En el caso de los anticuerpos monoclonales, se emplearon 1 µgfml de los 

anticuerpos 8106E y 105 puros, y del F14B se emplearon sobrenadantes de 

cultivo diluidos 1 :10 el volumen final fue de 5 ml, esto se incubaron por dos horas 

a temperatura ambiente, empleando bolsas de plástico, posteriormente se lavaron 

e incubaron con el anticuerpo anti lgG (gama)-HRP de Zymed (cat. 61-6020) de 

ratón diluido 1:1000 en los dos primeros casos y en los segundos se empleo un 

anticuerpo anti lg (cualquier isotipo) de ratón biotinilado (Amersham, cat. RPN-

1177) diluido 1: 1000, esto se incubaron por dos horas para posteriormente lavar y 

los primeros revelarlos como se menciona arriba en tanto que los segundos se 

incubo por dos horas con un anticuerpo estreptoavidina-HRP ( Amersham, cat. 

RPN-1231) , diluido 1 :1000 para finalmente revelar como se menciona arriba. 
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Vl.12 DOCUMENTACIÓN DE GELES. 

Todos los geles se fotografiaron o escanearon con el equipo Fluor S de Bio

Rad, de aquellos geles que solo se tenían fotografías , estas de escanearon con el 

mismo equipo para tener todas las imágenes del mismo tamaño y con la misma 

resolución . 

Vl.13 ANÁLISIS DE GELES. 

Se empleo el programa PD-Ouest versión 7 .0 de Bio-Rad para realizar el 

análisis de los geles y la obtención de imágenes de geles representativos de todas 

las repeticiones . 
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VII. RESULTADOS 

VII. 1 ANÁLISIS DE LOS EXTRACTOS PROTEICOS TOTALES POR SOS-

PAGE. 

Durante el desarrollo del trabajo experimental se emplearon extractos 

proteicos totales de tres cepas de T. cruzi, preparados con diferentes 

amortiguador de lisis, que al separarse mediante SDS-PAGE no permitió detectar 

diferencias significativas entre dichos extractos, Figura 7. 

KDa 

a) 

185 {~ 
118 
85 
63 
51 ;~? 

38 
..... 

22 
29 

' "¡!! 
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~\::· •;> 

6 "'1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 b) 

Fig. 7. Geles de SDS-PAGE de los diferentes extractos. Corrimiento electroforético 

desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 12%, a) Gel teñido con azul coomasie, donde se 

corrieron 10 µg/carril de proteína y b) Gel teñido con nitrato de plata, cargado con 5 µg/carril de 

proteína. Carriles: 1) Marcadores de Peso Molecular, 2) Ninoa CHAPS 2%, 3) Ninoa CHAPS 4%, 

4) Ninoa Tiourea, 5) Ninoa Tritón X-100, 6) Querétaro CHAPS 2%, 7) Querétaro CHAPS 4%, 8) 

Querétaro Tiourea, 9) Querétaro Tritón X-100, 10) Ver-6 CHAPS 2%, 11) Ver-6 CHAPS 4%, 12) 

Ver-6 Tiourea y 13) Ver-6 Tritón X-100. 
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Vll.2 ESTANDARIZACIÓN DE ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL. 

Vll.2 .a. EQUIPO MUL TIPHOR. 

Al realizar los primeros experimentos de electroforesis bidimensional, con 

el equipo Multiphor se emplearon extractos preparados con amortiguador de lisis 

de CHAPS al 4%, obteniendo geles muy pobres y sin reproducibilidad entre cada 

experimento, pese a que se realizaron muy diversas modificaciones, que se 

resumen en la tabla 3. Un gel representativo de esta serie de experimentos se 

observa en la figura 8. 

. .. 
,,, 

" 

,. 

" 

" 

Flg. 8. Gel 20-PAGE representativo del equipo Multiphor. lsoelectroenfoque del extracto (150µg 

proteína) de la cepa Querétaro obtenido con amortiguador de lisis urea 8M al igual que el 

amortiguador de rehidratación y se realizó en tiras de 13 cm de longitud con un gradiente de pH 3-

10 NL en un equipo Multiphor, la segunda dimensión se realizo en gel de acrilamida al 12% y fue 

teñido con azul coomasie. 
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Tabla. 3 Resumen de las modificaciones realizadas durante la estandarización de 20-PAGE 

con el equipo Multiphor. 

! VARIABLES RESULTADOS 

1 

Preparación de la muestra, Número reducido de proteínas 
detergente empleado: observadas y no había reproducibilidad. 

• CHAPS 2 y4% 
1 • Tritón X-100 2 V 4% 

Aplicación de la muestra: Número reducido de proteínan 
• Con copas observadas y no había reproducibilidad . 

• Sin co~as 
Tiempo de rehidratación de tira IPG Número reducido de proteínas 

observadas y no había reproducibilidad. 
Modo de corrimiento: Número reducido de proteínas 

• Volts y tiempo \ observadas y no había reproducibilidad. 

• Volts/hora 
Rango de pH de la tira IPG: 1 Número reducido de proteínas 

• 4-7 observadas y no había reproducibilidad. 

• 3-10 No Lineal 1 

Vll.2 .b GELES CILÍNDRICOS. 

Dados los resultados anteriores, se cambio la metodología al realizar el 

isoelectroenfoque en geles cilíndricos y generando el gradiente de pH mediante el 

empleo de mezclas de anfolinas. Con esta modificación se logró mejorar tanto la 

reproducibilidad como la resolución . Sin embargo, pese a obtener resultados 

reproducibles tanto al momento de generar los gradientes, como en el número de 

proteínas resueltas y el patrón obtenido, se decidió no seguir empleando esta 

metodología debido a que el número máximo de proteínas separadas fue de 

aproximadamente 50. Un resumen de todas las modificaciones realizadas se 

puede ver en la tabla 4. Geles de cada una de las cepas se pueden observar en 

las figuras 9, 1 O y 11 . 
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Tabla 4. Resumen de las modificaciones realizadas durante la estandarización de 20-PAGE 

en geles cilíndricos. 

' 

VARIABLE RESULTADO 

Preparación de la muestra, detergente Mejor resolución y reproducibilidad que 
empleado: con el sistema Multiphor y sin 

• CHAPS 2Y 4% diferencia en los resultados de cada 

• Tritón X-100 2 y 4% variable , 
1 

• Extracto fresco 

1 Buenos 
• Extracto congelado 

Sistema empleado: resultados, con buena 

• Capilares 1 resolución y reproducibilidad al 

• Cilindros de 13 cm . ~plear cilindros de 13 cm . con 1 

ámetro de 5 mm. 
Concentración de anfolinas: · ' Se mantienen los resultados iguales 1 

• 20% anfolinas 3.5-10 empleando ambas concentraciones . 

• 60% anfolinas 3.5-10 ¡ 
Programa de corrimiento: Mejora la resolución al emplear e1 ¡ 

• 12 h 30 m . programa de 15 horas . ~ 

• 15 h 30 m 
Equilibración previa a SDS-PAGE Mejora la resolución al equilibrar los 

1 
qeles. 

Grosor del gel de SDS-PAGE: Se mantiene la resolución con ambas 

1 
• 1.5 mm . variables. 

• 3.0mm. j 
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Fig. 9. Gel 20-PAGE representativo de la cepa Nmoa en geles cilindricos. E! 1so»>.iec:roentoque 

dimensrón se reaí1z0 en ge~ de acnldrntda a1 "1 ::Hv~ y fue teñido cor .. azul coomas¡e 
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Fig. 10. Gel 20-PAGE representativo de la cepa Querétaro en geles cilíndricos. El 

isoelectroenfoque se realizó en geles cilíndricos de 11cm de longitud con anfolinas de 5-7 y 3.5-10, 

la segunda dimensión se realizo en gel de acrilamida al 12% y fue teñido con azul coomasie. 
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pH 

Flg. 11 . Gel 20-PAGE representativo de la cepa Ver-6 en geles cilíndricos. El 

isoelectroenfoque se realizó en geles cilíndricos de 11cm de longitud con anfolinas de 5-7 y 3 5-10, 

la segunda dimensión se realizo en gel de acrilamida al 12% y fue teñido con azul coomasie. 
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Uno de los principales problemas de esta metodología es la generación de 

gradientes de pH reproducibles , puesto que estos van a depender de la mezcla de 

anfolinas, pero sobre todo de la aplicación del voltaje que lo va a formar, sin 

embargo este último factor no es totalmente controlable, puesto que por la 

duración del corrimiento este se realizó en la noche y se presentó una variación 

del voltaje que ocasionó que el corrimiento se parara y esto afectara directamente 

la separación de las muestras y la formación del gradiente. (Fig. 12) 

,.--·--------··-------- - -- -------------------~------ ---1 

1 

I a. 

2 3 4 

t _________________ -

5 6 7 8 9 10 11 12 

longitud (cm) 

Flg. 12. Reproduclbllldad en los gradientes de pH generados mediante el empleo de 

anfollnas durante el isoelectroenfoque en geles cllíndrlcos. Cada línea representa un 

experimento diferente, para determinar el gradiente de pH generado, un gel se corría en blanco sin 

muestra, y posteriormente se cortaba en fracciones de 1 cm e incubaba en agua milliQ, para 

finalmente medir el pH de cada fracción . 
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Para generar el gradiente de empleó una mezcla de anfolinas de 3.5-10 y 

de 5-7, 20 y 80% respectivamente, por lo que se esperaba que el gradiente 

generado, abarcar este rango sin embargo como podemos ver en la figura 12 el 

gradiente iba de aproximadamente pH 4 a 8, por lo que se planteo que tal vez 

modificando las proporciones de las anfolinas se iba a lograr extender el gradiente, 

por lo que se realizaron geles por duplicado con concentraciones de anfolinas 3.5-

10 de 20, 40, 60, 80 y 100% y el resto de anfolinas de 5-7 completó el 100%, 

dichos geles se corrieron el blanco con el mismo programa que al separarse las 

muestras. Las gráficas obtenidas se muestran en la figura 13. Como se puede ver 

el gradiente solo aumento en la parte alcalina del gradiente, llegando a un pH de 

8.75, en tanto que la parte ácida no se observó un cambio significativo por lo que 

se pensó que quizá este comportamiento se debía al uso de anfolinas que habían 

sido almacenadas por un periodo largo de tiempo, por lo que se realizaron unos 

nuevos geles en blanco manteniendo las concentraciones de anfolinas 3.5-1 o al 

60%, con dos lotes diferentes de anfolinas las empleados hasta ese momento y 

unas frescas . 

El gradiente generado no se vio afectado por el empleo de anfolinas de dos 

lotes distintos, puesto que como se puede ver en la figura 14, los gradientes 

generados son prácticamente iguales y se sobreponen en casi todos los puntos. 



Fig. 13. Gradiente de pH generado con diferentes concentraciones de anfolinas 3.5-10. Se 

hicieron geles cilindricos con 20, 40, 60, 80 y 100% de anfolinas 3.5-10 por duplicado y se 

corrieron en blanco, para determinar el gradiente de pH generado, se cortaba en fracciones de 1 

cm e incubaba en agua milliQ, para finalmente medir el pH de cada fracción (20%, 40%, 60' o, vv,. 

y 100%). 
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Fig. 14. Gradiente de pH generado al emplear dos lotes de anfollnas diferentes. Se corrieron 

en blanco geles con anfolinas almacenadas y frescas, 60 % de 3.5-10 y 40 % de 5-7; por duplicado 

y se determino el gradiente de pH generado como se menciona en las figuras 12 y 13 (anafolinas 

frescas y l. ). 
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Vll.2.c EQUIPO IEF CELL. 

Posteriormente se retomó el uso de la metodología de IPG para realizar el 

isoelectroenfoque, cambiando la preparación de la muestra y el equipo usado; el 

equipo empleado tiene integrado la fuente de poder, que permite emplear voltajes 

más altos en comparación al iniciado con el equipo Multiphor, además de controlar 

la temperatura durante el corrimiento mediante un sistema peltier, Bio-Rad, que la 

mantiene constante. 

Para la preparación del la muestra se continuó empleando el mismo 

amortiguador de lisis, el cambio consistió en añadir urea , CHAPS, DTT e IPG 

amortiguador al momento de rehidratar la tira , y permitir que la muestra se 

absorbiera por aproximadamente 30 minutos en la tira antes de colocar el aceite 

mineral, el isoelectroenfoque se realizó con un programa que incluía tres pasos, el 

último de ellos en modo Volts/hora lo que prolongó el corrimiento a por lo menos 

10 horas . Finalmente, la detección de las proteínas separadas se realizó mediante 

una Unción con plata, lo que nos permitió detectar proteínas que se encuentran en 

bajas concentraciones. 

Para el análisis de los geles obtenidos se empleo el software PDQuest, que 

permite realizar comparaciones de varios geles simultáneamente y construir en 

base a ellos un gel representativo que muestra los puntos que aparezcan en la 

mayoría de los geles experimentales, además de calcular el peso molecular y 

punto isoeléctrico de cada punto, realizar análisis densitométricos, entre otras 

funciones . En las figuras 15-17 se pueden observar los geles representativos 

construidos para cada cepa . 
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Fig. 15 Gel representativo de la cepa Ninoa. Gel construido por el programa PDQuest a partir de 

3 geles experimentales . 
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Fig. 16 Gel representativo de la cepa Querétaro. Gel construido por el programa PDQuest a 

partir de 1 gel experimental. 
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Fig. 17 Gel representativo de la cepa Ver-6. Gel construido por el programa PDQuest a partir de 

4 geles experimentales. 

Los geles pueden ser exportados por el programa con una cuadrilla de 

punto isoeléctrico y peso molecular, para una identificación más accesible de cada 

punto. Los geles con las cuadrillas se pueden observar en las figuras 18-20. 

384.2465054 58 6 26M .O 7.47 88 28 69 .0 

90.0 ++++1++++1--t---+---1--t-H+t+l-+t-H+t++t---

800 ++++1-++++1--t---+---1--t-H+H-l-+t-H+t++t---

700 ++++1-++++1--t-~-+---1--t-H+H-l-+t-H+t++t---... 
. , ... .. 

~0-t-+++1-t+++f-*~:-T~.--t--+-t+t++t++++t++t+t---

4 • 

, M1!pl gnd 

:t '-:-? ·~ 14~~~ ~ ?? 's ~ 

Fig. 18 Gel representativo de la cepa Ninoa. Gel construido por el programa PDQuest a partir de 

geles experimentales, donde se puede observar la cuadrilla para conocer el peso molecular y 

punto isoeléctrico. 
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Fig. 19 Gel representativo de la cepa Querétaro. Gel construido por el programa PDQuest a 

partir de geles experimentales donde se puede observar la cuadrilla para conocer el peso 

molecular 1· v ounto 1soe ectrico. 
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Flg. 20 Gel representativo de la cepa Ver-6. Gel construido por el programa PDQuest a partir de 

geles experimentales donde se puede observar la cuadrilla para conocer el peso molecular y punto 

isoeléctrico. 
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Debido a que como se puede observar en los geles de las figuras no se observan 

proteínas de pesos moleculares mayores a 70 KDa, por lo que se modificó el 

amortiguador de lisis añadiendo 2M de tiourea, además de agregarse al momento 

de preparar la muestra para hidratar la tira . Estos geles se pueden ver en las 

figuras 21-23 . En las figuras 24 a 26 se observan las cuadrículas indicando los 

pesos moleculares y puntos isoeléctricos generados por el programa PD-Quest. 

- .... ..... 

. . 

.. ,. 
• 

. . ,,... 
Fig. 21 Gel representativo de la cepa Nlnoa con amortiguador de lisis tlourea 2M. Gel 

construido por el programa PDQuest a partir de 2 geles experimentales. 
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Flg. 22 Gel representativo de la cepa Querétaro con amortiguador de lisis tlourea 2M. Gel 

construido por el programa PDQuest a partir de 2 geles experimentales. 
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Fig. 23 Gel representativo de la cepa Ver-6 con amortiguador de lisis tlourea 2M. Gel 

construido por el programa PDQuest a partir de 3 geles experimentales. 
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Flg. 24 Gel representativo de la cepa Ninoa con amortiguador de lisis tlourea 2M. Gel 

construido por el programa PDQuest a partir de geles experimentales donde se puede observar la 

cuadrilla para conocer el peso molecular y punto isoeléctrico. 
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Flg. 25 Gel representativo de la cepa Querétaro con amortiguador de lisis tiourea 2M. Gel 

construido por el programa PDQuest a partir de geles experimentales donde se puede observar la 

cuadrilla para conocer el peso molecular y punto isoeléctrico. 
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Fig. 26 Gel representativo de la cepa Ver-6 con amortiguador de llsis tiourea 2M. Gel 

construido por el programa PDQuest a partir de geles experimentales donde se puede observar la 

cuadrilla para conocer el peso molecular y punto isoeléctrico. 

Como se aprecia en las figuras 21 -26 al añadir tiourea al amortiguador de 

lisis se logró separar proteínas de hasta 100 KDa, se aumentó 30 KDa en la 

escala en comparación con el amortiguador que contenía solamente urea, sin 

embargo se perdieron proteínas de la zona básica principalmente. 

Como se puede ver en la tabla 5, el número de proteínas resueltas en 

promedio con cada metodología, y en los geles construidos por el programa a 

partir de geles experimentales. En los geles construidos por el programa PD-Quest 

a partir de los geles con ambos amortiguador de lisis se puede observar que el 

número total de proteínas separadas mayor que con cada amortiguador por 
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separado. Sin embargo, también se puede ver que solo en el caso de la cepa Ver-

6 se resolvieron más proteínas empleando el amortiguador de tiourea 2M que el 

de sólo urea 8M, hecho que no paso con las cepas Ninoa y Querétaro donde al 

emplear el amortiguador de urea 8M se resolvieron un mayor número de 

proteínas. 

Tabla No. 5. Número de protelnas reeuettas en electroforesis bidimensional. Número de 

proteínas resueltas con los diferentes amortiguadores de lisis y el gel construido a partir de la 

combinación de ambos amortiguador. 

Cepa #de proteínas 

Ninoa urea 388 

Ninoa tiourea 325 

Ninoa 468 

Querétaro urea 398 

Querétaro tiourea 340 

Querétaro 436 

Ver-6 urea 347 

Ver-6 tiourea 519 ' 

Ver-6 550 
1 

Finalmente, con el mismo programa se realizaron geles que combinan los geles 

obtenidos con los diferentes amortiguadores de lisis, Figuras 27-29. 
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Flg. rr Gel obtenido por el programa PDQuest a partir de los geles de la cepa Nlnoa con 

ambos amortiguador de lisis. 
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Flg. 28 Gel obtenido por el programa PDQuest a partir de los geles de la cepa Nlnoa con 

ambos amortiguador de Hall, donde se observa la cuadricula de peso molecular y punto 

lsoel6ctrk:o. 

La suma de ambos análisis produjo un número mayor de proteínas que 

puede encontrarse completa en los anexos del 6 al 14 donde se ven las tablas que 
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enlistan todas las proteínas separadas de cada cepa con cada condición, 

indicando su peso molecular y punto isoeléctrico. En las tablas 6-8 se enlistan 

aquellas proteínas que presentan los valores de densidad mayores en el análisis 

densitométrico generado por el programa. 

Tabla 6. Pesos moleculares y puntos isoeléctricos de las proteínas con mayor valor 

densitométrico de la cepa Nlnoa. 

SSP Mr pi Ninoaurea Ninoatiurea SSP Mr pi Ninoaurea Ninoatiurea 
103 25.32 -1 4141 .8 5119.8 5103 28.92 5.92 2359.6 5323.9 
109 24.21 -1 3590.4 85995.3 5201 32.11 5.85 3595.1 8967 
302 33.97 -1 5394 9446 .3 5502 42.36 5.87 3213.5 5820.8 
304 34.85 -1 19540.2 34808.3 5802 69.88 5.87 2548 .9 3769.8 
705 58.93 -1 37270.3 46911 .7 5901 76.75 5.88 4199.8 7743.3 
1301 34.28 -1 1316.3 40725.1 6204 29.95 6.19 19741 .9 49573 
1305 33.99 5.13 7027.9 9033.4 6304 33.24 6.3 5341 .5 5818.6 
1401 39.1 4.98 2565.8 32207.3 6403 35.38 6.07 9601 .3 39214 
1607 46.91 5.14 10125.3 11884.8 6407 36.02 6.22 2967.9 45643 
1804 61 .98 5.01 5351 .3 13074.7 6603 52.62 6.2 14360.5 23568.9 
2306 33.51 5.37 3207.6 6341.6 6804 61.49 6.28 1839 46761 .9 
3105 22.3 5.54 7527.9 11395.9 7204 31.45 6.48 15539.2 18902.2 
3201 30.48 5.48 2694.2 26517.3 7302 34.02 6.37 5436.8 8024.1 
3204 31.96 5.57 11603.9 15189.3 7403 37.2 6.4 4783.6 20898.2 
3301 34.27 5.44 18482.6 23697 .2 7604 53.54 6.56 12813.1 33641.4 
3302 33.58 5.51 15523 21625.3 7802 70.28 6.47 1309.6 9853.3 
3701 55.8 5.44 4114.1 14353.3 8103 22 7.7 5461 .1 15516.6 
4301 32.93 5.69 5286.9 34791.6 8201 31 .03 6.68 31813.5 65834.3 
4303 34.27 5.77 1957.7 27161.6 8301 34.13 6.7 4415.2 8335.4 
4401 37 5.61 7882.7 21567 .8 8303 32.73 6.9 6096.4 8854.8 
4603 49.18 5.69 3257.4 44263.1 8401 37 6.7 14459.7 37273 .6 
4701 57.65 5.71 6369.8 6432.5 8402 38.95 6.78 4012 4018 
4705 58.6 5.81 7204.3 11127.9 8706 57.79 7.07 1642.2 14171.9 
4802 63.06 5.69 9740.6 20902.1 8801 64.71 6.7 2056.8 9713.1 
4904 81 .7 5.78 2356.1 3260.9 

El análisis contiene las proteínas obtenidas de geles conjunto de ambos métodos de extracción. 

(SSP: número asignado por el programa a cada punto, Mr peso molecular relativo y pi punto 

isoeléctrico). 
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Para conformar esta tabla se eligieron aquellas proteínas presentes en 

ambos geles, es decir que estuvieron presentes en los geles experimentales 

independientemente del amortiguador de lisis empleado, urea 8 M o urea 7M y 

tiourea 2M; y que fueran las de mayor concentración, se eligió aquellas que 

estuvieran al menos 5 veces más intensas que el fondo del gel. En el caso de la 

figura 27, que corresponde a la cepa Ninoa, 49 proteínas cumplieron con ambas 

características. 

De estás 49 proteínas, 5 fueron las que mostraron un mayor valor densitométrico, 

estas son: la SSP 109 (PM:24.21, pi menor a 3) , la SSP 4603 (PM:49.18, pi 5.69) , 

la SSP 6407 (PM:36.02 , pi 6.22) , la SSP 6804 (PM: 61.49, pi 6.28 ) y la SSP 8201 

(PM:30.03, pi 6.68) . 

.. 
_ . ., .. . . -

• •• 

. .. . 
... # * . 

~ *' •· ,.. . -
•• 

.. 

Flg. 29 Gel obtenido por el programa PDQuest a partir de los geles de la cepa Querétaro con 

ambos amortiguador de llsls. 
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Flg. 30 Gel obtenido por el programa PDQuest a partir de los geles de la cepa Querétaro con 

ambos amortiguador de lisis. En la figura se muestra la cuadricula de peso molecular y 

punto lsoeléctrico. 



Resultados 70 

Tabla 7. Pesos moleculares y puntos isoeléctricos de las proteínas con mayor valor 

densitométrico de la cepa Querétaro. 

SSP Mr ol Qrourea Qrotiourea SSP Mr pi qrourea Qrotiourea 
401 19.22 -1 22745.1 135120 5503 32.09 5.54 27941.4 4642.9 
402 23.5 4.3 174155.9 16831 .9 5505 27.3 5.58 25768 6967.9 
702 39.3 -1 17677.8 25142.9 5601 32.5 5.34 35369.4 9245.3 
703 42.43 4.3 13987.6 31522.5 5703 38.14 5.53 102462.8 4048 
1202 14.73 4.6 35263.3 5428.7 2303 18.36 4.8 37700 .2 35884.2 
1401 25.93 4.44 18291.7 5108.6 2502 28.7 4.78 24132.3 14432.5 
1402 26.62 4.52 32013.8 2744.1 2601 34.64 4.7 41142 .6 57959.5 
1404 23.58 4.6 34372 73090.2 2701 39.06 4.62 41076 48903 .8 
1501 29.43 4.48 59083.8 8934.9 2705 42.73 4.86 35592.7 17836.9 
1503 28.29 4.6 51016.3 17711 .8 2802 43.7 4.7 9681 .7 14127.2 
1601 32.42 4.46 24855.2 146468 3201 14.19 4.89 46472.3 76002.4 

r-----· 
1701 42.46 4.46 19291 .1 2240.3 3302 18.63 4.95 94608.7 44764 .3 
1702 39.17 4.46 69691 .1 24680 3401 26.91 4.94 4972 .6 6560 .1 

4.-sa-- -25779 - . __ :~ ~8240]: __ 
~- r ·------~----f----- --- -
3503 31 .24 4.91 37340 .8 6396.4 J 70~ ~~ -------- ------------

1804 56.3 4.58 70339.9 26530.8 3504 29.53 4.98 13591 .5 30624 
---~---··-- 1----

,____. ______ 
----~---·-

4404 19.16 5.27 163250.1 74664 3702 40.1 4.95 11166.5 16480 
---·- ---·- -- -------r---------

4604 35.57 5.26 134605.5 42263.7 6601 35.68 5.61 83704 6139.1 
4701 42.15 5.12 63429.3 12467.6 6701 38.02 5.67 136814 13393.4 
4703 41 .3 5.26 9557.3 31019.4 

El análisis contiene las proteínas obtenidas de geles conjunto de ambos métodos de extracción. 

(SSP: número asignado por el programa a cada punto, Mr peso molecular relativo y pi punto 

isoeléctrico). 

Al igual que con los datos generados con la cepa Ninoa, se seleccionaron 

las proteínas de mayor densidad , en el caso de las proteínas de la cepa Querétaro 

se pueden ver en la tabla 6. Fueron 37 proteínas las que cumplieron con las 

características señaladas anteriormente. Las 5 proteínas más intensas son: la 

SSP 1404 (PM:23.58, pi 4.6) , la SSP 2601 (PM:34.64, pi 4.7) , la SSP 2701 

(PM:39.06, pi 4.62) , la SSP 3201 (PM:14.19, pi 4.89) y la SSP 3302 (PM:18.63, pi 

4.95). 

--
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Flg. 31 Gel obtenido por el programa PDQuest a partir de los geles de la cepa Ver-6 con 

ambos amortiguador de lisis. 
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Flg. 32 Gel obtenido por el programa PDQuest a partir de los geles de la cepa Ver-6 con 

ambos amortiguador de lisis. En la figura se ve la cuadricula con pesos moleculares y punto 

lsoeléctrlco. 
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Tabla No. 8 Pesos moleculares y puntos isoeléctricos de las protelnas con mayor valor 

densitométrico de la cepa Ver-ó. 

SSP Mr pi tioureaver ureaver SSP Mr pi tioureaver ureaver 
108 16.11 0.6 4294.8 23076 4504 28.85 5.56 6546 51216.5 
302 20.75 -1 5071.8 11992.1 4701 53.05 5.53 31998.4 37824.8 
602 39.2 0.86 21191 .9 29838.8 5504 28.27 5.74 3732.9 4046.7 
1602 34.54 1.62 20801 .7 43779.8 5505 32.28 5.77 5445.4 7753.7 
1705 50.53 2.75 20961 .5 29350.7 5803 62.87 5.71 6521 .7 21894.6 
1801 57.47 1.44 5164.9 12201.8 5805 69.51 5.74 2832 .6 6969 
1904 90.38 2.71 22785 26802.7 6405 25.55 5.97 5890.5 13167.2 
2401 26.07 3.22 5963 .3 49529.4 6406 22 6 71523.6 90108.4 
2404 24.82 4.35 4147.8 4733.7 6501 28.39 5.83 10217.9 12148.2 
2601 40.06 2.95 2863 8331 .3 6602 34.74 5.87 4265.6 8406 
2603 34.95 3.62 8094.2 13459 7405 23.1 6.22 3695.4 7667.3 
2704 49.38 4.13 8126.2 29996.7 8703 52.04 6.65 6219 .2 9415.9 
2804 63.62 3.89 19992.9 32897.2 8705 50.69 -1 6294.5 10981 .3 
3906 90.49 5.48 16520.6 20055.7 

El análisis contiene las proteínas obtenidas de geles conjunto de ambos métodos de extracción. 

(SSP: número asignado por el programa a cada punto, Mr peso molecular relattvo y pi punto 

1 soeléctrico ). 

Para el caso la cepa Ver-6 fueron 27 proteínas que se separaron 

independientemente del amortiguador de lisis empleado y que fueron intensas, 

siendo la SSP 1602 (PM:34 .54 , pi 1.62), la SSP 2401 (PM:26.07, pi 3.22) , la SSP 

4504 (PM: 28.85, pi 5.56) , la SSP 4701 (PM:5305, pi 5.53) y la SSP 6406 (PM:22, 

pi 6). 

Debido a que como se puede ver en la tabla 5, el número de proteínas es muy 

grande para poder realizar un análisis de cada una de ellas, por lo que se realizó 

un primer análisis de aquellas proteínas más abundantes, esto en función de su 

intensidad al realizar el análisis densitométrico. En las tablas 6-8 se pueden 

observar el peso molecular y punto isoeléctrico de estas proteínas, que varían de 
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27 en Ver-6, 37 en la cepa Querétaro y 49 en la cepa Ninoa. Entre estas 

proteínas más abundantes no existen aquellas que se encuentren en dos 6 más 

cepas, sin embargo sí hay varias que presentan pesos moleculares y puntos 

isoeléctricos muy cercanos, esto nos hace sospechar que tal vez sean las mismas 

proteínas que por cuestiones prácticas, al momento de asignar peso y punto 

isoeléctrico al realizar el análisis les fue asignado un valor diferentes pero muy 

cercano. 

En la tabla 9 se resumen las 5 proteínas más abundantes de cada cepa. 

Tabla No. 9 Tabla comparativa de las 5 proteinas más abundantes de cada cepa. 

NINOA QUERETARO VER-6 
Peso Punto Peso Punto Peso Punto 
molecular isoeléctrico molecular isoeléctrico molecular isoeléctrico 

14.19 4.89 
18.63 4.95 

22 6.0 
23.58 4.6 

24.21 Menor a 3 
26.07 3.22 
28.85 5.56 

30.03 6.68 
34.54 1.62 

34.64 4.7 
36.02 6.22 

39.06 4.62 
49.18 5.69 

53.05 5.53 
61.49 6.28 
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También se emplearon geles de 7 x 6 cm para posteriormente transferirlos a 

membranas de nitrocelulosa para analizar las proteínas antigénicas con suero de 

pacientes chagásicos crónicos por lnmuno electrotransferencia. Los geles con 

cada una de las cepas se pueden ver en las figuras 33-35. En todos los casos se 

emplearon amortiguador de lisis con tiourea . 

Flg. 33. Gel de 7x6 cm bldlmenslonal de la cepa Nlnoa. 150µg de proteína del extracto de la 

cepa Ninoa se separo en tiras IPG de pH 3-10 NL de 7 cm de longitud en un programa de aprox. 7 

horas en un gradiente de voltaje para después realizar la segunda dimensión en geles de 

archilamida al 10% de 8 x 6 cm. y finalmente ser teñidos con nitrato de plata. 

KDa 
185 
118 

85 

:~ ,, 

Fig. 34. Gel de 7x6 cm bidimensional de la cepa Querétaro. 150µg de proteína del extracto de 

la cepa Querétaro se separaron por electroforesis bidimensional de la misma manera que el 

extracto de la cepa Ninoa, fig . 33. 
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Fig. 35. Gel de 7x6 cm bidimensional de la cepa Ver-6. 150µg de proteína del extracto de la 

cepa Ver-6 se separo en electroforesis bidimensional como se menciona en la fig . 33 

Como se puede ver no se logró obtener la misma resolución en los geles de 7x6 

cm que en los de 18x18 cm, esto se debe que la mismas proteínas se separan en 

longitudes menores, por lo que quedan muy juntas, sin embargo al cargar cada gel 

con 150 µg de proteína, en comparación de los 300 µg que se cargan en los geles 

de 17 x 18 cm; se obtuvieron geles en los que se pueden observar las proteínas 

separadas, además de que como dichos geles se iban a transferir y emplearse en 

lnmuno electrotransferencia con sueros policlonales, la intensidad de los puntos 

iba a disminuir notablemente, debido a que no todas las proteínas son antigénicas, 

por lo que las imágenes de las lnmuno electrotransferencia que se observan en 

las figuras corresponden a 150 ~1g de proteínas. En estos experimentos se empleó 

un mezcla de sueros de pacientes chagásicos crónicos, que al ser analizados en 

lnmuno electrotransferencia de una dimensión reconocieron 15 bandas, en tanto 

que el mezcla de controles negativos no mostró una sola banda (Fig . 36) 
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Flg. 36 lnmuno electrotransferencla unldlmenslonal de sueros humanos. Se realizó una SDS

PAGE del extracto Querétaro y posteriormente se transfirió a membrana de nitrocelulosa para 

realizar un lnmuno electrotransferencia con mezcla de sueros humanos. Carriles: 1 Marcadores, 2 

Mezcla de sueros humanos de controles negativos y 3 Mezcla de sueros humanos de pacientes 

crónicos chagásicos. 

Posteriormente la mezcla de sueros de pacientes crónicos se empleó en un WB 

con geles separados por electroforesis bidimensional, estos blots fueron 

realizados con dos diluciones del suero, 1:500 y 1:1000; que posteriormente con 

el programa se unificaron para obtener las imágenes que se ven en las figuras 37-

39. 

KO. ' . 118 
85 • • 
83 . . ,,.,,. .... 

1 . · .. .... 
. . .. • 

3 pH 10 

Flg. 37 lnmuno electrotransferencla bldlmenalonal. Se realizó la separación bidimensional del 

extracto Ninoa con amortiguador de lisis tiourea, con las condiciones mencionadas en la fig . 33, y 

se transfirió a membrana de nitrocelulosa, posteriormente se incubó con el mezcla de sueros 

humanos chagásicos crónicos. Esta imagen corresponde a la creada con el programa PDQuest a 

partir de 2 lnmuno electrotransferencia experimentales. 
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Tabla 10. Pesos moleculares y punto isoeléctrico de los antígenos de la cepa Ninoa. 

SSP Mr DI SSP Mr DI SSP Mr pi 
501 45 3.35 3803 105.4 4.93 5902 135.8 5.25 
1401 43.43 4.34 3901 120.2 4.92 6101 18.46 5.38 
1501 44.59 3.79 4201 29.53 4.98 6102 19 5.6 
1502 45.39 4.34 4202 26.16 4.98 6103 16.8 5.38 
1801 66.39 4.16 4301 34.76 4.96 6301 38.32 5.32 
1901 123.8 3.76 4302 37.83 4.99 6601 50.04 5.32 
2201 27.01 4.63 4501 46.07 4.95 6602 48.67 5.55 
2301 38.12 4.75 4502 46.53 5.02 6701 57.83 5.3 
2302 40.99 4.75 4701 51 .08 4.95 6702 56.56 5.33 
2401 41 .37 4.41 4702 50.72 5.02 6703 50.84 5.43 
2402 43.25 4.54 4801 67.2 4.95 6704 53.57 5.53 
2501 46.29 4.73 5201 25.44 5.07 6705 55.06 5.7 
3201 23.85 4.81 5202 30.9 5.11 6706 53.63 5.79 
3202 32.37 4.83 5501 46.23 5.08 7101 18.92 6.23 
3203 25.66 4.9 5502 45.34 5.18 7102 20.99 6.26 
3401 41.42 4.84 5701 50.76 5.08 7103 21 6.7 
3801 89.35 4.86 5702 51.63 5.17 
3802 72.12 4.89 5901 121 5.21 

KOa 
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Flg. 38 lnmuno elec;trotransferencla bidimensional. Se realizó la separación bid\11ensional del 

extracto Querétaro con amortiguador de lisis tiourea, condiciones en flQ . 33 y se transfirió a 

membrana de nitrocelulosa, posteriormente se incubó con el mezcla de sueros humanos crónicos 

chagásicos. Esta imagen corre¡ponde a la creada con el programa POQuest a partir de 2 lnmuno 

electrotransferencia experimei;1ales. 
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Tabla 11 . Pesos moleculares y punto isoeléctrico de los antígenos de la cepa Querétaro. 

SSP Mr DI SSP Mr DI SSP Mr DI 
402 45 3.35 4902 160 4.35 5801 108.3 4.45 
1404 45.52 3.57 5301 38.47 4.45 5901 152.1 4.57 
1501 54.66 3.62 5302 32.29 4.7 6101 19.8 5.58 
2401 46.16 3.72 5303 39.05 5.05 6102 21 .34 6.28 
2402 44.84 3.83 5401 45.48 4.45 6103 21 6.7 
2403 46.66 3.92 5402 41.45 4.52 6104 21 .07 6.31 
2501 52.79 3.87 5403 41 .87 4.75 6301 39.52 5.28 
3201 25.26 4 5501 52.28 4.49 6302 40.18 5.54 
3204 27.17 4.14 5502 52.65 4.63 6401 42.02 5.09 
3301 41 .31 4.03 5601 77.04 4.68 6503 51 .43 5.5 
3302 37.37 4.05 5602 67.89 4.73 6504 60.54 5.61 
4302 39.5 4.35 5603 67.9 4.84 6505 57.5 5.71 
4401 44.99 4.32 5604 67.33 4.99 7101 20.64 -1 
4803 134.7 4.37 5701 78.4 4.48 7103 19.75 -1 
4804 123.7 4.42 5702 82.54 4.5 
4901 141 .2 4.35 5706 77.74 4.85 

ICDa 
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Flg. 39 lnmuno elactrotransferencla bldlmenalonal. Se realizó la separación bidimensional del 

extracto Ver-6 con amortiguador de lisis tiourea con las condiciones descritas en la fig . 33 y se 

transfirió a membrana de nilrocelulosa, posteriormente se incubó con el mezda de sueros 

humanos crónicos chagásicos. Esta imagen corresponde a la creada con el programa PDQuest a 

partir de 2 Inmune electrotransferencia experimentales. 
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Tabla 12. Pesos moleculares y punto isoeléctlico de los antígenos de la cepa Ver-6. 

SSP Mr PI SSP Mr pi SSP Mr pi 
1507 44.68 3.39 2608 65.39 4.2 3601 65.66 4.29 
1508 44.31 3.52 2609 49.32 4.21 3603 55.36 4.31 
1509 47.65 3.53 2701 84.18 4.2 3607 54.74 4.54 
1608 49 3.35 2702 112.4 4.19 3609 55.01 4.78 
2401 25.19 3.62 2703 92.55 4.2 3610 63.06 4.8 
2402 24.61 3.73 2704 100.7 4.2 3611 64.14 4.93 
2403 26.21 3.81 3301 20.61 4.84 3612 63.74 5.05 
2404 29.04 4.05 3302 20.74 5.09 3613 64.22 5.19 
2405 31.4 4.2 3303 20.59 5.49 3614 56.19 4.91 
2501 45.8 3.6 3401 31 .27 4.31 3701 107.6 4.25 
2502 46.67 3.65 3402 33.08 4.32 3702 118.4 4.26 
2503 48.17 3.79 3403 26.23 5.32 3703 88.66 4.26 
2504 43.23 3.8 3404 24.52 5.53 3704 80.43 4.27 
2505 47.7 3.82 3405 25.78 5.09 3705 84.36 4.37 
2508 47.54 3.97 3406 25.99 4.89 3706 116 4.38 
2509 43.77 4.14 3407 25.08 4.76 3707 84.4 4.54 
2510 41 .63 4.23 3408 25.64 4.6 4301 21 .67 -1 
2601 49.59 3.7 3409 26.07 4.44 4302 16.21 5.66 
2602 53.23 3.83 3501 41 .74 4.32 4401 22.05 6.52 
2603 56.6 3.9 3502 45.18 4.32 4402 22 6.7 
2604 53.05 4.01 3503 48.57 4.34 4403 23.53 6.07 
2605 76.65 4.19 3504 40.66 4.36 4404 26.59 6.08 
2606 55.94 4.19 3505 47.68 4.55 4501 42.61 6.57 
2607 72.16 4.21 3506 44.91 4.67 

El número de antígenos reconocidos por el mezcla de sueros de pacientes 

chagásicos crónicos fue de 56 en la cepa Ninoa, 57 en la cepa Querétaro y 63 

antígenos en la de Ver-6. Pese a que en el número de antígenos no hubo una 

gran diferencia como se puede ver en el caso de la membrana de la cepa Ver-6 se 

puede distinguir una zona en pH de 4-5 y pesos de 35 KDa donde fueron 

reconocidos lo que parece ser unas isoformas, que no se observan en las otras 

cepas, mientras que el resto de los antígenos reconocidos son muy similares. 

Por otro lado, al observar la figura 36, donde se ve el número de bandas 

que reconoce este mismo mezcla en el extracto separado por una dimensión se 
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puede ver que al emplear geles bidimensionales se logra reconocer un mayor 

número de antígenos, puesto que en una dimensión solo se reconocen 15 bandas 

en tanto en los bidimensionales al menos se reconocen 56 antígenos, lo que sirva 

para manifestar el poder de la electroforesis bidimensional. 

Posteriormente se realizaron Inmune electrotransferencia empleando 

anticuerpos monoclonales previamente producidos en el laboratorio, las 

características de estos se pueden observar en la tabla 2. Cada cepa se analizó 

con cuatro Ac diferentes, 8106E, 105, F148 y C160. Se realizó un Inmune 

electrotransferencia unidimensional con cada anticuerpo, que se puede observar 

en la fig.40. Los Inmune electrotransferencia en doble dimensión se pueden ver en 

las figuras 41-44. 

KOa 

Flg. 40 lnmuno electrotransferencia unidimensional de Anticuerpos monoclonales. Extracto 

de la cepa Querétaro se separó por SDS-PAGE y se transfirió a nitrocelulosa para realizar lnmuno 

electrotransferencia empleando anticuerpos monoclonales. Carriles: 1) Marcadores, 2) AcMc 

8106E, 3) AcMc1D5 y 4) AcMc F148. 
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Flg. 41 lnmuno electrotransferencia del Anticuerpo monoclonal B106E. Se realizó la 

separación bidimensional de extracto de cada cepa con las condiciones anteriormente 

mencionadas para ser transferidas y realizar el lnmuno electrotransferencia con el AcMc B106E. 

En A) se observa la membrana de la cepa Ninoa, B) Querétaro y C) Ver~. 

El anticuerpo 8106E reconoce una proteína de 180 KDa. Que se observa en una 

dimensión como una banda muy difuminada que alcanza hasta peso de 80 KDa, 

en las membranas separadas por electroforesis bidimensional de las tres cepas se 

observa algo similar una zona difuminada entre estos pesos y en el pH de 4.9, no 

encontrando diferencias entre las tres cepas analizadas. 
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Flg. 42. lnmuno electrotransferencla del Anticuerpo monoclonal 105. Se realizó la separación 

bidimensional de extracto de cada cepa con las condiciones anteriormente mencionadas para ser 

transferidas y realizar el Inmune electrotransferencia con el AcMc 105. En A) se observa la 

membrana de la cepa Ninoa, B) Querétaro y C) Ver.Q. 

El anticuerpo 105 reconoció 5 isoformas de una proteína de 38 KDa que van de 

un pH de 4.4-4 .7, en las membranas de las cepas Ninoa y Querétaro en tanto que 

en la cepa Ver-6 reconoció 6 isoformas del mismo peso y pH mas una extra en el 

pH de 4.3. 
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Flg. 43. lnmuno electrotransferencia del Anticuerpo monoclonal F14B. Se realizó la 

separación bidimensional de extracto de cada cepa con las condiciones anteriormente 

mencionadas para ser transferidas y realizar el lnmuno electrotransferencia con el AcMc F14B. En 

A) se observa la membrana de la cepa Ninoa, B) Querétaro y C) Ver-6. 

El anticuerpo F14B reconoció en las membranas de las cepas Querétaro y Ver-6 

una gran cantidad de proteínas, 38 y 18 respectivamente que se encontraron en 

pesos variados de 6 a 55 KDa y pH de 4 a 7.8, en tanto que en la membrana de la 

cepa Ninoa solo reconoció dos proteínas de peso molecular 25 KDa y pH 4.4 y 

4.5. 
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VIII. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Durante la estandarización de la técnica de electroforesis bidimensional 

para extractos de T. cruzi uno de los factores más importantes fue la extracción 

proteica, esto se debe a que un extracto que va a ser separado por electroforesis 

bidimensional debe de cumplir con ciertas características, entre las que destaca su 

baja concentración salina y el empleo de detergentes no iónicos. La metodología 

estandarizada en el laboratorio no cumplía con estos requisitos por lo que se debió 

realizar una serie de experimentos con diferentes composiciones de los agentes 

caotrópicos (urea y tiourea) y del detergente empleado, para encontrar la 

metodología más adecuada, después de haber realizado comparaciones entre 

estos extractos por electroforesis unidimensional no se encontraron diferencias 

significativas entre las proteínas separadas de cada cepa a este nivel , por lo que 

se procedió a realizar la separación bidimensional de estos extractos con una 

metodología más poderosa, como es la electroforesis bidimensional, que permite 

separar más selectivamente complejas mezclas de proteínas (figura 7) . 

ELECTROFORESIS BlDlMENSlONAL EMPLEANDO EL SlSTEMA IPG 

MULTIPHOR. 

Los primeros ensayos para realizar una separación bidimensional se 

llevaron a cabo empleando un sistema IPG, donde se utilizan tiras con geles de 

poliacrilamida en gradientes de pH establecidos y reproducibles; de este manera, 

se eliminaba una fuente de variación inherente a la técnica. Inicialmente se siguió 
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el protocolo establecido por el proveedor de dicho sistema, este protocolo 

establecía la aplicación de la muestra al momento de rehidratar la muestra y 

realizar el isoelectroenfoque en un corto periodo de tiempo (5 horas y media), sin 

embargo los resultados que se obtuvieron no fueron adecuados, puesto que solo 

se observan unas pocas proteínas separadas de bajo peso molecular y de pH 

entre 5 y 7. A este protocolo inicial se le realizaron diversas modificaciones, 

algunas de ellas sugeridas por los asesores técnicos del proveedor sin obtener 

una separación de las proteínas, puesto que el número máximo de proteínas 

resueltas fue de 20, la imagen de un gel representativo se puede ver en la figura 8; 

por lo que después de comprobar que los extractos se encontraban en buenas 

condiciones (no degradado) se decidió cambiar la metodología seguida hasta ese 

momento. 

ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL EMPLEANDO GELES CILINDRICOS. 

En los primeros reportes de electroforesis bidime11Sional (O'Farrell , 1975) 

para desarrollar el isoelectroenfoque se empleaban geles cilíndricos donde el 

gradiente se generaba mediante el empleo de anfolinas, técnica que gradualmente 

evolucionó hasta llegar a los IPG's. Debido a que el primer sistema utilizado no 

funcionó , se comenzó a realizar el isoelectroenfoque empleando esta 

metodología. De esta manera se obtuvieron resultados que inicialmente se 

consideraron aceptables debido a que se obtuvo un mayor número de proteínas 

resueltas y a una mejora en la reproducibi.Jidad, factor muy importante que no se 

logró obtener con la metodología IPG Multiphor. Desde los primeros experimentos 

se obtuvieron geles con un promedio de 50 proteínas bien separadas, en la zona 
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de pH entre 5 y 7 con pesos menores de 85 KDa, aunque con la presencia de 

bandas verticales, figuras 9-11, sin embargo, no fue posible eliminar estas líneas 

verticales, esto se atribuye principalmente a la alta concentración proteica que se 

debe de aplicar en esta metodología (hasta 2 mg de proteína por gel) (Górg et al, 

1988). 

Tratando de mejorar los resultados obtenidos se realizaron diversas 

modificaciones al protocolo inicial , uno de ellos fue el emplear un extracto recién 

.preparado, ya que se sospechaba que la falta de un mayor número de proteínas 

se debía a una degradación de las mismas, pese a que el extracto contenía 

inhibidores de proteasas y se almacenaba a -70°C, sin embargo no fue posible 

mejorar el patrón obtenido. 

Una desventaja muy importante de esta técnica, que incluso la llevo al 

desuso, es la falta de reproducibilidad del gradiente generado, puesto que este 

depende directamente de las concentraciones de las anfolinas, del porcentaje en 

que se encuentren estas y del voltaje aplicado. En los experimentos realizados 

siempre se corrieron geles blanco, donde no se colocaba muestra. para poder 

realizar las mediciones del gradiente generado, estos gradientes se presentan en 

la figura 12. Al realizar una análisis de varianza de un factor se obtuvo como 

resultado que la F ca1cu1ada>Ftab1as con un valor de a=0.01, lo cuál quiere decir que 

existe diferencias significativas entre los gradientes generados. También en dicha 

gráfica se puede observar que el gradiente generado va de un pH entre 4 y 7, el 

cual de acuerdo a trabajos previos (Lanar, 1984 y Andrews, 1984) es adecuado 

para extractos de Trypanosoma cruzi, puesto que una gran can.tidad de proteínas 
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se encuentran entre este intervalo. Sin embargo, se sospechaba que sí se 

modificaba la concentración de las anfolinas se lograría ampliar dicho gradiente. 

Por lo que se realizó un experimento donde se emplearon 5 diferentes 

concentraciones de mezclas de anfolinas (20, 40, 60 80 y 100% v/v en un rango 

de 3.5-10) . Al realizar el análisis estadístico correspondiente la F ca1cu1ada< Ftablas lo 

que indica que no existen diferencias significativas a un valor de a.=0.01 entre los 

gradientes generados (figura 13). 

Por otro lado, un factor del que se sospechó podría influir en el gradiente 

fueron las anfolinas empleadas, ya que inicialmente se usaron unas que habían 

permanecido mucho tiempo almacenadas, por lo que se corrieron geles en blanco 

simultáneamente con dos lotes de anfolinas diferentes, las almacenadas por largo 

periodo y unas nuevas del mismo rango y del mismo proveedor. El análisis 

estadístico correspondiente dio como resultado que la F ca1cu1ada< Ftablas lo que 

indica que no existen diferencias significativas entre los gradientes generados a un 

valor de a=0.01 (figura 14). De esta manera pese a las variaciones realizadas a 

la técnica y con base a la reproducibilidad obtenida en los gradientes de pH, se 

decidió realizar cambios en la metodología para mejorar aún más la resolución. 

ELECTROFORESIS BlDIMENSlONAL EMPLEANDO EL SISTEMA IPG IEF 

CELL. 

Durante esta fase de la estandarización básicamente se retomó la primera 

metodología con ligeras modificaciones, las cuales fueron suficientes para poder 

obtener una mejor resolución y reproducibilidad. Uno de los primeros cambios fue 
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la preparación de la muestra, puesto que al momento de rehidratar la tira se 

añadió urea, CHAPS, DTI y amortiguador IPG, lo que permitió evitar la posible 

degradación por el largo periodo de rehidratación, además de favorecer la total 

solubilización de las proteínas presentes en la muestra y mantener las 

concentraciones de cada uno de los componentes sin tener una dilución 

importante de las concentraciones idóneas de cada uno de ellos. 

Otro de los cambios fue el programa de corrimiento, ya que cuando se 

ocupo el equipo Multiphor se utilizaba un programa de 5 horas y media donde se 

establecía un gradiente de voltaje. Sin embargo, con el equipo Protean el 

programa de corrimiento se encontraba en el modo v/h, lo que quiere decir que se 

programaba al voltaje que debe de correr y cuantos volts son necesarios para 

realizar el isoelectroenfoque y el tiempo va a depender del voltaje que este 

pasando por la tira ; de esta manera el corrimiento solo va a finalizar cuando se 

haya alcanzado el voltaje marcado inicialmente. El tiempo promedio para tiras de 

17 cm. de longitud fue de 12 horas en tanto que en las tiras de 7 cm. fue de 6 

horas. El tiempo de isoelectroenfoque es un paso crucial , puesto que dependiendo 

de este es como se van a separar las proteínas en la primera dimensión. En este 

. trabajo se realizaron diversos cambios en esta variable, encontrando que el tiempo 

optimo era de aproximadamente 12 horas para tiras de 17 cm. de longitud . En un 

reporte publicado muy recientemente acerca de una estudio proteómico de este 

organismo, se realizó el isoelectroenfoque en solo 6 horas, lo que pudiera 

ocasionar que las proteínas no se separen adecuadamente y esto se ve reflejado 

en los geles (Paba et al. , 2004). 
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Otro factor importante fue el método de detección, inicialmente se empleaba 

azul de Coomasie con un lfmite de detección de 100 ng; posteriormente se empleó 

una tinción con nitrato de plata la cuál tiene un límite de detección muy superior 

(aproximadamente 0.5 ng) (Westermeier y Naven, 2002). Está última técnica 

permitió detectar proteínas que se encuentran a muy baja concentración . De esta 

manera , se logró obtener geles con buena resolución y reproducibil idad con un 

promedio de 500 proteínas para cada cepa al conjuntar los geles con ambos 

amortiguador de lisis, urea 8M y urea 7M con tiourea 2M. Estos resultados 

concuerdan con lo reportado recientemente en un estudio del proteoma de la cepa 

sudamericana de T. cruzi Berenice, salvo que en este reporte Paba et al., 

emplearon tiras de pH 4-7 y utilizan Tritón X-100 al 2%, en lugar de CHAPS 

puesto que con este último no lograron una buena solubil ización de la muestra, 

hecho contrario a este trabajo donde se obtuvieron mejores resultados al emplear 

CHAPS al 4% (Paba et al., 2004). 

Sin embargo, a pesar de haberse encontrado las condiciones adecuadas 

para la realización de la electroforesis bidimensional, quedaba el problema de no 

detectar proteínas con peso molecular superior a 65 KDa, lo cual no era 

congruente, puesto que al realizar una separación en SDS-PAGE de una 

dimensión se detectan proteínas con pesos mayores a 180 KDa, por lo que se 

modificó la composición del amortiguador de lisis para extraer las proteínas a una 

concentración 2M y 7M de tiourea y urea respectivamente. También se utilizaron 

estos reactivos al momento de preparar la muestra para rehidratar Ja tira , con la 

finalidad de favorecer la separación bidimensional de proteínas de pesos mayores 

y obtener una mayor proporción de proteínas membranales (Herbert, 1999). 
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En los geles con muestras que contenían tiourea se observaron proteínas 

abundantes en la zona ácida, sin embargo, en la zona básica fue notable la 

disminución de proteínas en comparación con los extractos que solo contenían 

urea (Rabilloud et al. , 1997). De esta manera se lograron separar proteínas hasta 

de 100 KDa, lo que se vio reflejado en un mayor número de proteínas separadas , 

aproximadamente 600 en la cepa Ver-6 puesto que en las otras cepas se logró 

separar un mayor número de proteínas con el extracto que solo contenía urea 8 M. 

De las proteínas más abundantes en cada cepa, éstas difieren en peso y 

punto isoeléctrico entre ellas. Lo anterior nos pudiera indicar que la expresión 

proteica puede variar entre cada cepa, pese a que las proteínas seleccionadas por 

ser las más abundantes en las cepa analizadas existe cierta relación entre las 

proteínas de las cepas de genotipo 1, entre las que existe una mayor semejanza 

entre ellas que con las de la cepa de genotipo 2. 

COMPARACIÓN DE PROTEINAS. 

Debido a que como se ha mencionado se separaron entre 500 y 600 

proteínas de cada cepa y resultaría muy difícil analizar cada una de ellas, se 

realizó una primera comparación entre las proteínas más abundantes. Para 

realizar una primera selección se determino asignar a este grupo solo aquellas 

proteínas que tuvieran una intensidad de al menos 5 veces mayor que el fondo, 

con este requerimiento el número de proteínas fue diferente en cada caso, 49 para 

Ninoa, 37 en Querétaro y 27 en Ver-6. De estas proteínas, que se puede ver la 

lista completa con peso molecular y punto isoeléctrico en las tablas 6 a 8, no hay 

proteínas que se encuentren en dos o más cepas, lo que nos lleva a que la 
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expresión proteica en las tres cepas analizadas se da de manera diferencial, 

aunque no podemos asegurar que alguna proteína sea específica de alguna cepa, 

para ello se debería de realizar estudios más detallados. 

Finalmente se realizo una nueva selección entre las proteínas más 

abundantes, seleccionando las 5 más intensas, que podemos ver en la tabla 9, 

donde ninguna proteína se encuentra en dos cepas, sin embargo entre estas 

proteínas existe una mayor semejanza , lo que nos hace sospechar que quizá 

alguna de ellas este presente en dos cepas, pero los datos no coincidan por una 

ligera diferencia al momento de realizar el análisis con el programa PO Quest. 

Entre los reportes que existen del estudio del proteoma de T. cruzi, Lanar 

marcó la superficie celular de los diferentes estadios, encontrándose diferencias 

entre cada uno de ellos. Para los epimastigotes reportan 7 proteínas (PM 77 , pi 

5.4; 76 , 5.2-5.4; 72 , 5.2-5.4; 57, 5.8; 55, 5.2; 43, 5.8-6 .1 y 33, 6.5-6.8). En el 

presente estudio se encontraron estas mismas proteínas, lo que sugiere que tal 

vez, debido a la metodología empleada, fue posible extraer proteínas de la 

membrana (Lanar y Manning, 1984). 

INMUNO ELECTROTRANSFERENCJA CON MEZCLA DE SUEROS DE 

PACIENTES CHAGÁSICOS CRÓNICOS. 

Como se puede ver en las figuras 37-39 y en las tablas 10-12, se 

encontraron diferencias en el patrón de antígenos reconocidos por el mezcla de 

sueros de pacientes con enfermedad de Chagas crónica, estas diferencias se 

pueden atribuir a la heterogeneidad antigénica de las cepas. 
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Estos sueros reconocieron 56 y 57 antígenos en las cepas Ninoa y 

Querétaro respectivamente, con un patrón parecido. Sin embargo, al realizar el 

análisis, del peso molecular y punto isoeléctrico de los antígenos (tablas 1 o y 11 }, 

se encontraron diferencias entre estos valores, no son iguales por lo que se 

consideran antígenos diferentes. 

En el caso de la cepa de genotipo 11, Ver-6, la mezcla de sueros reconoció 

63 antígenos que es un número mayor que en las cepas genotipo l. Entre los que 

destacan los antígenos de pesos de 24 a 27 KDa con pi entre 4.2 y 5.3, que están 

ausentes en las otras cepas. Entre los antígenos que sobresalen por su intensidad 

esta el de 21 KDa y pi 6.7, además de las zonas de altos pesos moleculares, 

superior a 120 KDa y pi de 4.9, y la zona con pesos alrededor de 63 KDa y una 

zona amplia de pi que va de 3 a 5 aproximadamente y que corresponde como los 

pesos donde se observan las bandas más intensas en separaciones 

unidimensionales. 

En la inmuno electrotransferencia de SDS-PAGE unidimensional utilizando 

esta misma mezcla de sueros y como antígeno extracto proteico total de la cepa 

Querétaro sin detergente destacaron como las bandas más intensas las de pesos 

superiores a 120 KDa y la de 63 KDa, además de algunas otras más débiles 

(figura 36). Estos pesos corresponden a lo observado al emplear membranas 

separadas por 20-PAGE, pero con la diferencia de que en estos últimos podemos 

ver que no es una sola proteína sino varias que se ubican en un mismo peso, 

quizá isoformas de una misma proteína. 

Existen diversos reportes acerca de los antígenos inmunodominantes, entre 

ellos figuran las proteínas de pesos 25, 30, 32, 37 , 40 , 42, 65 , 70, 75 y 83 KDa, 
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que fueron reconocidas por los anticuerpos generados por pacientes crónicos 

sintomáticos (Sánchez et al. , 2001 y Vissoci et al. , 1998). Los antígenos 

reconocidos en las tres cepas corresponden a los pesos de las proteínas que han 

sido reportadas como los principales antígenos reconocidos por sueros de 

pacientes chagásicos. Sin embargo, con la inmuno electrotransferencia en 20-

PAGE se detectaron hasta 6 antígenos del mismo peso. 

INMUNO ELECTROTRANSFERENCIA CON ANTICUERPOS 

MONOCLONALES. 

Se utilizaron anticuerpos monoclonales contra moléculas de T.cruzi cepa 

Querétaro producidos con anterioridad en el laboratorio (López-Olmos, 1999) con 

la finalidad de emplear anticuerpos que reconocen un solo epitope que ayudara a 

encontrar diferencias de manera más exacta entre las cepas que al emplear un 

suero policlonal. 

Esto se pudo realizar con el anticuerpo monoclonal 105, que en una 

dimensión reconoce una sola banda de 38 KDa, mientras que en las membranas 

de 20-PAGE se pudieron distinguir una serie de isoformas de esta proteína, que 

en el caso de las cepas de genotipo 1 fueron 5 isoformas, en tanto que en la de 

genotipo 11 se reconocieron 6, siendo esta proteína extra más ácida , con pi de 4.3. 

En tanto que el anticuerpo F14B, que reconoce una proteína de la superficie 

celular, con esta metodología se pudo resolver en la cepa Ninoa dos isotermas de 

25 KDa y pi de 4.4. y 4.5. Mientras que en las otras dos cepas reconoció un mayor 
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número de antígenos; 38 en Querétaro y 18 en Ver-6 , lo que pudiera señalar que 

el epitope reconocido por el anticuerpo monoclonal F14B se encuentra distribuido 

en una serie de proteínas con pesos y puntos isoeléctricos variados. Estos 

resultados muestran claramente la diversidad de expresión de proteínas en cepas 

de diferente tipo genético, hecho ya encontrado por estudios realizados en cepas 

sudamericanas de T. cruzi. 

En el caso del anticuerpo B106E, no se encontraron diferencias entre los 

antígenos reconocidos por cada uno de ellos , con el anticuerpo B106E no se 

observó un punto definido sino una zona difuminada entre los pesos de 180 a 51 

KDa y en el pi de 4.9 en las tres cepas, mientras que en la inmuno 

electrotransferencia de un gel de una sola dimensión sí bien se observa una zona 

entre estos pesos, es posible observar dos bandas claramente definidas en 180 

KDa. El hecho de observar una zona amplia y no una banda nos pudiera indicar 

que se trata de glicoproteínas. hecho que corresponde con la caracterización 

realizada al momento de su producción, ya que se demostró que era de naturaleza 

proteica (López-Olmos, 1999). 

El estudio del proteoma de T. cruzi ha sido complejo, puesto que la 

estandarización de la técnica es un paso crucial y nada fácil , debido a las 

características del extracto proteico que difiere del empleado en SDS-PAGE. En la 

literatura solo existen 3 reportes del estudio de proteoma de T. cruzi, solo uno de 

ellos reciente (Lanar y Manning, 1984; Andrews et al. , 1984 y Paba et al. , 2004). 

Esta metodología ha demostrado en numerosos estudios lo poderosa que 

puede ser al momento de realizar separaciones de mezclas de proteínas 

complejas, como lo es un extracto total de cualquier organismo eucarionte; en este 
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trabajo permitió la resolución de un promedio de 500 proteínas en comparación de 

30 que se logran separar en SDS-PAGE, de estas 500 proteínas separadas no fue 

posible encontrar alguna proteína específica de alguna cepa, sin embargo, sí 

permitió asociar la expresión de algunas proteínas con las características 

genéticas de la cepa analizada, ya sea genotipo 1 o genotipo 11 . 

Por otro lado, está metodología proporciono un nuevo panorama antigénico de 

diferentes cepas, ya que el mezcla de suero de pacientes chagásicos crónicos 

reconoce 15 proteínas separadas por SDS-PAGE unidimensional, mientras que al 

emplear proteínas separadas por 20-PAGE se reconocieron alrededor de 57 

antígenos, la mayoría de ellos de los mismos pesos que los antígenos 

inmunodominantes separados por SDS-PAGE en este mismo trabajo y reportados 

en diversos trabajos acerca de los principales antígenos de T. cruzi. 

Para estudios posteriores se planea utiliza esta técnica para realizar un estudio 

detallado de proteínas de membranas en general y en particular de aquellas 

moléculas que en tripomastigotes participan en el fenómeno de invasión a las 

células hospederas. 
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IX. CONCLUSIONES 

• En este trabajo se logro estandarizar la técnica de electroforesis 

bidimensional para extractos de Trypanosoma cruzi. 

• De las proteínas más abundantes para cada cepa, no se detectó su 

presencia en dos o más cepas, lo que nos indica la expresión diferencial 

en las proteínas para cada cepa. 

• Al realizar la inmune electrotransferencia con una mezcla de sueros de 

pacientes chagásicos crónicos no se encontraron diferencias entre las 

membranas de cepas del mismo genotipo, pero sí con la membrana de 

la cepa de genotipo 2, que muestra una serie de isoformas ausentes en 

las otras membranas. 

• Al emplear anticuerpos monoclonales se detecto que el anticuerpo 105 

reconoce una serie de isoformas de 38 KDa, destacando que en las 

cepas de genotipo 1 se observan 5 isoformas en tanto que en la de 

genotipo 11 detecta una isoforma más, con un pi de 4.3. 

• El anticuerpo F14B, que reconoce una proteína de la superficie celular; 

reconoce a dos antígenos de 25 KDa y pi de 4.4 y 4.5 en la cepa 

Ninoa; en tanto que en las otras dos cepas reconocen una gran cantidad 

de proteínas. 
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XL ANEXOS 

ANEXO 1. ELECTROFORESIS E ISOELECTROENFOQUE. 

Dado la importancia de las proteínas se han implementado diversas 

técnicas para su análisis, entre las que destaca la electroforesis de proteínas. El 

término electroforesis se refiere al movimiento de partículas con carga eléctrica a 

través de un campo eléctrico aplicado externamente; es un método de alta 

resolución para la separación de proteínas y ácidos nucleicos. Teóricamente se 

puede predecir el patrón con el que van a desplazarse las moléculas a través de 

este campo eléctrico sin embargo cuando se trata de mezclas de macromoléculas 

en presencia de matrices rígidas como lo es la poliacrilamida, esto es muy 

complicado. 

Las proteínas poseen cargas corno resultado de los aminoácidos básicos 

(arginina y lisina) y ácidos (glutámico y aspártico) , además de que pueden tener 

modificaciones postranslacional corno la glicosilación, sulfatación y fosforilaciones. 

Básicamente son tres los tipos de electroforesis: límite móvil , continua y de zona , 

esta última puede ser con sistema de amortiguador continuo, con amortiguador 

discontinuo o con amortiguador disociante; donde las .diferencias son la 

composición del amortiguador empleado. 

A lo largo del tiempo se han usado varias matrices como el soporte para la 

separación de las moléculas, siendo las más comunes el papel , acetato de 

celulosa, almidón, agarosa y poliacrilamida. 
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La .electroforesis en .g.el es la de uso más popular por ser una técnica simple 

y de fácil aprendizaje; por lo que es el método analítico más empleado para la 

separación de proteínas. 

Los geles son los principales soportes empleados debido a sus 

características químicas que facilitan la formación de poros de tamaño uniforme 

con lo que es posible realizar la separación de estas macromoléculas. Los más 

empleados son los de agarosa y de poliacrilamida . Los poros de agarosa son más 

grandes que los .de poliacrilamida, por lo que se emplea para separar proteínas de 

más de 500 kDa y DNA con más de 2000 pares de bases (pb). Los geles de 

poliacrilamida son formados por la copolimerización de acrilamida y un monómero 

cross-linking generalmente la N,N-metilenbisacrilamida; esta última es un agente 

acrílico que se une covalentemente a las cadenas de acrilamida formando una 

red. La reacción formadora de geles es iniciada por la generación de radicales 

libres, para lo que generalmente se emplea persulfato de amonio y un aceletador, 

TEMED,.que va.acelerar la .descomposición del persulfato en radicales libres que 

iniciaran la polimerización . Otro factor importante es la elección del sistema de 

amortiguador empleado ya que va a determinar las condiciones, los efectos y la 

resolución de la separación, la selección va a depender de las proteínas a separar. 

El sistema continuo, que es un amortiguador a pH constante y es el mismo en el 

gel que el amortiguador de corrida. El sistema discontinuo emplea diferentes iones 

en el gel y en el amortiguador de corrida. El sistema más empleado es el 

desarrollado por Laernmli , que emplea dos amortiguador con diferentes aniones 

(cloruro y Glicina) y un catión común (Tris) para separar las proteínas; además 
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incorporo 0.1 % de SOS y desnaturaliza la muestra al calentarla en un 

amortiguador que contiene 2% de SOS y 5% de mercaptoetanol (Garfin, 1995). 

Las proteínas están compuestas por diferentes aminoácidos, muchos de los 

cuales tienen grupos funcionales que presentan alguna carga dependiendo del 

medio en que se encuentren. Los grupos carboxilos a pH bajo tienen carga neta 

de cero pero a pH altos tienen carga negativo: 

R-COO- + H+- - R-COOH (a pH bajo) 

R-COOH + HO- -- R-COO- + H20 (a pH alto) 

caso contrario a los grupos amino (residuos de lisina), grupos imidazólicos 

(residuos de histidina) y grupos guanidínicos (residuos de arginina) que a pH bajo 

presentan carga positiva y a altos pH tienen carga neta de cero. 

R-NH2 + H+ --R-NH/ (a bajo pH) 

R-NH3+ + Ho---R-NH2 + H20 (a alto pH) 

La carga neta de cualquier proteína es la suma de las cargas positivas y 

negativas de todos los residuos de los aminoácidos así como de otros grupos, 

carbohidratos, fosfatos y sulfatos. A un valor de pH específico la proteína no tiene 

una carga neta (la cantidad de cargas positivas es igual a las cargas negativas) , a 

este punto se le conoce como punto isoeléctrico. (Bonnie, 1987). 

En enfoque isoeléctrico (IEF) es una técnica de separación de alta 

resolución que generalmente se realiza bajo condiciones no desnaturizantes, por 

lo que las proteínas mantienen muchas de sus características físicas y químicas. 

La resolución de la técnica es tan alta como 0.02 unidades de pH o menos. 

El principio de la técnica es la aplicación de un campo eléctrico a un soporte 
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que contiene moléculas que van a formar un gradiente de pH que va a permitir 

separar a las proteínas de acuerdo a su punto isoeléctrico. 

Se han usado diferentes métodos para establecer y mantener los 

gradientes de pH, siendo tres los más empleados: a) mezclas de molécula 

sintéticas llamadas anfólitos acarreadores que van a formar el gradiente al aplicar 

el voltaje, es la técnica más común ; b) amortiguador sintéticos que tienen dobles 

enlaces reactivos (grupos acrilamido) que son incorporados covalentemente a los 

geles de poliacrilamida y sirven como soporte de separación. Estos gradientes de 

pH inmovilizados (IPG) son más caros que los anfólitos sin embargo actualmente 

es el método de elección para el IEF; y c) pares de amortiguador especialmente 

seleccionados para formar gradientes de pH muy cercanos . Los tres métodos 

generan gradientes de pH que dependen de los mecanismos electrolíticos y 

protolíticos, estos gradientes formados por los anfól itos son lineales en tanto que 

los de IPG pueden ser lineales o no lineales (Garfin, 2000). 

ELECTROFORESIS EN DOBLE DIMENSIÓN. 

La técnica de electroforesis en doble dimensión es una poderosa 

herramienta para el análisis, detección y separación de proteínas de fuentes 

biológicas complejas con gran poder de resolución y sensibilidad. Las proteínas 

pueden ser separadas en función de su punto isoeléctrico (isoelectroenfoque en la 

primera dimensión) y en función de su peso molecular (electroforesis con SOS en 

la segunda dimensión) 

Esta técnica fue introducida por o ·Farrell en 1975 y empleo para su 

desarrollo geles cilíndricos de poliacrilamida que contenían anfólitos, en presencia 
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de urea durante periodos prolongados de tiempo y altos voltajes (1ª. Dimensión) ; 

Sin embargo, estableció que era mejor emplear geles discontinuos en gradientes 

(2ª. Dimensión) . Para poder medir el pH y conocer el gradiente formado era 

necesario cortar un gel después de la primera dimensión y colocarlo en agua 

destilada y posteriormente medir a esta solución el pH . Teóricamente se pueden 

resolver hasta 7000 proteínas, sin embargo, en la práctica no se resuelve ese 

número (O'Farrell, 1975). 

Por otro lado, está metodología presentaba grandes problemas, principalmente 

una baja reproducibilidad, su dificultad para realizarse y la fragilidad del gel al 

extraerlo del tubo después de la primera dimensión ; por lo anterior, en 1988 Gorg 

y col . introdujeron la técnica de gradientes de pH inmovilizados (IPG) . Los IPG 's 

se basan en el principio de que el gradiente de pH es generado por un número 

limitado de reactivos químicos bien definidos (lmmobilinas) que van a 

copolimerizar con una matriz de acrilamida, estos geles se cortan en tiras de 0.5 

mm de ancho con diferentes longitudes, lo cual proporciona una mayor 

reproducibilidad. Entre las ventajas de está técnica están : 

• El soporte y el gel son fácilmente manejables. 

• Los gradientes de pH inmovilizados son reproducibles. 

• Posibilidad de emplear gradientes amplios y estables. 

• Las mezclas de gradientes no son modificadas por la composición de la 

muestra. 

• Intervalos de pH cercanos en geles largos pueden ser preparados con una alta 

resolución y con cargas proteicas altas. 
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• Posibilidad de aplicar Ja muestra de distintas formas, principalmente se 

rehidratan las tiras en soluciones que contienen la muestra, y están 

conformadas adicionalmente con detergentes y reductores. 

Sin importar el método empleado, un paso crítico es la preparación de la 

muestra. Como se ha mencionado; muchas proteínas se encuentran asociadas 

con membranas, ácidos nucleicos y otras proteínas por lo que se debe elegir un 

buen método de extracción y de conservación en solución. Esto va a depender del 

método de disgregación empleado, la concentración de proteínas, Ja presencia de 

detergentes, otro factor clave es la presencia de proteasas liberadas al momento 

de disgregar las células, para evitar su acción es conveniente agregar al extracto 

inhibidores de proteasas. 

En la composición de la muestra debe de existir una alta concentración de urea 

(8M) , que va a proporcionar las condiciones desnaturalizantes y solubilizar la gran 

mayoría de las proteínas presentes en la muestra . Recientemente, se comenzó a 

emplear tiourea en combinación con urea para mejorar la solubilización , 

particularmente de las proteínas de membrana. 

Otro componente esencial es un detergente no iónico ó switeriónico que va 

asegurar la solubilización y evitar la agregación por medio de interacciones 

hidrofóbicas. Inicialmente se empleó detergentes no iónicos como NP-40 o Tritón 

X-1 oo sin embargo, en la actualidad se prefieren los detergentes switeriónicos 

como el CHAPS o CHAPSO. 

Los agentes reductores son frecuentemente incluidos en la muestra para 

romper los enlaces disulfuro y mantener a las proteínas en su estado reducido. El 
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más empleado es el ditiotreitol (DIT) en concentraciones entre 20 a 100 mM. Por 

último, se agregan anfólitos acarreadores o IPG amortiguador, en concentraciones 

al 2% v/v para aumentar la solubilización y minimizar la agregación de proteínas 

por interacciones carga-carga. (Berkemlan, 1998). 

Después de haber realizado la separación bidimensional es importante seleccionar 

un buen método para la detección de las proteínas, se recomiendan las siguientes 

propiedades: 

•!• Ser muy sensible, para detectar proteínas con bajas copias. 

•!• Permitir un análisis cuantitativo. 

•!• Tener amplio rango lineal y dinámico. 

•!• Ser compartible con la espectrometría de masas. 

•!• Ser de baja o nula toxicidad. 

Desafortunadamente no existe un método que cumpla con todas las 

características anteriores, por lo que cada investigador debe elegir el método que 

convenga mejor a sus propósitos. 

Los métodos más empleados son el azul de coomasie y la tinción con 

nitrato de plata, aunque los dos tienen varias ventajas, al realizarse una 

comparación de dos geles teñidos con cada método se observan patrones 

diferentes; por lo que actualmente se realiza una combinación de estos métodos, 

después de haber teñido con azul de coomasie se vuelve a teñir con nitrato de 

plata obteniendo patrones donde permanece el patrón con coomasie pero añade 

más proteínas detectadas por la alta sensibilidad de la plata . Con esta 

metodología se intensifica la señal obtenida resultando en una mejor sensibilidad 
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además de prevenir la tinción negativa con la plata. 

El siguiente paso a la detección de las proteínas es el análisis de las 

mismas, por tratarse de moléculas complejas se deben emplear técnicas 

específicas y sensibles tal como la espectrometría de masas (EM). Sin embargo, 

antes de analizar mediante esta técnica a las proteínas es necesario realizar una 

digestión de la muestra para poder fragmentarla ya sea mediante métodos 

químicos o enzimáticos, en péptidos más pequeños. 

La proteolisis enzimática es el método más empleado ya que tiene como 

ventajas su alta especificidad, muy buenos rendimientos y una alta eficiencia . La 

enzima más empleada es la tripsina que rompe los enlaces arginina-X o lisina-X, 

(donde X es cualquier aminoácido excepto prolina), la proteólisis se realiza en 

medios ligeramente básicos (7-9) ; generando péptidos de menor tamaño para un 

análisis eficiente por EM. 

Aunque los métodos químicos no son muy empleados , son útiles cuando no 

hay enzimas disponibles para generar los péptidos deseados. El bromuro de 

cianógeno fragmenta específicamente en los residuos de metionina obteniendo 

péptidos relativamente grandes, de tamaños similares al emplear 2(2-nitro 

fenilsulfonil-3-indolenina). La hidrólisis con ácido fórmico diluido ha sido reportada 

como un método efectivo al ser un buen disolvente para la gran mayoría de las 

proteínas, obteniendo buen rendimiento para los residuos de ácido aspártico. 

En los años ochenta la secuenciación de Edman era el método de elección, 

combinaba la derivatización del N-terminal con una fragmentación del residuo 

derivatizado, que se realiza con cada aminoácido del péptido, por último mediante 
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HPLC se comparaban los tiempos de retención de los fragmentos generados con 

estándares. Sin embargo, esta técnica es lenta (1 ó 2 péptidos por día) y poco 

sensible (fmol) . 

La espectrometría de masas es una técnica analítica que determina el peso 

molecular de moléculas basado en el movimiento de partículas con carga en un 

campo eléctrico o magnético. la muestra es convertida en iones en una fase 

gaseosa y separada de acuerdo a su masa y carga por la formación de iones 

positivos 6 negativos. 

Un espectrómetro de masas se puede dividir básicamente en tres 

componentes principales: sistema de ionización , área de separación y detección. 

Sistema de 
ionización. 

Separación del 
ión. 

MALO! Tiempo de vuelo ToF 

Electrospray ESI Triple cuadropolo 

Trampa de ión 

Detección del 
ión. 

La fuente de iones es la región del aparato es donde se forman los iones a partir 

de la muestra, se han desarrollado varias técnicas para generar los iones sin 

embargo muchos de ellos no aplican para biomoléculas. 

Desorción y ionización de matriz con ayuda laser (MALDI) es una técnica 

que ioniza rápidamente biomoléculas con buena sensibilidad, mediante la energía 

de un laser desorbe y ioniza las moléculas en presencia de una matriz sólida 

generando los iones que van a pasar a una fase gaseosa para posteriormente 
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entrar al separador de iones, generalmente un ToF (time on fligth ) y finalmente 

llegar al detector. 

Los iones MALDI son creados mezclando la biomolécula digerida con una 

molécula orgánica pequeña que absorbe la energía del láser, esta energía causa 

la deserción E ionización de la matriz y el analito, por protonación (generando 

iones positivos) o por desprotonación (iones negativos) . 

Los iones generados por ionización por electrospray (ESI) son producidos a 

presión atmosférica aplicando la muestra disuelta en un solvente a un capilar que 

esta bajo la influencia de un campo eléctrico. El potencial generado que se crea 

entre el capilar y la entrada del espectrómetro va a formar pequeñas gotas como 

neblina donde van los iones, que mediante la evaporación las gotas van a 

disminuir de tamaño hasta tener gotas con longitudes de nanometros. 

Después de que los iones en fase gaseosa han sido producidos, son acelerados 

hacia el analizador donde van a ser separados de acuerdo a su masa y carga 

radio (miz). 

Son muchos los tipos de analizadores sin embargo los más empleados en 

el análisis de proteínas son el de tiempo de vuelo (ToF) y el cuadropolo. 

Tiempo de vuelo (ToF) es el analizador más simple y consisten en que los 

iones generados son acelerados por un alto voltaje, adquiriendo una velocidad 

inicial que va a depender de su masa, por lo que los péptidos más pequeños serán 

los primeros en llegar al detector y los más pesados los últimos. 

Por último, la técnica de huella digital de péptidos comprende la digestión 

de la proteína, el análisis por MALDI ToF y la búsqueda en bases de datos. 
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Esta técnica se basa básicamente en el conocimiento teórico de la 

estructura de la proteína y realizando digestiones virtuales para encontrar una 

proteína que coincida con los datos generados prácticamente. Presenta varias 

dificultades como es conocer aquellas modificaciones que pueda sufrir la proteína 

de interés, la especificidad de la metodología para la digestión, el error que puede 

haber al determinar la masa, además de que podría estarse trabajando con 

mezclas de proteínas (Westermeier y Naven, 2002) . 
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ANEXO 2. PREPARACIÓN DE MEDIO DE CULTIVO, AMORTIGUADOR DE 

LISIS E INHIBIDORES DE PROTEASAS. 

MEDIO UT. 

Cloruro de sodio Sigma Cat. S-9888 4.0 g 

Cloruro de potasio Baker Cat. 3040 0.4 g 

Fosfato de sodio dibásico Baker Cat. 3828-20 8.0 g 

Glucosa Merck Cat 8342 2.0 g 

Triptosa Disco Cat. 0124-01 5.0 g 

Infusión de caldo de hígado Disco Cat. 0269-17-7 5.0 g 

Se disuelven en agua bidestilada todos los reactivos, midiendo el pH 7.2 para 

posteriormente aforar a 1 L. Esterilizar a 120ºC y 15 libras de presión por 20 

minutos. Dejar mínimo 3 días en obscuridad como prueba de esterilidad . 

Se complementa con hemina (25 µg/ml) y suero fetal bovino inactivado ( 56ºC por 

30 minutos) al 10%. Filtrar con filtro de 0.22 µen esterilidad. 

Se almacena a temperatura ambiente en obscuridad . 

. AMORTIGUADOR DE FOSFATO DE SODIO (PBS) 20x 

Cloruro d.e sodio 

Fosfato de sodio monobásico 

Fosfato de sodio dibásico 

Sigma Cat. S-9888 

Baker Cat 3818 

Baker Cat. 3828-20 

Disolver en 500 ml de agua bidestilada y aforar a 1 L. 

180.0 g 

22.0 g 

7.2 g 
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AMORTIGUADOR DE FOSFATOS DE SODIO (PBS) 1x 

Se aforan 50 ml de PBS 20x a 1 L d.e. agua bid.estilada. 

AMORTIGUADOR DE LISIS (8M UREA, 4% CHAPS, 40 mM Tris) 

Urea 

CHAPS 

Tris base 

Organic Research Cat. 411 OU 

Sigma Cat. C-5070 

Sigma Cat. T-1503 

Anexos.t24 

0.48 g 

0.04 g 

0.00485 g 

Se disuelven para tener un volumen final de 1 ml con agua milli O. El 

amortiguador se debe preparar justo antes de usarse. 

AMORTIGUADOR DE LISIS (8M UREA, 2% CHAPS, 40 mM Tris) 

Urea 

CHAPS 

Tris base 

Organic Research Cat. 4110U 

Sigma Cat. C-5070 

Sigma Cat. T-1503 

0.48 g 

0.02 g 

0.00485 g 

Se disuelven para tener un volumen final de 1 ml con agua milli Q . El 

amortiguador se debe preparar justo antes de usarse. 

124 



AnexosJ25 

AMORTIGUADOR DE USIS (0.15 M CLORURO DE SODIO, 4% TRITON X-100, 

20 mM Tris-HCI pH 8) 

Cloruro de sodio 

Triton X-100 

Sigma 

Sigma 

Cat. S- 9888 

Cat. X-100 

0.175 g 

0.8 ml 

Se disuelven en para un volumen final de 20 ml en amortiguador Tris-HCI pH 8.0 

AMORTIGUADOR TRIS-HCI pH 8.0 

Tris base Sigma Cat. T-1503 0.1211g 

Se disuelve en 25 ml de agua milli Q, se ajusta el pH a 8 con ácido clorhídrico y 

se afora a 50 ml. 

AMORTIGUADOR DE USIS (7M UREA, 2M TIUREA, 4% CHAPS, 10 mM Tris) 

Urea Organic Research Cat.4110U 0.42 g 

Ti urea Sigma Cat. T-7875 O. 152 g 

CHAPS Sigma Cat. C-5070 0.04 g 

Tris base Sigma Cat. T-1503 0.0008 g 

Se disuelven para tener un volumen final de 1 ml con agua milli Q . El 

amortiguador se debe preparar justo antes de usarse. 
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AMORTIGUADOR DE LISIS (8M UREA, 4% CHAPS, 10 mM Tris) 

Urea 

CHAPS 

Tris base 

Organic Re.search Cat. 411 OU 

Sigma 

Sigma 

Cal C-5070 

Cat. T-1503 

AnexosJ26 

0.48 g 

0.04 g 

0.0008 g 

Se disuelven para tener un volumen final de 1 ml con agua milli Q. El 

amortiguador se debe preparar justo antes de usarse. 

_ INHIBIOORES DE PROTEASAS. 

Concentración Estabilidad µL agregados I Concentración 

stock 5 de final 

amortiguador 

EDTA 0.5 M Meses 4ºC 125 0.012 M 

PMSF 200mM 9 meses4ºC 25 1 mM 

Leupeptin 10 mM 1 mes -20ºC 50 0.1 mM 

Pepstatin 1 mM Meses-20ºC 5 1 X 10º3 mM 

PMSF (Sigma Cat. P-7626 )se disuelven 34.84 mg en 1 ml de metano!. 

Leupeptin (Sigma Cat. l-2884) se disuelven 1 mg en 235 µl de agua milli Q . 

Pepstatin (Sigma Cat. P-5318) se disuelven 1 mg en 1.47 ml de metano!. 

El EDTA se emplea la solución 0.5 M de Sigma Cat. E-7889 
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ANEXO 3. REACTIVOS PARA SDS-PAGE Y 20-PAGE 

ACRILAMIOA/BISACRILAMIOA (30%/0.8%) 

Acrilamida Bio-Rad 

N,N-metilen-bisacrilamida Bio-Rad 

Cat. 161-0101 

Cat. 161-0201 

Anexost27 

30.0 g 

0.8 g 

Aforar a 100 ml con agua milli q. Filtrar por 0.22 µy mantener a 4ºC en frasco 

ambar. 

4X TRIS-CUSOS (0.5 M TRIS-CI con 0.4 % SOS) pH 6.8 

Tris base 

sos 
Sigma 

Bio-Rad 

Cat. T-1503 

Cat. 161-0301 

6.05 g 

0.4 g 

Disolver en 40 ml de agua milli Q, ajustar el pH a 6.8 con ácido clorhídrico. Aforar 

a 100 ml y filtrar por 0.2 µ. Guardar en obscuridad a 4 ºC. 

4X TRIS-CllSOS (1.5 M TRIS-CI CON 0.4 % SOS) pH 8.8 

Tris base 

sos 
Sigma 

Bio-Rad 

Cat. T-1503 

Cat. 161-0301 

91 g 

2.0 g 

Disolver en 300 mL de agua milli Q, ajustar el pH a 8.8 con ácido clorhídrico. 

Aforar a 500 ml y filtrar por 0.2 µ. Guardar en obscuridad a 4ºC 

PERSULFATO DE AMONIO (15%) 

Persulfato de amonio Bio-Rad Cat. 161-0700 0.15 g 

Aforar a 1 ml con agua milli Q. Mantener en refrigeración, máximo 7 días. 
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AMORTIGUADOR DE CORRIDA ELECTROFORESIS 5X 

Tris base 

Glicina 

sos 

Sigma 

Bio-Rad 

Bio-Rad 

Cat. T-1503 

Cat. 161-0718 

Cat. 161 -0301 

Llevar a 1 L con agua mill i Q. Mantener a temperatura ambiente . 

AMORTIGUADOR DE CORRIDA ELECTROFORESIS 1X. 

Anexos12& 

15.1 g 

72.0 g 

5.0 g 

Aforar 200 ml d.e amortiguador de corrida electroforesis 5X a 1 L con agua milli Q . 

AMORTIGUADOR DE LAEMMLI (SAMPLE AMORTIGUADOR) 4X 

Tris base Sigma Cat. T-1503 3.04 g 

Glicerol Baker Cat. 2136-02 40ml 

sos Bio-Rad Cat. 161-0301 4.0 g 

2-mercaptoetanol Bio-Rad Cat. 161-0710 4 ml 

Azul de bromofenol Bio-Rad Cat. 161 -0404 2mg 

Aforar a 100 ml con agua milli Q . Poner en frasco ambar o protegido de la luz, en 

refrigeración . 

AZUL DE COOMASIE. 

Azul de coomasie R-250 Bio-Rad 

Metano! 

Acido acético 

Baker 

Baker 

Cat. 161-0400 

Cat. 9070-03 

Cat. 9507-05 

0.25 g 

250 ml 

50 ml 

Disolver el colorante perfectamente, y aforar a 500 ml con agua bidestilada. Filtrar 

con papel filtro de poro mediano. 
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DESTEÑIDOR DE COOMASIE. 

Metano! 

Acido acético 

Baker 

Baker 

Aforar a 1 L con agua bidestilada. 

Cat. 9070-03 

Cat. 9507-05 
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200 ml 

70 mL 

AMORTIGUADOR DE REHIDRATACIÓN (8M UREA, 2% CHAPS, AZUL DE 

BROMOFENOL). 

Urea 

CHAPS 

Azul de bromofenol 

Organic Research Cat. 411 OU 

Sigma Cat. C-5070 

Bio-Rad Cat. 161-0404 

0.48 g 

0.02 g 

Trazas 

Aforar a 1 ml con agua milli Q , el DTT e IPG amortiguador se añaden antes de 

ocuparse, 2.8 mg/ ml de DTT, y 2% de IPG amortiguador de acuerdo al rango de 

la tira. Preparar justo antes de usarse. 

AMORTIGUADOR DE REHIDRATACIÓN (7M UREA, 2M TIUREA, 4% CHAPS, 

AZUL DE BROMOFENOL). 

Urea 

Ti urea 

CHAPS 

Azul de bromofenol 

Organic Research Cat. 4110U 

Sigma Cat. T-7875 

Sigma Cat. C-5070 

Bio-Rad Cat. 161-0404 

0.42 g 

0.152 g 

0.04 g 

Trazas 

Aforar a 1 mL con agua rnilli Q, el DTT e IPG amortiguador se añaden antes de 

ocuparse, 2.8 mg/ ml de DTT, y 2% de IPG amortiguador de acuerdo al rango de 

la tira. Preparar justo antes de usarse. 
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AMORTIGUADOR DE EQUILIBRACIÓN. (50 mM TRIS-CI pH 8.8, 6 M UREA, 

30% GLICEROL, 2% SOS, AZUL DE BROMOFENOL). 

Tris-Cl pH 8.8 

Urea 

Glicerol 

sos 

Azul de bromofenol 

Organic Research Cat 4110U 

Baker Cat. 2136-02 

Bio-Rad 

Bio-Rad 

Cat 

Cat 161-0404 

Disolver y aforar a 20 mL con agua milli Q. 

0.67 ml 

7.2 g 

6.9 ml 

0.4 g 

Trazas 

Esta es la solución stock, que se divide en dos partes iguales, a una de ellas se le 

agrega el DTI (Sigma 05545) a una concentración de 1 Omg por 10 ml de 

solución y la iodoacetamida (1-1149) a una concentración de 250 mg por 10 mL 

SOLUCIÓN DE AGAROSA. 

Agarosa Gibco Ultra Pure Cat. 15510-027 

Azul de bromofenol Bio-Rad Cat 161-0404 

Búfer corrida electroforesis 

0.5 g 

Trazas 

Dispersar la agarosa en el búfer , para disolver calentar en horno de microondas, 

sin permitir que ebulla. Se puede almacenar en alícuotas de 1 mL a temperatura 

ambiente. 
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AMORTIGUADOR DE MUESTRA PARA DOBLE DIMENSIÓN, GELES 

CILINDRICOS. 

Urea Organic Research Cat. 4110U 2.85 g 

NP-40 10% Particle Data Lab. Cat.312-832-5658 1.0 ml 

Anfolinas pH 5-7 Bio-Rad Cat. 163-1152 0.08 ml 

Anfolinas pH 3.5-10 Bio-Rad Cat. 163-1112 0.02 mL 

2-mercaptoetanol Bio-Rad Cat. 161-0710 0.25 ml 

Aforar a 5 ml con agua milli Q, mantener en alícuotas de 0.5 ml y congelar. 

SOLUCIÓN REMOVEDORA DE ANFOLINAS. 

Etanol 

Acido acético Baker 

Aforar a 1 L con agua milli Q . 

Cat. 9507-05 

AMORTIGUADOR DE CÁTODO (Hidróxido de sodio 20 mM) 

450 ml 

100 ml 

Para 600 mL disolver 0.489 de hidróxido de sodio (NaOH, Sigma, Cat. S-5881) . 

Usar inmediatamente. 

AMORTIGUADOR DE ANODO (Acido fosfórico 10 mM) 

Para 2.5 L disolver 1.675 mL de ácido fosfórico concentrado (H3PQ4, Baker, Cat. 

0260) 
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AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA 

Tris base 

Glicina 

Metano! 

Sigma 

Bio-Rad 

Baker 

Cat. T-1503 

Cat. 161-0718 

Cat. 9070-03 

Anexos1 32 

3.03 g 

14.4 g 

200 mL 

Se mezclan los reactivos y se aforar a 1 L con agua milli Q. Preparar al menos 3 

horas antes de emplearlo y mantenerlo antes de su uso en cuarto frío o en 

refrigeración . 
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ANEXO 4. VOLÚMENES DE SOLUCIONES PARA LA PREPARACIÓN DE 

GELES DE ACRILAMIDA. 

¡---·---f Gel Concentrador 
¡ 1 r 1¡ 4% (a) 1 4% (b) ¡ 10% © 

Gel Separador 

10% (d) 12 %(e) 1 12% (f) . 
1 1 1 ¡ 

2.0 ml 1 40 mL 
' ' 

IAcrilamida 30% ! 0.21 ml ! 2.52 ml i 3.32 ml 20 ml 

-!-----+-----l Tris-CI pH 8.8 
' , _____ _ 
I Tris-CI pH 6.8 

' 
[Agua 

1APS 15% 
1 

15 m L l 1.25ml \ 25mL 
' 

~ - .. 
¡TEMED 

L... 

¡ 1.017mL 12.28mL j 4.16mL ¡ 25mL 1 2.5ml l 35mL 

i 85µl- 102.SµL j 32µL l 192µL l 16µL j 320µL 
1 ' ' 

--- · -·-·-r 1.6 ¡tl 1 19·4 µL J_ 6 5-µL -134· 6 µL1--3 _ 3_:~J __ ~6 µ~-~ 

(a) Geles de 5 x 8 cm . Grosor 0.75 rnM 

(b) Geles de 18 x 16 cm . Grosor 3.0 mM 

(c) Geles de 5 x 8 cm. Grosor 1.5 mM 

(d) Geles de 18 x 18 cm. Grosor 1.5 rnM 

(e) Geles de 5 x 8 cm. Grosor 0.75 mM 

(f) Geles de 18 x 16 cm. Grosor 3.0 mM 
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ANEXO 5. PREPARACIÓN DE GELES DE ACRILAMIDA EN . TUBOS DE 

VIDRIO. 

Los tubos de vidrio de 13 cm de largo y 5 mM de diámetro se sellaron por 

un extremo con parafilm y se colocan verticalmente en una gradilla, con mucho 

cuidado se agrega la solución sin formar burbujas con ayuda de una manguera 

conectada a una jeringa; hasta 1 cm de la orilla del tubo, en la parte superior se 

agrega agua y se deja polimerizar. 

Una vez polimerizado se les quita el papel parafilm y el agua , se colocan en 

la cámara, a la que se agrego el amortiguador de ánodo, en la parte superior de la 

cámara se colocan los tapones en los orificios no ocupados y se agrega el 

amortiguador de cátodo, cuidando que no se derrame. Se realizo una precorrida a 

200, 300 y 400 V cada uno por 1 o minutos. Una vez finalizada la precorrida se 

retira con cuidado el amortiguador de cátodo , y con una micropipeta se agrega la 

muestra que se preparo previamente mezclando el extracto con el amortiguador 

de muestra 20 en una proporción 1 :1 en la parte superior del tubo sin formar 

burbujas, siempre dejando un tubo sin muestra como blanco . Se coloca 

nuevamente el amortiguador de cátodo y se corre por 14 horas 30 minutos a 400 

V y 1 hora a 500 V. Los tubos se sacan y el gel se extrae con ayuda de una 

jeringa empujando aire, recibiendo el gel en un tubo con amortiguador Tris-CI pH 

6.8 para equilibrarlo y realizar la segunda dimensión. 

El gel sin muestra se corta en fracciones de 1 cm, cada una de las cuales 

se coloca por una hora en un tubo con 2 mL de agua milliQ, y posteriormente se 

mide el pH de cada tubo. 
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La solución de acrilamida se prepara mezclando todas las soluciones 

excepto el APS y el TEMED, se desgasifica por 1 o minutos con agitación 

constante y después se agregan los iniciadores y vaciar la mezcla a los tubos. 

¡urea--------- --ri32-9--
1 1 

Acrilamida al 30% 3.6 ml 

NP-40 10 % 4.8 ml 
1 

1 ! 
Agua 1 1 

1

4.8 ml 

IAn~as 5-7 t8º µl 1 

IAPS 15% 160 µl 

\TEMED 130 µl 1 

L_ -· __ . __ _L _ .J 

1 Anfolinas pH 3-1 O ¡no µL 

Solución suficiente para 8 tubos. 
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ANEXO 6. TINCIÓN CON NITRA TO DE PLATA. 

Se fijo el gel en una solución 50% metanol, 1 O % ácido acético durante toda 

la noche, posteriormente se cambia por una con 5% de metano! y 1 % de ácido 

acético durante 15 minutos; se realizan 3 lavados con agua milliQ de 5 minutos 

cada uno, después se sensibiliza con una solución de tiosulfato de sodio (Baker, 

Cat. 3496) 0.2 g/L durante 90 segundos para después realizar 3 lavados de 30 

segundos, posteriormente se incuba en una solución de nitrato de plata al 0.2% 

(Merck, Cat. 15855) por 40 minutos para geles grandes y 30 minutos pata 

minigeles incubando en obscuridad. Se realizan 3 lavados de un minuto para 

revelar con una solución 6% carbonato de sodio (Merck, Cat. 106392), 0.0185% 

de formaldehído (solución al 37%, Baker, Cat. 2106) y 0.4 mg de tiosu lfato de 

sodio por máximo 1 o minutos para desarrollar el color y parando la reacción con la 

adición de ácido acético al 6% agitando suavemente para eliminar las burbujas 

que se forman. Por último se lava varias veces con agua milliQ. 
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ANEXO 7. TABLA DE LAS PROTEÍNAS DE LA CEPA NINOA. 

SSP Mr pi Ninoaurea Ninoatiurea SSP Mr pi Ninoaurea Ninoatiurea 
1 16.41 -1 134.6 2642 .1 1201 29.96 4.91 134.6 9575.7 

2 16.79 -1 134.6 5818.2 1202 30.4 4.99 134.6 10223.5 
3 17.06 -1 134.6 12643.2 1203 32.48 5 134.6 1677.1 

4 17.04 -1 134.6 3116.7 1204 29.38 5.08 134.6 6518.1 

5 16.75 -1 134.6 3602.8 1301 34.28 -1 1316.3 40725.1 

6 18.59 -1 134.6 4120.7 1302 33.26 4.92 134.6 827 
101 25.05 -1 134.6 20602.8 1303, 33.25 4.98 14860.9 8765.1 

102 22.73 -1 134.6 36698.4 1304 34.84 5.05 134.6 3760.9 
103 25.32 -1 4141 .8 5119.8 1305 33.99 5.13 7027.9 9033.4 

104 21.78 -1 134.6 11786.4 1401 39.1 4.98 2565.8 32207.3 
105 21 .61 -1 134.6 7037.4 1402 38.54 5.06 134.6 1415.5 

106 21 .7 -1 134.6 8722.2 1403 37.13 5.13 134.6 1787.1 

107 24.44 -1 134.6 5531 .1 1501 44.47 4.95 134.6 19775.6 
108 19.57 -1 134.6 6452.8 ' 1502 45.85 5.03 134.6, 5723.4 
109 24.21 -1 3590.4 85995.3 1503 40.5 5.06 134.6 960.7 

110 27.68 -1 134.6 2167.7 1504 41 .97 5.14 134.6 22501 .2 

11 1 20.4 -1 134.6 4774.2 1601 46.88 -1 134.6 2596.7 

112 22.08 -1 134.6 43700.9 ! 1602 52.2 -1 134.6 6798.8 
201 32.4 -1 38845.7 29987.4 1603 48.88 4.9 134.6 6014.2 

202 31 .08 -1 23673 4277 1604 51 .58 4.98 134.6 937 .2 
-

203 29.43 -1 134.6 27980.8 1605 49.21 506 134.6 7826.5 

204 29.91 -1 134.6 6935.3 1606 53 5.08 134.6 713.3 -
301 32.81 -1 134.6 37644.9 1607 46.91 5.14 10125.3 11884.8 

302 33.97 -1 5394 9446.3 1701 61.15 -1 134.6 626.2 

303 34.49 -1 29603.2 6440.4 ~702 56.54 4.93 134.6 17831.6 

304 34.85 -1 19540.2 34808.3 1703 58.28 4.93 134.6 23733.2 

305 32.91 -1• 134.6 24917.4 1704 55.16 5.02 134.6 675.3 

401 38.59 -1 134.6 71284.9 1705 59.46 5.05 6110.1 3061 .5 

701 55.45 -1 33256.5 3276.3 1706 56.25 5.09 134.6 57802.6 

702 56.95 -1 134.6 22949.3 1801 71 .86 -1 134.6 43478.9 

703 58.33 -1 134.6 4012.4 1802 66.13 4.91 134.6 3024.8 

704 54.39 -1 134.6 3632.2 1803 64.17 4.92 134.6 14089.8 

705 58.93 -1 37270.3 46911 .7 1804 61 .98 5.01 5351 .3 13074.7 

801 67 .52 -1 134.6 13287.8 1805 63.09 5.1 134.6 2480.6 

802 66.22 -1 134.6 2531 .6 1806 7008 5.11 134.6 18407.1 

901 101.93 -1 14818.9 5031 1901 85.15 5.1 134.6 3621 .6 

902 100.59 -1 134.6 5147 .5 2001 17.06 5.2 134.6 20549.7 

903 116 -1 134.6 8494.3 2002 16.55 5.35 134.6 1988.6 

904 117.7 1 -1 12432.7 1879.4 2003 18.31 5.4 134.6 13034 

905 103.12 -1 134.6 50796 6 2004 16.86 5.41 134.6 3222.2 

906 116.97 -1 134.6 15174.4 2101 19.8 5.15 134.6 11866.2 

907 147.06 -11 134.6 2415.7 2102 27 .83 5.16 134.6 2550.5 

908 116.69 -1 134.6 3214 2103 25.74 5.25 134.6 3734.8 

909 118.16 -1 134.6 8362.2 ~104 20.94 5.29 134.6 13553.9 
-· --
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1001 17.18 4.97 134.6 7416.8 2105 24.68 5.36 134.6 2899.4 

1002 16.74 5.01 134.6 2784.8 

1003 17.83 5.01 134.6 71763.9 
~2106 18.83 5.37 134.6 22231 .5 

2201 32.65 5.1.5 134.6 1370.4 

1101 26.1 4.9 134.6 27007 .9 2202 32.6 5.19 134.6 4859.7 
1102 20.64 4.95 134.6 2170.9 2203 31.46 5.23 134.6 1041 .5 

1103 28.02 4.97 134.6 68220.7 2204 31 .61 5.33 134.6 2832.4 
1104 27 4.97 134.6 25819.7 2205 32.03 5.39 134.6 16990.7 
1105 20.38 5.05 134.6 7747.7 2301 35.09 5.18 134.6 5232 

2302 33.92 5.19 134.6 12532.4 3302 33.58 5.51 15523 21625.3 

2303 32.67 5.24 134.6 20815 ! 3303 34.88 5.58 134.6 2837.4 

2304 33.9 5.32 134.6 21488.1 

2305 34.71 5.34 134.6 5115.5 
1 3304 33.47 5.6 134.6 2901 .1 

3401 36.3 5.43 134.6 7719.3 

2306 33.51 5.37 3207.6 6341 .6 3402 38.7 5.44 134.6 3144 

2401 36.96 5.22 134.6 10102.3 3403 35.2 5.53 134.6 2165.5 

2402 35.36 5.27 134.6 31725.1 3404 37.09 5.53 134.6 15590.1 
2403 38.97 5.31 134.6 50614.7 3405 35.83 5.58 134.6 11650.6 

2404 38.96 5.39 134.6 1645.6¡ 3501 42.22 5.43 134.6 257 1 

2405 37 .16 5.4 134.6 27768.8 3502 43.82 5.45 134.6 17669.6 

2501 45.69 5.15 134 6 4915.6 3503 40.85 5.48 17980.1 17435 

2502 42.34 5.2 134.6 15378.3 3504 45.28 5.52 134.6 1627.6 

2503 39.27 5.2 20889.3 9798.8 3505 41 .55 5.53 134.6 60283.7 

2504 43.63 5.24 134.6 1153.9 3601 47.23 5.43 134.6 13571 .4 

2505 41 .56 5.26 134.6 7855.1 3602 50.82 5.45 134.6 11475.2 

2506 43.54 5.28 134.6 3759 3603 51.82 5.49 134.6 19214.6 
2507 43.37 5.32 134.6 2546.7 3604 48.35 5.53 134.6 2087 .3 

2508 44.28 5.35 134.6 6052 3605 47.41 5.53 134.6 2650.6 

2509 42.4 5.37 134.6 2841 .1 3606 50.32 5.59 134.6 31423.7 

2510 43.92 5.41 134.6 3788.3 1 3607 47 .41 5.6 134.6 2312.9 

2601 48.36 5.18 134.6 2452.6 3701 55.8 5.44 4114.1 14353.3 

2602 46.11 5.24 134.6 15055.8 3702 58.61 5.49 134 .6 14171 .7 

2603 50.13 5.27 134.6 64949.5 3703 53.86 5.58 134.6 11881.4 

2604 46.57 5.33 41658.8 33666 3704 58.09 5.59 134.6 35535.9 

2605 52.74 5.39 134.6 4609 3801 64.4 5.46 134.6 9828.6 

2701 54.1 5.2 134.6 680.1 3802 70.08 5.56 134.6 4147.6 

2702 56.43 5.25 134.6 46655.8 1 3803 63.66 5.59 134.6 2871.7 

2703 56.49 5.33 134.6 21320.7 3804 65.63 5.6 134.6 2516.9 

2704 55.97 5.4 134.6 15993.6 3901 85.24 5.42 134.6 1714.6 

2801 63.27 5.18 134.6 7102.8 3902 86.2 5.46 134.6 8227 .2 

2802 61.47 5.23 134.6 7268.5 3903 78.13 5.47 134.6 15520 

2803 62.04 5.29 134.6 5442.4 3904 76.27 5.5 134.6 2676.3 

1 2804 63.99 5.33 134.6 2406.3 3905 84.52 5.5 31403.4 25497.4 

2805 62.88 5.41 134.6 6447.8 3906 76.63 5.57 134.6 24646 

2901 7508 5.18 134.6 40732.9 i 3907 84.53 5.59 134.6 18380.3 

2902 86.2 5.19 134.6 4431 .1 4001 17.27 5.61 134.6 16147.9 

2903 93.62 522 134.6 16016 1 ! 4002 16.97 5.61 134.6 4250.6 

2904 74.97 5.27 134.6 813.4 4003 16.77 5.69 134.6 2563.8 

2905 76.96 5.36 134.6 6651 2.6 4004 17.04 5.74 134.6 472 .1 
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2906 87.02 5.39 134.6 2474 4101 26.42 5.65 134.6 5384.8 
3001 17.77 5.46 134.6 11761.4 4102 22.29 5.67 134.6 717 4.4 
3002 17.1 5.52 134.6 3348 4103 18.7 5.73 134.6 4741 .2 

3003 16.86 5.57 134.6 6365.8 4104 28.75 5.74 134.6 9432.8 
3101 28.34 5.43 43068.1 9147 .3 4201 30.64 5.61 134.6 3873 
3102 24.15 5.46 134.6 4150.8 ' 4202 29.44 5.73 134.6 2249.9 
3103 21.17 5.47 134.6 3504.7 4203 31 .38 5.75 134.6 64301 .9 
3104 23.24 5.51 134.6 6528.9 4204 29.8 5.77 25222.7 10655.3 
3105 22.3 5.54 7527.9 11395.9 4301 32.93 5.69 5286.9 34791.6 
3106 28.46 5.6 134.6 3797.9 1 4302 33.11 5.76 134.6 1873.6 1 

3201 30.48 5.48 2694.2 26517 .3 4303 34.27 5.77 1957.7 27161 .6 

3202 29.9 5.5 134.6 13788.8 4401 37 5.61 7882.7 21567.8 
3203 32.59 5.54 134.6 14088.7 i 4402 36.14 5.66 134.6 2940.1 

3204 31 .96 5.57 11603.9 15189.3 4403 35.18 5.68 134.6 26213.1 

3301 34.27 5.44 18482.6 23697 .2 1 4404 37 .89 5.69 134.6 1757 
4405 36.47 5.72 134.6 4655.8 5405 36.44 5.95 134.6 8731.7 
4406 37 .01 5.77 134.6 3317 5501 39.85 5.84 134.6 4546.7 

4407 36.25 5.81 134.6 19619.6 5502 42.36 5.87 3213.5 5820.8 

4501 42.88 5.6 134.6 3247 .3 ' 5503 40.97 5.9 134.6 21787.8 

4502 40.15 5.61 134.6 10059.9 5504 43.12 5.99 134.6 11460.2 
4503 4109 5.66 11701.8 3289.7 ! 5601 49.61 5.86 134.6 2051 .9 
4504 41 .91 5.73 134.6 32258.1 5602 46.85 5.88 134.6 38757 .1 
4505 44.4 5.77 134.6 4477.7 l 5603 52 .13 5.92 134.6 10446.2 --
4506 39.91 5.77 134.6 14277.7 5604 52.73 5.96 134.6 4553.1 
4507 43.33 5.8 134.6 1818.8 5605 48.6 5.99 134.6 29597.8 
4508 45.38 5.82 134.6 12054.5 5606 49.94 6 134.6 7700.1 
4601 51 .65 5.61 134.6 14573.3 5701 59.34 5.88 134.6 9111 .9 

4602 52.83 5.68 134.6 11531.9 5702 54.85 5.91 54732.4 11479.3 
4603 49.18 5.69 3257.4 44263.1 5703 59.1 5.93 134.6 845.5 
4604 46.03 5.74 134.6 20275.5 5704 54.79 5.96 134.6 36354.2 

-
4605 52 .33 5.76 134.6 3780.3 5801 61 .63 5.83 134.6 2226 

4606 49.1 5.79 134.6 12247.8 5802 69.88 5.87 2548.9 3769.8 

4607 53.66 5.8 134.6 2525.5 5803 72.29 5.88 134.6 1365 
4608 50.29 5.82 21840.8 19413.8 5804 61.64 5.88 134.6 14912.7 
4701 57 .65 5.71 6369.8 6432.5 5805 70.29 5.93 134.6 6869.1 

4702 55.98 5.75 134.6 8493.8 5806 63.18 5.94 134.6 12520.6 
4703 56.4 5.79 134.6 6019.6 5807 67.73 5.94 134.6 1651 .9 

4704 61.11 5.79 134.6 2363 5808 61 .82 5.98 134.6 3303.5 

4705 58.6 5.81 7204.3 11127.9 5901 76.75 5.88 4199.8 7743.3 

4801 67.35 5.68 134.6 1156.1 5902 89.47 5.91 134.6 3721 .9 

4802 63.06 5.69 9740.6 20902.1 5903 78.33 5.98 134.6 28737.5 

4803 66.24 5.72 134.6 7782.8 5904 73.73 5.98 134.6 10962.1 

4804 64.42 5.79 134.6 7900.4 6001 17.1 6.03 134.6 3207 .6 

4901 80.53 5.61 134.6 1165.2 
4902 80.77 5.68 134.6 3214.1 

6002 17.69 6.1 134.6 2352 

i 6003 18.54 6.19 134.6 3638:9 

4903 75.24 5.7 134.6 17936.7 6004 17.41 6.21 134.6 7001 .7 

4904 81 .7 5.78 2356.1 3260.9 6005 18.23 6.25 134.6 12081 .9 
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5001 17.13 5.83 134.6 20232 6101 22.93 6.22 134.6 3664.3 

5002 16.78 5.83 134.6 1384.2 6102 21 .54 6.25 7090.8 5216.3 

5003 17.18 5.89 134.6 991-6 1 6103 19.85 6.27 134.6 25745 .6 

5004 17.07 5.9 134.6 1498.9 6201 29.55 6.01 134.6 20644.8 

5005 16.98 5.97 134.6 2338.2 6202 31 .34 6.13 134.6 3049.2 

5006 17.64 6 134.6 1197.2 6203 32.48 6.15 134.6 1844.3 

5101 26.21 5.86 134.6 2326.3 6204 29.95 6.19 19741 .9 49573 

5102 27 .82 5.88 134.6 14074.5 6205 30.5 6.25 134.6 2117 .3 

5103 28.92 5.92 2359.6 5323.9 6206 31.44 6.27 134.6 6649.8 

5201 32.11 5.85 3595.1 8967 6301 32.98 6.08 134.6 7709.7 

5202 30.74 5.85 134.6 6528.1 6302 33.42 6.22 134.6 16489.5 

5203 31 .76 5.94 134.6 1376.7 6303 35.03 6.29 134.6 5265.2 
5204 32.66 5.97 134.6 2094.2 6304 33.24 6.3 5341 .5 5818.6 

5205 31 .39 6.01 134.6 12015.7 6401 37 .34 6.02 134.6 5539.7 

5301 35.12 5.85 134.6 8401.4 1 6402 35.25 6.02 134.6 21519.8 

5302 34.4 5.85 18147.4 3012.8 6403 35.38 6.07 9601 .3 39214 

5303 33.75 5.9 134.6 22129.6 6404 36.93 6.08 134.6 6109 

5304 34.03 5.94 134.6 23973.1 6405 36.82 6.14 134.6 3224 

5401 35.2 5.88 134.6 7352 6406 35.31 6.19 134.6 24257.7 

5402 38.15 5.88 134.6 2689.4 6407 36.02 6.22 2967.9 45643 

5403 35.8 5.93 134.6 6329.4 6408 38.08 6.23 134.6 12687.6 
5404 38.13 5.94 134.6 2711 6501 41.22 6.02 134.6 6846.4 

6502 43.07 6.02 134.6 864.2 7505 41 .45 6.62 134.6 3246.9 --
6503 42.99 6.05 134.6 3100.9 7601 50.16 6.31 134.6 16199.9 
6504 44.61 6.1 134.6 3033.5 7602 48.43 6.32 134.6 19374.2 

6505 44.9 6.19 134.6 4051 .5 7603 49.42 6.39 134.6 2290.8 

6506 39.56 6.2 134.6 3862.5 1 7604 53.54 6.56 12813.1 33641.4 

6507 40.03 6.24 134.6 1220.8 7605 52.08 6.62 134.6 5258 
6508 44.09 6.25 134.6 7351 7606 52.29 6.65 134.6 6661 .5 

6601 50.63 606 134.6 16679 7701 54.6 6.35 134.6 27224 

6602 47 .22 6.07 134.6 3527 .8 7702 54.09 6.42 134.6 8255 .7 

6603 52.62 6.2 14360.5 23568.9 1 7703 57.74 6.64 134.6 810.8 
6604 48.3 6.21 134.6 50782.2 7704 58.45 6.65 134.6 3738.4 
6605 50.3 6.29 134.6 4225.9 7801 68.59 6.3 134.6 12414 

6701 59.65 6.01 134.6 4465.5 7802 70.28 6.47 1309.6 9853.3 

6702 60.87 606 134.6 9231 .8 7803 62.57 6.51 134.6, 14462.7 

6703 55.43 6.07 134.6 56802.5 7804 64.37 6.56 134.6 1716.8 

6704 58.27 6.2 134.6 1309.1 7805 70.68. 6.63 134.6 4254.8 

6801 63.34 6.09 134.6 51104.3 7806 65.3 6.64 134.6 2362.4 

6802 68.16 6.19 134.6 5326.5 7901 73.96 6.56 134.6 2335 

6803 65.81 · 6.23 134.6 5251.4 1 7902 73.78 6.66 134.6 1645.6 

6804 61 .49 6.28 1839 46761 .9 7903 108.46 6.36 6124.9 157.7 

6805 69.08 6.28 134.6 15562.8 ! 8001 17.39 6.67 134.6 1 1803.3 

6901 114.54 607 134.6 2484.2 1 8002 17.47 7.43 134.6 980.4 
6902 103.44 6.14 9040.1 157.7 ! 8003 17.46 -1 134.6 7927 

6903 111 .58 6.24 12305.4 157.7 1 8004 17.37 -1 134.6 1751 .3 

7001 17.55 6.34 134.6 24395.6 r 8101 29.2 6.68 134.6 2084.4 
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7002 17.53 6.43 134.6 7245.4 8102 21 .9 7.39 134.6 4199.4 
7003 17.35 6.6 134.6 7247.9 
7101 23.7 6.41 134.6 5006 

~ 8103 22 7.7 5461.1 15516.6 
8201 31 .03 6.68 31813.5 65834 .3 

7102 28.74 6.44 134.6 3955.9 8202 32.48 6.77 134.6 1261 
7103 28 6.48 134.6 3602.1 8203 30.95 6.85 134.6 6020.5 
7201 30.95 6.32 134.6 3525.8 8204 32.41 7.02 134.6 8240.6 

7202 31.4 6.38 134.6 2907 8205 31 .98 7.12 134.6 5491 .1 
7203 32.3 6.4 134.6 2477.8 1 8301 34.13 6.7 4415.2 8335.4 
7204 31.45 6.48 15539.2 18902.2 8302 34.92 6.86 134.6 3092 .3 
7205 32.16 6.59 134.6 2612 .7 8303 32 .73 6.9 6096.4 8854.8 
7301 34.81 6.36 134.6 1237.2 8304 33.47 6.91 134.6 3780.3 

7302 34.02 6.37 5436.8 8024.1 8305 34.35 7.61 17816.3 4177.4 
7303 33.91 6.42 134.6 2593.3 8306 33.9 -1 134.6 2153.8 

7304 33.87 6.56 134.6 12170.6 8307 33.67 -1 134.6 2972.3 

7305 33.27 6.59 134.6 2155.1 8401 37 6.7 14459.7 37273.6 

7306 34.69 6.65 134.6 2039.1 1 8402 38.95 6.78 4012 4018 
7401 37.67 6.33 134.6 1615.5 i 8403 35.49 6.93 134.6 3858.8 

7402 36.25 6.34 134.6 14939 8404 36.23 6.97 134.6 4899.4 
7403 37.2 6.4 4783.6 20898.2 8405 38.95 7.1 134.6 7919.5 

7404 35.46 6.42 134.6 8749.3 8406 37.27 7.13 134.6 3192.1 
7405 38.59 6.44 134.6 1620.9 1 8501 40.16 6.68 134.6 6501 .5 
7406 36.62 6.5 134.6 2288.7 8502 39.43 6.71 134.6 3870.5 

7407 37.72 6.52 134.6 2223.2 1 8503 40.97 6.97 134.6 3315.3 

7408 36.62 6.59 134.6 3039 8504 42.36 7.38 4513.4 3510.8 
7409 37 .54 6.62 134.6 4095.4 8505 42.63 -1 134.6 45305.7 

7501 39.29 6.33 134.6 2057.7 8601 49.28 6.66 134.6 7153.5 
7502 45 6.39 134.6 3898 8602 52.1 6.95 134.6 5795 
7503 41 09 6.39 134.6 17123.7 l 8603 52.9 -1 134.6 2312.2 
7504 41 .2 6.5 134.6 23322.9 8604 5308 -1 134.6 8568.3 

8701 58.33 6.67 134.6 1284.8 
8702 54.74 6.68 134.6 2094.9 

8703 60.5 6.69 134.6 5118.7 

8704 57.58 6.74 134.6 10214.3 

8705 54.36 6.95 134.6 11771.6 
8706 57.79 7 07 1642.2 14171 .9 

8707 61 .29 7.14 134.6 2448.4 

8708 53.86 7.18 134.6 16916.2 

8709 60.95 7.26 134.6 44569 

8710 60.81 7.37 134.6 6412.8 

8711 60.39 7.59 134.6 3128.9 

8801 64.71 6.7 2056.8 9713.1 

8802 62 6.76 134.6 1123.4 

8803 64.9 6.95 6936.8 2648.1 

8804 66.5 6.97 134.6 4193 -· --
8805 67 7.13 134.6 2081 .9 

8806 64.55 7.26 134.6 3246.3 

8807 67.75 7.3 134.6 1746.4 
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8808 68. 11 7.6 134.6 10149 

9001 17.24 -1 134.6 2808 

9002 17.12 -1 134.6 10733.9 

9003 17.83 -1 134.6 976.7 
9004 16.49 -1 134.6 2550.1 

9005 17.42 -1 134.6 24115.7 

9006 16.92 -1 134.6 7639.2 
9101 23.14 -1 134.6 44761 .2 

9102 28.68 -1 134.6 38879.5 

9201 29.29 -1 134.6 8526.9 

9301 35.11 -1 134.6 3548.5 

9302 34.71 -1 134.6 14925.2 
9401 35.21 -1 134.6 3057 .5 

9601 .52.91 -1 134.6 19988.5 

9602 51 .92 -1 134.6 41209 

9801 68.29 -1 134.6 58489 

9802 66.11 -1 134.6 2135 
9901 83.79 -1 134.6 118162.4 

9902 130.95 -1 134.6 8433.9 

9903 109.92 -1 134.6 11097.5 

9904 162.91 -1 134.6 3009.4 
9905 83.26 -1 134.6 103875.7 
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ANEXO 8. PROTEÍNAS DE LA CEPA NINOA CON AMORTIGUADOR DE LISIS 

DE UREAS. M. 

¡ssP ¡Mr 
\pi rinoa rinoa rinoa15 ISSP rr \pi lninoa ¡ninoa rinoa151 1 

1 

1601 40403 1102 1601 40403 102 
03 03 

1 15.92 -1 0.2 o o 1503 33.48 4.23 0.2 o o 
2 15.97 -1 0.1 o o 1601 36.92 3.6 0.2 o o 
3 16.02 -1 .0.2 o o 1602 .35.78 4 0.1 o o 
4 16.81 3.22 1_5 o o 1603 38.04 4.06 0.2 o o 

101 19.36 -1 1.2 o o 1604 37_3 4.14 0.1 o o 
102 23.32 -1 0.2 o o 1605 36.26 4.32 0.5 o o 
103 25.09 -1 0_1 o o 1701 45_79 3.72 0.3 o o 
104 25.57 3.33 0.2 o o 1702 42 .14 3.78 0.1 º' o 
105 25.63 3.55 o o o 1703 47.27 3.82 0.1 o o 
106 23.29 3.59 0.3 o o 1704 42.32 3.84 0.2 o o 
201 29.26 -1 0.1 o o 1705 43.16 3_94 0.3 o o 
202 28_1 -1 0.1 o o 1706 45.38 4.08 0.5 º' o 
203 28.17 3.33 0.3 o o 1707 42.6 4.09 0.1 o o 
204 29.76 3.49 0.2 o o 1708 43.53 4.1 o Oi o 
205 28.63 3.55 0.1 o o 1801 54.26 3.67 0.1 o o 
401 31 .05 3.15 0.3 o o 1802 53.05 3.71 0.1 o o 
402 31 .16 3.33 o o o 1803 50.62 3.96 0.6 o o 
501 32.2 3.45 0.1 o o 1804 54.47 3.96 0.3 01 o 
502 33.59 3.45 0.1 o o 1805 47.94 4.17 1 1 o o 
601 39.97 -1 0.2 o o 1806 55_33 4.26 0.1 o o 
602 37.6 -1 0.2 o o 1807 50.88 4.27 0.8 o o 
603 36.8 3.45 o o o 1901 68.83 3.68 0.2 o o 
701 41 .99 -1 0.1 o o 1902 56.11 4.12 0.9 o o 
702 44.23 -1 0.3 o o 2001 16.88 4.75 0.2 o o 
703 46.99 -1 0.1 o o 2101 22.48 4.44 0.3 o o 
704 42.39 -1 o o o 2102 27 4.49 0.3 o o 
705 44_4 3_1 01 o o 2103 1842 4.7 Q 1 o Q 

706 43.43 3.55 0.1 o o 2104 19.65 4_75 0_2 o o 
801 53.06 3.29 0.1 o o 2105 18.24 4.9 0.1 o o 
901 95.07 -1 0.2 o o 2106 22.22 4.9 0.3 O¡ o 
902 79.38 3.3 0.1 o o 2201 29.8 4.54 0.3 o o 
903 90.44 3.35 0.2 o o 2202 29.45 4.67 0.1 o o 
904 91 .53 3.52 0_ 1 o o 2203 29.13 4.83 0.3 o o 
905 65.26 3.52 0.1 o o 2204 29.44 4.88 0.1 o o 
906 68.77 3.53 0.2 o o 2205 30.01 4.94 0.1 o o 
907 104.53 3.55 0.1 o o 2301 30.1 4_45 0.5 O¡ o 

1101 25.55 3.68 0.1 o o 2302 30.09 4.7 0.1 o o 
1102 22.54 3.71 0.3 o o 2401 31 .44 4.47 0.2 o o 
1103 20.85 3.8 o o o 2402 31 _36 4.83 0.2 o o 
1104 18.31 4.09 2.7 o o 2403 31 .06 4.96 0.3 o o 
1105 20.21 4.1 0.1 o o 2501 33.75 4.46 0.2 o o 
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1106 19.75 4.33 0.2 o o 2502 32.01 4 .48 0.7 o o 
1201 29.74 3.71 0.1 o o 2503 31 .99 4.83 0.1 o o 
1301 30.86 3.69 0.1 o o 2504 32.94 4.86 0.4 O! o 
1302 30.18 4.141 0.1 o o 2505 3403 4.9 0.1 o o 
1303 30.62 4.29 0.1 o o 2506 34.86 4.96 0.1 o o 
1401 31 .05 3.91 0.1 o o 2507 32.04 5.06 0.2 O¡ o 
1402 31 .92 3.92 0.2 o o 2601 37.83 4.59 0.1 o o 
1403 31 .11 4.17 0.1 o O· 2602 40.2 4.6 0.1 o o 
1501 33.89 3.91 0.4 o o 2603 38.11 4.77 o o o 
1502 32 .02 4.17 0.4 o o 2604 36.77 4 .82 0.4 o o 
2605 36.55 5 0.2 o o 4101 17.65 5.64 0.1 o o 
2606 37.29 5.04 0.1 o o 4102 24.8 5.66 0.3 0.3 0.4 

2701 44.68 4.62 0.1 o o 4103 17.9 5.68 0.3 o o 
.2702 43.03 4.64 0.2 o o 4104 22.2 5.7 0.2 o o 

1 2703 42.88 5.04 0.1 o o 4105 18.17 5.71 0.5 o o 
2801 50.1 4.83 0.1 o o 4201 29.6 5.64 0.1 o o 
2802 47 .85 4.9 0.1 o o 4202 30 5.66 0.1 o o 
2803 53.31 5.01 0.1 o o 4203 28.34 5.68 0.6 0.4 0.6 

2804 48.86 5.11 0.1 o o 4204 29.77 5.68 0.3. Ol o 
2901 55.43 4.52 0.1 o o 4301 30.91 5.65 0.1 o o 
3101 18.12 5.15 0.2 o o 4302 30.9 5.67 0.4 O! o 
3102 17.83 5.51 0.1 o o 4303 30.41 5.7 0.3 o o 
3103 24.87 5.53 o o o 4304 30.68 5.7 0.1 o o 
3104 22.31 5.58 0.1 o o 4305 30.69 5.72 0.2 o o 
3105 19 5.62 0.6 o o 4401 31 .63 5.63 0.5 o o 
3201 29.68 5.2 0.31 o o 4402 31 .23 5.66 0.2 o o 
3202 27.88 5.3 0.1 o o 4403 31 .98 5.66 0.2 o o 
3203 29.73 5.58 0.3 o o 4404 31 .7 5.7 0.2 o o 
3204 29.27 5.61 0.2 o o 4405 31.45 5.72 0.4 o o 
3205 27 .75 5.61 0.8 0.9 0.4 4501 33.18 5.64 0.4 o o 
3206 29.7 5.62 o o o 4502 34.27 5.67 0.1 o o 
3301 30.7 5.18 0.6 o o 4503 32.26 5.68 0.1 o o 
3302 30.13 5.21 0.2 o o 4504 33.2 5.68 0.1 o o 
3303 30.43 5.58 0.4 o o 4505 34.05 5.69 0.2 O¡ o 
3304 30.46 5.63 0.7 o o 4506 33.38 5.72 0.4 o o 
3401 31 .35 5.1 9 0.2 o o 4507 32.11 5.72 0.2 o o 
3402 31 .7 5.38 0.5 o o 4508 34 .37 5.72 0.2 o o 
3403 31 .32 5.53 0.4 o o 4601 36.25 5.65 0.3 o o 
3404 31 .11 5.6 0.3 o o 4602 38.87 5.65 0.3 o o 
3405 31 .69 5.6 0.1 o o 4603 37.87 5.67 0.1 o o 
3501 33.14 5.2 0.5 o o 4604 35.29 5.7 0.1 o o 
3502 32.22 5.23 0.4 o o 4605 38.98 5.71 0.6 o o 
3503 32.3 5.58 0.3 1 1 0.2 4606 37.47 5.72 0.2 o! o 
3504 33.99 5.59 0.5 o o 4701 46.4 5.64 0.1 o o --
3505 32.16 5.61 0.4 . o o 4702 44.62 5.64 0.1 o o 
3601 40.18 5.15 0.2 o o 4703 44.69 5.68 0.9 o o 
3602 35.53 5.31 0.9 o o 4704 41 .88 5.71 0.1 o o 
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3603 36.8 5.37 1 o o 4705 .44.44 5.71 0.6 o o 
3604 35.19 5.58 0.1 o o 
3605 39.12 5.59 11 o o 

4801 50.25 5.68 0.1 o ··~ 4802 52.14 5.72 o o 
3606 37.12 5.59 0.2 o o 4901 66.17 5.66 0.4 o O' 
3607 40.52 5.61 0.4 o o 4902 70.68 5.67 0.2 o o 
3701 44.44 5.59 0.2 o o 5001 16.66 5.76 0.4 o o 
3801 48.5 5.3 0.7 0.4 0.3 5101 17.6 5.73 0.2 o o 
3802 51 .06 5.58 o o º' 5102 17.81 5.76 0.2 01 o 
3803 48.3 5.58 0.1 o o 5103 19.19 5.78 0.1 o o 
3804 49.26 5.6 0.1 o o 5104 17.48 5.79 0.1 o o 
3805 51.17 5.6 0.1 o o 5201 28.76 5.74 0.1 o o 
3806 48.53 5.62 0.1 o o 5202 29.14 5.78 0.5 o o 
3807 50.92 5.62 o o o 5203 29.83 5.78 0.1 o o 
3901 66.42 5.59 0.6 o o .5204 29.55 5.79 0.1 o o 
3902 66.45 5.62 0.4 o o 5301 30.95 5.74 0.1 o o 
3903 72.87 5.62 o o o 5302 30.73 5.75 0.1 o o 
4001 16.57 5.64 0.1 o o 1 5303 30.17 5.75 0.6 o o, 
5304 30.52 5.76 0.1 o o 6502 32.12 5.79 0.7 o o 
5305 30.82 5.79 0.1 o o 6503 33.3 5.83 0.2 o o 
5401 31 .32 5.77 0.1 o o 6504 32.62 5.86 0.6 o o 
5402 31.67 5.78 0.1 o o 6601 36.73 5.8 0.2 o o 
5403 31.41 5.79 0.1 o o 6602 37.99 5.8 0.1 o o 
5501 3203 5.75 0.1 o o 6603 37.33 5.83 o o o --
5502 34.34 5.75 0.2 o o 6604 35.36 5.88 0.1 O' o 
5503 33.3 5.76 D.2 o o 6701 44.64 5.8 0.4 o o 
5504 33.78 5.79 0.4 o o 6702 42.59 5.82 0.1 o o 
5601 40.49 5.73 D.1 o o 6703 46.2 5.83 1 o o 
5602 38.57 5.73 D.3 o o 6704 44.23 5.91 0.3 o o 
5603 36.72 5.73 0.2 o o 6801 51.77 5.82 0.7 o o 
5701 43.48 5.73 0.4 o o 6802 53.19 5.84 0.1 º' o 
5702 41 .33 5.74 D.1 o o 6 803 51 .93 5.85 0.4 o o 
5703 44.76 5.75 0.1 o o 6804 52.25 5.92 0.8 o o 
5704 44.22 5.76 o o o 6805 48.75 5.96 o o o 
5705 41 .6 5.77 0.3 o o 6901 55.99 5.83 o o o 
5706 44.34 5.79 0.1 o o 6902 59.69 5.83 0.1 o o 
5707 41 .02 5.79 D.1 o o 6903 57.61 5.84 0.1 o o 
5708 46.33 5.79 D.6 0.4 0.2 7001 16.97 5.96 0.1 o o 
5709 42.77 5.79 0.4 o o 7002 15.79 5.97 0.4 o o 
5801 47.59 5.73 o 1 o o 7003 16.6 1 6.09 0.1 o O' 

5802 49.02 5.73 D.1 o o 7004 16.62 6.24 0.1 o o 
5803 48.17 5.76 0.1 o o 7 005 16.65 6.61 0.1 o o 
5804 51 .91 5.78 1.9 o o 7006 16.57 6.83 0.1 o o 
5805 49.15 5.79 0.1 01 o 7101 17.62 6.06 0.4 o o 
5901 58.42 5.73 0.1 o o 7102 17.42 6 .2 0.3 o o 
5902 62.78 5.73 02 o o 7103 17.51 6.39 0.2 o o 
5903 67.14 5.73 0.1 o o 7104 27.1 6.55 0.1 o o 
5904 58.31 5.77 0.4 0.4 0.2 7105 18.6 6.79 0.6 0.8 o 
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5905 64.62 5.79 o o o 7106 17.43 6.8 o o o 
6001 16.8 5.82 0.1 o o 7201 29.67 5.97 0.4 o o 
6002 17.17 5.94 0.1 o o 7202 29.16 5.99 1.6 0.6 0.1 

6101 2201 5.79 o o o 7203 29.03 6.09 0.1 o o 
6102 17.96 5.85 0.2 o o 7204 29.32 6.14 0.3 o o 
6103 19.96 5.91 0.1 o o 7205 29.31 6.38 0.1 o o 
6201 29.65 5.81 0.1 o o 7206 29.48 6.44 0.2 o o 
6202 29.91 5.81 0.1 o o 7207 29.28 6.81 0.8 O! o 
6203 3004 5.82 0.1 o o 7301 30.54 5.97 0.1 o o 
6204 28.78 5.83 0.1 o o 7302 30.62 6.09 0.2 o o 
6205 29 5.87 0.1 o o 7303 30.99 6.16 0.1 o o 
6206 29.35 5.88 0.2 o o 7304 30.51 6.39 0.5 o o 
6207 29.98 5.89 o o o 7305 30.83 6.44 0.2 o o 
6301 30.34 5.81 0.1 o o 7306 30.44 6.64 0.2 o o 
6302 30.73 5.83 0.1 o o 7401 31.37 5.98 0.1 o o 
6303 30.15 5.84 0.2 o o 7402 31.85 5.98 0.4 o o 
6304 30.9 5.88 0.5 o o 7403 31 .53 6.09 0.3 º' O¡ 
6305 30.87 5.94 04 o o 7404 31.79 609 0.5 o o 
6401 31 .33 5.81 0.3 o o 7405 31 .78 6.34 o o o 
6402 31.65 5.82 0.1 o o 7406 31 .18 6.43 0.2 o o 
6403 31 43 5.84 0.2 o o 7407 31.48 6.67 0.1 o o 
6404 31 .77 5.85 o o o 7501 33.61 5.96 0.1 o o 
6405 31.24 5.9 0.2 o o 7502 32.34 5.97 0.3 o o 
6501 34.91 5.79 0.1 o o 7503 32.63 6.04 o o o 
7504 32.99 6.21 0.1 o o 9006 16.39 9.16 0.3 o o 
7505 32.23 6.31 0.1 o o 9007 14.96 -1 0.7 o o 
7506 33.8 6.7 0.1 o o 9008 14.56 -1 0.9 o o 
7601 35.55 6.22 o o o 9101 1747 8.03 o o o 
7602 39.83 64 0.1 o o 9201 28.84 8.29 0.5 o o 
7701 43.13 6.07 0.1 o o 9301 30.97 8.29 0.1 o o 

-
7702 43.3 6.24 0.2 o o 9302 31 8.73 0.4 o o 
7703 43.9 6.3 0.1 0.7 0.2 9303 30.52 8.74 0.2 o o 
7801 54 6 0.2 1.1 0.9 9304 3043 8.86 0.1 o o 
7802 55.21 6.75 04 04 0.1 9401 31 .56 7.89 0.1 o o 
8001 16.87 7.16 0.4 o o 9402 31 .15 9.02 o o o 
8002 15.64 7.34 1 o o 9501 32.22 7.9 0.1 o o 
8003 16.83 7.51 0.2 o o 9502 32.74 8.52 0.5 o o 
8004 16.62 7.72 0.2 o o 9503 34.5 9.3 0.1 o o 
8101 25.78 7.15 0.1 o o 1 9601 36.4 8.44 0.1 o o 
8102 27 .57 7.68 0.5 o o 9801 54.78 8.39 0.2 o o 
8201 29.28 7.08 0.5 o o 
8202 29 7.2 1.3 0.3 1.5 
8203 29.94 7.52 0.1 o o 
8204 29.19 7.82 0.8 o o 
8301 30.91 6.96 o o o 
8302 30.37 6.98 0.3 o o 
8303¡ 30.76 7.08 0.3 o o 
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8304 30.42 7.23 o o o 
8305 30.51 7.41 0.1 o o 
8306 30.39 7.53 0.1 o o 
8307 30.52 7.86 0.1 o o 
8401 31 .04 7.15 0.5 o o 
8402 31-2 7.4 0.1 o o 
8403 31 .32 7.55 0.1 o o 
8404 31 .6 7.63 0.1 o o 
8501 32 .05 7.03 0.8 o o 
8502 32.7 7.26 0.7 o o 
8503 32 .04 7.39 1 o o 
8504 32 .99 7.45 0.7 o o 
8505 34.45 7.59 0.1 o o 
B506 33.06 7.81 0.4 o o 

1 8601 40.41 7.26 0.1 o o 
8602 35.63 7.28 0.1 o o 
8603 36.39 7.87 0.1 o o 
8701 41 .68 7.01 0.1 o o 
8702 45.99 7.15 0.2 o o 
8801 48.75 6.98 0.1 o o 
8802 47.68 7. 04 o o o 
8803 51.68 7.13 0.1 o o 
8804 50:66 7.32 0.1 o o 
8805 49.49 7.38 0.1 o o 
8806 53.4 7.5 o o o 
8807 53.54 7.88 0.1 o o 
9001 16.56 8.22 0.4 o o 
9002 16.25 8.47 0.2 o o 
9003 15.61 8.58 0.9 o o 
9004 16.32 8.71 0.3 o o 
9005 15.42 9.05 1.2 o o 
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ANEXO 9. PROTEfNAS DE LA CEPA NINOA CON AMORTIGUADOR DE LISIS 

DE UREA 7 M Y TIOUREA 2 M. 

¡ssP ¡Mr \pi ¡ninoatu
1
¡ninoatu13 

230603 0603 
SSP ¡Mr \PI ¡ninoatu

1
¡,ninoatu130 1 

230603 603 
1 18.03 4.32 0.6 o 1601 47.52 4.9 0.1 o 
2 17.73 4.62 0.2 o 1602 51 .26 5.02 0.1 o 

101 23.22 3.82 0.1 0.2 1701 52 .92 4.9 0.4 o 
102 20.87 4.4 0.1 o 1702 54.67 4.95 0.5 o 
103 27.08 4.45 0.1 o¡ 1703 55.29 5.11 0.2 0.2 
104 26.72 4.63 o o 1801 57.52 4.95 o o 
105 23.73 4.75 1.8 1.4! 1802 62 .02 5 0.9 o 
106 27 .24 4.75 0.3 o 1901 67 .6 5.01 1.6 2.2 
107 20.73 4.77 0.1 o 2001 , 17.87 5.23 0.3 .o 
108 18.6 4.78 0.2 o 2002 18.15 5.23 0.4 0.2 
201 29 2.95 1 2 o 4¡ ~2101 19.43 5.15 0.1 o 
202 28.09 4.61 0.1 0.2 2102 20.31 5.15 0.2 o 
203 30.11 4.72 1.8 0.3 2103 18.59 5.18 0.9 o 
204 28.4 4.75 0.1 0.2 2104 20.19 5.3 0.2 0.3 
301 33.88 4.63 1 0.8 2201 28.94 5.15 o 0.1 

302 37.32 4.66 o o 2202 28.02 5.17 0.1 o 
303 34.64 4.78 0.3 o 2203 30.87 5.23 0.1 o 
401 39.24 4.7 1.3 0.2 2204 28.9 5.26 0.4 o 
501 45.28 4.77 0.3 0.1 2301 31.98 5.17 0.3 o 
601 47.54 4.46 0.1 0.1¡ 2302 34.36 5.2 0.1 o 
602 51 .26 4.81 0.2 o 2303 37 .35 5.22 0.2 0.4 

701 5499· 4.51 1.1 0.31 2304 37.26 5.29 o o 
702 53.02 4.72 0.8 o 2305 32.04 5.3 o o 
703 54.92 4.74 0.4 o 2306 34.1 5.3 0.6 o 
801 62.08 4.51 0.4 0.2 2401 39.9 5.16 0.3 o 
802 62.05 4.69 o o 2402 40.97 5.17 o o 
803 57.89 4.75 0.2 0.1 2403 38.66 5.24 0.1 o 
901 97.62 0.9 o 0.2 2404 39.7 5.25 0.1 o 
902 116.3· 2.85 o 0.1 2405 40.66 5.31 0.2 o 

1001 17.85 4.98 0.6 o 2501 43.26 5.14 0.3 o 
1002 18.19 5.01 0.3 oi 2502 45.07 5.19 0.1 o 
1101 22.11 4.84 0.3 0.11 2503 43.41 5.24 0.2 0.1 

1102 .19.09 4.84 0.1 o 2504 41 .99 5.25 0.1 0.2 

1103 25.5 4.9 0.5 o 2505 43.47 5.31 0.2 o 
1104 25.91 , 4.98 0.9 OI 2506 42.04 5.32 0.4 o 

1.9 
-

2601 47 .83 5.12 o o 1105 26.47 4.99 1.2 
1106 18.64 5 0.9 o 2602 50.62 5.16 1.1 0.6 

1107 25.85 5.1 0.9 o 2701 55.49 5.19 0. 1 o 
1201 29.89 4.91 1.1 o 2702 52.48 5.21 0.1 o 
1202 27.79 4.92 0.4 0.1 2703 56.96 5.22 0.2 o 
1203 29.88 5.11 0.1 01 2704 57 .05 5.28 0.2 o 
1301 34441 4.93 0.5 o¡ 2801 64.71 5.13 0.6 o 148 
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1302 33.09 5 0.9 0.4 2802 65.27 5.29 0.5 o 
1401 38.53 4.92 0.3 o 2901 93.3 5.21 0.1 ·a 
1402 39.58 4.92 0.4 o 2902 86 5.21 0.5 o 
1403 39.51 5.05 0.2 o 2903 72.36 5.25 0.3 0.9 
1404 40.26 5.06 0.1 o 2904 67.41 5.25 0.1 o 
1501 42.74 4.93 0.1¡ o 2905 86.25 5.27 0.1 o 
1502 42.07 5.1 0.3 o 2906 72.44 5.31 0.2 o 
1503 4504 5.1 0.2 01 2907 86.24 5.31 0.2 o 
2908 67.14 5.31 o o 4603 48.27 5.66 1.6 0.6 

3001 18.15 5.34 0.3 o 4604 50.08 5.72 0.1 o 
3002 17.88 5.36 0.4 o 4701 55.29 5.58 0.3 o 
3003 18.42 5.37 0.5 0.1 4702 55.43 5.66 0.7 0.6 
3004 17.95 5.5 0.1 o 4703 55.17 5.71 0.6 o 
3005 18.14 5.5 0.1 o 

' 
4801 59.94 5.65 0.1 o 

3101 18.47 ' 5.33 0.1 o 4802 62 .31 5.75 0.1 o 
3102 26.65 5.48 0.1 01 4803 59.66 5.77 0.3 o 
3201 31 .64 5.36¡ 0.2 0.2 4901 87.33 5.54 0.5' 0.41 

3202 28.95 5.4 0.2 0.2 4902 79.39 5.56 0.4 o 
3203 3101 5.43 0.6 01 4903 73.43 5.57 o o 
3204 28.7 5.48 0.1 o 4904 86.74 5.6 0.6 o 
3301 34.79 5.41 0.4 O, 4905 69.06 5.64 0.1 o 
3302 32.83 5.49 0.7 0.4 4906 86.77 5.69 o o 
3303 35 .. 56 5.5 02 o 4907 .67 .. 98 5.71 o o 
3304 36.1 5.53 0.1 o 5001 17.99 5.79 0.1 o 
3401 38.16 5.33 0.3 o 5002 18.14 5.9 04 0.2 

3402 39.37 5.34 0.1 o 5101 20.26 5.8 0.3 0.1 

3403 40.72 5.42 0.3 o 5102 27.19 5.81 0.2 0.1 

3404 39.43 5.43 0.4 o 1 5103 18.56 5.91 o o 
3405 38.05 5.47 1.3 o 5201 29.41 5.83 0.2 1 

3406 39.18 5.48 0.5 o 5202 28.24 5.84 0.1 o 
3501 43.73 5.37 o 0.3 5203 30.41 5.88 0.1 o 
3502 46.72 5.37 1.1 051 5301 32.81 5.8 0.6 0.5 

3503 42.66 5.41 0.7 0.1 5302 37.09 5.8 0.9 0.2 

3504 42.65 5.49 0.7 o 5303 34.78 5.87 0.1 0.5 

3505 44.22 5.49 0.5 0.6 5304 33.26 5.91 0.1 o 
3601 47.83 5.33 o o 5305 37.3 5.92 0.4 o 
3602 50.95 5.35 0.8 0.5 5401 39.21 5.85 o o 
3701 52.2 5.39 0.4 o 5402 41.17 5.85 0.4 o 
3702 52 .3 5.49 0.4 o 5501 42.84 5.8 0.4 o 
3801 61 .35 5.38 0.4 o 5502 45.67 5.83 0.2 o 
3802 57.451 5.39 0.3 o 5503 44.53 5.84 0.1 o 
3901 67.02 5.37 0.3 o 5504 43.34 5.9 0.1 o 
3902 72.94 5.37 0.1 o 5505 45.9 5.93 0.3 o 
3903 88.351 5.38 0.1 o 5601 48.2 5.8 1.4 0.3 

3904 7786 5.42 2 1.1 5602 47 .67 5.85 0.2 1.2 

4001 18.25 5.64 0.6 0.2 5603 51.19 5.87 0.1 o 
4101 25.81 5.67 o o 5604 48.89 5.88 0.7 o 
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4201 29.52 5.64 o o 5605 46.91 5.92 0.2 o --
4202 28.77 5.65 0.1 o 5701 52.82 5.79 0.1 0.1 
4203 29.95 5.69 0.1 o 5702 55.37 5.82 0.1 o 
4301 31 .78 5.58 0.3 0.31 5703 56.16 5.83 0.2 o 
4302 37 .13 5.64 0.1 o 5704 51 .67 5.84 o 0.2 
4303 35.08 5.65 0.6 0.1 5705 54.1 5.88 0.3 o 
4401 40.68 5.56 0.1 o 5706 55.93 5.89 0.2 o 
4402 38.45 5.57 0.3 0.3 5801 63.36 5.85 0.5 o 
4403 41 .62 5.58 0.2 0.8 5802 58.71 5.86 0.2 0.1 
4404 41 .71 5.64 0.1 o 5803 60.68 5.89 o o 
4405 38.32 5.7 0.3 o 5804 58.65 5.92 0.8 o 
4406 39.92 5.74 o o 5805 64.24 5.93 0.5 0.1 
4501 41 .89 5.77 0.1 o 5901 83.09 5.8 0.1 o 
4601 4B . .83 5.55 0.1 o 5902 67 .84 5.81 0.1 o 
4602 50.89 5.65 0.1 o 5903 67.46 5.88 0.3 o 
5904 78.16 5.91 0.3 o 7302 32 .37 6.65 0.2 o 
6001 18.11 6.04 0.4 0.2, 7501 43.22 6.25 o 0.11 
6002 18.1 6.2 0.2 0.2 7502 46.59 6.29 0.1 o 
6101 21.03 6.08 o o 7503 44.95 6.32 0.3 o 
6301 37.62 5.97 0.1 0.1 7601 49.68 6.26 0.1 o 
6302 3392, 5.99 0.1 o 7602 47 61 628 a, a 
6303 34.14 6.05 1.2 1.2 7603 47.84 6.33 0.4 o 
6304 37.59 6.07 0.1 o 7604 48.58 6.38 0.2 0.3 
6305 32.21 6.19 0.1 o' 7605 47.08 6.4 0.1 o 
6306 33.64 6.21 0.1 0.2 7606 51.2 6.65 0.1 0.1 
6307 35.69 6.22 0.3 o 7701 51.43 6.22 o o 
6401 41.45 5.97 0.1 o 7702 55.22 6.23 0.2 o 
6402 38.29 6.06 o o 7703 55.13 6.38 0.2 o 
6403 39.98 6.07 0.1 o 7704 55.42 6.54 0.1 0.1 
6501 45.28 5.95 0.2 o 7801 61.49 6.23 0.2 0.1 
6502 44.76 5.98 0.1 o 7802 58.27 6.25 o o 
6503 42.35 5.99 o o 7803 62.79 6.34 0.1 0.2 
6504 43.75 6.01 0.3 0.1 7804 62.72 6.49 0.1 0.1 
6505 45.84 6.16 0.3 o 7901 88.5 6.46 0.1 o 
6601 47.34 5.94 0.1 o 7902 66.77 6.58 0.1 o 
6602 51 .08 5.94 0.8 o! 8001 18.32 6.68 o o 
6603 49.01 599 1.2 1.6 8002 18.1 6.79 0.1 o 
6604 50.99 6.03 1.4 0.5 8003 17.81 6.93 0.1 o 
6605 50.13 6.07 0.8 o 8004 17.96 7.28 0.2 o 
6701 55.31 5.96 0.1 o 8005 18.02 7.91 03 0.1 
6702 53.66, 6.05 o o 8101 22.08 7.17 0.1 o 
6703 57.18 6.15 0.1 o 8102 22 7.7 0.5 0.1 

6704 55.24 6.18 0.1 0.2 8103 22.04 7.84 0.3 0.3 

6801 58.34 5.99 1.3 0.3 8201 27 .95 666 0.5 09 
6802 65.92 . 6 0.2 O¡ 8202 28.72 6.99 o 0.1 

6803 64.17 6.01 0.2 o 8203 28.31 8.02 0.1 o 
6804 58.46[ 6.07 13 O¡ 8301 37 6.7 0.6 0.6 
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6805 59.07 6.15 0.2 o 8302 33.68 7 02 0.1 o 
6901 70.19 5.95 o o 8303 37 .14 7.23 o o 
6902 70.37 6.04 0.5 0.2 8401 38 .47 6.67 0.1 o 
6903 70.1 6.09 0.1 o 8402 38 01 6.85 0.2 0.1 
7001 18.23 6.33 0.2 0.4 8403 38.31 6.95 0.2 o 
7002 17.96j 6.55 0.1 0.1 8404 38.21 7.31 0.4 0.1 
7003 18.06 6.64 0.3 o 8405 40.58 7.75 0.1 0.1 
7101 27.181 6.22 0.1 o 8406 40.91 7.94 0.1 o 
7102 18.54 6.27 0.1 o 8501 44.89 6.66 0.1 0.1 
7103 2003 6.28 0.2 0.3 8601 50.34 6.87 o o 
7104 22.86 6.35 0.1 o 8602 47.62 6.98 o o 
7105 19.26 6.39 0.1 o 8603 47.2 7.21 o o 
7106 26.39 6.46 o 0.1¡ 8604 50.62 7.23 0.1 0.1 

7201 27.6 6.22 0.7 13 8605 49.64 7.31 o o 
7202 2823, 6.23 0.1 o¡ 8606 47.43 7.39 0.2 0.4 
7203 27 .54 6.27 0.1 0.1 8701 55.88 6.72 0.1 0.1 
7204 30 6.4 0.6 0.1! 8702 54.08 6.76 o o 
7205 28.27 6.41 0.2 o 8703 55.29 7 03 o o 
7206 27.99 6.47 o 0.2 8704 53.83 7.34 0.1 o 
7207 28 6.53 o o 8705 53.61 7.57 0.4 0.1 

7208 29.88 6.56 0.2 0.1! 8801 58.76 7.39 o o 
7301 35.22 6.26 0.9 0.9 9001 17.87 8.27 0.3 o 
9002 17:62 -1 1.5 o 
9101 2205 8.27 0.1 o 
9102 18.91 8.45 0.1 o 
9103 21.73 -1 0.1 o 
9601 47.22 8.37 0.6 0.1 

9801 60.391 8.23 0.2 0.5 
9802 59.1 1 8.29 o º' 9803 59.1 8.48 0.3 o 
9804 60.5 8.5 0.2 0.6 
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ANEXO 1-0. PROTEÍNAS DE LA-CEPA QUERETAR-0. 

·ssP - l"Mr____ PI-· · Q¡o~;d~¡-;;8Ta·r¿1¡~i:¡¡;ª 
1 9.44 -1 28927.8 323.8 
2 9.46 -1 12282.6 323.8 
3 9.5 -1 1 22520.4 323.8 1 

4 9.37 -1 72027.3 323.8 

L 5 9.57 4.35 7741 .9 . 3238_ 
6 9.48 4.42 47792.8 323.8 

101 1 9.67 -1 32319.9 323.8 
102 10.21 -1 19086.9 323.8 I 

~~f-1-2~ _ __:..!.+-···-§.1.ª-ªª" - 323.8 
104 12.24 4.31 61889.4 323.8 

1 105 9.71 4.33 54946.4 323.8 
106 9.97 4.37 14548.1 I 323.8 --
107 11 .2 4.42 29015.4 323.8 
201 ! 13.57 1 -1 i 12082.6 1 323.8 

1 202 14.82 -1 65799.9 323.8 
! 401 19.22 -1 l 22745.1 135120 

402 23.5 4.3 174155.9 16831 .9 
! 601 -~_29_ 4.32 19665.1 · -1~H-l -· .. --- ---·----

701 38.91 -1 37532.9 

__ JQ~ _3J_~ -1 17677.8 25142 9 I 

- 4:~F 
. . ---· ---- ---- - ------1 

703 42.43 13987.6 31522.5 
1 801 48.3 . 24225.6 323.8 

~- 802 51 .82 4.35 1 22317 323.8 
1 1001 1 9.5 4.59 15985.2 1 323.8 

1101 l 9.94 4.46 1 40111.8 323.8 
1102 9.72 4.47 35329.4 ! 323.8 , 
1103 ¡ 11 .76 1 4.6 44319.3 : 323.8 1 

1201 14.71 4.53 36254.4 .323.8 

~~ 14.73 4.6 l 35263.3 5428.7 
03 14.16 4.61 I 88217 .6 323.8 

- ---- -- -··--i--· -------1--------
1 1301 17.74 4.46 26318 8 ¡ 323.8 

lJ 401 25.93 4.44 18291 .7 5108.6 
1402 26.62 4.52 32013.8 : _27441 1 >----
1403 24.99 4.53 17385.1 323.8 
1404 23.58 4.6 34372 1 73090.2 1 
1405 19.44 4.6 24856.5 323.8 
1501 29.43 4.48 1 59083.8 8934.9 

l 1502 28.14 4.49 9474 323.8 
1503 28.29 4.6 51016.3 17711 .8 
1601 1 32.42 i 4.46 24855.2 146468 
1701 42.46 4.46 19291 .1 2240.3 
1702 39.17 i 4.46 Í 69691 .1 1 24680 l 
1703 38.08 ! 4.49 1 24624.1 323.8 

rssF>-- M"í ··T;;, -· · -Q~~~ici~~- a;:Q1¡a"~~ 

1 2301 16.72 4.67 17695 .7 323.8 
2302 14.91 4.74 115779.8 323.8 

1 2303 18.36 4.8 37700.2 1 35884.2 

2401 23.6 . 4.67 ~---·--8_7_3_4 __ .9-+--__ 32_3 ___ .8__, 
2402 26.38 4.69 43478.8 323.8 ' 

! 2403 23.46 4.72 136614.3 323.8 
2404 21.45 1 4.85 69373.4 323.8 
2501 29.83 4.62 46295.5 323.8 

L250?_~ ?.!lc.L .. .1 .. ~ _____ 2_!132.?_ .-1.1432.5 
1 2503 29.62 4.81 48290.2 323.8 

2601 34.64 4.7 41142 .6 57959.5 
2701 39.06 4.62 

12102 1 42.6 1 4.65 
1 2703 i 39.03 4.67 1 

2704 1 39.71 4.78 
i 2705 42 .73 4.86 

41076 48903.8 1 

19456.5 323.8 
130198.3 323.8 
3306_9_. 2_,__ __ 3_23_.8_, 
35592.7 ! 17836.9 I 
38297.6 323.8 1. 2801 51 .97 4.66 

[1ªº1J .. 43 7 _ _42_ .. --··-~81 J_,_ _ _1~1 272 I 
1 2803 49.45 4.81 24247 .9 323.8 
1 2804 45.96 1 4.85 11760 1 323.8 
l 2901 74.2 4.62 .... 1600~ - . ·323.0· 

2902 60.23 4.69 24214.6 ' 323.8 
12903 59.77 4.77 145684.8 323~ª-
i 2904 59.03 4.84 58021 .1 323.8 

3101 10.15 4.87 17592.3 1 323.8 
r¡ 3 __ 1 __ 0~2+1 __ 12=.-'-66-+-I _4_._89-+-1 __ 6_4_2_20_._4+----3~ª"ª-

3103 1 10.52 ' 4.92 1 44064.6 323.8 
~04 l 11 .16 4 .. 96 24758.4 . 323.8 
' 3201 114.19 4.89 464_7_2_.3-t1_ 7_6_0_02_._,4 

r-?..?92 1 1 ~~-4~~~j_ _ __ 309i~ ___ 3-_?38~ 
3203 14.52 5.o5 I 13873.1 323.8 
3301 15.42 4.89 118308. 7 323.8 

' 3302 18.63 
3303 14.86 

! 3401 26.91 
3402 22.38 
3501 30.2 
3502 28.31 1 

3503 31 .24 I 
3504 29.53 
3505 .27 .08 

1 3601 36.05 
3602 34.39 

4.95 
5.02 
4.94 

5 
4.9 
4.9 

4.91 
4.98 i 

5.03 
4.97 
5.02 

94608.7 44764.3 
50571 .9 323.8 

4972.6 6560.1 
37404 323.8 
27121 323.8 

104926.2 323.8 
37340.8 6396.4 1 

13591 .5 30624 ¡ 
5273_7+---'-32'""'3 __ .8-'-i 

62648. 7 ¡ 323.8 i 
8779.5 323.8 

~--~ 

152 



1 1704 1 38.92 4.58 1 25779 28240.3 

f -~~01 ?Qcg§_ __ __ '!:i - ~7.ª~~ __ ,_ .'.3?~~ 
1 -- -!~± 56.34 4.51 ___ _i1?46.6 ~--~~Pal 1---~--------

l 1803 43.46 1 4.53 10195.9 1 323.8 
1804 56.3 4.58 70339.9 26530.8 
1901 64.96 1 4.54 1 22630.2 I 323.8 I 
1902 81 4.6 68047.9 323.8 

i 1903 83 4.61 40803 323.8 
2101 9.66 4.62 30266.2 323.8 

! 3905 161 .19 4.99 27190.6 323.8 
3906 66.93 503 28458.6 323.8 

4001~ 9.53 1 5.2 16838.5 1 323.8 
- 4201 · 14~-¡ -5~ ---59175 --323~8 1 
1 4202 : 14.34 5.32 22522 .1 .323.8 1 
1 4301 16.53 i 5.1 30658 323.8 

4302 15 5.26 200486.6 323.8 1 
1 4401 i 19.84 509 64158.8 ¡ 
1 

323.8 
4402 18.98 5.14 12680.5 323.8 

! 4403 1 22.23 5.15 69230.6 I 323~ 
p 404 l 19.16 5.27 ---- :1_632?º1+ - l<l.~~4. 
1 4405122.36 5.28 . 25280.2 . 323.8 1 
! 4501 27.09 5.24 15222.9 323.8 
1 4502 1 28.09 5.25 32882.1 323.8 1 

4503 31 .77 5.27 17822.5 323.8 
4504 1 29 04 ! 5.28 37045.7 ¡ 323.8 
4601 35.57 5.11 173607.4 323.8 
4602 : 37.74 5.12 96065.1 : 323.8 
4603 33.25 5.14 8076.3 1 323.8 1 
4604 35.57 5.26 134605.5 ' 42263.7 . 

4605 ' 36.35 5.31 16338.5 323.8 
4701 42.15 5.12 63429.3 12467.6 

470tt 39.45 5.25 12311 .3 1 323.8 
1 4703 41 .3 5.26 9557.3 / 31019.4 

~04 _388 5.31 _ ____ 181_~8-'-~+--_1?_ª"ª 
01 52 5.27 21002.5 i 323.8 

'~º2 47.98 5.28 8693.1 : 323.8 
4901 63.25 5.26 6341 323.8 
5001 9.35 5.57 7522 323.8 
5101 ' 10.56 5.34 17302.7 323.8 
5201 13.72 5.34 48860.9 323.8 1 
5202 14.02 5.42 15872.9 323.8 

1 5203 13.02 5.52 102451 .1 323.8 

_5-ªº1 1 18.1 --}~-t-- -;~~-~~ ~ ' ---~;~~ - -· 
5302 18.75 
5303 17.75 1 5.5 30065.7 323.8 
5401 25.25 5.39 81010.4 323.8 
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l 3eo3 ¡ 31.55 [ 5.o4 J 5833 I 323.8 I 
f 370_1 39~-4.~!!__1 ___ ~027..c?-l- - 323&_ 

*~~ ~~~--:C~ ---· -~}:'.~+ --\iii-
3801 58.78 4.93 54983.5 323.8 
3901 60.82 4.88 ¡ 26770.7 323.8 

39~ 69.::!?_ __ ,i'ª-9 1 ___ ._?~.?...2.il ---ª'-?L~ 
13903 1 67 .15 493! 14644 323.8 1 

3904 I 69.43 4.97 5523.5 323.8 
5803 43.72 5.5 23254.9 ' 323.8 
5804 53.56 5.55 7491 .8 323.8 
~Q.1_ ~ 1~i- §_,__~t-- 22007 ! 32341 
6001 9.47 5.6 1 - 11670 g - .. 323~ 
6002 9.34 I 58.3 ; 34618.1 ! 323.8 

: 6101 12.76 - 5.69 18932.8 323.8 
6102 9.68 5.77 52421 . 7 1 323.8 
6201 ¡ 14.11 5.68 1 21654 : 

3füj 1 6202 14.47 33409.8 1 5.71 323.8 
6203 13.1 ¡ 5.95 i 227514.6 323.8 

~_63Q1.\_ 1 ª'-3-ª- .5~ - _ _?.()§2Q&. 323.8 -----------·---
. 6302 1 15.21 5.62 55919.8 323.8 

6303 14.9 5.71 18922.2 323.8 
6304 17.27 ' 5.99 96558.2 . 323.8 
6305 15 6 159846.7 323.8 
6401 1 19.98 . 5.71 1 29922.5 323.8 
6402 25.34 5.78 17088.7 323.8 

1 6501 27.93 5.61 42649.5 323.8 

~02 30.03 5.65 47131 .7 323.8 
6503 31.77 5.67 23900.6 323.8 
6504 ' 31.45 5.86 i 63257 .2 1 323.8 
6505 29.53 6 21094.4 323.8 

1 6601 35.68 5.61 83704 6139.1 
6602 33.95 5.75 12392.5 323.8 
6603 36.54 1 5.75 79965 323.8 --- - --- ----1---~- --·--- ----- ---
6604 34.19 5.88 7783.6 323.8 

1 6701 ! 38.02 5.67 136814 1339~ 
6702 42.61 5.72 14504 323.8 

1 6801 53.56 5.69 1 18046.4 1 323.8 ! 

6802 43.71 5.73 18296.5 323.8 
6803 43.43 5.86 16977 323.8 
6804 45.5 5.97 24512.6 1 323.8 1 

1 6901 1 70.36 ' 5.61 ~ 4350.6 ~ 323.8 

~-~~ -~~~~~--- --13%°1~H-----j~~-1 
7003 9.38 
7004 ¡ 9.24 

6.17 1 
6.32 

22399.3 1 

24006.3 1 
3238J 
323.8 I 
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l2102 I 26. 73 5.44 I 10443.8 323.8 

~§_~CD~,~ .. _5 31 L ___ _n.254~ - --- _3238_ 
5502 29.33 5.45 17466.1 323.8 -·----

----4642~9 ' 5503 32.09 5.54 27941.4 

1 7005 1 9 35 I 6 32 1 56065 4 1 323a 1 1 

~7006 ~-g :fil . 6-'~--- 7951§.. 323.8 1 

~1 12.76 6.05 51285.3 ~:~:=i?~~~ 
7102 1-0~54+· ·e.1rt--· - -7¡)474 5 323.8 

1 5504 30.94 5.57 14014.2 323.8 7201 13.04 6.08 24149.4 323.8 

5505 27 .3 5.58 25768 6967 .9 7202 14.53 6.1 19162.9 ! 323.8 
5601 32.5 5.34 35369.4 9245.3 - -- ---------e- - ------r--·---· ---
5602 34.41 5.36 73002.8 323 .8 

7203 14.55 6.24 81180.3 ____ 1_238 

G2o4 - -- - ----f---·----
13.02 6.34 41468.7 32.3.8 

5603 37.18 5.41 20527.4 323 . 8~ 
~5604 35.93 5.45 40296.7 323 .8 

' 5605 32.51 5.5 37870.8 ~2381 

7205 13.98 6.38 73872.9 323 .8 

7206 13 1 6.5 . . 160432.5 1 32_ª-Jl_ 
7207 14.12 . 6.56 73350.2 323.8 

~~9-¡n4:~.1_~ -~M ___ 2I?._~ '---~_?__3_§~ 
5701 38.53 5.39 23419.6 323.8 

7301 16.89 6.42 34318 323.8 
·-~->-·- ·--- --·------ ---- ---
7302 16.66 6.6 209065 323.8 

5702 40.78 5.46 5538.2 323.8 7303 18.56 6.74 84688.6 323.8 
' 5703 38.14 5.53 102462.8 4048 7401 23.63 6.19 12317.1 323.8 

5801 51 .64 5.4 33247 323 .8 1 
5802 · 57.77 5.48 2327 1.8 323.8 i 

7402 26.2 6.21 8750.7 323 .8 

7403 21.27 ' 6.28 1 24730.5 323.8 1 
7501 30.12 6.09 19049.5 ! 323.8 
7601 33.62 6.12 i 40149.3 323 .8 1 

7602 34.4 -~-11;+- _EQJ~~~ .. --1?} ~ 1 ------- ------
~01 40.5 6.17 ' 15750.4 1 323.8 ' 

8001 9.17 6.85 51916.4 323 .8 

8002 9.28 ! 6.87 96684.5 323.8 

8003 9.25 7.27 75383.7 323.8 

~04 9.23 7.58 56185.8 323 .8 

8005 9.32 7.66 49765.8 323.8 j 
! 8101 10.09 7.01 1 11271 1.1 1 323.8 1 

8102 12.94 7.14 50221 323.8 
8103 12.57 7.49 ! 39858.6 1 323.8 J 

10.01 ¡ 7.56 i ---81 04 389318.3 323 .8 i 
8201 13.46 6.82 75308.6 323.8 1 

6.85 i 
-j 

8202 13.84 8556.4 323.8 ! 
8203 14.32 7.29 20859.3 323.8 

1 1 

8204 ' 14.3. 7.58 r--9-º'-~ffij - ---~},~ 
8301 17.41 7.03 50657 .6 323.8 

8302 15.2 7.25 10320.4 I 323.8 
8303 17.37 7.46 46729.4 323.8 

8401 18.85 7.02 , 35085.3 1 323.8 
8402 25.56 7.45 21596.2 I 323 .8 

8403 24.92 7.5 12273.6 1 323.8 
8404 21.98 7.53 52903.6 i 323.8 

8405 25 , 7.8 207636.2 323 .a l 
- ª§_OJ_ 36.54 --~~9L ____ !6737. ~t_ 3_2]~ 

8602 32.53 

8701 i 39.83 
7.14 l-- 100300.2 323 8 1 
7 08 I 37656.8 1 323.8 ' 

8702 39.69 7.3 57842.6 323.8 I 
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-1 20745.7 323.8 

-1 17455 ! 323.8 
19.7 -1 41135.6 323.8 ------ - ----·---·-·· 

9801 46.28 -1 26433.2 323.8 

9802 46.26 -1 133870.1 323.8 

~ 9803 45.79 -1 18888.3 323.8 --·-------- -·---·-
9804 45.06 -1 22536.8 323 .8 
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ANEXO 11. PROTEiNAS DE LA CEPA QUERtTARO CON AMORTIGUADOR 

DE LISIS DE UREA 8 M. 

SSP Mr romedicina 
2 10.42 1 -1 31496.4 1 

SSP ~;.22 1 p~81 1 QfO~~~~~~ : 2101 
3 10.14 -1 34468.3 ¡ 
6 9.89 ' -1 32411 1 

101 14.56 -1 7074.4 
102 ' 11 .07 . -1 10123.1 
103 10.58 -1 17810.8 

2102 14.71 ~~ 23399.8 J ,___ -----· 2103 14.75 4.94 2707121 
2104 11 .76 4.94 24199.7 

~5 14.17 4.95 53106.8 
2106 14.75 4.81 2194.9 

1 201 122.36 ! -1 4459.9 1 

r-~f ~HW:~¡==~} 
1003 10.42 -1 12015.8 1 
1004 ' 9.75 1 -1 8693 
1007 ' 9.68 4.73 1 55320.8 

1 21~15..§ t_'L~----~74'!_§_ 

~~6~ 1 ~'.Gi-1c~~ t----~i¡H-
¡ 2110 11 .16 4.92 1757.3 
1 1 ! 1 
1 2111 112.47 ¡ 4.89 1 15.4 1 

2201 1 25.94 I 4.82 1 11854.1 
1008 1 9.42 4. 75 880.8 1 2202 26.62 4.82 4822.4 

1 1009 l 10.02 i 4.76 ' 12089.3 i 2203 18.14 1 4.84 l 156482 l 
1010 9.48 4.79 21196.4 2204 26.67 4.88 28985.6 

1 1011 ! 10.46 1 4.71 4642.4 ' 
~_ill 1o.73 ---1- --

12430.8 
' 1102 l 14.92 4 66 33031 .2 
¡-1103T11'i>4 4:66- 35070.2 

2205 25 4.89 
---12f ~?9~i ------1-· --

2206 23.85 4.94 
2207 . 24.83 l 4.94 4158 2 -- ---·-·-· --- -+--- - --
2208 20.11 4.94 14570.3 

! 1104 ! 12.26 4.T 58102.6 2301 32.58 4.83 14990.3 
[ 1105 14.82 4.71 37303.5 
'1106 13.21 4.77 5957.2 

2302 38.33 4.85 17524.6 
2303 29.54 4.85 31514.3 

1107 i 13.57 4.65 9257 2304 28.2 4.86 13959.8 
1108 1 14.24 4.71 1 9562.1 2305 28.3 4.94 29593.3 
1109 13 23 4.71 5078.5 
1110 12.79 -1 1 5117 .8 

~ 11 .12 -1
1 32~ 

1 1112 11 .13 
11113-.1 T63 -~.:§ !'_ ---~iü 

4.72 5110.8 · 

1 2306 29.58 4.95 17796.1 1 
2307 30.39 4.95 10626.7 

2308 32.85 4.92 1 4849.3 j 

~ ~§ª-. _4-:_~+- - 45682_~ 
1 2402 42.75 4.83 10054.3 I 

1114 14.77 -1 2617.5 2403 51 .53 4.86 180279 
. 1115

1
1422 1 "1 1 16.1 ! 2404 57.09 4.87 22194.9 . 

1201 20.03 4.7 17084.6 
1202 23.85 4.71 1 100705.1 

~05 5704 4.92 38067 
2406 39.22 4.93 24902.9 

1203 22.1 4.6 9056.2 2407 43.88 4.89 4874.5 
1301 35.12 4.73 9360.7 2501 66.08 4.89 10815.7 
1302 135.82 4.67 2260.5 i 2502 84.61 4.91 23069.5 
1303 29.6 4.66 1524.1 1 2503 8165 4.94 29336.6 
1304 34.49 l -1 2244.9 2504 84.5 4.95 i 22376.2 
1305 28.93 4.73 482 .6 1 2505 75.66 4.95 .6099.7 
1401 14156 -1 28374.5 
1402 38.62 ¡ -1 8201 .7 

i - 1 L 1403 ¡ 39 11 ¡ 1 1 6024.8 , 

~1016 5.15 1 16430.8 

10.03 5.02 1004.8 
l 3101 14.91 5.04 63233.4 
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9494~ 
'14os 1-42: 77 

·-· - -~--

4.71 1 7330.2 
1406 52.51 4.75 12608 

1 3102~ 14 2i_5 rn L 24881 J 
l~103 -12-:67 1 ~;-5 ¡ ·- - --· 

~ 3104 10.51 5.18 29033.3 
1407 39.6 4.68 8049.5 ' 1 3105 13.33 ' 4 .99 i 4010.5 
1514 66.91 4.72 2791 .5 3106 13.57 5.06 3427.1 
2001 . 9.76 4.84 28180.3 i 3107 12.69 4.96 1207.3 
2002 9.94 4.84 19265.2 
2003 9.53 4.91 1 8746.2 

~1 23.96 4.99 9684.1 
3202 16.95 4.99 14102.1 

2004 9.63 4.95 30926.2 3203 26.23 5.01 47172.1 
2005 10.36 4.84 5611.8 3204 23.93 5.03 ' 74675.8 
3205 24.03 5.09 3429.1íl 
3206 18.96 5.09 23793.6 ·-r----

f-- - 39685~4'1 3207 22.34 5.13 

4204 20.72 5.31 34400.5 
4205 16.72 5.32 -~~~?-ª~-1 

t-- 4206 
------
19.73 5.35 14111 1 

3208 15.43 5.16 62637.3 4207 22 .91 5.36 1 45638.8 
3209 26 92 i 5.1 9 3551 4208 19.89 5.45 115582.1 
3301 34.89 1 5.02 19098.5 1 
3302 28.71 5.07 13914.2 1 
3303 29.68 I 5.1 30306.7 

4209 23.06 5.46 1 15597.3 1 
1 4301 36.28 ' 5.22 1 32694.5 

4302 29.79 5.22 13381 .1 
3304 ¡ 28.43 ' 5.17 87070.5 ' i 4303 34.54 5.26 6673.3 
3305 30.2 5.17 28207.5 4304 27.17 5.26 33003.1 
3306 31.4 5.17 ' 33996.6 1 4305 35.84 5.33 107379.2 
3307 34.8 4.97 7872.4 4306 38.15 5.33 39984.4 ------ ·------·. --- - -· --- ·· - . ---
3308 33.29 5.07 1527.4 í 4307 ' 33.4 5.34 7412.6 
3309 36.01 5.08 4449.1 4308 34.57 5.42 13482.2 
3310 36.35 5.14 4867.1 

~1 . 44 5.07 2937.4 
6.98 4.97 15601 

3402 42.97 1 4.97 14656.8 

4309 27.15 5.42 1 8953.6 
4310 28.19 5.43 20366.8

1 

1 4311 35.81 5.44 90181 .1 
4312 31 .87 5.45 9166.4 

3403 52.6 4.98 20066.3 4313 29.12 5.45 19205.3 
3404 39.23 4.99 i 89223.1 4314 37. 8 5.27 3105 
3405 40.02 5.07 19754.7 4315 37.75 5.39 1354.9 

i 3406 50.08 5.1 11963.8 i 4316 32.02 5.39 2178 --- - · - - - --
3407 57.91 5.12 14777.3 
3408 46.4 5.13 5794.3 

~17 
~·-- - - - --------
28.73 5.31 4352 

' 4401 40.41 5.2 9295.6 - - r--

3409 43.17 5.13 20~ 4402 42.78 5.24 12662.6 
3410 39.82 5.16 34130.8 ' 4403 42.51 5.33 , 49436.1 
3411 44.16 5.01 4719.8 4404 39.84 5.43 5823.1 
3412 48.84 5.14 _ _ _ 4_1_60 ~ ---- --- - - - -
3413 49.09 5.01 41615 1 
3501 184.88 4.99 3895.8 

,_i405 52.75 2 .45 _ __!QZ~]jl~ - -
4406 41 .73 5.44 5726.6 
4407 53.23 5.35 8577.9 

3502 60.98 5 18609.9 4408 54.33 5.31 _ _!283 5 
3503 60.64 507 88546.9 4409 44.67 5.44 5796.1 
3504 60.07 5.12 30121.9 
3505 161 .87 515 15540.9 

4410 48.5 5.4~ 5191 .3 
4411 57 51 5.45 1135.1 

i 3506 70.83 5.1 5 4336 1 ¡ 4501 70.68 1 5.22 3147 
3507 68.41 5.í9 8073.1j 

L.3~Q§..L5§L6_~ ~~.L ___ ª-2_280c? 1 

4502 62.18 5.23 14041 .1 

l 4503 J_?_8c-1 .~1J>,?6L_ J ~544.? 
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1 4001 1 9.73 - ;"~-l --_17111!8~ 1 ~- ---+---- --1 4002 I 9.52 
4504 164.35 5.44 1 3539.9 I ---~ ---

~33 ··--1131 5 1 4505 62.5 
4101 13.43 5.2 20180.9 5001 9.51 5.53 10824.7 
4102 i 11 .17 5.21 13370.2 5002 9.72 5.54 5496.2 ' 
4103 14.87 5.26 34628.1 5003 10.06 5.48 1914.3 
4104 114.53 5.28 6235.6 i 5004 10.03 5.71 805.3 
4105 Jj62 5.35 43847.~ ----
4106 15.06 5.44 110629.3 

5101 14.35 5.49 __ _J~§_~._J 

5102113-:-72 5.5 30434.7 
4107 13.86 5.27 5647.4 5103 13.03 5.64 61318 

1 4108 14.06 5.35 7900.8 5104 15.32 5.71 ! 29805J _ 
4109 12.34 5.24 1337.8 5105 14.94 5.61 6716 

1 -~-!_1..Q_ 13.09 5.34 3132.6 ------ ---·2035~4°1 i 411 1 12.57 5.44 
5106 14.02 .2:~5_[_ -- 4815. ª r-~---- ---- --
5107 14.06 5.65 1 4076.5 . 

4112 10.89 5.33 1566.6 
1 4201 19.24 1 5.21 1 62073.6 

4202 15.91 5.22 3671 .9 

~3 23.06 5.24 24090.5 
12 11 .03 5.56 6355.3 

1 5113 11 .84 i 5.55 1701 .6 1 

1 5108 , 14.42 5.66 2816.4 

1 5109 ! 13.15 5.75 1955.4 I 
1857.9 5110 13. 44 5.7 

1 5111 10.64 i 5.49 ' 3454.5 
6007 10.13 5.93 1896.7 1 
6008 10.06 5.96 2303 

5114 11 .27 5.7 3189.4 6101 14.14 5.76 16501.4 
5115 12.51 ! 5.59 489.9 1 6102 14.49 5.78 31256.1 1 

. 52Q1. 1 25 ~9 5.54 41865 9_1 ---
' 5202 l 18.62 5.54 ' 13157.1 

6103 ~_,?9 ~~ 79 . - 17157.4 -- - ·-- - ·- -··-----· 
6104 13.11 . 5.96 140634.4 

t-
5203 26 .74 5.57 5617.6 6105 15 6 151803.8 
5204 ! 18 21 5.62 19387.7 

5205t-1895 5.71 12443.1 
6106 14.06 6.02 13823 -
6107 12.77 6.05 36162.3 

1 5206 16.04 5.56 5225.9 6108 1305 6.07 15620.2 
5207 23.56 5.51 54711_1 
5208 23.42 5.6 4510.4 i 
5209 20.6 5.52 1086.3 

6109 114.55 6.11 11973.5 1 

~110 10.66 6.15 37256.8 
6111 13.11 5.84 7288.7 

5210 22.54 1 5.69 3484.1 6112 1285 5.78 3467. 7 
5211 125.36 5.65 246.2 1 
5212Tz4-89 

~- ---·--
5.74 4983.9 

5301 36.9 5.48 8836.4 

! 6113 11.64 605 1 4654.6 
r 51-14 

--511----- ----·- ---
12.51 5.91 140.8 

' 6115 10.6 5.99 1593 --
5302 32.69 5.5 20008.2 6116 11.59 6.17 1267.4 
5303 34.65 5.52 40693.2 6117 11.47 5.87 1574 

¡ 5304 27.63 5.52 12867.7 6118 14.22 5.94 1490.4 
1 5305 37.42 5.55 14869 5 ! 

5306°29-:-39 
---

- 9854:81 5.59 
6119 14.24 5 88 1229.6 ----- ----- - - -----
6120 14.49 5.94 26385 

5307 36.16 1 5.59 27639.2 I 6201 20.81 5.78 1 1-6063.1 
5308 32.64 5.62 21245.1 6202 25.32 5.83 9773 
5309 34.66 5.63 14902.5 6203 17.56 5.99 62867.6 

~310 32.21 5.65 -~ 
5311 31 .08 5.68 8622.6 

6204 21 .95 5.96 3479.5 
6205 26.47 6.02 4897.4 

f 5312 i 27.39 5.69 21201 .6 

_531~~~J-~ _ _§.Z'_1_ 50957.3 -·-------· 
. ~1j_l_28 ._2..!_¡ _5_J_2 17496.6 --- ··--- ------

6206 16.29 6.18 1921 .6 

~_?.Q.7 1 ~.§. 72 5.86 859 
-- --------
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1 531_~ 1 ?_9~J_5n_ f--- _ __1_520~ 
i 5316 31 .93 i 5_75 12816.6 i ~~f_Q_~ 20 . 31 1 -~-ª -- _ J 82? 

6301 36.76 5.81 47959.8 
5317 39_3 I 5.76 83973_9 1 6302 31 .55 5.89 34367 .8 

1 5401 39.15 5.47 11711 .6 1 ¡ 6303 29.59 6 12079.7 

5402 38.89 5.53 1 14227.4 

5403 52 .22 5.54 17746.2 
~4 30.28 6.09 9187 .8 

i 6305 33.86 6.12 26948.8 

5404 44.18 5.62 __ 1161 __ §2_ 
r-- 5405 38.42 5.64 ! 58988.1 

~~ºª- 34.74 6.17 7611 . __ 4_ 
6307__¡_ 34 22 603 3055.5 

5406 54.35 5.66 \ 4821 .6 6308 33.7 5.92 2925 

' 5407 40.94 5.6 ! 2048 6309 33.44 5.81 l 2864.8 
5408 40.94 5.53 . 1579.8 6310 30.75 5_95 117.4 

l 5409 44.32 5_54 ~- 9464.1 1 
1 5410 48.67 5.56 2421 .8 

~_Q_1 __ Ji.!.3.?. 5.77 11753.8 ---- -----
402 52.71 5.77 10178.5 

5411 44.68 5.71 2480.5 l 6403 44.08 5.8 11676.5 

5412 49.39 5.75 1 3095.7 6404 43.91 5.89 9511.4 

5501 59.99 5.61 15170_lj 6405 4601 5.98 15074 

i 5502 58.39 5.61 1103Gi 
5503 71 .52 5.71 2811 .3 

6406 40.88 6.17 8553 
6407 49.81 5.89 1032.5 1 

5504 71.49 5.64 1164.7 6408 47 .13 5.86 1120.7 i 
6001 9.46 5.78 12518 1 6409 40.46 5.99 2605.2 1 

6002 I 9.71 5.81 1 36597.4 6410 40.46 5.88 1511 _7 

6003 -~ .43[ ..§ __ 1:)_5 --- -2¿~~~'1 I 6004 9.47 6_04 
6411 44.88 6.02 10223 

1 6501 
- -- - --- ··-- ------ - ---
60.19 5_77 322_~_ 

6005 9.58 6.05 22681 .7 7004 10.16 6.47 14743.8 

7005 10.08 6.3 1616.9 8204 25.17 7.48 20602.8 

7101 14.54 6.23 45996.9 8205 22.79 7.53 31023.4 - ---
7102 13.04 6.34 24283.8 . 

7103 14.05 6.38 1 21919.3 

7104 1388 6.39 13918.5 

~06 
25 7.8 114827.9 

207 23.06 7.21 4520.6 

8208 25.22 7.12 4458.5 
1 71 05 13 6.5 92537.6 8209 18.12 7.8 3437.4 ' 

7106 14.15 6.55 39082.2 8301 36.35 699 23427 .1 

71 07 ' 13.38 6.79 25591 .2 1 
··--

6.83 ·2454~ 7108 13.56 

71 09 13.84 6.84 1 6623 

1 8302 2L.~ -~~ ~- -----~--~n 
8303 33.08 7.14 23076.8 
8304 32.1 7.17 32196.2 

7110 12.13 6.78 2927.9 8305 30.91 7.62 4556.8 

7111 11 .15 6.35 3285 8401 40.2 f 7 07 18053.4 

7112 12.01 6.45 2850.9 8402 40.1 7.29 33235.1 

72º-!__ J._4.04 6.19 755~1 ~~ _1_~__9- 7.6 17989 
~ 

7202 22.17 6.28 15756.5 8404 46.81 --1 12491 .6 

7203 17.12 6.42 20508.9 8405 46.74 --1 66639.6 

7204 16.87 6.59 1 174020.9 8406 44.91 7.12 8824.6 

7205 19.48 6.69 12710.1 8407 45.25 7.36 6822 .8 

f 7206 18.98 6.77 33739.3 1 

7207 121 .35 6.47 4266_7 
8408 46.14 --1 8670.6 

8409 52 02 7 12 2993.7 

7208 26.13 i 6.21 4210.7 I 
7209 25.22 6.39 982.7 \ 

9101 13.88 -- -1 2134.3 

9102 12.26 -1 3218.7 

7301L~L~-6 lil.J2_ --·-- _3_~Q3 ,_3_] ui_20 __ 1___ ?_D,~ -1 - ~__(!_532_,_3.1 
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f-?302 ~3282_ \ 65~t - _ 2J72.5 j 
7303 32.82 6.85 4701.6 

1 7401 38.84 6.57 ! 6489.9 
. 7402 39.42 6.4 ' 7584.6 

7403 48.59 6.33 1543.2 

7404 47.85 6.48 2047.B 

7405 52.04 6.73 888.9 

7406 52.75 6.49 1481 .9 

7407 52.82 6.38 1122.3 

1 7408 56.16 6.82 ' 821.5 

7501 89.62 6.42 2351 .1 

_!50±~c~; 6.41 224.4 
r-·~---~ 

8003 110.09 7.02 86794.6 

8006 10.03 7.56 . 254033.8 

1 8008 1 9.34 7.66 25408.1 

8010 9.3 

7;~ 1 45533.6 I 
8101 12.85 10597.6 ¡ 
8102 13.02 7.14 16798.3 

1 8103 15.3 7.26 4924.3 

8104 14.34 7.3 11477.5 

8105 1 12.58 7.48 23306.3 

8106 - 14 _3i 7 5_ª . 1_5§7~3 ¡ 
8107 11 .95 -1 ' 9716.5 

8108 14.88 7.52 1 6471 .3 

8109 14.17 1 -1 3021 .8 

8110 14.3 -1 3092.3 

8111 14.12 -1 3493.4 

8112 11.41 -1 3002.7 

8201 19.68 7.01 15798.1 

8202 17.98 i 7. 03 1 3905~ 

8203 17.74 7.47 25291.1 
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ANEXO 12. PROTEÍNAS DE LA CEPA QUERETARO CON AMORTIGUADOR 

DE LISIS DE UREA 7 M Y TIOUREA 2 M. 

¡ssP ¡Mr lpl ló~~~26 lqrotu250803 ISSP ¡Mr IP' 1 qrotu26 I qrotu25080 ¡ 
0803 3 

1 20.47 -1 0.2 0.2 1705 57.38 5.12 0.3 o 
2 23.27 -1 0.1 o 1801 68.58 4.92 0.9 o 
3 23.22 -1 o o 1802 59.8 5.02 o o 
4 21 .11 -1 0.1 o 1803 63.39 5.05 0.1 o 
5 23.5 -1 o 0.2 1804 72.31 5.06 0.2 o 
6 26 4.4 0.1 1.3 1805 66.48 5.14 1.7 o 
7 23.69 4.49 0.2 o 1 1901 84.65 5 0.1 o 
8 23.46 4.58 0.4 0.8 1902 76.43 5.01 o o 
9 23.74 4.61 0.4 0.5 1903• 97.4 5.1 0.1 0.6 

10 23.7 4.73 0.2 o 1904 72.83 5.13 0.5 o 
11 2351 4.75 0.1 o 1905 97 .84 5.14 0.1 o 1 

12 24.43 4.77 0.9 0.5 2001 26.08 5.28 o 0.1 

13 27 .74 4.78 0.1 0.1 2002 25.08 5.21 o 0.3 

101 32.75 4.7 2.4 0.4 2003 24.33 5.29 o 0.5 

201 35.42 4.69 0.3 o 2004 23.55 5.33 o 0.2 

301 37.3 4.55 1.1 0.5 2101 32.14 5.2 0.1 o 
302 39.6 4.79 o o 2102 30.34 5.26 0.2 o 
401 44.49 4.68 0.1 0.2 2103 32.68 5.3 0.3 o 
402 43.05 4.75 0.1 o 2201 35.48 5.32 0.4 o 
403 41 .76 4.76 0.9 o 2301 40.88 5.16 0.2 o 
501 48.84 -1 0.1 0.1 2302 38.7 5.19 0.1 o 
502 45.39 4.62 0.2 o 2303 37 .62 5.19 0.4 o 
503 48.97 4.72 0.4 o 2304 39.58 5.24 0.1 o 
601 52.71 4.5 0.2 0.3 2305! 36.49 5.26 0.2 o 
602 52.4 4.64 0.6 o 2306 38.08 5.3 0.1 0.1 

701 57.49 4.51 0.51 o 2307 40.36 5.31 0.1 o 
702 55.01 4.56 3.2 0.1 2308 36.9 5.32 o o 
801 61 .98 4.6 0.6 0.1 2401 43.49 5.15 0.1 o 
802 66.84 4.62 0.6 o 2402 42.86 5.16 o o 

1001 21 .52 4.81 0.3 o 2403 44.69 5.2 0.1 o 
1002 25.34 4.87 0.7 o 2404 43.66 5.22 0.2 o 
1003 19.01 5.1 1.3 o 2405 41 .9 5.24 1 o 
1101 32.18 5.08 0.1 0.3 2406 42.94 5.24 0.2 o 
1201 35.61 4.88 0.1 o 2407 44.98 5.29 0.4 0.2 

1202 35.6 5.1 o o 2408 42.85 5.32 o o 
1301 38.89 4.89 0.8 o 2501 47.93 5.16 1.4 0.2 

1302 36.53 4.89 0.1 o 2502 48.43 5.25 0.9 o 
1303 37.05 5 0.1 o 2503 46.3 5.3 0.1 o 
1304 3706 5.1 0.1 0.1 2601 52.11 5.16 0.4 o 
1305 39.4 5.1 0.4 o 2602 53.19 5.16 0.1 o 
1401 43.32 4.95 0.1 o 2603 52.95 5.24 1 0.1 

1402 4409 5.1 0.2 o 2604 50.37 5.33 0.2 o 161 
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1501 46.18 4.99 0.2 o 2701 57 .92 5.19 0.4 o 
1 1601 53.06 4.85 0.1 o 2702 53.42 5.33 0.6 o 

1602 5179 5 0.3 o 2801 62.65 5.16 0.1 o 
1603 49.83 5 0.1 0.2 2802 67.41 5.22 0.6 0.2 
1604 52.01 5.1 0.2 o 2803 62.27 5.23 0.2 0.1 
1701 54.14 4.86 0.1 o 2804 62.28 5.3 0.1 o 
1702 56.87 4.95 0.1 o 2901 73.24 5.18 0.2 0.1 
1703 54.31 5.02 0.1 o 2902 77.48 5.21 1.3 o 
1704 57.49 5.04 0.3 o 2903 73.47 5.22 0.1 o 
2904 78.78 5.31 1.7 0.7 4403 42.12 5.6 o o 
2905 91 .09 5.31 0.1 1 4404 43.94 5.65 0.6 0.4 

3001 20.13 5.5 o o 4501 47.34 5.56 0.2 o 
3002 23.73 5.44 º' 0.1 4502 45.57 5.57 0.1 o 
3003 28.13 5.53 o 0.1 4503 48.81 5.62 o o 

1 3101 32 .21 5.35 0.5 0.3 4504 49.3 5.67 0.2 o 
3102 32.81 5.41 0.3 o 4505 46.72 5.68 1 0.3 

3103 30.43 5.43 0.1 o 4601 ¡ 51 .83 5.55 0.1 o 
3104 31.54 5.48 0.1 o 4602 50.79 5.57 0.3 o 
3201 35.66 5.42 0.1 o 4603 51 .79 5.61 0.2 o 
3202 34.35 5.44 0.2 o 4604 51 .39 5.63 0.7 o 
3203 33.16 5.52 0.9 0.6 4701 54.18 5.54 0.1 o 
3204 35.66 5.53 0.6 o 4702 56.01 5.6 0.3 o 
3301 38.36 5.37 0.2 0.1 4703 5375 5.67 0.3 o 
3302 36.8 5.4 o o 4801 1 58.96 5.59 0.1 o 
3303 37.31 5.46 1.3 o 4802 68.85 5.6 0.5 o 
3401 42.13 5.33 0.1 o 4803 64.58 5.65 0.2 o 
3402 42.74 5.37 0.1 o 4804 59.87 5.66 0.5 o 
3403 41 .3 5.39 0.1 0.1 4805 71 .79 5.69 0.2 0.2 

3404 41.42 5.42 o o 4901 83.96 5.62 o o 
3405 42.66 5.43 0.3 o 4902 79.66 5.62 0.5 0.5 

·-
3406 41.49 5.43 0.1 o 5001 19.68 5.74 0.1 o 
3407 41 .79 5.48 0.1 o 5101 31 .85 5.75 o o 
3501 45.24 5.4 0.3 o 5102 31 .97 5.81 0.1 o 
3502 46.97 5.4 0.1 o 5103 31 .17 5.81 o o 
3503 45.9 5.52 o o 5201 33.39 5.74 0.2 0.2 

3601 49.4 5.33 0.2 0.2 5202 33.92 5.81 0.8 0.6 

3602 52.72 5.43 0.3 o 5203 32.98 5.83 0.6 0.7 

3603 50.16 5.44 1.2 o 5204 36.02 5.83 0.5 o 
3604 52.66 5.52 0.1 o 5301 36.73 5.83 0.4 0.9 

3605 50.25 5.53 0.7 o 5401 41 .54 5.71 0.8 0.3 

3701 56.56 5.33 0.3 0.6 5402 44.46 5.74 0.5 0.5 

3702 54.17 5.4 0.3 o 5403 42.55 5.75 0.3 0.1 

3703 57.03 5.41 0.6 o 5404 44.15 5.77 0.2 o 
3704 57.11 5.48 1 o 5405 41.43 5.8 0.1 0.2 

3901 8902 5.34 0.3 o 5501 45.56 5.72 0.4 0.4 

3902 80.65 5.39 0.2 o 5502 46.02 5.8 0.1 0.1 

3903 89.72 5.41 0.8 o 5503 47.75 5.83 0.1 0.1 
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3904 84.67 5.5 0.2 o 5601 50.96 5.71 0.1 o 
~-

4001 29.13 5.57 0.1 0.4 5602 50.99 5.75 1.1 o 
4002 20.3 5.63 0.3 o 5603 51 .26 5.8 0.4 o 
4003 27.28 5.69 o 0.7 5604 52.69 5.84 0.4 o 
4101 30.03 5.63 o o 5701 55.44 5.72 o o 
4102 31 .78 5.65 0.3 0.2 5702 53.72 5.79 0.9 o 
4103 30.39 5.65 0.1 o 5703 57.97 5.8 0.1 o 
4201 35.5 5.62 0.2 o 5704 55.34 5.82 0.1 o 
4202 33.39 5.66 0.2 0.3 5801 65.05 5.71 0.2 o 
4203 35.62 5.67 0.8 0.3 5802 59.49 5.72 0.8 0.1 

1 4301 37.93 5.54 0.2 o 5803 67 .1 5.73 o 0.1 

4302 40.71 5.58 0.4 0.4 5804 64.12 5.75 o o 
4303 37.46 5.62 0.3 0.1 5805 71 .04 5.8 0.6 o 
4304 40.79 5.64 0.3 0.2 5806 66.52 5.81 0.2 0.2 

4401 42.35 5.55 0.1 o 5807 59.5 5.82 0.8 o 
4402 43.66 5.55 0.5 o 5901 93.39 5.72 0.1 0.4 

6001 27.2 6 1.9 0.9 7301 ¡ 36.53 6.28 0.3 0.3 

6002 26.4 6.08 0.1 o 7302 37.35 6.29 0.2 0.3 

6003 25.33 5.95 o 0.2 7303 36.53 6.36 0.1 o 
6101 31 .04 5.94 0.1 0.1 7401 44.08 6.15 0.6 1 

6102 32.26 5.98 0.2 o 7501 47.33 6.09 0.1 0.2 

6201 35.22 5.89 o 0.2 7502 47.79 6.17 0.3 0.4 

6202 36.31 5.92 o o 7503 48.15 6.22 0.3 0.7 

6203 35.4 5.98 o 0.1 7504 46.09 6.55 0.2 0.7 

6204 33.12 6.05 0.7 1.1 7601 52.16 6.66 o 0.1 

6301 3902 5.85 0.2 0.4 7602 50.82 6.73 0.1 0.3 

6302 36.7 5.99 0.1 o 7701 54.1 6.25 0.5 0.8 

6303 40.07 6.03 0.1 0.2 7702 54.27 6.58 0.2 0.1 

6304 40.11 6.07 0.1 o 7703 56.02 6.72 0.1 0.3 

6401 44.03 5.9 0.3 0.3 7801 61 .25 6.44 0.2 0.9 

6402 44.15 6.01 o 0.2 7802 63.6 6.6 0.1 0.7 

6403 41 .99 6.03 o 0.2 7803 61.2 6.77 0.5 0.7 

6501 46.41 5.88 o o 7901 89.46 6.39 o 0.1 

6502 45.69 5.94 0.8 0.6 7902 90.77 6.51 o 0.1 

6503 48.22 5.96 0.1 o 7903 90.77 6.28 o 0.1 

6504 47.13 6.02 0.1 o 7904 81.41 6.28 o 0.1 

6505 48.23 6.02 0.1 o 7905 80.24 6.41 o 0.21 

6601 51 .37 5.85 0.6 o 7906 88.81 6.5 o 0.1 

6602 49.8 5.85 0.2 o 7907 90.77 6.25 o o 
6603 51 01 5.89 0.2 o 7908 73.01 6.3 o 0.2 

6604 49.72 5.89 0.2 0.3 8001 28.82 7.07 0.1 0.1 

6605 52.51 5.89 0.1 0.1 8002 20.56 7.43 o o 
6606 49.6 6.06 0.1 o 8003 21 .1 8 0.4 o 
6701 57.43 5.84 0.1 0.1 8004 20.97 -1 0.4 o 
6702 57 .39 5.92 0.5 o 8101 31 .25 -1 0.1 o 
6703 54.98 5.95 0.2 0.3 8102 30.45 -1 0.5 0.4 

6704 54.88 6.02 0.3 0.4 8103 31.31 -1 0.3 o 
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6801 63.18 5.9 0.3 0.5 8201 33.98 6.87 1.3 1.3 
6802 58.89 5.93 0.4 0.7 8202 35.2 7.04 0.6 0.6 

6803 60.58 6.02 0.4 0.3 8203 34 .1 7.11 o o 
6804 58.97 6.07 0.3 0.4 8204 35.49 7.39 0.2 0.8 
7001 23.3 6.2 0.1 0.3 8301 38.69 7.97 0.3 o 
7002 27.19 6.57 0.1 0.4 8302 , 39.3 7.99 0.1 0.2 
7003 27.1 6.79 0.6 1.2 8303 39.31 -1 1 0.4 
7004 24.95 6.7 o 0.1 8304. 38.53 7.66 o 0.5 
7005 25.08 6.36 o 0.2 8401 44.15 6.8 0.1 0.4 
7006 25.2 6.19 o 0.1 8501 47 .29 6.81 0.1 0.3 
7101 32.03 6.15 0.2 0.4 8502 45.55 6.97 0.1 0.3 
7102 29.99 6.28 0.3 0.7 8503 47.04 7.11 0.1 o 
7103 31 .84 6.33 0.1 0.1 8504 47 .11 7.56 0.3 0.9 
7104 31 .11 6.34 0.2 0.1 8505 47.02 7.89 0.1 0.2 
7105 30.02 6.38 o 0.3 85061 47 .17 -1 0.2 o 
7106 29.79 6.6 0.5 0.6 8601 52.12 6.84 0.6 0.5 
7107 31 .2 6.75 0.1 0.2, 8602 49.71 6.93 0.1 0.1 

7201 33.5 6.1 0.3 o 8603 50.21 7.37 0.2 0.8 

7202 33.07 6.21 o 0.1 8701 54.6 6.87 0.1 o 
7203 34.26 6.21 0.1 0.2 8702 54.49 7.12 0.1 0.4 

7204 33.05 6.67 0.1 0.8 8703 53.4 776 0.6 1.9 

7205 33.75 6.7 0.3 o 8704 57 .85 7.87 0.1 0.1 
7206 36.2 6.72 0.3 0.6 8705 53.52 7.91 0.2 0.2 
8706 53.32 -1 0.1 o 
8801 58.86 -1 0.7 1.6 

8802 59 -1 0.7 o 
8803 65.01 6.99 o 0.2 
8804 62.94 7.12 o 0.1 

8805 68.89 7.14 o 0.2 
9001 25.75 -1 0.3 0.4 

9101 32.38 -1 o ·-a 
9102 32.18 -1 0.1 o 
9103 29.69 -1 0.1 o 
9201 34.78 -1 0.1 o 
9301 40.55 -1 0.1 o 
9302 37 .26 -1 0.1 o 
9303 40.42 -1 0.2 0.7 

9501 47.69 -1 0.6 0.5 

9502 48.06 -1 0.8 1.2 

9701 57.7 -1 0.1 o 
9702 55.57· -1 0.1 o 
9703 57.48 -1 0.2 o 

1 
9801 60.84 -1 0.4 o 

1 9802 60.9 -1 0.5 o 
9803 58.72 -1 0.9 0.4 
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ANEXO 13. PROTEfNAS DE LA CEPA VER-6, UNIÓN DE LAS GELES DE VER-

6 CON AMBOS METODOS DE LISIS. 

SSP Mr pi tioureaver ureaver SSP Mr pi tioureaver ureaver 
1 10.581 -1 16245.6 261 1402 23.52 1.941 13674.4 1929.3 
2 10.22 -1 25233.7 261 1403 22.24 2.7 5544.7 261 
3 9.26 -1 7357.7 261 1501 26.9 131 31618 261 
4 10.39 1.1 6584.2 261 1502 29.68 1.35 1937.5 261 

101 11.49 -1 25027 261 1503 30.62 1.94 7791 .7 261 
102 12.55 -1 8750 261 1601 35.87 1.39 7352.2 261 
103 11 .67 -1 4006.7 261 1602 34.54 1.62 20801 .7 43779.8 
104 10.9 -1 2247.2 261 1603 40.13 2.18 13496.9 2470.9 
105 10.92 -1 14768.1 261 1604 36.14 2.34 5163.9 261 
106 12.25 -1 5363.1 261 1701 51 .14 1.2 11560.9 261 
107 12.74 0.6 83794.3 261 1702 43.56 1.31 22998.1 261 
108 16.1 1 0.6 4294.8 23076 1703 50.32 2.13 15683.9 261 
109 15.49 1.07 9185.9 261 1704 47 .88 2.41 14453.4 261 
201 16.37 -1 11284.2 261 1705 50.53 2.75 20961 .5 29350.7 
202 18.34 -1 8802.8 261 1801 57.47 1.44 5164.9 12201 .8 

203 18.82 0.73 5318.2 261 1802 64.09 1.49 19115.5 261 
204 17.03 0.82 23901.6 261 1803 56.22 2.03 22160.7 261 
301 19.23 -1 57695.9 261 1804 67.01 2.08 9877.4 261 
302 20.75 -1 5071.8 11992.1 1805 67.15 2.6 29323.6 261 
303 20.4 -1 10037.4 261 1806 57.54 2.69 35867.6 261 
304 20.35 0.61 22646.3 261 1901 70.69 1.29 32227.5 261 
401 22.2 -1 65455.6 10965.8 1902 69.92 2.01 1897 261 
402 25.54 -1 5833.9 261 1903 75.69 2.65 24743.3 5179.1 

501 28.5 0.65 48343.7 261 1904 90.38 2.71 22785 26802.7 

601 42.32 -1 5973.1 261 2001 9.13 3.14 5441 .9 261 

602 39.2 0.86 21191 .9 29838.8 2002 10.23 3.24 39744.9 261 
603 34.9 0.95 6997.2 261 2003 9.24 4 26005.7 261 

701 51 .67 -1 17389.6 261 2101 13.9 2.97 4588.8 261 
702 49.15 -1 25517.1 261 2102 11 .091 3.04 6052.5 261 

801 53.78 -1 29400.6 4078.8 2103 14.2 3.62 13522.7 261 
802 62.93 -1 58962.4 261 2104 10.95 4.1 13289.9 261 

803 62.62 -1 47035.7 2898.9 2201 17.97 3.68 16203.9 261 

804 55.49 0.61 2922 261 2202 16.26 3.84 4043.3 261 

805 54.83 108 2537.3 261 2301 20.37 3.48 25670.2 261 
1001 9.21 1.42 23156 261 2401 26.07 3.22 5963.3 49529.4 

1002 9.61 2.5 4687 261 2402 23.96 3.82 8882 261 
1003 8.9 2.64 6472.6 261 2403 22.16 4.06 7375.3 261 

1004 10.45 2.64 19712.8 261 2404 24.82 4.35 4147.8 4733.7 

1101 11.28 1.45 65969.5 261 2501 28.86 3.28 7217.3 261 

1102 15.15 1.63 15662.7 261 2502 31.43 3.84 11979.8 261 

1103 14.17 1.72 62348.8 261 2503 27 .09 3.99 5972.2 261 

1104 15.13 2.34 49704.1 261 2504 29.1 4.31 20659.6 18809.5 
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1105 12.02 2.48 2662.6 261 2505 31.76 4.4 1662.6 261 
1106 13 2.71 717 4.2 261 2601 40.06 2.95 2863 8331 .3 
1201 17.95 1.46 14378.3 261 2602 36.36 3.35 7883.6 261 

1202 18.59 1.89 47229.2 261 2603 34.95 3.62 8094.2 13459 
1203 17.58 2.2 945.7 261 2604 42.32 3.92 66826.3 261 

1204 17.67 2.83 7797.5 261 2605 37.17 4.33 6862.4 261 
1301 20.88 1.81 10123.3 2450.4 2606 35 4.42 33292.5 261 

1302 20.62 2.72 3859.6 261 2701 44.48 3.34 15514.2 261 

1303 19.04 2.76 8361 261 2702 49.94 3.48 41988.8 261 

1401 25.9 1.63 2805.3 261 2703 53.1 4 2968.3 261 

2704 49.38 4.13 8126.2 29996.7 4401 23.6 5.52 33014.9 261 

2705 52.17 4.46 2071 .3 251 4402 24.48 5.59 7286.2 261 
2801 57 .21 3.27 23566.1 18516.3 4403 21 .94 5.6 48436.9 261 

2802 69.2 3.4 19555 261 4404 24.32 5.62 18247.2 261 

2803 57.75 3.84 7770.2 261 4405 22 .12 5.64 4020.4 261 
2804 63.62 3.89 19992.9 32897.2 4406 22.88 5.66 9046.4 4998.1 

2805 58.66 4.51 2076.4 261 4501 33.22 5.52 10463.7 261 

2901 75.43 3.14 6724.6 261 4502 27 .17 5.54 22808.9 261 

2902 90.74 3.35 7036.3 261 4503 33.7 5.56 13518.3 261 

2903 8106 4.13 70232.6 261 4504 28.85 5.56 6546 51216.5 

3001 10.19 5.39 11889.7 261 4505 31 .94 5.56 8189.4 261 

3101 14.95 4.95 4989.8 261 4506 33.91 5.62 22197 .3 261 

3102 10.88 5.39 53732.3 261 4507 27 .7 5.64 7748.1 261 

3103 12.54 5.48 42548.3 261 4508 31 .01 5.64 30943.8 261 

3104 15.31 5.48 5100.3 261 4601 41 .9 5.59 40225.5 261 

3201 16.37 5.09 39317 .7 261 4602 37.05 5.6 2506.5 261 

3202 17.54 5.46 3.531 .6 261 4603 38.99 5.63 18458.9 261 
f---· 

3203 18.28 5.47 6626.1 261 4604 37.29¡ 5.64 10950.6 261 

3301 21 .17 4.68 17225 12881 .6 

3302 20.08 4.91 24037.8 261 

4701 53 05J 5.53 31998.4 37824.8 

4702 
1 . 

78385.6 261 44 .23 · 5.53 

3303 21 .73 5.48 15004.7 261 4703 43.38 5.63 46475.1 261 

3304 20.85 5.49 5819.3 261 4704 48.361 5.64 2315.9 261 
3401 24.43 5.35 3224.2 261 4801 58.84 5.59 8357.8 261 

3402 22.42 5.41 9655.3 261 4802 62.88 5.65 12796.7 261 

3501 28.68 4.92 13090.3 261 4901 85.43 5.59 3741 .1 261 

3502 26.97 4.93 16938.7 261 5001 9.18 5.78 19690.6 261 

3503 30.66 5.47 13024.9 261 5101 14.73 5.69 10409.6 261 

3504 27.37 5.48 22642.2 261 5201 16.87 5.71 13462.2 261 

3505 32.41 5.49 15472.4 6547.9 5202 18.45 5.75 3772.2 261 

3601 37 .7 5.1 20045.9 261 5203 16.87 5.8 20330.1 261 

3602 34.36 5.19 19623 261 5301 ¡ 19.45 5.67 16766.6 261 

3701 49.57 4.94 15305.2 261 5302 20.81 5.69 13153.4 261 

3702 49.71 5.34 12406.4 261 5303 20.56. 5.79 9057 .2 261 

3703 44.34 5.47 28267 261 5401 22.56 5.71 17215.4 8706.2 

3801 53.69 5.47 10143.5 261 - 5402 
1 25.26 5.71 29970.8 7251 .3 

3901 81 .55 4.75 16454.9 261 5403 25.34 5.75 27086.1 261 

3902 92.27 4.94 2303.8 261 5404 22 .32 5.75 20585.5 261 
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3903 78.9 4.98 13275.9 4560.1 5501 27.04 5.68 10149.2 261 

3904 82 5.46 21203.4 261 5502 31 .15 5.7 3078.1 261 

3905 92.6 5.46 15299 261 5503 31.28 5.74 10638 261 

3906 90.49 5.48 16520.6 20055.7 5504 28.27 5.74 3732 .9 4046.7 
4001 9.85 5.54 11659.9 261 5505 32.28 5.77 5445.4 7753.7 
4002 10 5.59 55205.1 261 1 5601 41 .37 5.69 7238.2 261 
4101 14.9 5.53 15447.9 261 5602 35.01 5.7 5867.7 261 

4102 11 .32 5.59 7303.1 261 5603 38.51 5.73 59004.6 261 

4103 11 .05 5.65 6440.7 261 5604 43.15 5.77 40549.7 261 
1 4201 16.71 5.52 12078.5 261 5605 34.87 5.78 28977.7 261 

4202 17.75 5.61 8997 261 5701 51 .35 5.67 14485.1 3251 .2 

4203 16.85 5.61 24491.2 261 5702 44.47 5.69 29670.6 261 
4204 16.67 5.63 8384.1 261 5703 46.97 5.73 26359 261 

4205 18.28 5.64 18980.4 261 5704 52.3 5.75 6283.8 261 

4301 20.05 5.52 11057.2 261 5705 44.81 ' 5.76 21934.1 15980 
4302 20.03 5.55 21564.7 261 5801 56.82 5.66 15530.9 261 
4303 19.93 5.64 31310.7 261 5802 67.58 5.67 14141.4 261 

5803 62.87 5.71 6521 .7 21894.6 7202 17.07 6.07 4523.6 261 

5804 56.46 5.71 33634 261 7203 17.08 6.16 6820.8 261 

5805 69.51 5.74 2832.6 6969 7204 17.56 6.26 24781 261 

5806 55.65 5.TT 45316.3 261 7205 16.98 6.39 18070.5 261 

5807 62.62 5.79 2408 261 7301 19.44 605 14388 261 

5901 79.1 5.69 15836.6 261 7302 20.74 6.13 6809.4 261 

6001 9.7 5.85 10747.3 261 7303 21 .76 6.18 4108 261 
6002 10.46 5.97 20815.1 261 7304 19.21 6.21 68068.4 261 

6003 6.86 5.98 9923.1 261 7305 20.87 6.32 11092.7 261 
6004 10.53 6 10728.5 261 7306 19.47 6.34 5639.7 261 

6101 16.14 5.83 2694.1 261 73071 20.19 6.35 7183.6 ·251 
6102 16 09 5.97 38226.1 6101 .3 7308 21.74 6.43 13882.4 261 

6201 17.4 5.84 13904.9 261 7401 23.68 6.04 4949.5 261 

6202 18.92 5.86 6367.3 261 7402 26.61 609 3350.2 261 

6203 16.83 5.97 59761 .3 261 7403 24.34 609 2570.2 261 

6204 17.72 6 11728.5 261 7404 22.11 6.12 8578.7 261 

6301 19.08 5.81 4799 261 7405 23.1 6.22 3695.4 7667.3 

6302 20.49 5.94 12209.6 261 7406 22.01 6.26 2046.8 261 

6303 19.6 5.97 9192.6 261 7407 25.97 6.27 15168.8 6550.4 

6304 21 .26 5.98 25236.6 261 7501 29.9 6.07 2473.9 261 

6401 22.64 5.82 18198.4 261 7601 42.33 6.05 3943.7 261 

6402 2506 5.84 26232.9 261 7602 37.65 6.07 3426.4 261 

6403 21.87 5.85 52801.2 261 7603 34.59 6.14 21092 3663.7 

6404 24.45 5.87 6425.1 261 7604 39.84 6.15 12937.5 261 

6405 25.55 5.97 5890.5 13167.2 7605 40.98 6.22 13466.7 261 

6406 22 6 71523.6 90108.4 7701 49.35 6.22 14757.5 261 

6501 28.39 5.83 10217.9 12148.2 7702 45.5 6.4 5295.7 261 

6502 30.22 5.87 4688.4 261 7801 58.92 6.4 7866.9 261 

6503 32.16 6.01 2403.2 261 7901 92.55 6.36 3242.2 261 

6601 37 .51 5.8 3403.9 261 8001 8.57 6.62 3628.5 261 

167 



AnexosJ68 

6602 34.74 5.87 4265.6 8406 8002 10.72 -1 10984.6 261 

6603 42 .54 5.88 2649 261 8101 12.73 6.62 3128.8 261 

6604 37 .04 5.9 20791 .6 261 8201 17.15 6.49 11444.2 261 

6701 46.96 5.81 42216.5 261 8202 17 6.7 37172.6 261 

6702 44.99 5.83 57483.6 261 8203 17.94 -1 3217.7 261 

6703 49.72 6 7227 2079.3 8204 18.28 -1 19175.8 261 

6801 68.95 5.82 25171 .5 261 8205 18.98 -1 4152.4 261 

6M'.l 55.46 5.84 15743.3 261 8206 16.97 -1 4995.8 261 
6803 55.23 5.88 47630.7 261 8301 19.14 6.52 23106.4 261 
6804 57.52 5.99 14753.5 7997.1 8302 21 .08 6.53 1459.7 261 
6805 53.68 6.02 3066.9 261 8303 20.37 6.67 49059 261 
7001 9.44 6.03 48169.1 261 8304 20.15 -1 4258.3 261 
7002 8.86 6.23 18999.1 261 8305 20.87 -1 7798.3 261 
7003 9.21 6.3 3725.7 261 8306 21 .2 -1 4300.7 261 
7004 8.57 6.34 10891 261 8401 22 .27 6.48 3834.9 261 
7005 10.12 6.45 4205.6 261 8402 21 .95 6.59 10196.2 261 
7101 13.49 6.04 4796.3 261 8403 24.65 ' 6.7 4918 261 
7102 12.32 6.07 7554.2 261 8404 22.64 -1 43797.5 261 
7103 13.25 6.18 3919.4 261 8405 24.31 -1 53207.9 7804.6 
7104 11.42 6.2 24772.2 261 8406 23.05 -1 7781 .9 261 
7105 11 .59 6.28 10724.9 261 8407 26.19 -1 2064.7 261 
7106 14.37 6.34 6280.4 261 8408 24.49 -1 23541 .5 261 
7107 12.47 6.47 6805.5 261 8409 22.83 -1 3088.7 261 
7201 16.52 6.05 19214.9 261 8601 37.79 6.49 2162 261 
8602 34.59 6.69 5923.2 261 
8603 39.68 -1 7507.4 261 
8604 39.03 -1 5559 261 
8701 49.73 6.48 5699.3 261 
8702 47 .97 6.54 2942.4 261 
8703 52.04 6.65 6219.2 9415.9 
8704 44.6 6.66 5229.6 261 
8705 50.69 -1 6294.5 10981 .3 
8706 43.54 -1 2099.3 261 
8707 50.4 -1 4730.9 261 
8708 48.79 -1 13769.1 261 
8801 63.6 6.54 3878.5 261 
8802 59.95 6.66 1818.9 261 
9001 10.66 -1 84821.2 261 
9002 10.66 -1 30330 261 
9003 10.78 -1 24704.4 261 
9004 8.9 -1 32653.9 261 
9101 10.94 -1 16961 .8 261 
9102 15.6 -1 9854 261 
9201 17.88 -1 22330.6 261 
9202 17.84 -1 4820.1 261 

9301 20.41 -1 21516.6 261 
9302 19.72 -1 7349.7 261 
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9303 20.95 -1 7668.6 261 --
9304 19.38 -1 5893.3 261 

9401 24.44 -1 5675 261 

9501 27 .99 -1 3872.5 261 

9502 28.5 -1 7656.9 261 

9503 27 .04 -1 6611 261 

9601 39.79 -1 22007.8 261 

9602 39.15 -1 36689.6 261 

9701 49.08 -1 7219.1 261 

9702 47.97 c1 5596.2 261 

9801 57.29 -1 4940.7 261 

9802 57.31 -1 3057.4 261 

9803 57.56 -1 34506.3 261 

9901 99.98 -1 1835.2 261 
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ANEXO 14. PROTEÍNAS DE LA CEPA VER-6 CON AMORnGUADOR DE LISIS 

DE UREA8M. 

SSP Mr pi ver24 ver10 ver15 ver04 SSP Mr pi ver24 ver10 ver15 ver04 
0103 0103 1102 0403 0103 0103 1102 0403 

1 8.41 -1 0.2 o o o 1502 33.1 -1 0.6 o o o 
101 16.3 -1 0.1 o o o 1601 36.5 -1 1 2.7 1.7 o 
201 17.4 -1 0.2 0.2 o 0.3 1602 37 .7 -1 0.2 o o o 
202 18.7 -1 o o o o 1603 37 -1 0.2 0.2 0.4 o 
301 20 -1 0.1 0.2 o o 1604 37.8 -1 0.2 o o 0.1 
401 24.4 -1 0.3 o o o 1701 40.6 -1 O. 1 o o o 
402 286 -1 1.5 o o o 1801 45.6 -1 0.3 o o o 
403 25.2 -1 0. 3 0.3 o 0.2 1802 47 .3 -1 0.4 0.4 o o 
404 24 -1 0.4 o 0.3 o 1803 50 ·1 0.3 0.4 0.6 o 
405 30.4 -1 O. 1 o o o 1804 47.7 -1 0.1 o o o 

!----- ··-· -~~ --- -· - ------- 1- ·· •.. 

501 32.4 -1 0.1 o 0.3 o 1805 50.5 -1 0.1 o O. 1 0.5 

502 35.3 -1 o o o o 1806 46.1 -1 o o o o 
601 37.3 -1 0.4 0.6 2.1 o 1807 52.5 -1 0.7 o o o 
602 35.8 -1 O. 1 o o o 1901 67 .5 -1 o o o o 
603 36.8 -1 0.4 o o o 1902 56.5 -1 O. 1 o o o 
604 37.7 -1 0.5 o o o 1903 62.3 -1 0.3 o o o 
605 36.4 -1 0.2 1.8 0.6 o 1904 67.6 -1 o o o o 
701 39.8 -1 o o o o 2001 122 -1 0.3 0.6 1.5 o 
702 40.5 -1 0.1 o o o 2002 8.46 5.32 0.5 o o o 
703 40.8 -1 0.1 o 0.2 o 2003 8.81 5.35 0.2 o o o 
801 46.7 -1 0.5 o 0.9 o 2004 8.4 5.43 0.1 o o o 
802 45.9 -1 0.1 o o o 2101 16. 1 -1 0.3 0.6 0.2 o 
803 47.6 -1 0.2 o o o 2102 13.9 5.33 0.2 o o o 
804 49.3 -1 0.3 o o o 2201 18.3 5.3 0.7 1.3 0.5 0.2 

805 45.3 -1 0.4 o o o 2202 17.7 5.39 0.6 0.8 0.1 o 
806 49.8 -1 0.3 0.3 o o 2203 16.8 5.42 0.4 0.9 0.6 o 
901 56.2 -1 0.1 o o o 2301 22 .1 -1 0.4 O. 1 0.6 o 

1001 8.36 -1 0. 1 o o o 2302 20.9 -1 0.1 o o o 
1101 13. 1 -1 0.2 0.3 0.5 o 2303 23.7 -1 0.1 o 0.3 o 
1102 15.8 -1 0.7 0.9 0.4 o 2304 19.7 5.31 0.1 O. 1 o o 
1103 13.9 -1 0.11 0.2 0.7 o 2305 22 .5 5.35 0.1 o o o 
1104 13.3 -1 0.1 o o o 2306 19.8 5.41 0.2 o 0.5 o 
1201 17.4 -1 0.3 o o o 2307 21 .2 5.45 0.3 0.1 0.3 0.3 

1202 19.4 -1 0.5 1.3 0.3 o 2401 28.2 -1 1.6 0.6 2 o 
1203 17.5 -1 0.7 1.3 0.5 o 2402 30.3 5.34 0.1 o 0.2 0.3 

1301 20.9 -1 0.2 o o o 2403 25.2 5.35 0.3 o o 0.3 

1302 23 -1 0.3 o o o 2404 26.7 5.4 0.6 o o o 
1303 22.2 -1 0. 3 o o o 2501 34.7 -1 0.1 o o o 
1304 23.4 -1 0.7 1.5 0.3 0.2 2502 31 .6 -1 o o o o 
1305 19.9 -1 0.2 0.6 1 o 2503 34.3 5.32 0.5 0.4 0.5 o 
1306 23.4 -1 0.2 o 0.7 o 2504 32 .7 5.42 o. 1 o o '2, 
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1401 27 .7 -1 0.4 o o o 2601 37.2 -1 0.5 o o o 
1402 23.9 -1 0.2 o o o 2602 37 .9 5.32 0.2 o o o 
1403 29.8 -1 0.2 0.2 o o 2701 39.7 5.35 0.1 o o o 
1404 27 .5 -1 0.1 o o o 2801 50.4 -1 0.1 o o o 
1405 30.7 -1 0.2 0.1 0.2 0.1 2802 52.3 -1 0.6 o 1.8 o 
1406 26 -1 0.1 o 0.5 o 2803 53.7 -1 0.2 0.7 o o 
1407 24.7 -1 0.1 o 0.2 o 2804 52.2 -1 0.7 o o 0.2 

1408 28.4 -1 0.2 o o o 2805 53.6 5.35 0.3 0.2. o o 
1409 30.8 -1 0.9 0.5 0.9 o 2901 59.1 -1 0.1 o o 0.1 
1410 28.4 -1 0.6 0.2 1 o 2902 57.8 5.3 0.1 o o o 
1501 32.9 -1 0.2 0.3 0.3 o 2903 59 5.33 0.1 o o o 
2904 57 .8 5.4 0.3 o o o 4204 18.4 5.76 0.2 o o o 
3001 12.6 5.48 o o o o 4301 20 5.62 1.2 o o o 
3002 8.7 5.51 0.1 o 0.1 o 4302 22.3 5.67 0.3 o o o 
3003 10.9 5.52 0.1 o o 0.5 4303 20.7 5.72 1.3 11 0.9 o 
3004 8.46 5.56 0.2 o o o 4401 26.3 5.69 0.2 o 0.2 o 
3101 16.1 5.45 0.1 o o o 4402 27.6 5.78 0.2 o o 0.8 

3102 13.6 5.46 0.1 0.7 0.3 o 4501 34.3 5.66 0.2 o 0.4 o 
3103 14.8 5.5 o o o o 4502 31 .7, 5.68 0.1 o 0.7 o 
3104 16.5 5.61 0.6 o o o 4503 34.3 5.69 0.3 0.7 0.7 o 
3201 19.2 5.46 0.1 o o o 4504 32 5.73 0.6 0.1 11 1 

3202 17.9 5.48 0.1 0.1 0.5 0.1 4505 34.4 5.75 0.1 o o o 
3203 18.2 5.56 0.7 1.2 0.7 o 4506 33.5 5.8 0.1 o o o - -
3204 18.5 5.59 0.4 0.8 o o 4601 36.8 5.63 0.1 o o 0.3 

3205 17.1 5.61 0.3 o 0.2 0.3 4602 36 5.65 0.3 o o o 
3301 20.5 5.5 o o o o 4603 38.9 5.68 0.2 o o 0.1 

3302 22.6 5.51 0.8 0.1 0.8 0.2 4604 37 5.69 0.3 0.4 1.1 o 
3303 21 .6 5.54 0.3 o 0.4 o 1 4605 37 5.76 0.2 o 0.4 o 
3304 22.6 5.59 0.2 o o 0.3 4701 41 .3 5.68 0.1 o o o 
3401 25.2 5.5 0.1 o o o 4702 39.7 5.69 0.5 o o o 
3402 29.3 5.53 0.1 o o o 4703 41 5.73 0.3 o o o 
3403 26.8 5.54 0.1 o o o 4704 39.9 5.76, 0.4 o 0.2 o 
3404 29.4 5.59 0.7 o 0.3 0.3 4705 39.7 5.78 0.2 o o 0.2 

3405 26.5 5.61 0.2 o 0.1 o 4801 44.1 5.66 0.1 o o o 
3501 34 5.47 0.7 0.5 1.4 o 4802 46.8 5.74 0.1 o o o 
3502 34.8 5.5 0.2 o o o 4803 46.6 5.8 0.1 o o 0.1 

3503 34 5.57 1 1.2 3.4 o 4901 55.5 5.67 o o o o 
3504 32.2 5.61 0.6 0.5 1.1 o 4902 60.4 5.79 0.1 o o o 
3601 36.3 5.46 0.3 o o 1.3 5001 8.4 5.82 0.2 o o o 
3602 36.3 5.55 0.4 o o o 5002 12.9 5.88 0.6 1.4 2.4 1.6 

3603 37.5 5.56 o o o o 1 5003 13 5.99 0.1 0.2 o 0.1 

3604 39.4 5.56 0.1 o o o 5101 15.7 5.83 0.2 o o o 
·- - - - -o 3605 37.2 5.6 0.1 o o o 5201 18.6 5.81 0.9 0.6 o 

3606 38.6 5.61 0.1 o o o 5202 17.1 5.84 0.1 o o o 
3701 39.8 5.47 0.9 0.2 0.2 0.4 5203 17.1 5.88 0.2 1.6 0.5 0.2 

3702 43.7 5.56 o o o o 5204 18.4 5.88 0.4 o o o 
3801 48.3 5.45 0.1 o o o 5205 19.2 5.89 0.3 o o o 
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3802 53.9 5.47 0.3 o o o 5206 18.4 5.95 0.9 0.4 0.3 0.8 

3803 52.7 5.47 0.6 0.2 0.1 1.2 5301 21 .2 5.81 0.2 0.1 o 0.1 

3804 47 .3 5.57 0.1 o o o 5302 20.7 5.88 0.2 0.3 0.6 0.4 

3805 52.3 5.58 0.6 o o 0.4 5303 19.7 6 0.1 0.2 0.3 0.4 

3806 45.4 5.6 0.1 o o o 5304 20.5 6 0.1 o o 0.3 

3807 44.1 5.61 0.1 o o o 5401 31 .2 5.85 0.6 0.2 1 1 
3901 58 5.5 0.4 o o o 5501 33.6 5.86 o o o o 
3902 55.3 5.5 o o o o 5502 33 5.88 0.1 o o o 
3903 55.4 5.57 0.1 o o o 5503 34.9 5.91 0.3 o o o 
4001 8.57 5.64 o o o o 5504 34.5 5.93 0.4 o o 0.7 

4002 8.38 5.7 0.1 o o o 5505 35.5 5.95 0.2 o o o 
4003 12.8 5.75 0.3 0.3 0.5 0.2 5601 36.1 5.84 2.2 o 1.9 o 
4004 8.34 5.75 o o o o 5602 38.4 5.88 0.2 o o 0.1 

4101 14.8 5.63 0.3 0.3 0.5 0.1 5603 39.3 5.99 1.5 0.1 0.2 o 
4102 15.3 5.7 0.1 o o o 5701 41 .1 5.81 0.3 o o o 
4201 19.1 5.69 0.3 o o o 5702 40.8 5.87 0.3 o o o 
4202 17 5.69 0.1 o o o 5703 40.3 5.89 0.5 o o 0.8 

4203 18.4 5.71 0.4 1 0.7 o 5704 40 5.95 0.4 o o o 
5705 40.8 5.97 0.7 o o o 7108 16.2 -1 0.3 o o C.1 

5706 40.7 6.04 0.3 o o 0.4 7201 17.1 6.77 0.1 0.2 0.6 o 
5801 45.2 5.83 0.1 o o o 7301 22.6 6.52 0.2 0.5 o 0.6 

5802 51.7 5.85 0.4 o o o 7302 20.1 6.59 0.1 o o o 
5803 48.9 5.85 0.2 o 01 o 7303 20.1 6.69 0.6 0.3 0.1 0.3 

6001 8.45 6.07 0.7 o o o 7304 22 6.69 0.2 0.4 0.5 0.5 
6002 8.68 6.08 0.2 o 0.1 o 7305 20.2 6.77 0.3 o o o 
6003 13 6.13 0.1 0.4 0.4 o 7306 22 -1 0.3 0.2 o 0.3 

6004 8.8 6.39 0.1 o o o 7501 32.8 6.61 0.4 0.4 o 0.4 

6005 12.5 6.44 0.1 0.2 o o 7502 32.2 6.73 0.5 0.6 o 1 

6006 8.44 6.48 0.2 o 0.2 o 7503 33.7 -1 0.3 0.2 o 0.4 
6101 13.3 6.06 1.4 2.5 1.2 0.1 7601 39 6.52 0.2 o o 0.2 

6102 14.2 6.08 0.1 o o 0.4 7602 38 6.66 0.2 0.7 0.5 o 
6103 15.9 609 0.1 o o 0.2 7603 36.1 6.71 0.2 o o o 
6104 13.7 6.15 0.2 0.4 o 0.4 7604 38.9 6.77 o o o o 
6105 15.6 6.16 0.1 0.8 0.6 0.5 7605 36.4 -1 0.1 0.1 o 0.1 

6106 16.3 6.3 0.1 o o o 7701 40.1 6.62 0.1 o o o 
6107 14.9 6.41 o 0.2 o o 7702 40.6 6.72 0.3 0.6 0.6 0.8 
6108 13.8 6.48 0.1 o o o 7703 42.1 6.72 0.1 0.1 o o 
6201 18.6 6.09 1.8 3.5 0.6 o 7801 46.3 6.62 0.1 o o o 
6202 19.2 6.15 o o o o 7802 44.4 6.73 0.2 0.1 o 0.1 

6203 17.5 6.17 0.1 0.5 o o 7803 46.1 6.77 0.1 o o o 
6204 18.9 6.26 0.1 0.2 o o 8001 8.45 -1 0.2 0.8 o o 
6205 17.8 6.37 0.2 1.2 0.2 0.3 8101 14.6 -1 0.1 o 0.1 o 

>--· - -
6206 17.1 6.38 0.2 o 0.4 o 8102 13.3 -1 0.3 o o 0.5 

6301 20.5 6.11 0.1 0.1 o 0.2 8103 15 -1 0.2 0.3 o o 
6302 20.1 6.24 0.1 o o o 8104 15.9 -1 0.1 o o o 
6303 20 6.32 0.4 0.4 0.4 1.3 8105 14 -1 0.1 o o o 
6401 30.2 607 0.1 o o o 8106 16.1 -1 0.1 0.4 0 . .5 0.4 
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6402 30.7 608 0.1 o o 04 8201 17.5 -1 0.2 o o o 
6403 30.1 6.14 01 o o o 8202 18.1 -1 0.1 0.1 o - o 
6404 30 6.2 04 0.9 0.1 0.8 8203 18.8 -1 0.2 0.5 o 0.2 
6405 24 6.31 o o o 0.1 8204 19.5 -1 0.1 o o o 
6501 33.7 6.08 0.1 0.1 o 0.2 8205 16.8 -1 0.1 o o o 
6502 33 6.11 0.1 o o 0.2 8301 20 -1 0.8 1.2 1.7 1 
6503 33.8 6.26 0.4 0.4 o 0.8 8302 214 -1 0.1 o o o 
6504 33.5 6.39 0.1 0.1 o 0.3 8303 23.1 -1 0.1 0.9 o 0.3 
6601 38.7 6.16 0.5 0.6 o 0.8 8304 19.8 -1 0.1 o o o 
6701 43.1 6.06 0.2 0.1 o 04 8305 214 -1 0.5 0.7 0.4 o 
6702 41 .9 6.11 0.1 o o 0.1 8306 21.3 -1 0.2 o o 0.2 

6703 43.6 6.15 0.2 o o 0.3 8401 25.6 -1 0.1 0.2 o 0.3 
6704 42.6 6.19 0.2 0.1 o 0.3 8501 32.4 -1 o o o o 
6801 44 6.48 0.1 o o 0.1 8502 32.4 -1 0.2 o o 0.2 
6901 59.5 641 0.1 o o o 8503 33.8 -1 0.3 o o 0.3 
7001 9.29 6.55 o o o o 8504 33.7 -1 1 0.6 0.2 0.9 
7002 8.55 6.75 0.1 0.2 o o 8601 38.6 -1 ¡ 0.1 o o o 
7003 13 6.8 0.6 3.5 1.5 0.8 8602 36.2 -1 0.3 o o o 
7101 16.5 6.52 0.2 04 o o 8603 38.8 -1 0.1 o o o 

36.2 
~· 

7102 134 6.54 0.2 0.3 o 0.8 8604 -1 0.7 0.1 o 0.1 

7103 15.9 6.6 0.3 1.3 0.2 0.5 8605 38.7 -1 0.2 o o o 
7104 14.2 6.65 o 0.2 o o 8606 38.7 -1 0.6 o o 0.2 

7105 15.9 6.67 0.4 o o o 8607 384 -1 0.1 o o o 
7106 13.3 6.7 0.3 o o o 8701 39.6 -1 0.1 0.4 o 0.2 
7107 13.5 6.79 0.7 o o o 8702 41 -1 o o o o 
8703 42.2 -1 0.2 o o 0.2 
8704 40.9 -1 0.2 o 0.6 0.2 

8705 42.1 -1 0.3 0.1 0.4 0.2 

8706 42.5 -1 0.5 o 0.5 0.9 

8707 41 .3 -1 0.1 o o o 
8708 42.4 -1 0.2 o o o 
9001 13 -1 0.3 OI o 0.4 

9002 8.42 -1 0.3 2.8 o o 
9101 16.5 -1 0.1 o o o 
9102 15.7 -1 0.1 0.3 o o 
9201 17.3 -1 0.2 o o o 
9202 17.3 -1 0.1 0.5 o o 
9203 17.2 -1 0.1 o o o 
9301 22.8 -1 0.1 o o o 
9401 26.1 -1 0.3 o o o 
9402 26 -1 0.3 o o 0.4 
9403 254 -1 0.2 o o o 
9404 24.9 -1 0.2 o o o 
9501 334 -1 0.2 o o o 
9502 32.7 -1 0.2 o o o 

' 
9701 43.5 -1 0.2 o o 0.1 

9702 43.5 -1 0.3 o o o 
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9703 42 .7 -1 0.8 0.1 o o 
9704 42 -1 1.5 o o o 
9705 42.3 -1 24 1.3 o o 
9801 44 -1 0.7 o 0.4 o 
9802 44 -1 11 o o 0.6 
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ANEXO 15. PROTEÍNAS DE LA CEPA VER-6 CON AMORTIGUADOR DE LISIS 

DE UREA 7 M Y Tf.QUREA 2 M. 

SSP Mr pi vertu3 vertu2 vertu13 SSP Mr pi vertu3 [ vertu2 vertu1 
01003 30603 0603 01003 130603 30603 

1 10.03 -1 o o 0.1 1103 14.04 4.78 o o 1 
2 10.46 -1 o o 0.2 1104 12.75 4.87 o o 0.1 
3 10.01 -1 o o 0.5 1105 15.59 4.88 o o 0.4 
4 9.04 -1 o 0.9 0.2 1106 14.75 4.89 o o 0.4 
5 10.19 4.67 o o 0.1 1107 11 .84 4.9 o o 0.1 

101 12.52 -1 o o 0.2 1108 12.88 4,95 o o 0.1 
102 11.4 -1 o o 0.7 1201 17.93 4.74 o o 0.3 
103 11 .49 -1 o o 0.1 1202 16.1 9 4.78 o o 0.1 
104 10.73 -1 o o 0.1 1203 18.61 4.81 o o, 0.7 
105 10.76 -1 o o 0.1 1204 17.56 4.86 o o o 
106 10.67 -1 o o 0.1 1205 17 63 4.96 o o o 1 
107 12.08 -1 o o 0.1 1301 20.8 4.8 o o 0.1 
108 10.87 -1 o o 0.1 1302 20.6 4.92 O, o 0.1 
109 16.07 -1 o o 0.1 1303 19 4.95 o o 0.2 
110 12.6 4.6 0.5 1.3 1.2 1401 23.27 4.73 o o o 
111 15.98 4.62 o o O' 1402 21 .39 4.76 O' o 0.1 
112 15.36 4.68 o o 0.2 1403 23.64 4.8 o o o 
113 11 .17 4.68 o o 0.4 1404 22.88 4.82 o o 0.1 
202 16.3 -1 o 0.3 0.2 1405 22.33 4.95 o o 0.1 
203 18.3 -1 o o 0.2 1406 21 .67 4.96 o o o 
204 18.79 4.61 o o 0.1 1501 25.72 4.71 o o 0.1 
205 17 4.63 o o 0.4 1502 27.79 4.72 o o o 
303 20.72 -1 o o 0.1 1503 24.92 4.77 o o 0.1 
304 21 .16 -1 o o 0.1 1504 28.53 4.82 o o 0.1 

305 20.27 -1 o o 0.2 1505 26.55 4.89 o o o 
306 20.29 4.61 01 o 0.4 1506 24.17 4.92 o o o 
401 22.2 -1 o o 1 1601 29.31 4.7 o o o 
402 21 .38 4.68 o o 0.1 1602 32.28 4.72 o o 0.1 
501 24.67 -1 o 0.1 0.1 1603 31.25 4.77 o o 0.2 
502 26.93 4.6 o o 0.7 1604 34.36 4.8 o o o 
601 34.61 4.64 o 0.2 0.4 1605 35.28 4.86 o o 0.2 
602 31 .57 4.65 o o 0.1 1606 32.52 4.89 o o 0.1 
701 36.78 -1 o o 0.1 1701 36.64 4.7 o o 0.1 
702 41.42 -1 o 0.1 0.4 1702 38.04 4.71 o o 0.3 
801 44.8 -1 o o 0.4 1703 42.3 4.85 OI o 0.2 

802 48.8 -1 o o o 1704 38.68 4.85 o o o 
803 43.22 -1 o o 0.3 1705 40.68 4.87 o o 0.1 

804 55.53 -1 o o 1 1706 40.46 4.91 o o 0.1 
805 49.39 -1 o 0.2 0.1 1707 38.4 4.92 O¡ o o 
806 55.42 -1 o o 0.4 1708 42 .31 4.95 o 2.9 0.3 

807 46.37 -1 o o 0.1 1801 42.82 4.69 o o 0.2 

808 45.52 4.68 o o 0.1i 1802 48.89 4.73 o o 0.1 175 
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901 120.4 -1 o o - 0.41 
902 79.45 4.62 o o o 

1803 57.15 4.75 o o 0.4 
1804 43.81 4_75 o o o 

1001 10.37 4.73 o o o 1805 47 .08 4.83 o o 0.3 

1002 8.98 4.73 o o 0.4 1806 48.81 4.96 o 0.1 0.7 
1003 8.2 4.79 o o 0.1 1901 65.97 4.71 o 0.7 0.5 
1004 9.38 4.92 o o 0.1 1902 65.18 4.82 o o o 
1005 8.67 4_93 o o 0.1 1903 78.84 4.83 o o 0.1 
1006 10.26 4_93 o o 05, 1904 61 .25 4.84 o o 0.2 
1101 11 .07 4.76 o o 0.6 1905 65.11 4.89 o o o 
1102 15.05 4.77 o o 0.2 1906 61 .02 4_93 o o 0.4 

1907 72.81 4_94 o o 0.4 2805 43.48 5.23 o o o 
1908 94.53 4_95 o o 0.3 2806 50.14 5.24 o o o 
2001 8.89 5.02 o o 0.1 2901 64.86 4.98 o o o 
2002 1-0.01 5.03 o o 0.6 2902 72.58 5.02 o o 0.1 

2003 9.44 5.08 o o o 2903 95.1 5.05 01 o 0_1 

2004 7_97 509 o 0.2 0.3 2904 63.88 506 o o 0.3 
2005 9 5.16 o o 0.4 1 2905 80.87 5.07 o o o 
2006 8.23 5.18 o o o 2906 80.46 5.18 o o 0.9 
2101 13.8 4.98 o o 0.1 3001 8.24 5.26 o o o 
2102 10.9 5 o o 0.1 3002 9.66 5.28 o o o 
2103 11 .97 5.01 o o o 3003 8.55 5.32 o o 0.1 
2104 12.53 5.08 o o o 3004 9.97 5.39 o o 0.2 
2105 14.1 5.09 o o 0.2 3005 8.27 5.47 o o 0.1 
2106 11 .78 5.1 o o o 3006 8.73 5.47 o o o 
2107 10.76 5.17 o o 0.2 3007 9.64 549 o o 0.2 
2201 17.87 5.1 o o 0.2 3101 14.87 5.31 o o 0.1 
2202 18.43 5.11 o o 0.1 3102 10.69 5.38 o o 0.7 

2203 16.23 5.13 o o o 11 3103 12.4 5.42 01 o 0.6 
2204 17.09 5-2 o o o 3104 15.22 5.43 o o 0.1 --
2205 18.12, 5.21 o o o 3105 14.82 5.48 o o 0.3 
2301 20.57 4.98 o o o 3201 16.3 5.34 o o 0.6 
2302 19.14 5.06 o o 01 3202 17.45 5.4 o o 0.1 
2303 20.35 5.07 o o 0.41 3203 18.24 5.4 o o 0.1 
2401 23.53 5 o o o 3204 16.66 5.47 o o 0.2 
2402 21 .66 5.04 o o o 3301 20.31 5.27 o 0.2 0.3 
2403 23.45 5.13 o o 0.2 3302 20.12 5.31 o o 0.1 
2404 22.12 5.16 o o 0.2 3303 19.81 5_34 o o 0.1 

2405 21.47 5.22 o o 0.1 3304 19.3 5.43 o o 0.1 

2501 25.04 5.03 o o 0.1 3305 20.79 5.44 o o 0.1 
2502 27.15 5.04 o o 0.2 3306 20 5.47 o o 0.2 
2503 25.93 5.15 o 0.3 0.2 3401 21.4 5.27 O¡ o 0.1 
2504 28.82 5.16 o o 0.1 3402 23.86 5.38 o o 0.1 

2505 27 .69 5.17 o o 0.2 3403 22.33 5_39 o o 021 

2506 24.12 5.22 o o 0.1 3404 21 .67 5.42 o o 0.3 
2507 27.15 5.23 o o 0.2 3405 23.57 5.46 o o 0.2 

2601 3403 4.97 o o o 3406 22.92 5.48 o o 0.4 
2602 35.35 4.99 o o 0.1 1 3407 21 .36 5.49 o o 0.1 
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2603 32.83 5.04 o o 0.1 3501 25.7 5.3 o o 0.3 

2604 30.78 5.05 o o~ 
2605 32.53 5_07 o o 0_1¡ 

3502 27 .12 5.31 o o 0.2 
3503 25.77 5.38 o o 0.1 

2606 29.1 5.11 o o O.i 1 3504 28.46 5.4 o o 0.1 
2607 31 .54 5.11 o o 0.1¡ 3505 26.08 5.43 o 0.6 0.4 

2608 33.35 5.21 o 0.1 0.1· 3506 28.53 5.43 O· o 0.1 

2609 29.29 5.22 o o 0.1 3507 24.55 5.47 o o 0.1 

2610 31 .66 5.22 o o 0.4 3601 31 .57 5.3 o o 0.1 

2701 38.37 5.05 o o 0.3 3602 33.59 5.33 o o 0.4 

2702 41 .95 5.07 o o 0.7 3603 31.13 5.36 o o 0.4 

2703 36.78 5.14 o o 0.9 3604 29.77 5.43 o o 0.3 

2704 41.62 5.18 o o 0.2 3605 33.66 5.44 01 o o 
2705 38.39 5.21 o o o 3606 30.33 5.47 o o 0.1 

2801 48.35 5.04 o o 0.2 3607. 33.18 5.49 o o o 
2802 48.95 5.13 o o 0.21 3701 41 .74 5.31 o· o 0.3 

2803 56.59 5.14 o o 0.3 3702 37.68 5_33 o o o 
2804 44.18 5.16 o o 0.1¡ 3703 41 .81 5.39 o o 0.1 

3704 37 .58 5.41 o o 0.2 4708 38.65 5.65 o o 0.2 

' 3705 38.67 5.41 o o 0.21 4801 50.41 5.54 º' o 0.1 

3706 36.96 5.44 o 0.4 0.1 4802 50.81 5.56 o o 0.1 

3707 38.15 5.48 o 0.3 1-1 4803, 58.54 5.57 01 o 0.1 

3801 44.43 5.42 o o 0.2 4804 54.61 5.57 o o o 
3802 43_97 5.48 o 0.7 0.5 4805 55.46 5.62 01 o 0.2 --
3901 81 .6 5.28 o o ~ 3902 97 .2 5.32 o o 0.1 

4806 48.01 5.63 o o 0.3 

4807 42.87 5.64 o 0.1 0.3 

3903 77.24 5.32 o o 0.2 4901 87 _1 5_55 o: o 0.1 

3904 98.6.5 5_39 o o 0.1 4902 62.46 5_57 o o 0.1 

3905 82.1 5.4 0.1' 0.2 0.4 4903 61 .8 5.64 o o 0_3 

3906 95.21 5.42 o 0.4 0.3¡ 5001 8.95 5_77 o o 0.3 

3907 64.33 5.46 o ó -------oi 5002 10.34 5.84 o o o 
4001 9.79 5.55 o o 0.8 5003 9_49 5.85 o o 0.2 

4002 7.97 5.66 o o 0.2! 5101 14.63 5.67 o o 0.2 

4101 11 .79 5_5 o o 01 5102 16.09 5.83 o o o 
4102 12.22 5.51 o o 0.1 5201 17.16 5.69 o o 0.1 

4103 11 .14 5.55 o o 0.1 5202 16.51 5.69 o o 0.1 

4104 10.85 5.62 o o 0.11 5203 18.43 5_73 o o 0.1 

4201 18.29 5.51 o o o 5204 16.9 5.74 o o o 
4202 16.8 5_57 o o 0.4 5205 16.81 5_79 o 0.4 0.3 

4203 17.71 5_57 o o 0.2' 5206 17.35 5.84 01 o 0.2 

4204 16.61 5.6 o o 0.1 5301 20.78 5.67 o o 0.2 

4205 18.26 5.61 o o 0.3 5302 19.78 5.68 o o o 
4301 20.73 5_5 o o 0_1 5303 20.7 5.76 o o o 
4302 19.95 5.5 o 0.2 0.3 5304 19.66 5.78 01 o o 
4303 19.89 5.6 o o 0_5 5305 20.6 5.79 o o 0.1 

-
4304 19.44 5.65 o o 0.3 5306 19.07 5_8 o o 0.1 

4401 21 .86 5.56 o o 0_8 5307 20.33 5.82 o o o 
4402 23.82 5.56 o o 0.2 5401 21 .92 5.68 o o o 
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4403 23.69 5.59 o 0.7 0.3 5402 22.4a 5.69 o o 0.2 

4404 22 02 5.61 o º-*1 4405 22.64 5.62 o o 0.1 

5403 22.38 5.73 o 0.3 0.2 
5404 21.88 5.75 o o 0.1 

4406 23.76 5.64 o o O' 5405 21 .72 5.81 O' o 0.1 
4407 22.65 5.66 o o 0.1 5406 22.46 5.82 o o 0.4 

4501 25.9 5.5 o o 0.4 5501 28.85 5.67 o o 0.1 

4502 27.21 5.51 o o 0.1 5502 24.43 5.69 o o 0.5 

4503 28.46 5.55 o o o 5503 26.72 5.72 o o 0.1 

4504 28.76 5.61 o 0.1 0.5 5504 28.96 5.72 o 0.2 0.2 
4505 26.35 5.61 o o 0.11 5505 24.41 5.74 o 0.2 0.3 

4506 25.83 5.65 o o 0.2 5506 25.68 5.751 o o 0.1 

4601 30.69 5.51 o o 0.2 5507 26.85 5.83 o 0.2 0.2 
4602 29.37 5.52 o o 0.1 5508 24.32 5.83 o 0.1 0.4 
4603 33.14 5.57 o o 0.1 5601 31 .7 5.68 o o 0.1 
4604 30.91 5.58 o 01 0.41 5602 34.44 5.7 o o 0.5 
4605 34.52 5.6 o 0.4 0.3 5603 33.63 5.72 o 0.4 0.4 
4606 33.17 5.61 o 0.1 o 1: 5604 29.71 5.76 º' o 0.1 
4701 36.22 5.55 o o 0.3¡ 5605 31 .52 5.77 o o 0.5 

4702 41 .15 5.55 o o o 5606 33.4 5.8 o o 0.1 

4703 37.31 5.56 o o 0.6 5701 36.05 5.66 o o 0.2 
4704 37.6 5.6 o o 02: 5702 37.71 5.67 01 0.7 0.2 

4705 40.94 5.61 o o o 5703 38.66 5.67 o o 0.1 
4706 37 03 5.63 o o 0.3 5704 39.94 5.71 1 o o 0.4 
4707 40.29 5.64 o o o 5705 38.57 5.75 o o 0.4 
5706 37.4 5.76 o o 0.6 6504 24.7 5.98 o o 0.1 

5707 39.81 5.8 o 2.2 0.7 6505 27.96 609 o o o 
5708 38.64 5.83 o o 0.6 6506 .25.49 6.11 o o 0.1 
5801 55.71 5.69 o o 0.1 6601 31.45 5.87 o o 0.1 
5802 48.37 5.69 o o 0.3 6602 33.1 5.91 o o 0.4 

5803 46.57 5.7 o 0.1 0.2 6603 31.4 6.02 º' o o 
5804 43.47 5.74 o o 0.1 6604 35 603 o o o 
5805 46.11 5.75 o 0.1 03, 6605 29.59 6.04 o o o 
5806 4S.13 5.75 o o 0.1 6606 34.77 6.08 o o o 
5807 55.14 5.78 o o o 6607 33.59 6.1 o o 0.1 

5808 46.17 5.78 o o 0.2 6608 31.4 6.16 o 0.7 0.3 
5809 46.21 5.84 o 0:8 0.2 6609 35.1 6.17 o o 0.2 

5901 77.77 5.67 o o 0.3 6701 36.88 5.89 01 o o 
5902 64.6 5.72 o o o 6702 41.76 6.03 o o 0.1 

5903 63.83 5.81 o 0.2 0.4 6703 36.81 6.08 o o 0.1 
6001 8.34 5.86 o o o 6801 46.01 5.88 o 0.5 0.7 

6002 10.26 5.99 o o 0.3 6802 48.81 6.02 o 0.1 0.3 

6003 8.63 6 o o 0.2 6803 44.46 6.05 o o 0.1 
6004 10.33 6.03 o o 0.21 7001 8.61 6.25 o o 0.3 

6005 9.22 6.06 o 0.2 0.7 7002 9 6.32 o o 0.1 
6006 8.4 6.14 o o 01 7003 834 6.35 o o 0.2 

6007 9.3 6.16 o o o 7004 9.9 6.46 o o 0.1 

6101 16.01 5.99 o o os¡ 7005 8.32 6.63 o o 0.1 
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6102 11 .3 6 .01 o o 0.1 7101 13.11 6 .2 o o 0.1 

6103 13.49 6.02 o o 
o~ I 6104 13.37 6.07 o o 

7102 11.25 6.22 o o 0.4 

7103 11 .4 6 .3 o o 0.2 

6105 12.16 6.09 D D D.1' 7104 14.28 6.36 Or o 0.1 

62D1 18.89 5.87 D o 0.1 7105 12.32 6.48 o o D.1 

62D2 16.17 5.89 o D o 7106 14.22 6.62 o o o 
6203 16.78 5.99 o o 0.9 7107 12.6 6.62 o o 0.1 
6204 17.68 6.03 D o D.2 7201 17.04 6.18 o: o 0.1 

62D5 16.47 6.08 D D.1 D.3 7202 17.53 6 .28 o D 0.4 

62D6 17.12 6.1 D o 0.11 

6207 18.78 6.12 D D ------o1 
72D3 16.97 6.41 o 0.1 D.3 

7204 17.31 6.47 O¡ D D 

6301 19.97 5.89 o D o 72D5 17.D9 6.51 o¡ o 0.2 

63D2 20.45 5.95 o o 0.2 7206 18.75 6.57 O! o 0.1 
63D3 19.57 5.99 D D D.2 7301 19.19 6.23 D D 1 

6304 21 .22 5.99 D 0.1' 0.41 73D2 2D.74 6.33 Di 0.1 D.1 

6305 19.23 6.D2 o o o 7303 19.4 6.36 o o 0.1 

6306 19.42 6.D7 o 0.3 D.2¡ 7304 2D.13 6.37 Di o D.1 

63D7 20.55 6.D9 D o o 7305 19.13 6.52 D D.2 D.3 

63D8 2D.74 6.15 o o D.11 73D6 21 .01 6 .54 DI D D 

64D1 21 .81 5.86 o D.4 D.6 73D7 20.36 6.67 D o 0.8 

64D2 23.83 5.88 o D D.1 74D1 21.71 6 .2 D o 0.1 

64D3 23.54 5.97 o o D 7402 22.79 6.24 o D D.1 

6404 22 6 0.6 1.3 D.5 7403 21 .94 6.28 D D o 
6465 - 23.41 6.02 o D D 74D4 21.32 6.33 D D D.1 

6406 21.91 6.06 o o 0.6 7405 21 .69 6.44 o o 0.2 

64D7 23.21 6.D7 D D 0.11 7406 22.16 6.49 o D 0.1 

64D8 23.79 6.11 o o 0.1 74D7 21 .89 6.6 o D 0.1 

6409 22D5 6.14 o D D.2 74D8 22.51 6.63 D o D.1 

6501 28.28 5.87 o D D.1 75D1 25.01 6.28 D D 0.3 
·-

65D2 27 .76 5.88 D o D 7502 24.3 6.43 o o D 

65D3 25.97 5.89 o D D 75D3 28.79 6.5 o o D 

7504 27.44 6.65 D D D 86D5 35.07 -1 o o 0.3 

7601 35.83 6.24 D D.4 0 .2 8701 39.61 -1 D D D 

7602 33.62 6.26 o o o 87D2 42.54 -1 D 0.1 0.1 

76D3 33.64 6.5 o D o 8703 4D.97 -1 D D D.1 

7701 41.49 6.24 o o 0.3 8704 37.63 -1 D o o 
7702 39.D2 6.41 D o 0.1 8705 42.25 -1 D D D.1 

77D3 41 .88 6.49 o 0.1 0.1 87D6 41 .14 -1 D D.3 D.1 

7704 40.67 6.55 D D D.1 87D7 41 .3 -1 DI D D.2 

77D5 42.46 6.65 D D o 87D8 41.42 -1 o D 0.1 

7706 38.32 6 .66 o 0.1 D.1 88D1 53.25 -1 D D D 

7801 43.92 6.3 D o o 8802 43.66 -1 o D o 
7802 5D.48 6.42 o 0.1 0.11 8803 45.2 -1 o o D 

78D3 56.52 6.55 o D 0.1 88D4 45.76 -1 o D D 

7804 43.69 665 o 0.1 0.1 88D5 48.65 -1 o D 0 .1 

7805 51 .8 6.66 o o D 88D6 48.5 -1 D D D.1 

7901 97.86 6.38 o o 0.1 8901 61 .81 -1 o D D 
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8001 10.52 -1 o o 0.2 8902 109.27 -1 o o o 
8002 10.46 -1 o 0.8 0.8 9001 10.49 -1 o 0.1 0.2 
8003 10.45 -1 o o 0.7 9002 8.58 -1 o o 0.2 
8101 10.74 -1 o o 0.3 9003 8.84 -1 o o 0.1 
8201 17 6.7 0.5 0.9 0.9 9004 8.36 -1 o 0.1 0.3 
8202 17.89 -1 o o o 9101 10.68 -1 o o 0.2 
8203 18.24 -1 o o 0.3 9102 15.54 -1 o o 0.1 
8204 16.93 -1 o o 0.1 9201 17.95 -1 o o o 
8205 17.88 -1 o o 0.3 9202 17.93 -1 o o o 
8206 17.43 -1 o o 0.1 9203 17.77 -1 o o o 
8301 20.06 -1 o o 0.1 9301 21 .03 -1 o o o 
8302 20.87 -1 o o 0.1 9302 20.88 -1 o o 0.1 
8303 18.971 -1 o o 0.1 9303 19.32 -1 o o 0.1 
8304 21 .16 -1 o o 0.1 9304 21 .05 -1 o o o 
8305 20.29 -1 01 o o 9501 25.781 -1 o o 0.1 
8306 20.38 -1 o o 0.1 9601 34.84 -1 o o 0.3 
8307 20.41 -1 o o 0.2 9602 34.55 -1 o 0.2 0.4 
8308 19.64 -1 o o 0.1 9701 40.63 -1 o o 0.1 
8401 22.42 -1 o 0.6 0.7 9801 48.16 -1 o o o 
8402 23.57 -1 o o 0.3 9802 50.79 -1 o o 0.1 
8403 23.78 -1 o o 0.5 9803 47.96 -1 o 0.2 0.3 
8404 22.7 

_,. o o 0.1 
8405 22.7 -1 o o o 
8406 23.84 -1 o o 0.2 
8407 22.63 -1 o o 0.1 
8408 23.82 -1 o o 0.1 
8501 24 -1 o o 0.1 

-
8502 25.21 -1 o o o 
8503 25.13 -1 o o o 
8504 24 -1 o o 0.1 
8505 26.51 -1 o o o 
8506 26.34 -1 o o o 
8507 26.68 -1 o o o 
8508 26.86 -1 o o 0.1 
8601 31 .35 6.69 o 0.2 0.1 
8602 ~1 . 7 -1 o o o 
8603 34.97 _, o o 0.1 
8604 34.48 -1 o o 0 .1 
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