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LOS GENES osa DE RATÓN: CARACTERIZACiÓN MOLECULAR Y

PATRÓN DE EXPRESiÓN DURANTE EL DESARROLLO

EMBRIONARIO.

RESUMEN

Debido a la importancia de los genes homeóticos (HOM o HOX) en la

embriogénesis, ha habido gran interés en entender como se regula su expresión. En

Drosophila melanogaster se ha demostrado que en el mantenimiento de la expresión

de los HOM participan complejos protéicos que son capaces de reordenar la cromatina.

Uno de ellos conocido como el complejo Brahma en la mosca (SWI/SNF en levadura y

BAF en mamífero) ha sido extensamente estudiado desde el punto genético. De esta

manera se definió que un componente importante del complejo Brahma es el gen osa,

que codifica para una subunidad regulatoria. Mutantes de Drosophila para este gen,

presentan alteraciones en la expresión de los genes HOM y afecciones severas en el

desarrollo temprano (Treisman et al. 1997; Vazquez et al. 1999).

En mamíferos se han identificado proteínas homólogas de los factores que

regulan a los genes HOX, entre ellos, algunos que pertenecen al complejo Brahma.

Previamente identificamos a los genes osa de ratón en su genoma (osa-J y osa-2) a

partir de bases de datos, clonamos fragmentos parciales de cDNA y regiones

genómicas de osa-J. En el presente trabajo se utilizaron clonas genómicas para

construir un vector de recombinación homóloga, con el objetivo de generar células

troncales embrionarias de ratón (ES) con un alelo nulo del gen osa-J. Paralelamente

clonamos fragmentos parciales de los genes osa-l y osa-2 , para utilizarlos como
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ribosondas en ensayos de hibridación "in situ" en distintos estadios de la

embriogénesis, para determinar los patrones de expresión de ambos genes a lo largo

del desarrollo. Para el caso de osa-l , se utilizaron ribosondas que distinguen isoformas

producidas por "splicing" alternativo, se identificó la isoforma que se presenta en

mayor cantidad desde etapas tempranas, y encontramos que las dos isoformas tienen

patrones de expresión muy similares. Por su parte, asa-Z presentó un patrón de

expresión débil y restringido a algunos tejidos, principalmente al tejido neural durante

el desarrollo temprano. Otro último aspecto en el que trabajamos fue en la expansión e

identificación molecular de líneas celulares de ES que presentan inserciones del

transgene ~-Geo en los genes osa de ratón, interrumpiendo su expresión. Al momento

contamos con una línea mutada de osa-f , en donde verificamos con ensayos de RT

PCR que hay un inserto exógeno que interrumpe la expresión de este gene y

comprobamos que en su lugar se expresa el reportero ~-galactosidasa. El trabajo

realizado a lo largo de este proyecto nos provee de diversas herramientas que hacen

posible el estudio funcional de los genes osa de ratón de manera inmediata.
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INTRODUCCIÓN

La Genética, como ciencia que estudia la transmisión, origen y expresión, de

las características de los organismos de una generación a otra, surgió con el

redescubrimiento de las leyes de Mendel, por H. de Vries, K. Correns y E. von

Tschermak:, que junto con aportaciones de investigadores como C. Nageli, Van

Beneden, T. Boveri y F. Miescher, T. H. Morgan a finales del siglo XIX y principios

del siglo XX, aportaron los cimientos de esta ciencia, concluyendo que: (1) el material

genético se encontraba en el núcleo celular, (2) el material genético era una "sustancia

ácida rica en fósforo", (3) los factores hereditarios o genes eran la unidad básica de la

herencia (tanto funcional como estructuralmente) y (4) éstos se encuentran ordenados

linealmente en los cromosomas como perlas en un collar. La identificación de la

sustancia o material hereditario como DNA no se produjo sino hasta 1944 cuando

Avery, MacLeod y McCarty identificaron al ácido desoxirribonucléico como el

principio transformante de Griffith (1928) en el fenómeno de transformación

bacteriana. Posteriormente A. Hershey y M. Chase confirmaron el papel genético del

DNA por estudios de infección viral (con el bacteriófago T2) en E. coli, concluyendo

que solo el DNA del fago puede propagar la infección y no sus proteínas. En el año de

1953 J. Watson y F. Crick apoyados en datos de otros investigadores, dilucidaron la

estructura del DNA, describiéndola como una doble hélice con giro hacia la derecha,

cuyo esqueleto consta de azúcar (desoxirribosa) - fosfato, con bases púricas CAdenina

y Guanina) y pirimídicas crimina y Citosina) , que se apareaban por medio de puentes

de H (A = T YC == G). En los últimos 50 años se ha avanzado de forma considerable en

el estudio de la transmisión de información genética tanto en estructura, función,

regulación , etc. De esta manera, a finales del siglo XIX se definió que el DNA esta

3



Los genes osa-I ~- osa-~ de r a t ón

embebido dentro de una matriz protéica llamada cromatina, cuyas funciones son

compactar el genoma eucariótico dentro del núcleo celular (revisado en Cavalli 2002;

Grewal y Elgin 2002; Grewal y Moazed 2003), además de influir en los patrones y

niveles de expresión génica (Tumer 2002; Jackson 2003).

La unidad básica de empaquetamiento de la cromatina es el nucleosoma, que es

un complejo protéico de ocho subunidades llamadas Histonas (2 H2A, 2 H2B, 2 H3 Y

2 H4), que empaqueta entre de 146 - 167 pb de DNA, (Muchardt y Yaniv 1999;

Tumer 2002; Elgin y Grewal 2003; Grewal y Moazed 2003). Dentro de la cromatina

se reconocen dos regiones de acuerdo al nivel de empaquetamiento, la eucromatina

que son zonas del genoma accesibles a factores de transcripción y que son

transcripcionalmente activas (Grewal y Moazed 2003), y la heterocromatina, referida

como dominios cromatínicos densamente empacados y que generalmente son

inaccesibles a factores reguladores, así como a la maquinaria basal de la transcripción

(Mahmoudi y Verrijzer 2001; Cavalli 2002; Grewal y Moazed 2003).

La herencia epigenética

La epigénesis, fue definida por C. Waddington en los años 40's como el

estudio de las relaciones fenotipo - genotipo, (Wu y Morris 2001; Cavalli 2002).

Actualmente se llama herencia epigenética a las alteraciones en el genoma de un

organismo sin que ocurran cambios en la secuencia de DNA y que se heredan a través

de divisiones celulares (Cavalli C. 2002).

La herencia epigenética es regulada en diversos procesos como en el "mating

type" que se lleva a cabo en levadura, o el efecto posicional de variegación,

4
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."imprinting" gamético e inactivación de cromosoma X en mamíferos (Brock y Fisher

2005). Los mecanismos para que se puedan llevar a cabo los fenómenos epigenéticos

incluyen modificaciones covalentes de las histonas nucleosómicas como: metilaciones

en los residuos de lisinas y argininas (K y R respectivamente), acetilaciones en los

residuos de lisina, fosforilaciones en los residuos de serina (S) y ubiquitinaciones,

además de modificaciones de bases nucleotídicas como metilaciones y la acción de

complejos remodeladores de la cromatina, de las cuales se hablará más a delante

(Muchardt y Yaniv 1999; Grewal y Elgin 2002; Holliday y Ho 2002; Narlikar, Fan et

al. 2002; Turner 2002; Elgin y GrewaI2003; Grewal y Moazed 2003).

Marcas epigenéticas

Metilación

Este tipo de modificación la catalizan enzimas llamadas metil - tranferasas que

pueden modificar al DNA o al nucleosoma. Las metil - transferasas de DNA .

reconocen y modifican los dobletes CpG y los tripletes CpNpG, lo que se ha asociado

al silenciamiento génico porque facilita al empaquetamiento de la heterocromatina

(Holliday y Ho 2002; Elgin y Grewa12003; Grewal y Moazed 2003).

Otro tipo de metil - transferasas modifican las regiones N - terminal de las

histonas, estas metilaciones pueden intervenir tanto en el mantenimiento del estado

activo como represivo de la transcripción. Las metilaciones de los residuos K4 y K9 de

H3 y/o K20 de H4 (hechas por las metil - transferasas como TRX y ASH1),

promueven el reclutamiento de complejos remodeladores de la cromatina para

mantener activa la expresión de genes (Tumer 2002; Brock y Fisher 2005). Otras metil

- transferasas ayudan en el mantenimiento del estado reprimido de la transcripción,

5
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por ejemplo ias enzimas que metilan los residuos K9 y K27 de H3 [como las metil 

transferasas E(z), Su(var)3-9], que conllevan el reclutamiento de complejos protéicos

que condensan el DNA, evitando el acceso a la maquinaria basal de la transcripción

(Cavalli 2002; Tumer 2002; Elgin y Grewa12003; Brock y Fisher 2005).

Acetilación

Los dominios de eucromatina están altamente acetilados a diferencia de

dominios heterocromáticos que carecen de esta modificación, por lo que generalmente

la acetilación se asocia a la activación transcripcional (Grant y Berger 1999). Se

propone que la acetilación disminuye el contacto intemucleosomal, evitando la

compactación de la cromatina, de esta manera se produce un DNA más laxo para

iniciar procesos como la transcripción. La acetilación se lleva a cabo en los extremos

N - terminal de las histonas, por las enzimas Acetíl - transferasas de histonas Tipo

A1(HAT's-A) (Tse et al. 1998; Grant y Berger 1999; Narlikar et al. 2002) . Entre las

que se encuentran Gcn5 (Kuo et al. 1996), p300/CBP (Ogryzko et al. 1996), PCAF

(Xu et al. 1998) y TAF 250, (Mizzen et al. 1996).

Memoria Celular

Las marcas epigenéticas fungen como un código que ayuda en el

mantenimiento de los estados cromatínicos a través de las divisiones celulares; es

decir, forman parte de una memoria celular que permite conservar un estado

transcripcionalmente activo o inactivo (Simon y Tamkun 2002; Tumer 2002) .

Teniendo como base que los nucleosomas modificados son heredados al azar en las

eromátidas hermanas después de la división celular, y estos coexisten con nucleosomas

I Cuya ubicación es nuclear (Grant P.A. y S. L. Berger, 1999).
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no marcados (ya que vienen con el DNA recién replicado), se propone un mecanismo

de memoria celular que evita la pérdida de marcas epigenéticas", y por tanto

desregulación génica. Este mecanismo utiliza a los nucleosomas previamente

modificados como marcas de anclaje para los complejos protéicos modificadores

(como metil - transferasas o acetil - transferasas, incluso complejos remodeladores de

la cromatina), los cuales reestablecen los estados cromatínicos iniciales (activo o

inactivo), realizando las modificaciones covalentes en los nucleosomas sin marcar,

iguales a las modificaciones de los nucleosomas vecinos. De esta manera se·

restablecen las marcas epigenéticas previas y se puede conservar el estado activo o

inactivo de los genes (Brock y Fisher 2005).

Las enzimas que generan diferentes marcas epigenéticas pueden formar

complejos entre ellas durante la regulación específica de genes, por ejemplo el

complejo TAC1 de Drosophila melanogaster contiene una metil - transferasa de

histonas llamada TRX, una HAT-A llamada CREB Qinding prctein (P300/CBP),

además de una fosfatasa llamada Sbf1. Se sabe que la HAT - A p300/CBP es un

coactivador transcripcional y también puede interactuar con ASH1 (otra metil -

transferasa), en ambos ejemplos dichas interacciones son importantes durante la

activación transcripcional de genes en D. melanogaster (Petruk et al. 2001).

La memoria celular tiene un papel esencial durante diversos procesos donde la

activación o represión génica puede ser transitoria, pero la decisión resultante en la

identidad celular o la diferenciación perdura a lo largo de la vida del organismo, por

ejemplo durante el desarrollo embrionario (en la regulación de los genes homeóticos-

2 Tanto las acetilaciones como las metilaciones de extremos N - terminal de histonas se heredan
establemente a través de procesos como meiosis y mitosis, para mantener o reprimir la transcripción
(Cavalli G y Paro R 1998; Cavalli G y Paro R 1999).
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HOM O HOX), así como en el crecimiento de algún tejido (van Lohuizen 1999; Simon

y Tamkun 2002). Dicho mecanismo no solo depende de marcas epigenéticas, también

necesita de complejos multiprotéicos que pueden regular la expresión génica a través

de la remodelación de la cromatina. De éstos, los más estudiados son los complejos

formados por las proteínas del grupo Polycomb (PcG) y del grupo trithorax (trxG), que

se identificaron inicialmente en D. melanogaster como reguladores de la expresión de

los genes homeóticos, pero se sabe que tienen un papel global en la regulación de la

transcripción (Jacobs y van Lohuizen 1999; van Lohuizen 1999; Cavalli 2002).

Genes PcG y trxG y su función en el desarrollo embrionario.

PcG y trxG regulan a los genes homeáticos

Los genes homeóticos (ROM o ROX) o selectores homeáticos fueron

identificados inicialmente en D. melanogaster por Lewis, Gehring y McGinnis

(Gárcia-Bellido 1975; Biggin YMcGinnis 1997), y subdividen al embrión temprano en

campos celulares con potencial para transformarse en órganos y tejidos específicos.

Cuando los genes ROM se expresan incorrectamente ocurren transformaciones de

identidad de un segmento en otro, por ejemplo moscas mutantes en el gene

Ultrabithorax tienen dos pares de alas en lugar de uno o las mutantes en el gene

Antennapedia, cuya transformación consiste en poseer un par de patas en lugar de

antenas (De Robertis et al. 1990; De Robertis et al. 1991; Biggin y McGinnis 1997).

En la mosca se conocen dos complejos de genes HOM, el complejo Antennapedia

(Antp-C)3, que especifica los segmentos de la cabeza y tórax (primer y segundo

3 Que contiene a los genes: Labial (lab), Probocipedia (Pb), Deformed (Dfdv; Sex eomb redueed (Ser) y
Antennapedia (Ant)
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segmentos torácicos) y el complejo bf.thorax (btx-C)4 que especifica la identidad del

tercer segmento torácico y los segmentos del abdomen. (Fig. 1; De Robertis et al.

1990). Estos genes presentan un dominio funcional de aprox. 60 residuos de

aminoácidos que interactúa con el DNA, llamado homeodominio (De Robertis et al.

1990; De Robertis et al. 1991). Utilizando al horneodominio como sonda, se han

identificado 39 genes HOM en mamífero, que se agrupan en cuatro distintos locus

génicos, los complejos Hox - A, - B, - e y -D, tienen una longitud de 120 Kb cada

uno y al igual que en mosca conservan el orden colineal de acuerdo al lugar donde se

expresan a lo largo del eje rostro - caudal (antero - posterior, Fig. 1; Duboule y Dolle

1989; McGinnis y Krumlauf 1992; Duboule y Morata 1994; Zeltser et al. 1996). La

comparación de las secuencias de estos genes, los agrupan en 13 grupos altamente

relacionados, lo que sugiere un evento de duplicación génica del complejo homeótico

ancestral(De Robertis et al. 1990; Biggin y McGinnis 1997; Favier y Dolle 1997).

Dado el papel que desempeñan los genes HOM o HOX en el desarrollo

embrionario, se han estudiado ampliamente los mecanismos que establecen y

mantienen sus patrones de expresión, con el objetivo de entender la embriogénesis. El

modelo más estudiado en la regulación de los genes homeóticos es la mosca de la

fruta, en donde el patrón de expresión inicial, es regulado por los genes de

segmentación'. Como la acción regulatoria de los genes de segmentación es transitoria

se necesitan los genes del grupo trxG para mantener activa la transcripción y los genes

4 Compuesto de tres genes: Ultrabithorax (Ubx), abdominal A (abdA) y abdominal B (abdB)
5 Dentro de estos genes, se encuentran los genes pair - rule, que se asocian a la activación y los genes
gap a la represión transcripcional de los genes Homeóticos (Gilbert 2003; Mahmoundi y Verrijzer,
200 1)
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del grupo PcG para reprimirlos (Schumacher y Magnuson 1997; van Lohuizen 1999;

Mahmoundi y Verrijzer 2001; Simon y Tamkun 2002; Cavalli 2002).
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Fig, 1. Complejos home6ticos de D. melanogaster y ratónen dondese muestrael patrón de expresiónde acuerdoal ordenen el
cromosoma. La figura ilustraen cuadrosdel mismocolor los geneshomólogos entre D. melanotaser y ratón (Favier y Dolle

1997).

Ambos grupos de genes forman complejos mu1tiprotéicos que se ligan a

elementos regu1atorios de DNA específicos a lo largo del genoma llamados PRE/TRE

~olycomb / Trithorax Response Element). Estos elementos regulatorios van desde 100

pares de bases hasta algunas kilobases, se pueden encontrar cerca o lejos del promotor

o incluidos en algunos intrones (Ringrose y Paro 2004; Brock y Fisher 2005). Los

PRE/TRE son reconocidos por miembros de PcG o trxG para poder activar o reprimir

la expresión génica. Recientes investigaciones indican que hay una gran conservación

evolutiva en la regulación de los genes homeóticos mediada por los miembros PcG y

trxG entre mosca y mamífero, aunado a que se han descrito muchos genes de

mamífero que presentan homología con miembros PcG o trxG de D. melanogaster

(Schumacher y Magnuson 1997).
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Grupo Polycomb (PcG)

Los miembros del grupo PcG regulan negativamente a los genes HOX en D.

melanogaster. Es decir, mutantes en genes PcG presentan cambios en la identidad de

los segmentos consistentes con la desrepresión de genes HOM (revisado en Papoulas,

et al., 1998; Faucheux, et al., 2003), por ejemplo en la mutante Polycomb (Pc), se

desrreprime al gene Scr en el segundo y tercer segmentos, por tanto el segundo y tercer

par de patas de la mosca, adquiere la identidad del primer par de patas y aparecen

peines sexuales adicionales (Pattatuci y Kaufinan 1991).

Se han purificado al menos dos complejos PcG en embriones de mosca, cuya

actividad se lleva a cabo mediante interacciones proteína - proteína. El complejo

formado por las proteínas Enhancer of Zeste (E(Z» y el llamado Extra Sex Comb

(ESC), que interviene en la iniciación del estado represivo por genes PcG y el

complejo de mantenimiento PRC16 (Polycomb Repressive Complex 1)(van Lohuizen

1999; Mahmoudi y Verrijzer 2001; Simon y Tamkun 2002).

Se sabe que el complejo E(Z) - ESC metila el residuo K27 de H3 en la región

PRE, reclutando así al complejo PRC1 y generando un estado represivo estable

(Jacobs y van Lohuizen 1999; Gebuhr et al. 2000).

En ratón se han caracterizado algunos genes PcG mediante el estudio de

mutantes nulas ("knock out"); algunas de ellas son letales cuando son homocigotas, ya

sea durante el desarrollo embrionario o en ratones neonatos, además presentan

trasformaciones homeóticas posteriores a lo .largo del eje axial. Por ejemplo, las

mutantes en los genes Bmil (Psc de mosca) y M33 (Pc de mosca), producen

6 Integrado por los productos proteícos de los genes Polyeomb (Pe) , Polyhomeotie (PH), Posterior sex

eombs (Pse) y Sex eombs on midleg (Sem) (Gebuhr et al. 2000; Simon y Tamkun 2002) .
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trasformaciones del esqueleto axial, malformaciones del esternón por desregulación en

la expresión de genes HOM y los ratones hornocigotos mueren en la etapa neonatal.

Estos fenotipos comprueban que genes PcG de mamífero además de regular a los

genes HOM, puede regular otros grupos génicos debido a su letalidad (Schumacher y

Magnuson 1997).

Grupo trithorax (trxG)

Las mutantes en genes trxG en Drosophila, presentan transformaciones

anteriores en regiones abdominales, como resultado de una reducción en la expresión

de genes homeóticos (papoulas et al. 1998; Faucheux et al. 2003). Por ejemplo, en

mutantes del gene trx no hay expresión del gene Ubx, ocurriendo una transformación

de haltéreo a ala (Ingham 1985). Dentro de este grupo de genes, .se encuentran

subunidades de complejos protéicos que pueden remodelar la cromatina (brama, moira

y osa; Kennison y Tamkun 1988; Simon y Tamkun, 2002). Estos genes son requeridos

en la embriogénesis temprana y a través del desarrollo para mantener la expresión de

genes homeóticos y otros genes (Mahmoudi y Verrijzer 2001). Aunque los genes del

grupo trxG se ha asociado al mantenimiento del estado activo de genes, pueden ejercer

otras funciones, por ejemplo durante la regulación del ciclo celular en mamíferos,

donde el complejo SWI/SNF (al que nos referiremos más adelante), interactúa con la

proteína supresora de tumores Retinoblastoma (Rb) durante la represión del gene de

E2F17 (Trouche et al. 1997).

En extractos de embrión de mosca se han identificado cuatro distintos

complejos trxG, el complejo ASHl de 2MDa; el complejo ASH2 de 500kDa; el

7 Es un gen que promueve la progresión del ciclo celular
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complejo TRX lMDa y el complejo Brahma de aproximadamente 2MDa (también

llamado SWI/SNF; Papoulas et al., 1998; Simon y Tamkun, 2002).

El complejo Brahmal SWI/SNF puede remodelar la cromatina por medio de la

hidrólisis de ATP. Este complejo esta formado por una subunidad catalítica esencial

que contiene un dominio de ATPasa, regiones de homología a helicasa y un

bromodominio'' (Marmorstein 2001; Lusser y Kadonaga 2003); se encuentra

conservado a través de la evolución, desde levadura hasta mamíferos presentando

subunidades homólogas. En levadura la ATPasa del complejo BRAHMAI SWI/SNF es

llamada swi2/snt2, en mosca esta subunidad recibe el nombre de brahma y en

mamíferos se conocen dos ATPasas, BRM y Brgl.

El complejo BRMI SWI/SNF también posee otras subunidades esenciales, es

decir un núcleo protéico" necesario para que el complejo presente actividad

remodeladora; así como subunidades accesorias, que regulan y especifican los genes

blanco (Tabla 1; Elfring et al. 1998; Crosby et al. 1999; Phelan et al. 1999; Kal et al.

2000).

Se han propuesto cuatro hipótesis sobre la forma en que Brahmal SWI/SNF

puede modificar la cromatina en la activación de la transcripción: (1) el deslizamiento

del DNA nucleosomal en la superficie de las histonas; (2) movimientos del octámero

de histonas en cis y en trans, así como el cambio conformacional del mismo; (3) la

disociación del nucleosoma del DNA y, (4) el reemplazamiento de histonas por

variantes de las mismas (Fig. 2). Es importante mencionar que el complejo BRAHMA/

8 Estas regiones pueden servir para interaccionar con DNA en el caso del dominio de helicasa. Se sabe
que el bromodominio puede intervenir en la interacción con proteínas, así como en el reconocimiento de
histonas acetiladas.
9 Definido por las proteínasINIlIBAF155, BAF15, BAF17ü y la ATPasa BRGl o BRM en mamífero
(Phelan et al. 1999).
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SWIISNF y los otros complejos que remodelan cromatina trabajan en conjunción con

otros factores, como chaperonas de histonas y otras enzimas que también las pueden

modificar (como metil - transferasas de DNA; Muchardt y Yaniv 1999; Fry YPeterson

2001; Narlikar et al. 2002; Mohnnann y Verrijzer 2005).

o

Fig. 2 Se muestranlos modelosen que el complejoSWUSNF puede modificarla cromatinadurante la activaciónde la
transcripción. A) Modelode deslizamiento. B) Modelodel cambiode conformación del nuc1eosorna, C) Desplazamiento de

nucleosoma del DNA. D)cambiode histonaspor otras modificadas (Mohrmann y Verrijzer2005).

Los genes tr.xG pertenecientes al complejo BRAHMA se caracterizaron como

supresores de mutantes en genes PcG, ya que pueden actuar como activadores en la

expresión de genes homeóticos (Tamkun et al. 1992; Kennison 1995). Se han

propuesto modelos para explicar como los complejos del grupo trxG y PcG pueden

regular la expresión de genes (Fig. 3). En estos modelos se propone que proteínas.

aumentadoras de la función de genes del grupos txgG y/o PcG (ETP 's) pueden ligarse

a secuencias de DNA para reclutar a dichos complejos remodeladores ya sea

interaccionando con ellos o modificando covalentemente a los nucleosomas para que

los complejos puedan activar o reprimir a sus genes blancos (Fig. 3a).
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Fig. 3. (a) Modelos de activación y represión génica a través de complejos proteicos trxG y PcG, mediados por ETP's (Enhancer
oftrithorax and Polycomb proteins). En la parte superior se representa la activación de genes por el complejo BRAHMAI

SWUSNF yen la parte inferior se representa la represión génica mediada por el complejo PRCI y E(Z)-ESC (imagen modificada
de Mahmoud i y Verrijzer 2001); (b) Esquemas que representan los dos complejos homólogos conservados desde mosca hasta
mamiferos , BAF (arriba) y PBAF (abajo), se resaltan las subun idades que les dan identidad a estos complejos (Modificada de

Martens y Winston, 2(03)

Complejo Brahma o SW//SNF, BAP, BAF

El complejo BRAHMAI SWI/SNF se presenta en formas variables

dependiendo de la ATPasa que se encuentre asociada, así como la presencia o ausencia

de subunidades accesorias. En función de ello se pueden distinguir dos principales

asociaciones multiprotéicas: las que incluyen al complejo SWI/SNF en levadura, que

está altamente relacionado con los llamados BRAHMA o BAP @rm-Associated

~roteins) de mosca y el complejo BAF @rmlBrgl Associated Eactors) de mamífero; y

otro que se conoce como RSC en levadura y se relaciona al complejo PBAP

(polybromo - associated BAP) de mosca y PBAF (polybromo - associated BAF) de

mamífero (Tabla 1; Nie et al. 2000; Xue et al. 2000; Nie et al. 2003; .Mohrmann et al.

2004) . Dado que la diversidad de nombres que existen para los complejos SWI/SNF

crea confusión, en este trabajo se llamara complejo BAF a los comp lejos BRAHMAI
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SWI/SNF/ BAP/ BAF cuya relación es estrecha; y complejo PBAF a los complejos

RSC/ PBAP/ PBAF independientemente del organismo que se trate (Fig. 3b).

Se ha visto que BAF y PBAF participan en distintas funciones desde levadura

hasta mamífero. Por ejemplo, se sabe que PBAF de levadura es importante para

viabilidad celular; es muy abundante y esta implicado tanto en la cohesión de

cromátidas hermanas como en la segregación cromosomal; además, no hay

sobrelapamiento entre los blancos de este complejo con los del complejo BAF (Wong

et al. 2002; Baetz et al. 2004; Huang et al. 2004). En cambio, el complejo BAF de S.

cerevisiae se identificó por dos distintos esquemas de selección: en uno de ellos se

caracterizaban genes que intervinieran en el "mating-type" (SWItching); y en otro se

buscaban mutantes que no pudieran crecer en medio con suerosa (S.ucrose Non

,Eermeting). Posteriormente se descubrió que estos genes eran parte de un mismo

complejo multiprotéico, al que en adelante se llamó SWIlSNF (revisado en Roberts y

Orkin, 2004). A diferencia de PBAF, el complejo BAF no es necesario para viabilidad

celular y se sabe que interviene en la regulación de genes mitóticos que ayudan en la

salida de la división celular (Krebs et al. 2000).
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Tabla l. Complejos BAFy PBAFconservadosdesde levadurahasta mamíferos.Se enlistan las proteínasque se han descrito en
cada complejo por diversos autores,las columnasnegras son complejoshomólogosSWI/SNFlBrahma/BAF, las columnas en gris

RSCIPBAPIPBAF (tabla modificada de Martensy Winston2003; Robertsy Orkin 2004;Mohrmanny Verrijzer2005).
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Los complejos BAF y PBAF tienen subunidades homólogas que se observan en

la tabla 1, pero existen subunidades exclusivas para cada complejo que los definen,

desde levadura hasta mamífero. Por ejemplo, en levadura existen dos ATPasas, la

swi2/snf2 para-el complejo BAF y la ATPasa Sth1 para el complejo PBAF; en mosca

solo existe brahma (brm) como subunidad catalítica para ambos complejos

(Mohrmann et al. 2004); en mamífero se sabe que las ATPasas hBRM y BRGI, que

pueden interactúar con el complejo BAF. En cambio, la ATPasa para el complejo

PBAF solo puede interaccionar la ATPasa BRG1 (Klochendler-Yeivin et al. 2002;

Martens y Winston 2003; Mohrmann et al. 2004; Mohrmann y Verrijzer 2005). Por

otra parte como se muestra en la tabla 1, el complejo BAF adquiere su identidad por la

presencia de la proteína SWIl/OSA/BAF250 - p270 desde levadura hasta mamífero y

es la proteína que nos ocupa en este trabajo (Fig. 3b).
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Las subunidades del complejo BAF de ratón

Aunque el complejo BAF fue identificado como activador transcripcional, se

ha demostrado que también esta involucrado en eventos de represión, ya que al

mutarse algunas de sus subunidades en ratón, como SNF5 y BRG1 generan fenotipos

que inducen susceptibilidad a cáncer, puesto que se desreprimen genes del ciclo celular

(anteriormente se mencionó el papel del complejo SWI/SNF - BAF -, en la represión

de genes de progresión del ciclo celular; Muchardt y Yaniv 1999a; Muchardt y Yaniv

1999b; Martens y Winston 2003; Roberts y Orkin 2004). En los últimos años muchos

investigadores se han dedicado a estudiar el papel de las subunidades que forman parte

del complejo BAF utilizando principalmente inactivación de los genes.por medio del

"gene targeting". A continuación se describen sus fenotipos.

El ratón mutante de la ATPasa BRGI es letal en estado de preimplantación y

los heterócigos presentan susceptibilidad a cáncer, desarrollando tumores epiteliales,

además el 15% de éstos muestran excencefalia (Bultman et al. 2000). Se sabe que su

expresión durante el desarrollo embrionario es generalizada durante etapas tempranas,

pero conforme avanza el desarrollo se observa una expresión fuerte en la médula

espinal, cerebro, columna vertebral y retina (Randazzo et al. 1994). La mutante nula

del gene mBRM es viable, la expresión de este gene es entre 20 y 30 veces menor

durante el desarrollo temprano que la expresión de brgl , por tanto el ratón brm-¡- vive

gracias a la complementación de función por brgl. El fenotipo observable de brm-¡- se

presenta en adulto como un incremento en la proliferación celular de algunos órganos

como hígado, corazón, y bazo, sugiriendo que este gen interviene en la regulación del

ciclo celular (Reyes et al. 1998). La mutación de BAF155/Srg3 (moira de mosca),

muestra letalidad en ratones homocigotos en estadios de preimplantación y en forma
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heteróciga 20% de los ratones muestran defectos en la formación del cerebro, el patrón

de expresión de este gene sobrelapa con el patrón de BRG1, pero esta distribuido más

ubicuamente (Kim et al. 2001).

Los ratones SNF5IINIl-l- son letales en el desarrollo temprano; entre el 15 -

30% de los ratones heterocigotos desarrollan tumores en sistema nervioso y sarcomas

epiteliales con características de tejido rabdoide lO
• Se ha visto que este tipo de tumores

se pueden encontrar en riñón, hígado, intestino y sistema nervioso central, además de

intervenir en leucemias mieloides crónicas. SNF5/INIl se expresa principalmente en el

sistema nervioso y en los arcos braquiales, con un muy baja expresión en el corazón

. (KIochendler-Yeivin et al. 2000; Roberts et al. 2000). Recientemente se definió el

papel de BAF60c (otro componente de los complejo BAF y PBAF) en el desarrollo del

corazón, describiendo su expresión en este órgano, y demostrando que interviene en la

interacción entre factores cardíacos de transcripción y el complejo .remodelador

durante la activación genética (Lickert et al. 2004). Hasta el momento, lassubunidades

mencionadas son las que se han caracterizado del complejo BAF en ratón, pero un

miembro importante del complejo es la subunidad OSA, que como se mencionó se

encuentra exclusivamente en los complejos BAF y ha recibido distintos nombres

dependiendo del organismo (Tabla 2). Osa no ha sido caracterizada funcionalmente en

ratón, pero si en mosca y el líneas celulares tumorales de humano.

\0 Es una neoplasia altamente agresiva, con células semejando rabdomíoblastos, ovoides o redondas, con
un núcleo excéntrico y un citoplasma eosinófilo que en ultraestructura muestra filamentos intermedios
dispuestos en forma enrollada (Beckwith y Palmer 1978).
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osa es un gen trxG de D. melanogaster

osa fue identificada en D. melanogaster como un gen trxG, ya que puede

suprimir fenotipos PcG (Kennison y Tamkun 1988). Posteriormente se caracterizó

como eyelid (osa/eyelid para mosca) por Treisman y col. como un factor de

transcripción que puede antagonizar la vía de señalización de wingless (wg), puesto

que los fenotipos mutantes de osa/eyelid son opuestos a los causados por las mutantes

en wg (Treisman et al. 1997). Ahora se sabe que osa/eyelid antagoniza la vía de

señalización de wg interaccionando genéticamente con brm y reprimiendo los genes

blanco de wg (Collins y Treisman 2000). Vázquez y col. reportaron que osa/eyelid

puede interactuar con brm en la regulación de la expresión del promotor 2 de

Antennapedia, además de que podría regular otros genes (no homeóticos), porque el

fenótipo nulo y sin contribución maternal es letal y causa severos defectos en la

segmentación (Vazquez et al. 1999). Es importante mencionar que osa/eyelid es parte

del complejo BAF de mosca, pero no de manera constitutiva, ya que se puede localizar

este complejo sin que esté presente osa/eyelid, por tanto se sugiere que este gene es

una subunidad accesoria que modula la función del SWIlSNF de mosca (Collins .et al.

1999). Recientemente se reportó que osa/eyelid interviene en la regulación génica

durante el desarrollo de los peines sensoriales en D. melanogaster, regulando

negativamente genes que ayudan en la diferenciación de estos órganos (Heitzler et al.

2003), por tanto este gene como muchos otros del complejo BAF no solo regulan el

patrón de expresión de los genes homeóticos, sino que también puede regular otros

genes durante el desarrollo de la mosca.
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Estructura molecular de osa/eyelid

El cDNA de osa/eyelid de mosca mide 10Kb Y codifica para una proteína de

2715 aminoácidos (aa). Es rica en residuos de prolina que constituye alrededor del

17% de los aa totales (Treisman et al. 1997). En esta proteína y en sus homólogos

desde levadura hasta mamífero se presentan motivos LXXLL, que se han involucrado

en la interacción con receptores nucleares de hormonas (Fig. 4; (Treisman et al. 1997;

DalIas et al. 2000; Nie et al. 2000; Kozmik et al. 2001; Hurlstone et al. 2002; Inoue et

al. 2002; Nie et al. 2003).

La comparación de la secuencia protéica en humano y ratón mostró dos

regiones de homología: una cerca del extremo C - Terminal, que se divide en dos

dominios llamados C1 y C2 (o üHD1 y üHD2 respectivamente), presentes en todos

los homólogos de osa/eyelid (desde levadura hasta mamífero), y que están implicados

en la interacción con proteínas como Brg1 o receptores nucleares de hormonas; la otra

región de homología corresponde a un dominio llamado ARID que interacciona con el

DNA en zonas ricas en adenina - timina (Fig. 4; Treisman et al. 1997; DalIas et al.

2000; Nie et al. 2000; Kozmik et al. 2001; Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002; Nie

et al. 2003).

El dominio ARID (AT - Rich [nteractive Domain), se ha identificado en una

gran diversidad de proteínas que pueden unirse al DNA in vitro (Iwahara y Clubb

1999; Iwahara et al. 2002; Kim et al. 2004), se ha sugerido que estas proteínas

dependen del dominio ARID para poder unirse al DNA (Kortschak et al. 2000). La

estructura del dominio ARID es de ocho hélices a. y dos hojas p antiparalelas, aunque

parece ser que el dominio puede ser funcional con solo 6 de las 8 hélices 0.. La forma

21



Los genes 05a-/ ~. osa-1 de ra t ón

en que ARID interactúa con el DNA es por medio de un motivo hélice - vuelta -

hélice en el surco mayor y con las estructuras Pantiparalelas en el surco menor del

DNA (Iwahara y Clubb 1999; Kim et al. 2004). La presencia de ARID en osa/eyelid,

sugiere que este gene dentro del complejo BAF podría funcionar como anclaje entre el

complejo y el DNA (Collins et al. 1999; Dallas et al. 2000; Nie et al. 2000; Kozmik et

al. 2001; Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002).

i

ARIO C1 C2

1M 'ff' 'rLXXLL LXXLL
ARIO ,,#.1 P'*1

LXXLL LXXLL

LXXLL

~
LXXLL

Osa(eld) Mosca
(2701 aa)

BAF250a

Humano l;~;:::======:lt:=~~t:::::::lI!!~!!I::I(2283 aa)

Osa-1 ratón
(1902 aa) ARIO

LXXLL LXXLL LXXLL
SW11 Levadura

(1314 aa) El===:ltít=t===::::I
Fig. 4. Alineamiento de los genes osas desde levadura (Swi l), hasta humano (OSA-/), se muestran los dominios ARIO, CI

(OHOI) YC2 (OHD2) , así como los motivos LXXLL. Se puede ver que la similitud en la organ ización y conservación de todos
los dominios es muy alta, los números dentro de los dominios, representan el porcentaje de similitud de cada prote ína con respecto

a osa-I de ratón. (modificada de Nie et al. 2000; Kozmik et al. 2(01).

ANTECEDENTES

En mamífero se han identificado dos genes homólogos a osa/eyelid (Dallas et

al. 2000; Nie et al. 2000; Kozmik et al. 2001; Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002).

En la tabla 2 se presentan los distintos homólogos de osa/eyelid desde levadura hasta

humano, así como los diferentes nombres dados para los mismos genes en mamífero,

en este trabajo nos referiremos a los genes osa de ratón como osa-I (al equivalente de

osa/eyelid) y como asa-Z a la duplicación del gene identificada en mamífero (de la que

se habla adelante).
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en que ARID interactúa con el DNA es por medio de un motivo hélice - vuelta -

hélice en el surco mayor y con las estructuras Pantiparalelas en el surco menor del

DNA (Iwahara y Clubb 1999; Kim et al. 2004). La presencia de ARID en osa/eyelid,

sugiere que este gene dentro del complejo BAF podría funcionar como anclaje entre el

complejo y el DNA (Collins et al. 1999; DalIas et al. 2000; Nie et al. 2000; Kozmik et

al. 2001; Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002).

BAF250a ARIO C1 C2
Humano t:t M If{' ir(2283 aa)

LXXLL LXXLL LXXLL
Osa(eld) Mosca

ARIO

'~~i r-(2701 aa)

~
,,.1 i

LXXLL LXXLL LXXLL

Osa-1 ratón
(1902 aa) ARIO

i'~i

LXXLL LXXLLLXXLL
SW11 Levadura Af.J°20

C1 a
(1314 aa) I MfFr'I

LXXLL

Fig. 4. Alineamiento de los genes osas desde levadura (Swil), hasta humano (OSA-/), se muestran los domin ios ARID, el
(OHOl) Ye2 (OHD2), así como los motivos LXXLL. Se puede ver que la similitud en la organizac ión y conservación de todos

los dominios es muy alta, los números dentro de los dominios, representan el porcentaje de similitud de cada proteína con respecto
a osa-/ de ratón. (modificada de Nie et al. 2000; Kozmik et al. 2001) .

ANTECEDENTES

En mamífero se han identificado dos genes homólogos a osa/eyelid (DalIas et

al. 2000; Nie et al. 2000; Kozmik et al. 2001; Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002).

En la tabla 2 se presentan los distintos homólogos de osa/eyelid desde levadura hasta

humano, así como los diferentes nombres dados para los mismos genes en mamífero,

en este trabajo nos referiremos a los genes osa de ratón como osa-l (al equivalente de

osa/eyelid) y como asa-Z a la duplicación del gene identificada en mamífero (de la que

se habla adelante).
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Tabla 2. Geneshomólogos de osa/eyelid, donde se destacanlos nombresutilizados en este trabajo.
S. cerevisiae D. melanogaster Mus musculus Horno Sapiens

Gene conservado Swil Osaleyelid osa-I, BAF250A, p270, BAF250a, hOsal, ARIDIA
ARIDIA

Duplicación en osa-2, BAF250B. hELD/OSA1, BAF250b, hOsa2.
mamifero ARIDIB ARIDIB

Funciones y estructura molecular de osa-l y osa-2 en humano

Como se observa en la tabla 2, osa-l se ha descrito con diferentes nombres

(p270, hOsal, BAF250a, ARIDlA); en humano tiene un marco abierto de lectura

(ORF) de 2,285 residuos de aa, pesa alrededor de 250 kDa y presenta los mismos

dominios funcionales que su homólogo en mosca (Fig. 4; Dallas et al. 2000; Nie et al.

2000). En ensayos hechos in vitro se demostró que OSA-l interacciona con BRGl y

BRM. Más específicamente se demostró que los dominios del extremo C - terminal

(Cl y C2) intervienen en la interacción con las ATPasas y durante la activación

transcripcional de receptores nucleares de hormonas, como el receptor de

glucocorticoides, andrógenos y estrógenos (Nie et al. 2000; Inoue et al. 2002; Wang et

al. 2004). Así mismo, se determinó que los dominios ARID, Cl y C2 son necesarios

durante la activación de los receptores hormonales, puesto que en experimentos donde

se deletan dichos dominios no hay activación de receptores (Nie et al. 2000; Inoue et

al. 2002). También se describió que el dominio ARID de osa-l , interacciona con el

DNA en secuencias ricas en AT sin una secuencia consenso de unión, a diferencia de

otras proteínas como DR!, cuyo dominio ARID se pega en el consenso AATTAA. Por

ello se considera que osa-I podría actuar como un co- activador o co- represor en

combinación con otras proteínas, por ejemplo con los receptores nucleares de

hormonas debido a la presencia de dominios-LXXLL que posee osa-l (DalIas et al.

2000). Recientemente se reportó que la expresión de osa-l esta alterada en líneas

celulares tumorales de riñón y mama, sugiriendo que este gene dentro del complejo
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BAF podría tener un papel importante en las vías de señalización que restringen la

proliferación y la diferenciación de estos tipos celulares (Wang et al. 2004).

En mamífero, existe una segunda copia del gene osa/eyelid de mosca, osa-2 al

que también se le ha llamado: hOsa2, hELD/OSA1, BAF250b y ARIDIB. Presenta un

ORF de 1957 aa, pesa 230 kDa, su identidad con respecto a osa-J es del 56%, pero es

mayor en los dominios funcionales, y ambas conservan los motivos LXXLL

(Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002; Nie et al. 2003; Wang et al. 2004). osa-2

también puede estimular a los receptores nucleares de hormonas (glucocorticoides,

andrógenos y estrógenos) y puede interaccionar con las ATPasas BRM y BRGl

(Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002). Recientemente se describió que osa-2 es

parte de un nuevo complejo llamado EBAFb (ENL - Associated BAF - containing

BAF250b; Nie et al. 2003). Este complejo además de presentar como subunidad

específica a osa-2, tiene como ATPasa exclusiva a BRG1, presenta algunas proteínas

exclusivas a las que se liamo EBAF's, una de ellas es ENL, la cual interacciona con

MLL (trx de mosca) y el complejo BAF durante la activación de la transcripción del

promotor de HoxA7 (Nie et al. 2003). Estos datos indican que existe una gran

heterogeneidad dentro de los complejos BAF en mamífero. Es importante mencionar

que osa-J se expresa 3.5 veces más que osa-2 en células de humano y que BRGl

interacciona con ambas proteínas (Wang et al. 2004).

Osa-I y osa-2 en ratón

Se clono el cDNA de osa-J de ratón a partir de una biblioteca de cDNA de

embrión de ratón, siendo similar a su homólogo de humano, su tamaño es de 7040

24



pb11, con un ORF de 1902 aa; también se reportó un splicing alternativo de un

fragmento de 217 aa entre los nucleótidos 2967 y 3618, generando dos isoformas osa

]a (206 KDa) y osa]b (182KDa). La proteína es rica en residuos de prolina, serina y

glutamina que representan el 33% de los residuos de aa totales. De acuerdo a lo

esperado se vio que osa-I interacciona con el complejo BAF, además está localizado

en el cromosoma 4. Kozmik y col. analizaron la expresión de osa-I en embriones

utilizando ensayos de hibridación "in situ" con una sonda dirigida al dominio C2. A

los 9;5 y 10.5 dpc (después del coito), encontraron un expresión generalizada, ya los

11.5 y 12.5 dpc encontraron una mayor presencia del transcrito, aunque restringida a

los interdígitos, mesodermo dorsal, metencéfalo, neocorteza y tubo neural (Kozmik et

al. 2001).

Con respecto a osa-2 de ratón, se ha reportado que interacciona con BRGl,

BAF190 Y BAF60a en cerebro de ratón adulto (Hurlstone et al. 2002), y por

hibridación "in situ" se reportó que se expresa en cerebro y células de la retina a los

16.5 dpc; en estos ensayos se utilizó una ribosonda dirigida a la región del dominio C2

de humano (entre 5518 - 6022 pb; Nie et al. 2003). En este trabajo se describirán los

patrones de expresión de los mRNA's de osa-I y de osa-2 a lo largo del desarrollo

embrionario temprano, así como la construcción de un vector de recombinación

homóloga para osa-I y la caracterización de algunas líneas de células ES con alelos

mutados de osa-I y osa-2, para contar con la posibilidad de producir nuestras propias

líneas de ratones mutantes para osa-I y asa-Z,

11 Incluyendo fragmentos de Regiones no traducidas (UTR)
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OBJETIVO GENERAL

Hasta el momento, no se ha reportado ningún trabajo en donde se analice el

fenotipo de la ausencia de la función de osa-J y osa-2 en ratón. En el laboratorio de la

Dra. Lomelí, hemos trabajado en la identificación y caracterización de los genes osa de

ratón. Por tanto, nuestro objetivo es determinar la importancia funcional de osa-J y

osa-2 in vivo utilizando ratones mutantes nulos.

OBJETIVOS PARTICULARES

• Crear un vector de recombinación homóloga por sustitución (VRH) dirigido al

gene osa-J, para poder generar células pluripotenciales de ratón que contengan al

alelo inactivo de este gene.

• Clonar fragmentos de los genes osa-J y osa-2 a partir de rnRNA, con la finalidad

de utilizarlos como sonda en ensayos de hibridación in situ .

• Establecer y comparar los patrones de expresión de los rnRNA's de osa-l y osa-2

en los estadios embrionarios 7.5,8.5,9.5 Y10.5 dpc.

• Corroborar que diferentes líneas celulares de ES de ratón contengan a los alelos

osa-I u osa-2 mutados.

JUSTIFICACIÓN E HIPÓTESIS

Previo a este proyecto, habíamos realizado avances en sobre la caracterización

de los genes osa. Inicialmente, obtuvimos clonas genómicas de osa-J que mapeamos y

subclonamos con la finalidad de generar herramientas para hacer recombinación

homóloga e inactivar el alelo osa-l en células embrionarias troncales (ES) de ratón.

Por otra parte, habíamos trabajado en la obtención de clonas de cDNA para utilizarlos
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en experimentos de hibridación "in situ", así como para la obtención de anticuerpos

específicos de ambos genes osa.

Por otra parte, conocer la expresión de un mRNA por hibridación "in situ" en el

desarrollo embrionario permite especular sobre el papel del gene en las etapas

analizadas. Aunque como se mencionó ya se han hecho algunas determinaciones del

patrón de expresión para los genes osa de ratón, estos son resultados preeliminares,

además de que se rehicieron en diferentes periodos de gestación (siendo 9.5 dpc el

periodo más temprano; Kozmik et al., 2001). Para el caso de osa-2, se utilizó como

ribosonda una región muy conservada del gene por lo que es probable que no funcione

de manera totalmente específica (Nie et al. 2003). Por su parte, los patrones reportados

para osa-l muestran un alto grado de ruido de fondo, especialmente en los estadios

. tardíos, además de que no se determinó el patrón de expresión de las formas de

splicing alternativo de osa-l (Kozmik et al., 2001). Por ello, nos pareció necesario

obtener los patrones de expresión específicos para osa-la, osa-lb y osa-2 durante el

desarrollo temprano de ratón a partir del día 7.5, para dilucidar un posible patrón

diferencial entre ambos genes, tal como se observa para BRM y BRG1 (Reyes et al.

1998; Bultman et al. 2000). Si los patrones de expresión de osa-l y osa-2 fueran

excluyentes en algunas etapas del desarrollo y a su vez sobrelaparan con subunidades

específicas de los complejos BAF, o bien con las ATPasas (Brgl y Brm), de este

análisis se podrá sugerir un modelo hipotético de la composición del complejo en

regiones y etapas particulares y se podrá explorar si osa-l y osa-2 tienen preferencia

en su interacción con Brgl y Brm; además podría dar una idea de que tan esenciales

son estos genes durante el desarrollo.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Selección de clonas que contuvieran el inicio de osa-l (PCR en colonia).

A partir de un "screening" hecho por Sergei Kuzlov del CDBL en Maryland

USA, en un banco de Cromosoma Artificiales de Bacteria (BAC; Mouse BAC Clone,

Research Genetics), obtuvimos 15 clonas de BACI2 que contienen el gen osa-l .

Con estas clonas se realizaron ensayos de PCR utilizando los "primers" de la

tabla 3. Las condiciones con las que se realizó el ensayo fueron: lx 94°C - 3' ; 20x

94°C - 30", 55°C - 30", noc - 1'30"; l x 94°C - 30", 55°C - 30", noc - 5'.

Condiciones de reacción: "Buffer" de reacción lx, dNTP's 0.2 mM, MgS04 2mM, Taq

Polimerasa 1U (lnvitrogen), oligonucleótidos 0.2mM y una fracción de cada colonia

bacteriana.

Tabla. 3. Olilzonucleótidos utilizados en ensayos de PCRen coloniaparaamplificarel exón1de osa-l .
Nombre Oligonucleótido

Ini! (1-21 pb)

lniv2 (318·304 pb)

5' ATG GATCAG ATG GGC AAG ATG 3'

5' TTG TTG CTG GGC GTA AGG TGG 3'

Construcción del vector de recombinación homologa dirigido a osa-l

La construcción del vector de recombinación homóloga dirigido al inicio del

gene osa-I se llevo a cabo en las tres fases que se describen a continuación.

1. Obtención de los brazosde recombinación de osa-I (brazo 5 'Y brazo 3 '). utilizando
ensayos de PCRy clonación en el vectorpCR®2.1-TOPO®.

En la tabla 4 se muestran los oligonucleótidos diseñados para amplificar dos

fragmentos de DNA de alrededor de 3.5 kb cada uno de acuerdo a la secuencia

12 Las clonas que nos proporcionaron son: 6 N21; 197 Il5 ; 233011 ; 271115; 298 G18; 339 P12; 372
C16; 375 HI; 416 H22; 417 L16; 485 H15; 490 CI; 490 El ; 492 A3 Y516 P6.
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genómica del gene osa-I de ratón. El DNA templado para la obtención de los

fragmentos fue la clona de BAC 416 H22, que incluye a los exones del inicio de la

traducción de osa-l.

Tabla.4. Se muestran losoligonucle ótidos quese utilizaron en ensayos de PCR paraamplificar los brazosde recombinación
h 61om oga

Nombre Oligonucleótido Fragmento

5iniumb GCACOT CAOCAA CCA CAO OCA OAO TCT CC Brazo5'

ini3umb TIO CGO CCO CCT CCC OACAC TACAOCA ACA Brazo5'

iniéosa CCA AGCTIC ACAOCA OCCCTC OOT CTI C Brazo3'

Osa3ini GCACTO CAOCOCTOO OOATOA OOA CTI TOC TOO Brazo3'

Los ensayos de PCR fueron hechos con la Taq Polimerasa high fidelity

(lnvitrogen), que disminuye la tasa de mutaciones y deja extremos rasurados en los

fragmentos amplificados. Las condiciones del ensayo son: lx 94°C - 1' ; 20x 94°C -

30", 51°C - 30", 68°C - 3'30" + 5'c/ciclo; lx 94°C - 30", 51°C - 30", 68°C - 5' .

Las condiciones de reacción son: "Buffer" de reacción lx, dNTP's 0.2 mM, MgS04

2mM, DNA templado 200ng, Taq high fidelity 1U (lnvitrogen), oligonucleótidos

0.2mM. Se agregaron adeninas en los extremos 5' de estos fragmentos con el siguiente

tratamiento: 15' a trc, ATP 2.5 mM, Taq PoI. 1U (lnvitrogen), MgS04 2mM y

"Buffer" de reacción lx.

La clonación se llevó a cabo con el kit TOPO TA Cloning® (lnvitrogen). La

inserción de los fragmentos ocurre debido a que el vector pCR®2.1-TOPO®(3.9 Kb)

contiene una T saliente en sus extremos 3' , que le permite aparearse con una A de los

extremos 5' de los productos de PCR. La ligación se lleva a cabo con ayuda de la

Topoisomerasa 1 que se encuentra anclada en los extremos del vector. Por tanto, el

fragmento se inserto, pero no tiene una dirección definida.
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La cepa bacteriana E. coli XL I - Blue fue utilizada en todas las

transformaciones. La selección de clonas fue por resistencia a ampicilína (100 ug/rnl)

y por discriminación de colonias bacterianas blancas/azules, resultado de la inducción

de gene ~-Gal con XGal/IPTG.

Un método de selección de clonas positivas fue con ensayos de restricción,

utilizando las enzimas: Not 1(New England), Pst I (Invitrogen) y Hind III (lnvitrogen).

Las condiciones en que se hicieron todos los ensayos de restricción en este trabajo

fueron las estándar para las endonucleasas , es decir: DNA I J..Lg, "Buffer" lx, Enzima

IU Y BSA lx en algunos casos, a 37°C por 2 h. Se realizaron ensayos de doble

digestión simultáneas si las enzimas comparten el "Buffer" de reacción ó dobles

digestiones secuenciales si el "Buffer" de reacción no era compatible. Las reacciones

fueron analizadas por electroforesis en geles de agarosa 1% (90V durante 25' 

30'.).El DNA se purifico con extracciones estandart de Fenol - cloroformo y

resuspendió en agua (Sambrook y Russell 200 1).

2. Unión de los brazos de recombinación. Ligación del brazo3 ' enpKS - brazo 5 ',

Se digirió la construcción que contenía al brazo 5' con las enzimas Pst 1/ Hind

III de forma secuencial; el fragmento brazo - 5' fue purificado por extracción de DNA

de geles de agarosa con el Kit QUlAEX 11 (Gel Extraction Kit, QIAGEN). De igual

forma se cortó y purificó al plásmido pKS - BlueScript, además fue defosforilado con

el siguiente tratamiento: DNA IJ..Lg, "Buffer" lx, 2U de Fosfatasa alcalina (Roche), por

lh a 37°C. Posteriormente se ligaron ambos fragmentos de DNA utilizando una

relación molar I(pKS):4 (Brazo -5'). En este trabajo se realizaron múltiples ligaciones,
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todas con el mismo tratamiento: "Buffer" 1x, T4 DNA ligasa 1U (New England), solo

variaron las relaciones molares; estos tratamientos se realizaron a temperatura

ambiente por 20'. La selección de clonas fue mediante la interrupción del gene LacZ y

por patrones de restricción con las enzimas Hind 1II (lnvitrogen) y Pst 1 (lnvitrogen),

cuyas condiciones ya se mencionaron (mapa de pKS- Bluescript Apéndice 2 pago 79).

Una vez obtenido el pKS - brazo - 5', se digirió con Not 1 junto con el

pCR®2.1-TOPO® -brazo-3 '. La construcción pKS - brazo - 5' fue defosforilada y se

ligó al brazo - 3'. La selección de clonas fue con patrones de restricción de las

enzimas Not 1(Invitrogen) y Pst 1(Invitrogen; Esquema 8a, pagA 1).

3. Inserción del Marcador de Selección Positivaen la construcción pKS - brazos5' 
3'

Se hicieron dobles digestiones secuénciales en la construcción pKS - brazos 5 '

- 3 ', con las enzimas Eco RV (New England) y Sma 1 (New England). El marcador de

selección positiva ~top lRES Lac 'z-flox Neo (SILZFN), se obtuvo con una doble

digestión secuencial con las endonucleasas Xho 1 (New England) y Sac II (New

England) a partir del plásmido pSILZFN (Esquema 9a, pagA3).

SILZFN se rasuró con el siguiente tratamiento: "Buffer" lx, dNTP's 0.5 mM,

.'
DNA lug, enzima Klenow lU (Invitrogen), por 20' a T ambiente. La construcción

pCR ®2.1-TOPü® - brazos 5' - 3' linearizada se defosforiló. La ligación se realizó

con distintas relaciones molares de pCR®2.1-TOPO® - brazos 5 ' - 3': MSP, 1: 5,

1:1O, 1:15 y 1:20 respectivamente (ver Resultados). La selección de clonas positivas se

realizó con ensayos de restricción con las endonucleasas Xba 1(New England) y Hind

III (Invitrogen).
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La secuenciación de las construcciones de este trabajo, se llevaron a cabo en la

Unidad de Síntesis y Secuenciación delIBT, UNAM.

Hibridación in situ de osa-l y osa-2 en embriones de ratón.

La técnica de hibridación "in situ" puede detectar secuencias de ácidos

nucleicos (ONA o RNA) por complementación de bases nucleotídicas, ya sea en

células, cromosomas o tejidos preservados . Esta detección provee una visualización

directa de la localización espacial de secuencias específicas que ayudan a dilucidar la

organización, por tanto esta técnica es una herramienta importante en diversos campos

de investigación, incluyendo diagnóstico de rearreglos cromosomales, detección de

infecciones virales, etc. En este trabajo se utiliza la hibridación "in situ" con el

objetivo de analizar la expresión de los genes osa-l y osa-2 durante el desarrollo

embrionario.

Obtención y preparación de la sonda

De acuerdo con las secuencias de cONA de osa-I y asa-Z, se diseñaron los

''primers'' (ver tabla 5) para amplificar fragmentos de ONA de entre 500-600 pb, para

utilizarlas como templado, para sintetizar ribosondas específicas en ensayos de

hibridación "in situ" en embrión completo de ratón de 7.5 a 10.5 dpc.

Tabla. 5. Semuestran los oligonuc\eótidos utilizados enlaamplificación depequeños fragmentos deosa-I y osa-Z empleados .
como sondas enensayos dehibridación insitu(enelApéndice I seesquematiza lasregiones donde seencuentra cada
oligonucle ótídov la Fiz, 10(náa. 44), la rezióndonde caecadasonda).

Nombre Oligonucle6tido (5'---.3 ') Fragmento

UosalAA GGA CTA ACC CAT ACT CGC AAC AA Osa-lA

UosalAB TGT GAG GAG AAA AGG GAG ACT GA Osa-lA

OsaI21 CCT GCC TCC GCC ACCGCT GCT AC Osa-lB

OsaI22 CAG GAA TGG AGA CTT GCT AGG AG Osa-lB

UosaIlll GAT GGT AAA GAA GAA GGC GTG TC Osa-2.1

Losa212 GTG GCT GGG AGT GGG GGT GAG TA Osa-2.!

Uosa2!A GCA GCC AGC AGC AGG AGA TGT AT Osa-2.2

Uosa1lB ATC TTT TGA GGT AAT CTT TCG CC Osa-2.2
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Los fragmentos se obtuvieron por ensayos de RT-PCR con las siguientes

condiciones: : lx 94°C - 2' ; 35x 94°C - 30", 59°C - 30" , noc - 1'30" ; lx 94°C

30", 51°C - 30", noc - 5', las condiciones de reacción fueron: "Buffer" de reacción

l x, dNTP's 0.2 mM, MgS04 1.5mM, DNA templado 200ng, Taq Platinum 2U

(lnvitrogen), oligonucleótidos 0.2mM. Los fragmentos se clonaron con el kit TOPO

TA Cloning® (lnvitrogen).

La preparación de la sonda para hibridación se llevó a cabo con la siguiente

reacción de transcripción in vitro: "Buffer" de transcripción 10X (Rache) , Mezcla de

NTP's, UTP marcado con Digoxigenina (Rache), Plásmido linearizado (1 ~gll.il) ,

Inhibidor RNAsa, SP6 o T7 RNA Polimerasa (1O Uzul), esta reacción se incuba a

37°C por 2 h. Se procedió a la purificación de la sonda con el kit Quick Spin Columns

(Rache). Se almacena a -70 "C, cada alícuota se utiliza como la ribosonda en la

hibridación "in situ" ,

Preparación de los embriones

En este estudio se usaron ratones de la cepa CD-l que se mantuvieron con un

fotoperíodo de 10 h de luz y 14 h de oscuridad. Para las cruzas se usó una hembra y un

macho por caja durante toda la noche, revisando al siguiente día la presencia del tapón

vaginal indicativo de la cópula. Este día se consideró como el 0.5 día post coitum

(dpc).

Una vez que los embriones llegan a los días de desarrollo requeridos en este

trabajo, se disectan en PBS IX DEPC. Posteriormente se fijan en paraformaldehído al

4% de 4 h a toda la noche a 4°C. Una vez fijados, se lavan y deshidratan con el

siguiente tratamiento: 2X PBT (PBS/O.l%Tween) 5' ,lx 25% MeOHIPBT 5', lx 50%

33



----------- --- - - -

Los genes osa-l yosa-2 de rat ón

MeOH/PBT 5, lx 75% MeOH/PBT 5', 2x 100% MeOH 5' y se guardan en 100%

MeOH a -zo-c.

Protocolo de hibridación in situ

Este protocolo se lleva a cabo en cuatro días, se debe tener extremo cuidado para que

el rnRNA no se degrade durante el tratamiento, por tanto el lugar donde se realiza el

experimento debe estar libre de RNAsas.

Día 1

l. Los embriones son rehidratados por medio de los siguientes tratamientos:

75% MeOH/PBT 5'

50% MeOH/PBT 5'

25% MeOH/PBT 5'

PBT2X 5'

2. Los embriones son aclarados de eritrocitos, con 2% H202/PBT por 1 h a T ambiente.

3. Se lavan con PBT 3 veces .

4. Los embriones se permeabilizan con proteinasa K 10 ug/ml aTA. El tiempo

depende del estadio embrionario:

·E7.5 3'

ES.5 5'

E9.5 10'

EI0.5 15'

5. Se lavan con 2mg/ml GlicinaIPBT por 10'.

6. Se lavan 2 veces con PBT (lavados rápidos).

8. Se fijan en 4% paraformaldehído I 0.2% glutaraldehído I PBT, 15' a T ambiente.

9. Se lavan 4 veces con PBT.
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10. Hay que prehibridar con solución de hibridación (50% fonnamida, 5X SSC pH =

4.5, 1% SOS, 50 ug/ml tRNA, 50 ug/rnl heparina) a 68-70°C por al menos 1 h.

11. Se remplaza con solución de hibridación fresca y con la sonda de RNA marcada

(250 ng - 1 ug/ml, es importante mencionar que se puede calentar la sonda en 100 111

de sol. de hibridación a 95°C por 5'. Antes de colocarla con los embriones) y se deja

hibridando toda la noche a 68-70°C en agitación suave.

Día 2

1. Los embriones son lavados con solución de hibridación 3 veces por 10 mino c/u a

69°C en agitación suave.

2. Se lavan con solución 1 (50% fonnamida, 5X SSC pH = 4.5, 1% SDS) 3 veces por

30' a 69°C en agitación suave.

3. Se lavan con solución 2 (50% fonnamida, 2X SSC), 3 veces por 30' a 69°C en

agitación suave.

4. Posteriormente, se lavan con TBST (para 100 ml: 2.5 ml Tris 1M pH = 7.5, 0.8ml

NaCl5 M, 0.02 gr KC1, 0.1% Tween) 3 veces por 5' aTA.

5. Los embriones son incubados con solución de bloqueo (l % Blocking Reagent,

Roche y 10% suero de oveja inactivado en PBT) de 1 a 2.5 hr aTA, con agitación

suave.

6. Los embriones son expuestos al anticuerpo anti-OIG (Roche) preabsorbido con

polvo de embrión toda la noche a 4°C con agitación suave.

La preabsorción del anticuerpo se lleva a cabo de la siguiente manera:

Se disuelve 3 mg de polvo de embrión en 500 III de TBST por 30 mino a 69 "C,

con agitación, posteriormente se pone en hielo y se deja enfriar. Se agrega 5 III
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de suero de oveja (inactivado) y 1 ul de anti-DIG (Roche), se agita suavemente

por I h, se centrifuga por algunos segundos, se toma el sobrenadante en un

tubo limpio y se diluye a 2 mi con TBST y 1% de suero de oveja (almacenar a

4°C).

Día 3

Los embriones son lavados con TBST adicionado con levamisol (0.48 mg/ml ,

SIGMA):

3 veces por 10' a T ambiente .

5 veces por 1.5 h a T ambiente.

Se dejan en TBST/levamisol toda la noche a 4°C con agitación suave.

Día 4

1. Los embriones son lavados con NTMT (100 mM NaCl, 100 mM Tris pH =9.5,50

mM MgCh, 0.1% Tween-20, 2 mM levamisol) 3 veces por 10 mino aTA.

2. Los embriones son incubados con NTMT + NBT (3.5 ul/ml) + BCIP (3.5 ul/ml) en

oscuridad, observar periódicamente hasta que se vea la señal.

3. Lavar con PBT 2 veces por 5'

. 4. Fijar con 4% paraformaldehído por I h Yguardar a 4°C

Procedimiento Histológico

Inclusión y cortes de embriones en parafina

Embriones de 8.5, 9.5 y 10.5 dpc se fijaron con formaldehído al 4% (en PBT)

por toda la noche, después de la fijación se lavaron con PBS IX, se deshidrataron

gradualmente con etanol al 30, 50, 70, 90 Y 100%, xilol:etanol (1: 1 y 2: 1) por 20 mino
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cada uno, se trató con xilol por 45'. Posteriormente se impregnaron con parafina a 60°

e con xilol: parafina (1: 1) Y se hicieron dos cambios con parafina de una hora cada

cambio antes de su inclusión. Se hicieron cortes de 10 micras y se montaron en

laminillas tratadas con poli-L-lisina.

Los cortes son desparafinados e hidratados en las laminillas con: xilol por 10'

dos veces, etanol 100% dos veces por 5' cada uno, etanol 90% por 4', etanol 70% por

4' , posteriormente se realiza un tratamiento con eosina por 8' (este paso es variable

dependiendo del tiempo que tarde en teñirse el tejido). Los cortes se vuelven a

deshidratar con tratamientos de etanol al 70%, 90% Y 100% por 3' cada uno, xilol por

3' Y se montan con resina (Entellan) evitando dejar burbujas y dejando secar a

temperatura ambiente.
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RESULTADOS

Los genes osa están conservados en diferentes organismos

El complejo protéico BAF se ha conservado desde levadura hasta mamífero.

Se sabe que los genes osa de mamífero conservan cierta homología con la subunidad

SWIl del complejo de levadura, por lo que se buscaron secuencias protéicas similares

a osa-I y asa-Z de ratón en distintos organismos con la finalidad de compararlas entre

ellas. Muchos genes se duplicaron durante la aparición de los vertebrados (por ejemplo

los genes PcG, trxG y HÜX), y tomando en cuenta que el gene osa de mosca esta

duplicado en los genomas de mamífero, queremos establecer si esta duplicación es

exclusivo de mamífero o se observa en todos los vertebrados. Desafortunadamente se

conoce el genoma de muy pocos organismos, por lo que sólo se incluyeron secuencias

protéicas de Levadura (S. cerevisiae), mosca de la fruta (D. melanogaster), mosquito

(A. gambiae), nemátodo (e. elegans), pollo (G. gallus), , ratón (M musculus), humano

(H sapiens) y secuencias parciales de los peces D. rerio y Tetraodon nigroviridis, así

como del orangután (P. troglodites), para generar un cladograma.

Un cladograma, es un árbol filogenético hecho con los caracteres derivados

compartidos entre especies (en este caso proteínas) cuyas apariciones son recientes, el

punto de partida (antepasado común) de una rama es un nodo, y las líneas entre nodos,

son los internodos. El cladograma aquí presentado nos proporciona la relación entre las

proteínas osa de ratón de acuerdo a su similitud, por tanto los datos obtenidos con este

árbol sugieren que al igual que otras proteínas trxG (como los genes tipo brm), el gene

osa parece que sufrió un proceso de duplicación entre insectos (mosca y mosquito) y

vertebrados (peces, aves y mamíferos), debido a la bifurcación del nodo entre estos

organismos generándose dos distintos grupos . Uno en el que se encuentran las osa-l de

38



Los genes osa-l y osa·2 de ratón

peces, aves y mamíferos, y otro que corresponde a las proteínas osa-2 de todos los

vertebrados utilizados.

Como se mencionó anteriormente para algunas de las especies utilizadas

(peces y orangután) no logramos obtener secuencias completas de ellas. Por ejemplo

para el caso de peces, solo logramos obtener secuencias de alguno de los genes osa lo

que no quiere decir que en estos organismos no exista la duplicación sino que no se

han reportado los homólogos ya sea de osa-J u asa-Z, ya que para D. rerio se

identificó a osa-2 y para T. nigrovtrtdis se identificó a osa-J (ver el cladograma, Fig.

5), lo que sugiere que en peces ambos genes osaestán presentes.

Por otro lado, la proteína osa-Z del orangután dentro del cladograma esta

menos relacionada a su homóloga en humano, sugiriendo que la secuencia utilizada

para el alineamiento podría estar incompleta, reduciendo la similitud con OSA-2 de

OSA.lHomoSDpi4lrs

Homólogos
del gen
osa-Z

Homólogos
del gen
osa-l

OSA·¡ P.troglodites

as:,( D.-"mDg_

~
as:,('Z GaIbu gcll...

0SA·2 P. trogIodites

OSA·]Muo JfUISCIlIus

0SA·2 Hamo:opi

humano,

Fig. 5. Cladograma de las protelnas OSA. La flechaindicael eventode duplicación por el cualen vertebrados
existendos genesosa. Levadura(S. cerevisiae), moscade la fruta(D. me/anogaster), mosquito (A. gambiae), nematodo(e.
e/egans), pollo(G. gal/us), ratón (M. muscu/us), humano(H. sapiens), orangután(P. trog/odites) . Pezcebra(D. rerio) y pez

" puffer" (Tetraodon nigrolliridis).
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. Vector de recombinación homóloga para osa-I

Un vector de recombinación homóloga (VRH) es una herramienta utilizada

para introducir modificaciones sitio específicas dentro del genoma por medio de la

recombinación homóloga, ya que se reemplazan secuencias génicas por un transgene

que modifica la expresión del gen blanco (ver Fig. 6a). Cuando el objetivo es eliminar

la función de un gene, se recomienda que el VRH se dirija la región del inicio de la

traducción, asegurando que no se generen versiones truncadas que mimeticen la

función del gene y no permitan ver el fenotipo real de su ausencia in vivo. Otra

posibilidad es eliminar una región crítica para la función del gen (dominios

funcionales; Muller 1999).

Este tipo de construcciones contienen distintos componentes génicos, es decir

dos fragmentos genómicos del gene blanco cuyo tamaño estándar es de 3.5 kb que se

utilizan como brazos de recombinación. Otro elemento importante es el marcador de

selección positiva .(MSP), generalmente contiene genes de resistencia a antibióticos

(por ejemplo a neomicina) y/o algún gene reportero (por ejemplo Laz z o GFP, ver Fig.

6b). El gene de resistencia se utiliza durante la selección de colonias celulares para

identificar a las células que integraron el VRH. El gen reportero permite ver la

expresión endógena del gene mutado en el organismo. El MSP es insertado en medio

de los brazos de recombinación y debe quedar incluido dentro de un exón, para

asegurar que el gene sea silenciado y evitar que el MSP se elimine durante procesos

post - transcripcionales del mRNA.

En este trabajo se utilizó un MSP llamado SILZFN, que consta de 3 codones de

término en su región 5' seguida de un sitio aceptor de ribosoma (lRES), Lae Z y PoliA,

PGKNeo flanqueado por dos sitios LoxP (ver Fig. 6b).
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a) Brazo de Brazo de
recombinación Marcador de selección positiva recombinación
-3.5 KB r - - - - - - - - - - - - -, ...3.5 KB

~S~Ln~/e
11

Región genómica

b)
Sac ((3 Cod Ter

SILZF
Xhol

J
l Kb

10Kb

C2

~--
Osa-l

c) ARID C1...-------~.-&
Fig. 6. a) Se esquematizaal vectorde recombinación (arriba), en rojo los brazos de homologíay en verde el MSP, la partede
abajo representael gene silvestre. La región de homologíaentre el VRHy el genomase reconocey recombinanpara reemplazaral
secuencia normal por el transgene. b) Marcadorde selecciónpositiva utilizadoen la construccióndel VRHde osa-L, se señalan
los codones de termino, así como la resistenciaa neomicinay el marcadorLac Z. e) Se esquematizael gene osa-l ; en azul los
exones, en gris los intrones,despuésdel exón III bay un intrónde más de 20 Kb; en verde se esquematizaSILZFN, las flechas
punteadasindican el lugar donde se pretendeintenumpir a oso-I con el VRH.

Obtención de los brazos de recombinación

A partir de la secuencia reportada delcDNA de osa-l (Kozmik, Machon et al.

2001), se obtuvo la secuencia genómica en la base de datos

http://www.ensembl.orgIMus musculus. osa-l se ubica en el cromosoma 4 de ratón

como lo había reportado Kozmik y col., el gen mide 44,325 pb del inicio al fmal de la

traducción, consta de 22 exones y de 21 intrones (Fig.6c), el tamaño promedio de los

intrones es de 2,421 pb, exceptuando un intrón que mide aprox. 24,314 pb, que separa

a tres exones correspondientes a 775 pb del inicio del cDNA, los dominios funcionales

ARID, C1 y C2 se encuentran distribuidos en dos o más exones.

En el laboratorio contábamos con 15 clonas genómicas de osa-l contenidas en

BAC's (6 N21; 197 1I5; 233 D11; 271115; 298 G18; 339 P12; 372 C16; 375 H1; 416
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H22; 417 L16; 485 H15; 490 C1; 490 El; 492 A3 Y516 P6), identificadas con sondas

dirigidas a los dominios funcionales ARID y C1. Como los BAC's pueden hospedar de

100-150 Kb de DNA exógeno, se buscaron clonas que incluyeran los exones del inicio

de la traducción de osa-J, por tanto se realizaron ensayos de PCR en colonia

bacterianas de las 15 clonas con BAC's, amplificando un fragmento de alrededor de

200 pb correspondientes al exón I(Fig. 6c). En la figura 7a se muestra el PCR de las

clonas de BAC's 416 H22 (81), 375 Hl (82) y 516 P6 (B3), que fueron positivas para

el exón 1 de la traducción de osa-L. Por análisis de Southern 81otl2 se confirmó que

dos de las tres clonas seleccionadas contenían el inicio de la traducción de osa-J y al

menos 10 Kb corriente arriba del exón que contiene el ATG (Fig. 7b).

a)

MP(-) (+) Bl B2 B3

b)

23,130

9,416

6,557

4,361

No/I M/u I Xbal

~~~

0,000 p

Fig. 7. a) Se muestrael PCRhechoparacomprobar que clonasde BACcontienen el iniciode la traducciónde osa-L, (-) control
negativo(prime's sin cONAy ONAde BAC),(+) Controlpositivo-cONA de embriónde ratón,clonasBI - 416 H22 BI, B2

375 HI YB3 - 516 P6. b) SouthemBlotde restricciones con lasendonucleasas Not1, Mlu1y Xba1,de las clonas416 H22(BI)y
375 HI (B2), que demuestra queambasclonasde BACutilizadas contienen el iniciode osa-I; los patronesde digestión de las

enzimasNot 1,Mlu1generaban unabanda de alrededorde 20 KbYparaXbaI se esperaban dos fragmentos de 5,900pby
4,IOOpb.

Clonaciónde los brazosde recombinación de osa-J (brazo 5'Y brazo 3 '). utilizando
ensayosde PCR, en un vectorde clonación (pCR®2.J-TOPO®).

Con base a los análisis anteriores y a la secuencia genómica de osa-J, se

diseñaron oligonucleótidos que sirvieran como "primers" en ensayos de PCR para

12 La sonda utilizada fue un fragmento correspondiente al exón L la cual fue marcada radiactivamente
con 32p_CTP.

42



Los genn osa-/ y osll·2 de neón

amplificar dos fragmentos de alrededor de 3.5 Kb en la región del inicio del gene osa-l

contenido en el BAC, para utilizarlos como brazos de recombinación en el vector de

recombinación homóloga (Fig. Sa). Estos fragmentos se nombraron Brazo - 5' (de 3.7

Kb) YBrazo - 3' (de 3.4 Kb) tomando como referencia su futura ubicación en el VRH

con respecto al MSP (izquierda - 5'- o derecha - 3'-, ver Fig. IOc).

La región involucrada en la recombinación homóloga incluyen a los tres

primeros exones del mRNA de osa-l, es decir el brazo - 5' contiene al exón 1 y

termina a la mitad del exón 2 y el brazo - 3' inicia a la mitad del exón 2 y contiene el

exón 3 (ver Fig. 6c y Sa). También contienen sitios de restricción para facilitar la

construcción del VRH; en el brazo - 5' se incluyeron los sitios Hind III (extremo 5') y

el sitio Pst 1 (extremo 3'), además se agregó el sitio de restricción Eco 47111 antes del

sitio Pst 1, para poder insertar al MSP. En el brazo - 3' se agregaron los sitios Pst 1

(extremo 5') Yel sitio Not 1 (extremo 3', Fig. Sa). Los sitios Pst 1 se agregaron con la

finalidad de unir los brazos de recombinación de forma correcta13 (Fig. Sa), para

después insertar a SILZFN en el sitio Eco 47111, quedando en medio de los brazos de

recombinación (ver mas adelante). Estos sitios de restricción fueron seleccionados,

porque presuntamente no estaban presentes en las regiones amplificadas, de acuerdo a

la información disponible en la base de datos. Sin embargo el brazo-3' no se pudo

clonar en el vector pKS - Bluescript utilizando los sitios de restricción insertados

puesto que presentaba un sitio interno de restricción para la enzima Pst 1, mismo que

no era predecible con la secuencia originalmente obtenida en la base de datos, ya que

se encontraba en una región donde la calidad de la secuencia no era buena.

Posteriormente, en una versión más actualizada de la secuencia genómica de osa-l ,

13 Para unir el extremo 3' del brazo - 5' al extremo 5' del brazo - 3' .
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corroboramos que en el brazo - 3' se localiza un sitio de Pst 1 que nos genera

fragmentos en ensayos de restricción (fragmentos de 1,887pb y 1606pb; Fig. 8b).

Como el sitio de Pst I nos evitaba clonar completo al brazo - 3' en el plásmido pKS

Bluescript, decidimos clonar ambos fragmentos en el vector pCR®2.1-TOPO®

(Apéndice 2; Pág. 88), tomando en cuenta que este vector nos permitía clonar al brazo

-3' completo y que los sitios de restricción que posee el vector posteriormente nos

servirían. Como la inserción de los fragmentos en este plásmido tienen dirección

aleatoria, hicimos análisis de restricción que nos permitieron seleccionar las clonas que

tenían los fragmentos insertados en la dirección que nos convenía para la construcción

del VRH (Fig. 8c). Una vez que los brazos de recombinación se clonaron en el vector

pCR®2.1-TOPO® se confirmó que se contaba con las regiones deseadas por medio de

ensayos de secuenciación.
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a)
Región genómica de osa-l

...- ~ ' . ~ " .-
~••.~ 5 Kb.

MP brazo-3 ' brazo- 5'

3.7 Kb

b)

6,557

4,361

2,322
1887 pb
1606pb

) Br-5' 1 Br-5' II

CMP~~

2,322 P
2,027 P

B~
MPPN N P

Fig. 8. a) Esquemaque ilustrala regiónclonadadel iniciode traducciónde osa-I, el brazo- 5' incluye al exón1y parte
del II; el brazo- 3' incluyepartedel exón II y el ex ón III. En la partederechade la figura,se muestrael ensayo de PCRdondese
amplificaron los brazosde recombinaeión. b) Restricción del brazo- 3' con Not 1y Psi 1por separado. e) Ensayosde restricción
que corroboranla inserción de los brazosde recombinaeiónen el plásmido; izquierda brazo - 5 " derechabrazo - 3 '; P - Psi 1, N

- Not 1,H - Hind III .

Unión de los brazos de recombinación

Puesto que los brazos de recombinación se encontraban clonados por separado,

se unieron en una sola construcción tomando en cuenta su dirección (5'_3') que es

necesaria para que la recombinación homóloga se lleve a cabo correctamente. Se

utilizaron sitios de restricción que nos permitían liberar los fragmentos del vector

pCR®2.1-TOPO® e introducirlos en el vector pKS-Bluescript, ambos en dirección 5' a

3' (Fig. 9a). La unión de brazos se realizó por partes, es decir primero se transfirió el

brazo - 5' en sitios Hind Ill/Pst 1 en el vector pKS-Bluescript (Fig . 9a y b) Y

posteriormente se inserto el brazo - 3' en el sitio Not 1 del plásmido (Fig. 9a) , como la

ligación del brazo - 3' dentro de la construcción pKS-brazo - 5' puede ser al azar, se

seleccionaron clonas que al digerirse con la enzima Pst 1 nos dieran una banda de 8.1

Kb Y otra de 1.8 Kb, las cuales reflejan una inserción del brazo - 3' en la dirección 5'

_ 3 ' con respecto al brazo - 5' (Fig. 9c).
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Clonaque inlegro correctamente el brazo- 3'
Digestióncon Psi I

b e
8.1 Kb

\ ..-

~ '-' _ . ~ ._• e.J looJ·

. ~ ~..... . ~-
Clonasque integraron el Insertobrazo - 3 '

DigestiónconHoll 1.8 Kb
MP a b cd e f g h

a) Noll I' .tll

3' S' S'

..........

Vector
Brazo- S'
3.7 kh

Digestióncon la endonucleasa Holl
MPABCDEF

b) Br-5
MI' PSIII

III

Fig. 9. a) Esquema donde se ilustra el sitio múltiple de clonación del vector pKS - BlueScript y los sitios donde se insertaron
brazos de recombinaci6n. b) Arriba se muestra al brazo - S' Yal vector pKS - BlueScript, abajo se muestran la clonas que

incorporaron al vector. c)A la izquierda arriba se muestra el DNA lineal pKS-brazo-S' y el brazo- 3' , ambos digeridos con Not
1, izquierda abajo se muestra las clonas que integraron el brazo - 3' , a la derecha se muestra el gel donde se selecciono a la clona

que integró correctamente el brazo - 3'(La clona e). Flecha verde señala al brazo - 3' , flecha naranja a pKS - brazo S'+pKS
Bluesc ript,

Inserción del Marcador de Selección Positiva (SILZFN) en la construcción pKS
brazos 5 ' - 3 '.

La última parte de la construcción del VRH consistió en la inserción del

marcador de selección positiva en medio de los brazos de recombinación. Como se

mencionó anteriormente el marcador de selección positiva utilizado es SILZFN (Fig.

6b), este transgene se liberó con la restricción Sac I1/Xho 1, posteriormente fue

rasurado para integrarlo en la construcción (Fig. lOa).

Por otra parte, entre ambos brazos de recombinación se ganaron sitios de

restricción tanto del vector pCR®2.1-TüPO®(BstX 1, Eco RV y Eco RI) como del sitio

múltiple de clonación de pKS-BlueScript (Xba 1, Spe 1, Bam HI y Sma 1; Fig. lOa).
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Ninguno de estos sitios es compatible con los.sitios para insertar SILZFN y tampoco

son útiles para otros fines de la construcción, por tanto se eliminaron para evitar

futuras complicaciones durante la selección de células que hayan integrado el VRH.

Como se muestra en la figura lOa, se utilizaron los sitios Eco RV y Sma 1para eliminar

a los demás además de que estos sitios, al dejar extremos rasurados fueron utilizados

para integrar a SILZFN (Fig. lOa).

La construcción final del vector de recombinación homóloga dirigido al inicio

de osa-l se presenta en la figura IOc, una vez que se purificó el VRH fue secuenciado

tanto en los extremos de los brazos de recombinación como en extremos del transgene ,

para lo cual se utilizaron oligonucleótidos incluidos en los brazos de recombinación

(Fig. IOc); se compararon las secuencias corroborando que la inserción estaba en

dirección correcta.

Este vector de recombinación homóloga se puede linearizar con la enzima Not 1

para electroporar células ES y generar la línea celular mutada de osa-l, aunque la

eficiencia en la recuperación de clonas es relativamente baja. Para aumentar la

eficiencia en la obtención de clonas con el VRH en el locus de osa-l, proponemos

agregarle un marcador de selección negativa (el gen tk). Este gen elimina las colonias

que insertaron el transgene al azar, puesto que como no se lleva a cabo la

recombinación homóloga, no se elimina este gene y su expresión es letal en presencia

de glanciclovir, y solo se conservan las colonias de ES que realizaron la recombinación

homóloga en el locus de osa-l , puesto que el gen tk es eliminado durante el

intercambio del vector con el DNA genómico.

Las colonias celulares que se obtengan por la electroporación del VRH de osa

J, serán genotipificadas con un ensayo de Southem Blot, para identificar colonias
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celulares que contengan el alelo osa-I alterado y establecer la línea celular que haya

recombinado correctamente, además también servirá para genotipificar a los ratones

mutantes en un futuro.

Este ensayo nos permitirá diferenciar el alelo osa-l silvestre del que fue

interrumpido por la presencia del casete SILZFN, por medio de restricción con la

enzima Bam HI, ya que al digerir el DNA genómico con esta enzima cambia el patrón

de restricción en la zona de la inserción (Fig. 1Oc). En condiciones silvestres esta

región contiene dos sitios de restricción de Bam HI que flanquean a los exones 1,2 y 3

los cuales están a 15,250 pb de distancia (Fig. 10c inferior). Cuando el transgene es

insertado este patrón cambia, puesto que SILZFN lleva un sitio interno de Bam HI y se

generan dos bandas (8,848 pb Y 12,402 pb; Fig. 10c arriba). Se amplificaran dos

fragmentos de DNA genómico (alrededor de 800 pb) adyacentes a los brazos de

homología, por medio de ensayos de pCR14
, para utili~rlos como sondas en el

Southern blot y detectar el cambio en patrón de restricción donde se ubica SILZNF.

La sonda osal-I mide 889 pb, y esta ubicada "upstream" del brazo - 5', la

sonda osal-I1, mide 759 pb y esta ubicada "downstream" del brazo - 3', ambas en las

regiones genómicas de osa-l, dentro de los sitio de corte de Bam HI. Los

oligonucleótidos que servirán como "primers" son (ver esquema Fig. 10c):

5' AAT GTA GAT GGA GTT GAC CC 3' (upper)
'lSonda osal-I

5' TAT GCT AGG AGT TTC AGG CC 3' (Lowery

5' TAA ACA CCA CAA CCA GAA GC 3' (upperj
Sonda osal-I1

5' GAA AGG TGT GTT ATT GAG GG 3'(Lower

14 Utilizando como templado el DNA de BAC de la clona 416 H22, que contiene la región 5' de osa-I
(ver Fig. 7 Pág. 42).
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Tomando en cuenta que tenemos una construcción con brazos de homología y

un marcador de selección positiva, podemos hacer ensayos de recombinación

homóloga para obtener nuestra línea de ES con osa-l eliminado y corroborar la

inserción de nuestro VRH con el ensayo de Southem blot mencionado anteriormente.
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a)

b)

5'~__

Sitiosderestricción adquiridos durantela
unióndelos brazosde recombinación

_"~~.3'

e)
Alelo osa-J con el transegene SILZNF

~ I11III ¡m MI ¿m
sal- . e

~--------------------------------~--------------------------------------------~8,847pb 12,402pb .

Alelo osa-J silvestre

&mm &mm

_ ....!_~ '----

~-~~J:-------------------------------------~-------- ~
15,250pb

Fig. 10. a) A la izquierdase ilustra la forma de inserciónde SILZFNdentro de los brazosde recombinación. A la derecha se
muestrael DNA lineal de pKS brazo 5' -3' YSIRES. b) Modelofinal del vector de recombinaciónhomologade osa-I, e) Se

esquematizaun alelo de osa-I alterado con el vector de recombinación homólogay un alelo silvestre,donde se resaltan los sitios
de Bam ID que serán utilizadospara el Southernblot, para genotipificarla interrupcióndel osa-I, Las flechas punteadasmuestran

el tamaño de los fragmentosgeneradoscon la enzimaBam ID. Recuadrosazules - exones contenidosen los brazos de
recombinación; verde oscuro- SILZFN; las flechas ilustranlas regionessecuenciadasde la construcción.
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Caracterización de lineas celulares de ES mutadas paralos alelos osa-l, osa-2

Para abordar el estudio funcional de los genes osa de ratón, es imprescindible

generar líneas celulares con los alelos de osa inactivados. Una alternativa adicional al

uso de nuestro vector de recombinación homóloga para hacer "gene targeting", es

utilizar líneas celulares con alteraciones genéticas en estos genes, las cuales se

encontraban disponibles comercialmente.

Estas líneas son producidas por "Mutant Mouse Regional Resource Centers

(MMRRC), establecido en NIH's National Center for Research Resources (NCRR,

USA), y en ellas se utiliza una estrategia de mutagénesis generalizada que consiste en

introducir un vector llamado "gene trap", que al insertase azarosamente en genes

particulares obstruyen su expresión e induce la expresión de genes reporteros

contenidos en el vector (Fig. 1la). Posteriormente, se aíslan colonias que contienen el

"gene trap" para secuenciarlas a partir de uno de los extremos del vector, obteniéndose

así la información sobre el sitio de inserción; dicha información se guarda en bases de

datos públicas. De esta manera, pudimos identificar clonas independientes que tienen

insertos en los "loci" de los genes osa-f y osa-2 y que deben tener un alelo inactivo de

estos genes (ver Esquemas apéndice 4).

Las líneas celulares adquiridas para osa-2 se llaman XC389 y RRE043, para

osa-f se cuenta con la línea celular XB677. La cepa de ratón de donde fueron

obtenidas las células es 12901a (subcepa de la cepa 129). Otra peculiaridad de los

"gene trap" es que en su inicio tienen una región aceptora de splicing, que evita que el

marcador de selección positiva (~-Geo, Fig. 11 a) sea eliminado durante la maduración

del RNA, puesto que este tipo de transgenes generalmente se insertan en intrones.

51



Los genes ose - l y o.~-l de ratón

Posterior a esta región se encuentra la fusión _-Geo seguida de la señal de poli-

adenilación. Estas construcciones están hechas en el vector pUC (Fig. 1la).

a

osa-l
endógeno

pGTOlxf
pUC backbone

pUC backbone

... An

' .

osa-I con
inserción

e

mRNA

RT-PCR control usando ' primen"
1 que amplifican la expresióo del

alelo sin mutar (236 y 206 pb
paraosa-J, 700pbparaosa-2).

RT-PCR que amplifica la fusióo
del mRNA de oso-I (u osa-2) con

2
el transgene jl-Geo (337 pb para
oso-I y 390 pb paraosa-2).
Se utilizó un "primer" dirigido al
mRNA y un "primer" del
transgene.

RT-PCR control para saber si el

3 transgene se esta trasnaibiendo
utilizando un par de 'primen" en
laregi6n media de p.&o. (887 pb
en ambos casos)

Alelo silvestre

. • ' 1' r .-,. ~ ' . ' .~

, ,

Alelo con inserción

¡ . t "

i :, :' pgeo

~ . ~ _ pgeo

Fig. 11.(a) Esquemasde los "gene traps" incluidos en los genesosa-I y osa-2. En2 intrón l (lntrón: 1.5kb de ratón);SA (Sitio
aceptorde splicingpartedel exón 2 de En2); _-geo(fusiónde Lac Z y el gene de neomicina); pA(Señalde poli-adenilación de

SV40); pUC(vectorque contieneal transgene); Flechaverde- sitio Lox71,Flechaazul- sitio Lox P; Flecharoja-sitio FRT.(b)
Esquemaque muestrala insercióndel transgene_ - Geoen el mRNAde los genes osa-I y osa-2, el cual posteriormente

interrumpirála traducciónde las proteínassilvestres. (e) Esquemadel RT - PCRdonde se comprobóla insercióndel transgene
dentrodel mRNAde osa-I y osa-2.

Las líneas celulares que integraron un "gene trap", no lo eliminan durante

procesos transcripcionales gracias a las regiones aceptoras de splicing, es decir el MSP

L-Geo) queda incluído dentro del rnRNA, por tanto al momento de la traducción de
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proteínas solo se traduce el transgene y se interrumpe la producción de la proteína

silvestre (Fig. 11 b). Basándonos en este antecedente y en que conocemos el sitio donde

se insertóel "gene trap" en cada líneacelular, se pudieron diseñar oligonucleótidos que

servirían como ''primers'' en ensayos de RT - PCR, para comprobar que el transgene

se estaba transcribiendo dentro del mRNA de los genesosa-l u osa-2, dependiendo de

la línea celular examinada (Fig. 11e). Por otra parte, también era necesario expandir las

líneas y comprobar que crecían adecuadamente, que presentaban resistencia a

neomicinay tenían actividad de ~-galactosidasa.

La línea celular XB677 pudo expandirse en presencia de neomicina. Esta

línea tiene insertado al "gene trap" entre el exón 3 y 4 de osa-I (ver apéndice 4), por

tanto los oligonuc1eótidos diseñados para el control de la transcripción de osa-I están

flanqueando a estos exones amplificando un fragmento de 236 pb, además de que se

contaba con otro par de oligonucleótidos que amplifican un fragmento de 206 pb. Con

ambos pares de oligonuc1eótidos se detecta osa-I endógeno (Fig. l1el Y 12a). Los

oligonucleótidos que amplifican al rnRNA de osa-l fusionado con p-Geo, amplifican

un fragmento de 337pb (Fig. 12a). Este fragmento comprueba que el transgene se esta

transcribiendo y esta insertado dentro de osa-l(Fig. l1c2 y 12a). También se empleó

otro control tomando un par de "primers" dentro de p-Geo que amplificaun fragmento

de 887 pb para corroborar que se transcribe este gene (Fig. l1c3 y 12a); como control

interno se utilizaron un par de "primers" que amplifican un fragmento de alrededorde

250 pb correspondiente al gene de p-actina (Fig. 12a). En la figura 12a se muestra el

RT - PCR donde se amplificaron todos los fragmentos descritos, además se realizó la

tinción de las células para la expresión de Lac Z, obteniendo señal positiva en esta

línea celular (datos no mostrados).
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De acuerdo a las secuencia de la base de datos correspondiente, la línea celular

XC389 tiene el inserto entre los exones 8 y 9 dellocus osa-2; la línea RRE043 presenta

la inserción entre los exones 9 y 10 (ver apéndice 4); por tanto los oligonucleótidos

para el RT - PCR se diseñaron para poder utilizarlos en las dos líneas de osa-2, es decir

se ubican en el exón 8 y el exón 10 amplificando un fragmento de 700 pb que identifica

al transcrito de osa-2 silvestre en ambas líneas celulares (ver esquema Fig. l lcl ). En el

caso de la línea XC389 el fragmento quimérico que incluye al transcrito endógeno y al

transgene tiene un tamaño de 390 pb, mientras que para la línea RRE043 el tamaño del

fragmento es de 718 pb. Los controles de transcripción de _-Geo y _-act son los mismos

que los utilizados en la línea celular de osa-l.

a
MP I 2

b
)OOOpb

8S0pb

6S0pb

SOOpb

400pb

300pb

200pb

MPAB CDE

Fig. 12.(a) RT- PCRde la lineacelularde osa-I XB677dondese compruebaque el transgenese esta transcribiendo y esta
insertadodentro del mRNAde osa-I (flechablanca),as! como la transcripción endógenade unode los dos alelosdel gene osa-I

(Flechasazules);MP marcadorde peso Molecular; (1 y 2) osa-I endógeno (236 pb Y206 pb, respectivamente); (3) Control
Negativo;(4) fusiónosa-I con _-Geo(337 pb); (5) Fragmentode _-Geo (887 pb); (6) control de _-act (250 pb). (b) RT- PCRde la
línea celular mutadaen osa-2 XC 389, dondese compruebaque el transgenese esta transcribiendo y esta insertado en el mRNAde
osa-Z(Flecha blanca), as!comola transcripción endógenade osa-2(Flechanaranja); MP Marcadorde pesomolecular; (A) osa-2
endógeno(700 pb); (B) fusiónosa-2con _-Geo (390 pb); (C) Fragmento de _-Geo (887 pb); (D); controlde _-act (250 pb); (E)

ControlNegativo.Los controlesnegativosen ambosensayosconsistieron en poner los oligonucleótidos problema en una reacción
normalde PCR,sin agregarcDNA,paradescartarque los productos amplificados surgierande una contaminación de DNAen los

reactivos utilizados.

Fue muy dificil expandir la línea celular XC389 aun en ausencia de antibiótico.

A partir de las células obtenidas, logramos amplificar los transcritos correspondientes a

la presencia del inserto (Fig. 12b). Sin embargo, estas células no presentaron actividad

positiva del reportero Lae Z. En el caso de las células de la línea RRE043, parece que
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se diferenciaron al crecer ya que no proliferaron adecuadamente, por lo que no se

probó el análisis de RT-PRC en ellas. Distintas explicaciones posibles de porque estas

líneas no funcionan adecuadamente se presentan en la discusión.
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Patrones de expresión de los genes osa-1y osa-2 durante el desarrollo embrionario

de ratón

Se ha reportado que existen dos copias del gene osa de mosca en humano, osa-

J (BAF250 /p270 /ARI01A /hOsa1) y asa-Z (hELD/OSAl /BAF250b/ ARIDIB/

hOsa2; Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002; Nie et al. 2003; Wang et al. 2004).

Nosotros tomamos la secuencia completa del gene asa-Z de humano y buscamos en el

sitio de Internet http://www.ensembl.org/Mus musculus, para saber si en ratón

también existía una segunda copia de este gene. Ubicamos a osa-2 en el cromosoma 17

mientras que osa-I está ubicado en el cromosoma 4 (Fig. 13; Kozmik et al. 2001). El

gene asa-Z cuenta con 22 exones y mide 316,106 pb del ATG al codón de término, en

esta misma base de datos obtuvimos el cONA predicho para este gene que mide 5421

pb. Se comparó este cONA con el de osa-I para ver el índice de similitud entre ellas,

observando alrededor del 48.6% de identidad global a nivel nucleotídico, a nivel

protéico muestra una identidad del 56.3% (ver tabla de similitud en apéndice 3).

: I~ I!I~ ~
tZJ&"' •• lD

~ I~ ~ ~ iI"i ~ I

osa-la
(S,706pb

osa-lb
(S,OSSpb)

osa-Z
(S,42Ipb)

IbOsalAB

el

I
1 KB

Fig. \3. A la derecha se muestra el cariotipo de ratón se resalta los lugares donde se ubica osa-I (Flecha azul) y osa-2(flecha color
mostaza). A la izquierda se representa tanto las isofonnas de osa-I como osa-Zy las regiones clonadas para utilizarlas como

ribosondas en ensayo de hibridación in situ, el alineamiento esta en el apéndice S. En verde se representa la sonda rbOsa-lAB y en
morado rbOsa-1A.
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Patrónde expresión de osa-l en el desarrollo temprano de raián.

Como ya se mencionó, el RNA mensajero de osa-I sufre un splicing alternativo

de 651 pb entre los nucleótidos 2967 y 3618, generando dos mRNA's alternativos,

osa-Ia y osal b (Fig. 13, ver alineamiento en apéndice 5; Kozmik et al. 2001). Para

evaluar el patrón de expresión de estos variantes de RNA's mensajeros, se generaron

ribosondas por RT - PCR clonadas en el vector pCR®n-TOpO® (Fig. 14). Una de ellas

contiene 860 pb a la que llamamos rbOsalAB, corresponde al inicio de la región

codificante y reconoce a las a las dos formas de splicing alternativo osa-la y osa-lb

(ver esquema Fig. 13). Otra es un fragmento de 516 pb llamada rbOsalA y se ubica en

la región involucrada en el splicing alternativo. Esta sonda solo reconoce al transcrito

osa-l A (ver esquema Fig. 13 Yalineamiento en apéndice 5). Las regiones a las que se

dirigen estas ribosondas son significativamente diferentes al cONA de osa-2, por lo

que es improbable que reconozcan a este mensajero en el ensayo. La ribosonda fue

generada a partir de plásmido lineal" y ensayos de transcripción in vitro, utilizando la

RNA polimerasa T7 para obtener la sonda anti-sentido, y la RNA polimerasa Sp6 para

obtener la sonda sentido de los fragmentos (Fig. 14). Se utilizaron embriones de 7.5,

8.5,9.5 y 10.5 de desarrollo para realizar los ensayos de hibridación "in situ".

osalAB osalA osa2·24,000 pb

860pb
701pb
516 pb

ABA 2

701pb

Hígado
fetal

2

Hígado
Hí ado Placenta fetal

,-..J\-_~ r:!-:i. . ... . . ... .. .
• p. ~

• $0 ,/

· ** .. -· ..
860p
01 p
16P
50p

Fig. 14. En el recuadrode la izquierdase muestrael RT-PCRdondese detectaron losdos fragmentos osa-I yel fragmento 0sa2-2
en distintos tipos celulares(hígado, placentae hígadofetal),Se pusoun controlde reaccióncon oligonucleótidos de fl-actina

(Solo se muestrapara hídado); MP- marcadorde peso molecular lKb plus. Estosfragmentos fueron utilizadoscomo ribosondas
en ensayosde hibridación"in situ" , Panelderecho, se muestran los fragmentos de cDNAclonadosen el vector pCRt>n_TOpOt>, a

la izquierda se muestrala ribosondaantisentido para los tres fragmentos.

14 Para la ribosonda anti-sentido se linearizó con Bam HI y para la sentido con Not 1.
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Fig. 15. Embrionesde 7.5 dpc. (a) Se denotan las partesque conformanun embriónde este estadio. Porarriba de la linea punteada
se encuentra la regiónextraembrionaria, que incluyeal alantoides(rosa), el amnios(naranja),corión(azul) y endodermoviceral
extraembrionario (amarillo), pordebajode la linea punteadase muestrala regiónembrionariaformada porel epíblasto(verde),
mesodermo embrionario(azul claro), surco primitivo(rojo), Endodermoviceralembrionario (amarillo), A - regiónanterior, P

región posterior, NE Neuroectodermo. (b) Se muestrael patrónde expresióncon lasonda rbOsa-1 AB. (e) Se muestrael patrónde
expresiónobtenidocon la sonda rbOsa-IA (A la derechade by e se muestranlos embriones hibridados con la sondasentido). d)

Cortes sagitalesde embrionesque muestranla señal de rbOsalAB. e) Cortessagitalesde embriones que muestranla señal de
rbOsalA C - corión; ExC- exoceloma; Al- Alantoides; Am- Amonios; Ne - Neuroectodermo; EV- Endodermo viceral;M

Mesodermo. A - Anterior; P - Posterior.

El patrón de expresión en embriones de 7.5 dpc se hizo tres veces y para cada

ensayo se utilizaron 6 embriones, es decir en un total de 18 embriones para cada sonda

(rbOsa-1AB y rbOsa-1A), con la finalidad de corroborar que nuestros patrones de

expresión son constantes (Fig. 15).

Las condiciones experimentales utilizadas para los patrones de expresión de

ambas ribosondas fueron las mismas, excepto el tiempo de revelado, es decir la

ribosonda rbOsa-1AB se expuso a revelado por alrededor de 6 h, después de las cuales

se obtenía un patrón de expresión fuerte y generalizado tanto en regiones embrionarias

como extraembrionarias (Fig. 15b). En cambio, la sonda rbOsa-l A se expuso
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aproximadamente 24 h al revelado15 obteniendo una ligera tinción en regiones

extraembrionarias (alantoides, corion y endodermo visceral extraembrionario) y una

expresión un poco mayor dentro del epiblasto en los pliegues neurales y surco

primitivo (Fig.l5c). Con la finalidad de corroborar que la señal de las ribosondas en

ambas hibridaciones realmente fuera generalizada, se realizaron cortes en parafina de

los embriones mostrados en las figura 15d y 15e. Aunque la señal para la sonda

rbOsalAB es generalizada, se muestra más intensa en el endodermo visceral anterior

(EVA) que en el epiblasto y otras regiones extraembrionarias (Fig.15d). En cambio en

los cortes sagitales de las hibridaciones para la ribosonda rbOsalA, se observó que la

señal aunque también es generalizada, es menos intensa, en comparación con la sonda

rbOsalAB. Además esta la sonda rbosa-IA presenta mayor señal en el mesodermo que

el resto del embrión (Fig. l5d). Por lo anterior, podemos sugerir que las isoformas de

osa-l, se expresan en forma generalizada teniendo preferencia por distintos tipos

celulares a los 7.5 días de desarrollo. Aunque el ensayo no es cuantitativo, la enorme

diferencia en la señal que se observa con las ribosondas descritas sugiere que el

transcrito predominante en esta etapa del desarrollo probablemente es osa-l b, es decir

la forma más corta, que carece del exón 17.

Las hibridaciones "in situ" con ambas ribosondas en embriones de 8.5 dpc.

tuvieron el mismo tratamiento, se hicieron por triplicado, con 6 embriones por

repetición al igual que en el estadio anterior. En este ensayo la señal producida por la

ribosonda rbOsa-1AB aparecía después de 6 h de revelado, mientras que para ver la

señal con la ribosonda rbOsa-1A 'se requería una' incubación de alrededor de 16 h. El

15 Se dejo este tiempo porque ya no se veía aumento en la expresión, entre este tiempo y el anterior (22
h)
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patrón de expresión de la sonda rbOsa-l AB es muy intenso al igual que los embriones

de 7.S dpc, pero a los 8.S dpc osa-l queda excluido visiblemente del corazón y de la

región anterior de la línea media Las regiones donde si se esta expresando esta sonda

es en el tejido neural (crestas y neuroepitelio dorsal), somitas, arcos branquiales y en el

mesodermo presomítico (Fig. 16 b). El patrón de expresión definido para la sonda

rbOsa-l A es el mismo que para la sonda descrita anteriormente, solo difiere en

intensidad, pero gracias a esta menor señal se definen mejor los lugares donde osa-I

queda excluido, es decir el corazón y la región anterior de la línea media (Fig. 16c). Se

hicieron cortes sagitales de embriones positivos para la ribosonda rbOsa-l AB, para ver

si la señal se presentaba tanto en epitelios como en tejido mesenquimales, observando

la expresión en ambos tipos celulares, pero con diferentes niveles de expresión siendo

más fuerte la señal de rbOsa-IAB, además de que se confirmó que la señal queda

excluida del corazón (Fig. 16d Ye).

Aunque se sigue viendo menos expresión de la sonda rbOsa-1A, al comparar

con los embriones de 7.S dpc (Fig. lSc), en el estadio de 8.S dpc. (Fig. 16c) el nivel de

la señal es mayor que en el anterior, por lo que podríamos sugerir que el nivel de

mensajero osa-la aumenta conforme avanza el desarrollo embrionario de 7.S a 8.5 dpc

en ratón.
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Fig. 16. (a) Imagenque muestralas principalesregionesde un embriónde 8.5 dpc, corazón(café), intestino (azul), notocorda
(verdeclaro), somitas(verdeoscuro), neuroepitelio (amarrillo). A - regiónAnterior, P - región Posterior, D - regiónDorsal, V

regiónVentral.(b) embrión hibridado con la sonda sentido. (e) Se muestrael patrónde expresiónla sonda rbOsa-IAB, (d) Patrón
de expresiónobtenidocon la sondarbOsa-IA, la señal es menos intensaque en (e), ambas se extiendena lo largodel embrión
exceptuandoal corazón.(e y d) Derecha- regiónventral; Medio- región lateral;Izquierda- regióndorsalde embrionesde 8.5
dpc. (e) cortes sagitalesde unembriónde 8.5 dpc expuestoa la sondarbOsa-IAB. (f) cortes sagitalesde un embriónde 8.5 dpc

que muestra la señal de la sondarbOsaIA. CA- cerebroanterior;NE - Neuroepitelio; S - somitas; MP- mesodermo presomítico;
C-corazón.

La hibridación "in situ" en embriones de 9.5 dpc se repitió 5 veces y en cada

ensayo se utilizaron 5 embriones. Los tiempos de revelado para rbOsa-1AB fueron los
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mismos que el de los ensayos anteriores, en cambio para la sonda rbOsa-lA se

necesitó alrededor de 12 h para obtener la señal mostrada en la figura 17c. El patrón de

hibridación obtenido con rbOsa-l AB es muy fuerte a lo largo del embrión, se puede

apreciar tanto en el embrión completo (Fig. 17b) como en cortes sagitales (Fig. 17d) Y

al igual que en los estadios anteriores, no se ve expresión en el corazón. Un patrón de

expresión similar ocurre para rbOsalA pero en menor intensidad a lo largo de todo el

embrión, notándose más en el cerebro medio y en el neuroepitelio ventricular (Fig.

17c). Basándonos en los niveles de intensidad de la sonda rbOsal A y en que los

tiempos de revelado disminuyen considerablemente en cada ensayo de un estadio a

otro, podríamos sugerir que hay un aumento en la expresión del mensajero a través del

desarrollo.

El patrón de expresión de los embriones de 10.5 dpc se hizo por duplicado con

5 embriones por ensayo, los tiempos de revelado fueron los mismos que para los

embriones de 9.5 dpc. A diferencia de éstos, en los embriones de 10.5 dpc parece que

la expresión de osa-l no es tan generalizada, ya que se excluye del cerebro medio, de

la parte posterior del tubo neural (cerca de la cola) y de la parte dorsal del embrión (es

decir, el lomo . Fig. 18a y b). A diferencia de lo que se observó en los estadios 8.5 y 9.5

dpc, en este estadio osa-l se expresa levemente en corazón. Al hacer cortes sagitales

de estos embriones, observamos que la tinción se concentraba prioritariamente en los

epitelios; en el mesénquima neural también se presentaba señal aunque en menor

cantidad. Ambas sondas mostraron un patrón de expresión similar, la única diferencia

fué el tiempo de revelado (el mismo que a los 9.5 dpc),
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Fig.17. (a) Esquemaque muestra las partes visibles de un embrión completo de ratón de 9.5 dpc.
b) Hibridación in situ con la ribosonda rbOsa-IAB (izquierday centro); derecha, se muestra la hibridacióncon la sonda sentido, el
único lugar donde no se ve tinción es en el corazón. e) Patrón de expresión obtenido con la rbOsa-IA. La expresión se ve
generalizada pero en menor intensidadque en la figura (b), se excluye del corazón y del cerebro medio. (d) Cortes sagitales.
Imagen izquierda: embrión hibridadocon rbOsa-IAB; derecha, corte de un embrión hibridadocon rbOsa-lA. CA - cerebro
anterior; CM cerebro medio, CP - cerebro posterior;VOp - vesícula óptica; VOl- vesícula ótica; AB - Arcos braquiales;C
Corazón; I - Región Intestinal; CC - cavidad celómica;S - región de somitas; LN - lumen Neural; NeC - NeuroepitelioCaudal
(las flechas blancas señalan los lugares donde disminuyeo no hay señal en las hibridaciones- corazón, cerebro medio y lumen
neural-).
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Fig.18. (a) Patrónde expresiónde la rbOsalAB en embrionesde 10.5dpc. La expresiónse ve muy fuerte a lo largodel embrión.
En el corazón la expresiónse ve muy levemente, a diferenciade los otros estadios, en otras regionesla expresióndisminuye

(cerebromedio, en la punta de la cola y regióndorsaldel embrión).(b) Expresiónde la sonda rbOsalA en 10.5dpc. La expresión
se excluye del cerebromedio, regióndorsal del embriónyen la puntade la cola. e) Cortesde embrioneshibridadoscon la sonda

rbOsalAB, la expresiónse observaprincipalmente en las regionesepitelialesdel embrión. P - Posterior;V- Ventral;D - Dorsal;
CA- cerebro anterior;CM cerebromedio, CP - cerebroposterior; VOp- veslculaóptica; VOl- veslculaótica;AB - Arcos

braquiales;C- Corazón;I - RegiónIntestinal; CC- cavidadcelómica;S - regiónde somitas; NeC - Neuroepitelio Caudal; F 
Faringe; AD - aortadorsal;EA- extremidadanterior;EP - extremidadposterior(las flechasblancasseñalan los lugaresdonde

disminuyeo no hay señal en las hibridaciones (corazón,cerebro medioy lurnenneuralj),
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Patrón de expresión de osa-2 durante el desarrollo temprano de ratón.

En base a la comparación entre la secuencia de osa-J y osa-2, se seleccionó un

fragmento de 701 pb, al que se llamó osa2-2, para utilizarlo como ribosonda en

ensayos de hibridación in situ en embriones completos de ratón (Figs. 13, 14; pág. 56,

57, ver alineamiento en apéndice 6). Este fragmento se amplificó por RT - PCR y se

clonó en el vector pCR®¡I-TOPO®, al igual que las ribosondas de osa-l, el RNA

antisentido se transcribió con la polimerasa T7 y el sentido con la polimerasa Sp6 (Fig.

14). Las condiciones que se utilizaron en el ensayo son las mencionadas en el

protocolo de material y métodos. Los tiempos de revelado de esta sonda fueron

alrededor de 40 h, lo que nos podría sugerir una baja expresión de asa-Z, El patrón de

expresión en embriones de 7.5 dpc se hizo por triplicado y en cada ensayo se utilizaron

6 embriones (Fig. 19).

Fig. 19. Embriones de 7.5 dpc. (a) Se denotan las partes que conforman un embrión de este estadio . Por arriba de la linea punteada
se encuentra la región extraembrionaria, que incluye al alantoides (rosa), el amnios (naranja), corión (azul) y endodermo viceral
extraembrionario (amarillo), por debajo de la linea punteada se muestra la región embrionaria formada por el epiblasto (verde),
mesodermo embrionario (azul claro) , surco primitivo (rojo), Endodermo viceral embrionario (amarillo), A - región anterior, P

región posterior, NE Neuroectodermo. (b) Patrón de osa-2 (c) Embrión Hibridado con la ribosonda sentido . (d) cortes sagitales de
embriones hibridados con la sonda rbOsa2-2 . C - corión; ExC - exoceloma; AI- Alantoides ; Arn - Amonios ; Ne 

Neuroectodermo; M - Mesodermo; EV - Endodermo viceral ; A - Anterior; P - Posterior.
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En embriones de 7.5 se observa una expresión débil de osa-2. Que se presenta

principalmente en el neuroepitelio, en la región del surco primitivo, endodermo

visceral extraembrionario (Fig. 19). Aunque no hay un patrón excluyente en embriones

de 7.5 dpc entre osa - J Yosa - 2, si hay diferencia en la intensidad de expresión de

señal, sugiriendo que osa - 2 se podría expresar débilmente y en zonas mas definidas,

mientras que osa - J se expresa fuertemente en este estadio del desarrollo tanto en

regiones embrionarias como extraembrionarias. El patrón de expresión de osa-I

incluye las regiones donde se expresa osa-2.
~~:::;:;::=:::;:=.;:;:::;;:;:::;::::;::::;::::::::;:::;;;::;::;:;::;¡:~:::::=::=::~~~~

Fig. 20. (a) Imagen que muestra las principales regiones de un embrión de 8.5 dpc, corazón (café), intestino (azul) , notocorda
(verde claro), somitas (verde oscuro), Neuroepitelio (amarrillo). A - región Anterior, P - región Posterior, O - región Dorsal , V

región Ventral. (b) Se muestra el patrón de expres ión de osa - 2 en embriones de 8.5 dpc; izquierda y centro vista dorsal, derecha
vista lateral. c) Embrión hibridado con la sonda sentido. d) A la izquierda se muestran cortes transversales y derecha cortes

sagitales de los embriones hibridados con la sonda rbOsa2-2. CA - cerebro anterior ; CM - cerebro medio; CP - cerebro posterior;
NE - Neuroepitelio; S - somitas; MP - mesodermo presomítico; C - corazón ; TN - tubo neural ; I - intestino .
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El ensayo en embriones de 8.5 dpc se hizo por triplicado, con 5 embriones por

ensayo; el tiempo de revelado fue de 48 h, a pesar de ese tiempo se observa una

expresión muy tenue y se restringe al neuroepitelio, mostrando mayor expresión en las

crestas neurales (Fig. 20b). Esta continuidad entre el estadio anterior y 8.5 dpc, nos

hace sugerir que osa - 2 se expresa muy débilmente en el desarrollo temprano de ratón

y se restringe al tejido neural, a diferencia de osa-l que en este estadio se expresa

fuertemente en casi todos los tejidos, excepto en el corazón. Con este antecedente se

procedió a establecer los patrones de expresión de osa-2 en embriones de 9.5 y 10.5

dpc. Las hibridaciones hechas en ambos casos fueron por triplicado utilizando 5

embriones por ensayo. Los patrones fueron constantes con un tiempo de revelado de

alrededor de 48 h. Como se muestra en la figura 21a, a los 9.5 dpc, el nivel de

expresión de osa - 2 aumenta en relación al estadio anterior, expresándose en la parte

ventral del embrión, esta región incluye al intestino, cavidad celómica, cerebro

anterior, primer arco branquial, la aorta dorsal y el neuroepitelio de la región caudal. El

nivel máximo de expresión se encuentra en los arcos branquiales y en la región del

mesénquima cefálico, pero no es tan abundante y extendido como el de osa - l .

A los 10.5 dpc la expresión de osa - 2 vuelve a disminuir, aunque se expresa en

los mismos lugares que en los embriones de 9.5 dpc, la intensidad es menor. En cortes

sagitales hechos para estos embriones observamos que la expresión se localiza con

mayor intensidad en epitelios (neurales, intestinales), y es muy tenue en el

mesénquima (Fig~ 21e y d).
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Fig. 21. (a) Patrón de expresión de osa-2 en embriones de 9.5 dpc,la expresión es mas fuerte que en los estadios anteriores

observándose en el cerebro anterior y en toda la región ventral del embñón. (b) Hibñdación con la sonsa sentido. (e) Patrón de

expresión de osa-2 a los 10.5 dpc. La expresión es muy tenue se observa en el cerebro anterior y en la parte ventral del embrión; d)

Cortes sagitales de hibridaciones en embriones de 9.5 dpc con rbOsa2-2 . e) Cortes seriados de un embriónde 10.5 dpc hibridado para

osa-2 , donde se denota una señal muy débil, principalmente en los epitelios del neruoectodermo. CA - cerebro anterior ; CM cerebro

medio, CP - cerebro posterior; VOp - vesícula óptica; VOt - vesícula 6tica; AB - Arcos braquiales; C- Corazón ; 1- Región Intestinal ;

CC - cavidad celómica; S - región de somitas ; LN -Iumen Neural ; NeC - Neuroepitelio Caudal; Ao - Aorta.

Con base en los resultados presentados anteriormente podemos decir que osa - 1

(con sus isofonnas a y b) se expresan muy fuertemente durante el desarrollo embrionario

temprano a diferencia de osa - 2, cuya expresión es débil en estas etapas. Aunado a lo

anterior no hay un patrón de expresión diferencial entre ambos genes, ya
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que osa - 1 esta presente en las regiones donde se expresa osa - 2. Al amplificar los

fragmentos de cONA para las ribosondas se utilizaron tejidos adultos y fetales. En

ambos casos se pudieron amplificar los fragmentos de ambos genes, este resultado es

similar a lo reportado en humano, ya que se conocen ensayos de northem blot, donde

se observa que tanto el mRNA de osa-T, como el de osa-2 están expresados al mismo

tiempo independientemente del órgano analizado (Nie et al. 2000; Nie et al. 2003,

Wang et al. 2004), por lo que nuestros datos son consistentes con estas observaciones.

69



Los cenes osa-l yosa-2 de ralón

DISCUSIÓN

Patrones de expresión de los genes osa-I y osa-2

En este trabajo se establece el patrón de expresión de los genes osa-l y osa

2, así como de los rnRNA's alternativos de osa-l (osa-la y osa-Ib), con la finalidad de

explorar si existía un patrón diferencial y/o excluyente entre dichos transcritos.

Los patrones de expresión de las isoformas osa-la y osa-lb tienen una

expresión fuerte y aparentemente ubicua en los estadios analizados, pero es importante

mencionar que no hay señal de estas isoformas durante el desarrollo del corazón. Sin

embargo, logramos observar diferencias claras en los patrones de expresión de ambas

isoformas en el estadio de 7.5 dpc, donde observamos que osa-la presenta mayor señal

en la región del mesodermo (Fig. 15e), en el caso de osa-lb el nivel de expresión

mayor se localizó en el endodermo visceral anterior. Esto sugiere en primer término

que las distintas isoformas de osa-l podrían llevar a cabo funciones similares en

durante el desarrollo temprano, porque ambas se isoformas tienen patrones de

expresión aparentemente sobrelapados. La diferencia en la señal entre las isoformas en

el EVA y mesodermo podría reflejar un papel más específico en donde se determina el

eje antero - posterior, tomando en cuenta que el EVA es un centro de señalización

importante en la embriogénesis. (revisado en Gilbert S, 2003).

De forma general, sugerimos que la isoforma mayor de osa-I (osa-la)

muestra una expresión débil en estadios tempranos pero parece aumentar conforme

avanza el desarrollo embrionario. Por otra parte, nuestros datos sugieren que la

isoforma osa-lb se expresa fuertemente durante los estadios embrionarios analizados.

A diferencia de osa-l , la expresión de osa-2 se presenta muy débilmente

durante el desarrollo temprano y a partir de 9.5 dpc se restringe a ciertas regiones
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embrionarias; se observa más específicamente en el cerebro anterior, vesícula óptica y

otros tejidos de la parte ventral del embrión (intestino, arco branquial, venas del

sistema circulatorio), y también parece estar excluido del corazón. De manera similar,

en ensayos semicuantitativos de RT-PCR hechos a partir de hígado de adulto y

placenta, se observa que osa-l se expresa más que osa-2 (Fig. 14). Recientemente se

reportó que osa-l se expresa 3.S veces más que osa-2 en varias líneas celulares

tumorales de humano (Wang et al. 2004), tales como las líneas HeLa, SW-13, Pc-3,

SAOS-2, OHS-SO y MCF-716 (Decristofaro et al. 2001). En todas estas líneas osa-I

presenta el mismo nivel de expresión, por lo que se sugiere que la relación de rnRNA

3.S:1 (osa-l: osa-2) reportada por Wang X. y col. corresponde al nivel endógeno de

células normales. Los patrones aquí mostrados, presentan un bajo nivel para osa-2 y

mucho mas alto para osa-l (Figs. 19-21), análogos a los reportados para líneas

celulares de humano, reafirmando que el gene osa-l se expresa en mayor proporción y

en mas tejidos que el gene osa-2 tanto en el desarrollo embrionario como en etapas

adultas.

Ambos genes osa son capaces de estimular la transcripción de receptores

nucleares hormonales en humano (Nie et al. 2000; Hurlstone et al. 2002; Inoue et al.

2002), Wang y col. realizaron ensayos con cultivos de líneas celulares humanas, donde

suprimen al dominio ARIO tanto de osa-l como de osa-2 observando una disminución

similar en la activación de receptor de glucocorticoides (Wang et al. 2004), por lo que

se sugiere que los genes osa-l y osa-2 tienen blancos similares, además de que

dependen del dominio ARIO (involucrado en la interacción con el ONA) para activar

16 Líneas tumorales de cervix (HeLa), adenocarcinoma (SW-13), próstata (pc-3), osteocarcinoma
(SAOS-2), OHS-SOes de osteosarcoma y la línea MCf-7 es de cáncer de mama.
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al menos al receptor nuclear de glucocorticoides (Wang et al. 2004). Otra evidencia

sobre las posibles convergencias funcionales de osa-l y osa-2 es que ambas proteínas

pueden interaccionar con el complejo BAF de forma independiente, puesto que en

líneas tumorales de humano ambos genes osa se localizan en el complejo BAF en la

misma línea celular, pero no co-inmunoprecipitan en un mismo complejo (Wang et al.

2004). Basándonos en lo anterior y en que el patrón de expresión de osa-l es muy

fuerte y sobrelapa con las regiones de expresión de osa-2 en el período medio de

gestación, es probable que osa-l pueda suplir la función de asa-Z si éste ultimo se

muta, tal como sucede con la complementación de función entre las ATPasas BRG1 Y

BRM (Reyes et al. 1998; Bultman et al. 2000).

Como ya se mencionó con los ensayos de hibridación "in situ" observamos

que la expresión de osa-l y osa-2, se excluye del corazón durante el desarrollo

temprano. Recientemente se reportó que el ratón "knockout" de la subunidad exclusiva

del complejo PBAF17 llamada Polibromo (BAF180) es letal, presentando deficiencias

en el desarrollo del corazón lugar donde se expresa fuertemente dicha subunidad

(Wang Z, etal. 2004). Por tanto, basándonos en que desde levadura hasta mamífero los

complejos BAF (donde están presentes osa-l y osa-2) y PBAF regulan diferentes

genes y procesos (ver Introducción), la ausencia de expresión de los genes osa-l y osa-

2 en el corazón, corroboraría que también en ratón existe regulación diferencial entre

los complejos BAF y PBAF, ya que el desarrollo del corazón depende de la acción del

complejo PBAF (Wang Z, et al.2004), en el cual ninguno de los genes osa interactúan.

17 D de no est á . l' 2on e no estan presentes ru osa- ru osa- .
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Comparacion de los patrones de expresión de osa-l y osa-2 con otras subunidades del

complejo BAF.

Se conocen los patrones de expresión de Brgl(Brm de mosca; Fig. 21a;

Randazzo et al. 1994), BAFI55/Srg3 (MüIRA ; Fig. 22b Y Tabla 6; Kim et al. 2001),

SNF5/INIJ (SNR 1; Fig. 22c y Tabla 6; Klochendler-Yeivin et al. 2000) y BAF60c

(BAP60, Fig. 22d Y Tabla 6; Lickert, Takeuchi et al. 2004), durante el desarrollo de

ratón. Además se han reportado experimentos de westem blot donde se muestra que la

ATPasa BRM se transcribe y traduce pobremente durante el desarrollo embrionario,

pero no se ha determinado su patrón de expresión "in situ", También se sabe que en

ratones mutantes nulos para el gen BRM, la otra ATPasa (Brgl) puede complementar

la función de Brm (Reyes et al. 1998). El transcrito Brgl se presenta en forma ubicua y

muy intensamente a lo largo de la embriogénesis, por tanto su patrón de expresión

debe sobrelapar con el de todos los genes del complejo . BAF155/Srg3 y SNF5/INIJ

están presentes en cerebro, médula espinal, retina y arcos branquiales (Fig.22b y e).

BAF60c se expresa muy fuerte y específicamente en el corazón, y se ha determinado

que es necesario para el desarrollo de este órgano (Fig. 22d; Lickert et al. 2004).Los

-patrones de expresión de los genes osa-l y osa-2 sobrelapan con los de Brgl ,

BAFI55/Srg3 y SNF5/INIJ, pero como ya se mencionó, ninguno de los genes osa

sobrelapa con el patrón de BAF60c en el corazón. Lo que sugiere que existen una

variedad de complejos tipo BAF que podrían definirse de acuerdo al órgano .
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Tabla6. Resumen de los fenotipos y patrones de expresión de lassubunidades del complejo BAFque se hancaracterizado hastael
momento. (* - En este reporte realizan el silenciamiento del geneutilizando RNAde interferencia específicos para BAF6Oc).
Subunidad Fenotipo Fenotipo Expresión en el desarrollo embrionar io

-/- +/-
Viable Aumento en proliferación Mínima

celular
mBrm
(ATPasa)

Brgi (ATPasa) Letal Excencefalia Ubicua y fuerte durante toda la
Susceptibilidad al embriogénesis.

cáncer.

Reyes et al. 1998

Bultman et al. 2000

SNFSlini1 Letal Susceptibilidad al Fuerte en el desarrollo temprano y se Klochendler -Yevin,
cáncer. restringe al sistema nervioso a partir de los etal. 2000

8.5 dpc. Roberts e,et al.
2000

BAF1SS/Srg3 Letal Excencefalia Ubicua y fuerte durante toda la Kim et al. 2001
embriogénesis.

BAF60c Letal" Defectos en Se expresa principalmente en el corazón y Lickert et al.
desarrollo del corazón. en menor expresión en las semitas . 2005

osa-t ¿? ¿? Fuerte y generalizada a los 7.Sdpc. De los 8.5 a los
10.5 dpc la expresión es fuerte y a lo largo de los
embriones exceptuando al corazón y la región
posterior del tubo neural

osa-2 ¿? ¿? A los 7.5 dpc parece la expresión es débil yen
regiones embrionarias.
De los 8.5 a 10.5 dcp la expresión es débil y parece
estar restringida a regiones del sistema nervioso y
parte ventral del embrión.

Polybromo
(BAF 180)

Letal Defectos en Seexpresa principalmente en el corazón y en menor Wang et al. 2004
desarrollo del corazón expresión en las somitas y en extremidades.

Por los patrones de expresión sabemos que osa-l, se esta co-expresando con

Brgl y BAF155/Srg3 en casi todo el embrión, por tanto podríamos sugerir una

interacción entre estos genes formando un complejo BAF como se conoce en D.

melanogaster. En el caso de SNF5/INIl osa-l se co-expresa en los arcos branquiales,

cerebro anterior y en la medula espinal y probablemente puedan interaccionar en

dichas regiones para formar otra variedad del complejo BAF interaccionando con Brgl

y BAF155/Srg3.

En mamífero se conocen al menos tres genes homólogos de BAF60 Ca, b, e),

aunque no se han caracterizado BAF60a y BAF60b en ratón, en células de humanos

ambas proteínas co-inmunofraccionan tanto con' osa-l como con osa-2, pero no se

conoce reporte donde detecten a BAF60c con alguna de las proteínas OSA (Nie et al.
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2000; Hurlstone et al. 2002; Nie et al. 2003), por tanto podríamos sugerir que durante el

desarrollo de ratón BAF60c y los genes osa-l y osa-2, no se co-expresan porque el

complejo BAF que contiene a los genes osa de ratón está preferentemente unido a

BAF60a y/o BAF60b, y el producto del gene BAF60c forma parte de otro complejo tipo

BAF donde ni osa-I y osa-2 están incluidos, por ejemplo el complejo PBAF.

Fig. 22. (a) Cortesagital de un embriónde 9.5 que muestrala expresiónde Brgl . (b) Corte sagitalde un embriónde 12.5dpc que
muestrala expresiónde BAFI55/Srg3. (e) embriónde 9.5 dpc que muestrala expresiónde SNF5/1Nll. (d) Embriónde 9.5 dpc que
muestrala expresiónde BAF60c(imágenestomadasde: (Randazzoet al. 1994;Robertset al. 2000; Kim et al. 2001; Lickertet al.

20(4).

Como se mencionó en la introducción, se han caracterizado las pérdidas de

función de los genes Brgl, BAF155/Srg3 y SNF5/INIJ, obteniéndose que los mutantes

homócigos nulos de los tres genes son letales y los ratones heterócigos muestran

fenotipos parecidos, es decir son susceptibles a tumorogenesis y por otro lado muestran

defectos en el desarrollo del cerebro; como excencefalia (Bultman et al. 2000;

Klochendler-Yeivín et al. 2000; Roberts et al. 2000; K.im et al. 2001).

Tomando en cuenta que no se han reportado estudios funcionales para ninguno

de los genes osa, basándonos en los fenotipos mencionados anteriormente, sugerimos

que el fenotipo del mutante nulo para osa-1 podría ser letal durante el desarrollo

temprano, debido a la gran abundancia de su rnRNA, además se expresa con mayor

intensidad en regiones fundamentales para el desarrollo del embrión como en el
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EVA, otra dato que sustenta nuestra hipótesis es que la mutante nula de osa en D.

melanogaster es letal durante el desarrollo temprano (Vazquez et al. 1999).

Por otra parte, podría esperarse que el fenotipo heterócigo de osa-l resulte

susceptible a la tumorogénesis como en el caso de los mutantes Brgl y SNF5/INIl,

tomando en cuenta que al menos dos líneas celulares tumorogénicas de humano (C33A

de cáncer cervical y T47D de cáncer de mama) tienen reducida la expresión de osa-l

(Wang et al. 2004), por tanto el bajar el nivel de expresión de osa-l en el ratón

probablemente genere tumores, ya que la expresión de osa-2 no será suficiente para

complementar la función de osa-l, tal como sucede con las ATPasas del complejo

BAF de mamífero.

En cambio como la expresión de osa-2durante el desarrollo temprano de

ratón es débil, posiblemente el mutante nulo para este gene no presente letalidad en la

embriogénesis, porque adicionalmente osa-l podría complementar la función de osa-2.

En el ratón adulto se podría observar algún fenotipo débil, como sucede con la mutante

de BRM que solo se presenta un aumento en la proliferación celular de algunos

órganos (Reyes et al. 1998).

Perspectivas para la obtención de ratones mutantes para los genes osa.

Para determinar de manera contundente si osa-l tiene un papel esencial

durante el desarrollo temprano será necesario inactivarlo in vivo. Por tanto , como parte

de este trabajo se generaron distintas herramientas que nos ayudarán en este propósito.

Una de ellas es la construcción del vector de recombinación homóloga dirigido al

inicio de la traducción que será de utilidad en la obtención de células ES con un alelo

mutado de osa-l en su región 5'. Además, contamos con la línea celular XB677,
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mutada para osa-l, la cual tiene insertado al transgen ~-Geo en el nucleótido 775 del

rnRNA por lo que se interrumpe la traducción a partir de ahí, generándose un péptido

de 258 aa correspondientes a la región N - terminal de osa-l. Esta región no se ha

implicado en la función de la proteína, por tanto esta línea celular podría servir para la

obtención de ratones quiméricos que nos permitan obtener el ratón homócigo nulo para

osa-l y de esta forma caracterizar su función. Asimismo, dado que varios antecedentes

comentados anteriormente sugieren que la mutación heteróciga de osa-I podrá

presentar un fenotipo, en la línea celular XB677, se podrá explorar si hay diferencia en

la proliferación, diferenciación y/o muerte celular, con respecto a células normales. Así

mismo se podrá estudiar el fenotipo resultante de eliminar el alelo osa-l en esta línea

celular realizando ensayos con RNA de interferencia (RNAi).

Por su parte las líneas celulares RRE043 y XC389 que tienen modificado el

gene osa-2, presentaron problemas tanto para crecer, como para expresar los

marcadores. En el caso de la línea RREü43 suponemos que las células estaban

diferenciadas, ya que su morfología no es clásica de ES. Esta diferenciación pudo

haber ocurrido durante el crecimiento previo al envío del vial original, o bien debido a

que hubieran sufrido descongelación durante el viaje. Al respecto de esta líneas, es

probable que pudiéramos obtener un nuevo lote.

En el caso de la línea XC389, se creció con dificultad, aun cuando las

condiciones de crecimiento no eran selectivas (sin antibiótico). De los ensayos

aplicados para corroborar la inserción (por RT - PCR) y la expresión del reportero ~

Gal, solo fué positivo el concerniente a la verificación del transcrito, lo que nos sugiere

que aunque se esta transcribiendo el mRNA de osa-2 con la inserción, éste no es

traducido. El transgene se encuentra entre los exones 8 y 9 (alrededor del nucleótido
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1287 del mRNA, ver apéndice 4), entonces es probable que el mensajero sea inestable

siendo degrado rápidamente antes de que se pueda traducir la fusión protéica ~-Geo, y

por lo tanto no se produzca actividad de Lae Z, a diferencia de la línea celular para

osa-I (XB677), la cual tiene a fJ-Geo entre el exón 3 y 4 (alrededor del nucleótido 775,

ver apéndice 4) y que como se mencionó en resultados pudo expandirse y mostró

actividad de Lae Z, así como resistencia a neomicina.

Tomando como antecedente que la línea celular de osa-I tiene el inserto

cerca del inicio de la traducción, decidimos buscar nuevas líneas celulares mutadas

para osa-2 en la base de datos", con la finalidad de encontrar líneas que tuvieran la

inserción del "gene trap" cerca del inicio de la traducción. Encontramos líneas

celulares que tienen el alelo osa-2 mutado entre el exón 4 y 5 (alrededor del nucleótido

510 del mRNA), por tanto estamos en el proceso de adquisición de al menos una de

estas líneas celulares, que muy probablemente puedan traducir el transgene y con ello

nos ayude en la obtención de ratones mutantes para osa-2.

En paralelo al uso de la línea celular XB677, intentaremos la generación de

otra línea celular a partir del VRH diseñado en este trabajo, puesto que podría ser una

alternativa para inactivar al gene osa-l, en caso de que la línea celular que tenemos no

funciona en la obtención del mutante, o en caso de que se disminuya el fenotipo de la

mutación, debido a que esta línea puede generar un fragmento de OSA-I, que podría

funcionar como un alelo hipomórfico.

\8 La cual actualizan periódicamente con las nuevas líneas celulares mutadas que generan .
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CONCLUSIONES

Durante el desarrollo temprano de ratón, los genes osa-I y osa-2 tienen niveles

de expresión diferentes, siendo mayor la expresión del gene osa-l.

Los mRNA's generados por splicing alternativo del gene osa-I (a y b), no

muestran patrón diferencial entre ellos. Sin embargo, durante el desarrollo temprano

parece que la isoforma pequeña (osa-lb) es mas abundante (ver fig. lS b Y e); no

podemos asegurar que la diferencia en la intensidad sea la misma durante todo el

desarrollo embrionario , ya que la sonda utilizada no puede diferenciar entre ambas

isoformas.

Durante la etapa de 7.5 dpc la isoforma osa-Ja parece ser más abundante en el

endodermo visceral anterior y la isoforma osa-Jb en la región del mesodermo, podría

reflejar distintos genes blancos en estos sitios.

La expresión de osa-J abarca muchos tipos celulares, incluyendo sistema

nervioso, arcos branquiales, intestino, faringe y mesénquima. No obstante a través del

desarrollo temprano osa-J no se expresa en el corazón.

El patrón de expresión de osa-2 durante el desarrollo temprano de ratón

predomina en las regiones donde se desarrolla el sistema nervioso. Sin embargo,

conforme avanza el desarrollo embrionario, asa-Z se expresa en otras regiones, como

en los arcos branquiales (en estadios de 9.5 Y 10.5 dpc) y al igual que osa-J, el gene

osa-2 parece no expresarse en el corazón.

La generación del vector de recombinación homóloga para osa-J se puede

utilizar en la generación de una línea celular de ES donde se inactive la expresión del

gen osa-l por completodebido a que esta dirigido al iniciode la traducción. ~~ .~~~\j
\-:.~~~ "jS.).·~~

\. '" . '" v(~
~ \.~\
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Las líneas celulares que tienen mutado el alelo de osa-l pueden servir para

generar un ratón mutante nulo de este gen, ya que el transgene insertado se está

transcribiendo y traduciendo correctamente dentro del mRNA.

Sugerimos que el ratón mutante de osa-I será letal durante el desarrollo

temprano debido a la gran abundancia de su rnRNA. Tomando en cuenta que durante

el desarrollo temprano este gene presenta mayor expresión en el endodermo visceral

anterior y mesodermo, sugerimos que los defectos de el ratón homócigo nulo podrían

ser durante en inicio de la gastrulación y en el establecimiento del eje antero-posterior,

y en la vascularización extraembrionaria del embrión donde el mesodermo

extraembrionario es necesario.

El ratón heterócigo para osa-I probablemente será susceptible a tumorogénesis

debido a que algunas líneas tumorales de humano presentan menor expresión del este

gen.

Por su parte, el ratón mutante de osa-2 probablemente será viable por

complementación funcional de osa-l , tal como se lleva a cabo con Brgl sobre mBRM

(Reyes et al. 1998). En este sentido será interesante estudiar el fenotipo de dobles

mutantes para osa-I y osa-2.
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APENDICE 1

Oligonucleótidos diseñados en el trabajo, en osa-l, osa-2 y gene traps.
cDNA de osa-l

ARIO CI C2
14...13

+
...

12

11...
+
7

+
2

I 3 4 5 6 8 9 10
+ ......+

Nombre Oligonucleótido Posición en cDNA (pb)

1 Inil S' ATG GAT CAG ATG GGC AAG ATG 3' 1 -21

2 UosalAA S' GGACTA ACCCAT ACTCGC ACC AA 3' 47 -70

3 ini3umb S' TIG CGG CCG CCT CCC GAC AC TACA GCA ACA 3' 273 - 292

4 Iniv S' TIG TIG CTG GGCGTA AGG TGG 3' 318 - 304

S iniáosa S' CCA AGC TIC ACA GCA GCC CTC GGT CTI C 3' SI1-S30

6 E30sal S' CCA GTA AGG GAG GGC AAG AA 3' 712 -772

7 Hex1 S' TGA TCTGTCTGGTIC AATCGC 3' 767 -788

8 UosalAB S' TGT GAG GAG AAA AGG GAG ACT GA 3' 88S -980

9 E40sal S' CAG GTG AGG GGA GGT GTG AG 3' 902 - 921

10 Hex2V S' ACT GCA GCA GGC GAG AGT 3'. 993 - 1010

II Maridl S' TGT CTT GGG TGT CCC 3' 1812 - 1827

12 mARID2 S' CAAGATCGAGCGTGG 3' 2168 - 2183

13 OsaI21 CCT GCC TCC GCC ACC GCT GCT AC 3172 -3194

14 Osal22 CAG GAA TGG AGA CTI GCT AGG AG 3664 - 3688

cDNA de osa-2
1... ARID

2 3
+ ...

4
+

5
+

6...
C I C2

Nombre Oligonucleótido Posición en cDNA (pb)

1 Losa212 S' GTG GCT GGG AGT GGG GGT GAG TA 3' 99 -122

2 11440sa2 S' GTACGG ACCTCAGCAGAC AG 3' 1144-1164

3 1720osa2 S' TIG TGG GCG TCA TGC TGC AG 3' 1720-1740

4 UosalIll S' GATGGT AAAGAAGAAGGCGTG TC 3' 1822 -1844

S Uosa2IA S' GCA GCC AGC AGC AGG AGA TGT AT 3' 3061 -3084

6 Uosa2IB S' ATC TTT TGA GGT AAT CTT TCG CC 3' 3780 - 3803

Gene traps

pUC backbone

Nombre 01igonucleótido

1 IstPCR S' AGT ATCGGCCTC AGG AAG ATCG 3'

2 2ndPCR S' ATI CAG GCT GCG CAA CTG TIG GG 3'

3 Ubgeo S' CGG AAT TCT TGA AAA TGG TCT GCT GCT GCT GAA 3'

4 Lbgeo S' AAAGCGGCCGCGGAT AAACGG AACTGG AAAAACTGC 3'
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APENDICE2

Mapas de los vectoresde clonaciónutilizados en este trabajo
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M13(-20) Forward priming sita: bases 433-448
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APENDICE3

Similitudes entre las proteínas OSA de distintos organismos. En el recuadro se muestra la
similitud entre OSA-I y OSA-2de ratón.

Se cA Nombre Long {aa} Se cB Nombre Lo°9 (a al Símil. n I
1 SWI1_s . _cerevisiae 131 4 2 OSA_C_e 1egans 1724 91 SWI1_5 ._cerevisiae 13 14 3 OSA_ D° _mel anogas ter 271 5 121 S\'1II_S. _c e revi s i ae 1314 4 OSA_A° _gambiae 838 71 S'IJI1_s . _c e re v i s i ae 131 4 5 OSA- l_G· _9a 11 us 2129 91 SWI1_s o_cerevisiae 131 4 6 OSA-2_G·_9a11us 1424 61 SWI 1_S .Lce ceví s í ae 131 4 7 OSA-l~ . _musculus 190 2 101 SWll_S._cerevisiae 1314 8 OSA-2_H. _musculus 1806 81 SWll_s ._cerevisiae 1314 9 OSA-l_H . _sapiens 2285 121 SWll_s . _cerevisiae 13 14 10 OSA-2_H._sapiens 19 57 91 S'IIII_S o_ce re vi s i ae 131 4 11 OSA-l_Pan_troglodytes 1959 111 SWI1_S . _c e re v i s i ae 131 4 12 OSA-2_pa o_ t r og l odyt e s 1763 71 5WIl_S o_ce re v i s i ae 13 14 13 osa-2_D o_rerio 1840 101 SWI l _s ._cerevisiae 131 4 14 o sal_T. _n i groviridis 21 57 92 OSA_C_e legans 17 24 3 OSA_D. _melanogaster 271 5 222 OSA_C_e legans 172 4 4 OSA_A._gambiae 838 162 OSA_C_elegans 172 4 5 OSA-l_G·_9a11us 2129 1 92 OSA_C_e lega os 1724 6 OSA- 2_G· _9a 11 u s 1424 92 OSA_C_e1egaos 1724 7 OSA-l _M . _mus c ul us 1902 ~ 92 OSA_C_elegans 1724 8 OSA-2_H o_musculus 1806 172 OSA_C_ e legans 172 4 9 OSA-l_H. _sapiens 2285 192 OSA_C_elegans 172 4 10 OSA-2_H._sapiens 1957 172 OSA_C_ e l egans 1724 11 05A-l_Pan_troglodytes 1959 162 OSA_C_ e l egans 17 24 12 OSA-2 _Pao_troglodytes 17 63 162 OSA_C_ e l egans 172 4 13 osa-2_D._rerio 1840 182 OSA_C_elegans 1724 14 osal_T o_ni gr ov i r i di s 2157 173 OSA_O._me lanegas ter 2715 4 OSA_A._gambiae 83 8 243 OSA_D. _melanogaster 271 5 5 OSA-l_G ·_9a11us 2129 213 OSA_D. .JI1elanogas ter 2715 6 OSA-2_G.--!la11us 1424 173 OSA.-D . _melanogaster 2715 7 OSA-l~.Jf\usculus 1902 273 OSA_D. .JI1elanogaster 2715 8 OSA-2_Ko_musculus 1806 263 0 5A_D. _me l anog as t e r 2715 9 OSA-l_H. _sapiens 2285 243 OSA.-Do.-melanogaster 2715 10 OSA-2_H. _sapiens 1957 263 OS~D.JRelanogaster 2715 11 OSA-1_Pan_trog1odytes 1959 273 OSA_ Do_me l anog as t e r 271 5 12 OSA-2_Pan_troglodytes 17 63 263 OSA.-D. _me1ao'?Qas ter 2715 13 osa-2_D . _rerio 18 40 253 OSA.-D.JIle1anogaster 2715 14 osal_T ._mgroviridis 2157 244 OSA.-A.--!lambiae 838 5 OSA-l_G.--!la11us 21 29 174 OSA.-A·_9ambíae 838 6 OSA-2_G · _9a11us 1424 134 OSA_A·_9ambiae 838 7 OSA-l_M. J[lusculus 1902 154 OSA.-A.--!lambiae 838 8 OSA-2J{ ._musculus 1806 17........ 4 OSA.-A.--!lambiae 838 9 OSA-IJ! ._sapiens 22 85 174 05A_A .-oambiae 83 8 10 OSA- 2_H. _s a pi ens 1957 184 OSAj..--!lambiae 838 11 OSA-1_Pan_troglodytes 1959 174 OSA.-A. --!lambiae 838 12 OSA-2_Pao_troglodytes 17 63 154 OSA.-A·_l1ambiae 83 8 13 osa-2_Do _rerio 18 40 184 OSAj.·_9ambiae 838 14 osal_T. _ni g r ovi r i d i s 2157 195 OSA-1_G.--!la11us 21 29 6 OSA-2_Go_ga11us 1424 285 OSA-l_G . _9a11us 212 9 7 OSA-l-".JQusculus 1 902 765 OSA-1_G ._ga11us 2129 8 OSA-2_Mo_musculus 1806 515 OSA-1_G ·_9a11us 2129 9 OSA-l_H ._sapiens 2285 705 OSA- 1_Go--!la11us 21 29 10 OSA-2_H._sapiens 1957 495 OSA- l _G. _ ga 11u s 2129 11 OSA-l_Pan_troglodytes 1959 685 OSA- 1_G. _ga 11u s 2129 12 OSA-2_Pan_troglodytes 1763 495 OSA- 1_ G. _ga 11 us 2129 13 osa-2_Do_rerio 184 0 425 OSA-1_G o--!la11us 2129 14 osal_T o_ ni g rovi r i di s 2157 436 OSA-2_G ._ga11us 1424 7 OSA-l_M._musculus 1902 326 OSA-2_G .--!la11us 1424 8 OSA-2 _K.J[lusculus 1806 546 OSA-2_G .--!lal1us 1424 9 OSA-1_H . _sapiens 2285 356 OSA-2_G. --!la11us 1424 10 OSA-2J!._sapiens 1957 526 OSA-2_G o_ga11us 1424 11 OSA-1_Pao_trog1odytes 1959 366 OSA-2_G.--!la11us 1424 12 OSA-2_pan_troglodytes 1763 376 OSA-2_G .--!lal1us 1424 13 osa-2_D ~ __rerio 1840 36

OSA-l M. musculus 05A-2 M. musculus
0 51\- 1_" . .JDUSCU us OSA- _H. _sap1ens

7 OSA-1_M. JQusculus 1902 10 OSA-2J! . _sapiens 1957 547 OSA-1_MoJQusculus 1902 11 OSA-1_Pan_trog1odytes 1959 857 OSA-1_" . .-musculus 1902 12 OSA-2_pao_troglodytes 1763 507 OSA-l _M. _muscu lus 1902 13 osa-2_Do_rerio 1840 4 67 OSA-l_M.J[lusculus 1902 14 osal_T ° _nigroviridis 2157 558 OSA-2_M.J[lusculus 1806 9 OSA-l_H ._sapiens 22 85 578 OSA- 2_M. _mus c ul us 1806 10 OSA-2_H o_sapiens 1957 868 OSA- 2_M._mus cul us 1806 11 OSA-l _Pan _ troglodytes 1959 538 OSA- 2_M. JUusculus 1806 12 OSA-2_Pao_troglodytes 17 63 7 68 OSA-2_M. _musculus 180 6 13 osa-2_D._rerio 1840 558 OSA- 2_ H._mus c u lus 180 6 14 osal_T . _ ni gr ov i rid i s 21 57 459 OSA-l_H o_sapiens 2285 10 OSA-2_H._sapiens 1957 569 OSA-l_H . _sapiens 2285 11 OSA-l_Pan_trog1odytes 1959 989 OSA-l_H . _sapiens 2285 12 OSA-2_Pan_troglodytes 1 763 519 OSA-l _H. _sapiens 2285 13 o sa-2_D. _rerio 1840 479 OSA- l_H o_sapiens 2285 14 osal_T __nigroviridis 2157 5610 05A-2_H . _s api e ns 1957 11 OSA-l_pao_trog1odytes 1959 5110 0 5A-2 _H o_s api e ns 1957 12 OSA-2_Pan_troglodytes 1763 8010 OSA-2_Ho_sapiens 1957 13 osa-2J>._rerio 1840 5610 OSA-2_H._sapiens 1957 14 osal_T o_nig r ovir i d i s 2157 4511 OSA-1_Pan_troglodytes 1959 12 OSA-2_Pan_troglodytes 1763 4611 OSA-1_Pan_troglodytes 1959 13 osa-2J>._rerio 18 40 4411 OSA- l _ Pan _ t r og l odyt e s 1 95 9 14 osal_T"_n i g rovir i d i s 2157 5712 OSA- 2_ Pan _ t r og l ody tes 1763 13 osa-2_D. _rerio 1840 4712 OSA-2_Pan_troglodytes 176 3 14 osal_T o_nigroviridis 2157 381 3 osa - 2_ D. _re r io 1840 14 osal_T. _ni g rov i r i d i s 2157 41
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APENDICE4

Esquemas de las inserciones de los gene-traps dentro de los locus de osa-I y osa-2 en
líneas de células ES de ratón.

•
Línea XB677 con un alelo Osa-l interrumpido

24,314 pb ARID C1 C2__~_.iiiiii. I ~._~~~_

Línea XC389 con un alelo de Osa-2 interrumpido
15.310 pb
t-i

,5.~.;ti. ~ ~•.-.~}l1tt3Ii~fltel1~t4ifl?tt 2:11221

Línea RREü43 con un alelo de Osa-2 interrumpido
11,567 pb

H
allm.g•••·~5 .J.~.7:.8·.E .ttf~1f3I!H1~~!lt7IjJlf!l2it~.~
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r
APENDICE 5

Alineamiento de los mRNA's osala, osalb con las sondas osa! AB y osal A.

-...v _ _ . • J .._ - - - -

osa l a
Os a 1 A
osa1 AB
osalb

osa l a
Os a 1 A
osa1 AB
osa l b

osala
Osa1 A
osa1 AB
osa l b

osala
Osa1 A
osa1 AB
o s alb

osala
Osa1 A
o sa1 AB
o s alb

osa l a
Osa 1 A
osa1 AB
osa lb

·· · · 1·· · · 1 .... 1.... 1 .... 1· .. ·1 .... 1.... 1 · .. ·/ .... 1 · .. ·1 .. ··1 · .. ·1· .. ·1 · .. ·1 .... / .... /· .. · 1 .. ··1· .. · 1
5 15 25 35 45 55 65 75 85 95

ATGGATr;AGA TGGGr;AAGAT GAGA,:; r;Tr;AG r:r;GT ATGGT G GGAr;TAAr;r;r; AT N ;T: :G';AA t'AA ';AGGGN,' ':;T r; r;TT r' AGG N 'r 'G" AA " AA GGNAT GGGT

ATGGATC'AGA TGGGC'AAGAT GAGA(' C'TC'AG C'C'GTATGGTG GGAC'TAAC'C'C' AT Af 'T C'G,,'AA ;'AA; 'AGGGA,,' ; 'T;,'C'TT, 'AGG A; ';'G: 'AA, 'AA GGA 'ATGG GT

.. .. 1· .. · / .... 1· · · · 1 ·· .. 1.. · ·1 .. · ·1 .... / .. .. / .. .. 1 .. · · 1·· .. 1 .... / .... 1 .. .. / · .. · 1 .... 1· · · · 1 .. ·· 1· .. · 1
105 115 125 135 145 155 165 175 185 19 5

A'.:n :AGGGcA G.......ATATGGG T '.:n :AGN :T (: '.:Af.:AG....GGTA c ........',.'ATGN :'.: ATG'. :AGGG" " GGG'.:T ', 'AGAG TG',:CATGGG'.: AG' " 'T ' T TT ATGA 'AG A

Gr;A G' ; ' ;ATATGGG T ';,;r;AGAr;Tr; r;Ar; AG";GGT A r;r;r-r;AT GN ;r; ATG' :AGGG' :" GGG" T " AGAG TG ';r;ATGGG'; AG " ''' T ' T TT ATG 'A AG A
ACCCAGGG;;A G,;CATATGGG T CCCAGA; :T , ' CACAG,:GGT A CCC,;ATGACC AT G: 'AGGG, 'C GGG: 'T ::AGAG TG: ', :ATGGG: ' AG: ' '' T , 'T ; 'TT ATG ,'A AG A

.. .. / .. .. 1 · ···/· ···1 .. .. 1.. · · 1 ·· .. 1· .. ·1 · .. ·1 .... 1 .... 1.. .. 1 .. ·· 1.. .. 1 .... 1.... 1 .... 1.. · · 1 · .. ·1 .. .. 1
205 215 225 235 245 255 265 275 285 295

GATT, '<'A, " .'T TAT GG'." .'AG AAGG " " ', 'AG TG'.'GTATGG,.' ,'AG ,'AGGG" AGA' T ,,' 'AT A ' TATAA ' AG AAAGT T AT AG A G AG A l'

GATT; :CA:;::T TATGG,:; :AG,; AAGG: ;¡:; : , :AG TGCGTATGG; : ; :AG,:AGGG:: :: AGA"T,.:, :ATA ,: T AT AA " ,AG ,:AAAGT, ,,1',' AT " , , 'AG A G AG A T
GATT'."':N :":T TATGG":":AG' : AAGGc:":r:r:AG TG(:GTATGG": ',:AG ':AGGG":',; AGA :T ': :' :ATA ":T AT AA :- :AG ' :AAAGT:' :T: AT ' ','AG 'A GAG A T

.. · : 1.. ··1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.. ··1 .. .. 1· .. · 1 .. .. 1.... 1 .... 1.... 1 .. .. 1·· .. 1 .... 1.. .. 1
305 315 325 335 345 355 365 375 385 395

TN:G ': ":·'.'AG ':· AA" "A( '!'AT" ( " 'AGA';" " ', 1' CAT G';" ": 'AGC '; 'T T CGT AT " A G .'AG': 'AG , ' 'G ', 'AGN 'T: 'AG .' AA " 'A AGT T 'AGT TT AG ' l' AT

TACG' · i.TAG[ : AA ' ','A' :' :AT, : [ ' , :AGA[ :¡ :,":: T (: ATG<,:, :¡: AG;: i: T T i :GT AT; :A G, :AG: :AG, :' G : :AGA:: T, :AG: : AA . :: :A, 'AG ,T l' 'AGT . T T 'AG , T AT
TAcG c '.:CAGc AA'.:', 'A ', 'cAT:, ' C....AGAc '.:'.:'.:T CAT GC....CAGC c TT,: GT AT ....A G'. 'AG'.:AG ',, 'G '.'AGA· :T ,, 'AG,. ' AA',::, 'Af 'AG. T T , 'AGT , ', T , T AG T AT

· .. ·1 .... 1 ·· .. 1·.. · 1 · ···/· · .. 1 · .. ·1 .. · · 1 · .. ·1· .. ·1 .. · · 1.... 1 .... 1.... 1 .. .. 1· .. ·1 · .. · 1· .. ·1 .. .. 1.... 1
405 415 425 435 445 455 465 475 485 495

ATTr;r;r;AGr:A GrY;ATr;r;r:AG r;r;T,';r;N ;ATr : AG(;AGTr;r;r;r; AAr;Tr;r;ATAT r;r;r,T r;r;r;AG' AGT ';r;'A" :r 'N ;' N ; AAr;AG ';AT r;",", 'AGAG ' AG TA

ATTl ' l ·l ·AG'.'A G','l:AT'." .,<"AG 1,,".'Tl' l 'A',' AT :,' AG:;·AGT:,' ,.':.·..' AAl 'T:." :ATAT , ·,,', 'T'. ·i,'<:AG' · AGT , ':,: A ".' A" N : AA'.'AG 'AT 'AGAG ' AG TA
ATTC'('C'AG;:A G, 'i 'AT, ', '('AG i 'C'T('C 'A( 'AT, ' AGi 'AGTi 'i 'C'(' AA C'T (' , 'ATAT ( '( '( 'T,''('''AG: ' AGT: '( 'A( '; 'Ai .' A;.'AA( 'AG: 'AT :\ ';'; 'AGAG: \ ' AG , " ,', , T A

· .. ·/ .. ·· 1 · .. · 1.. .. 1 .. · ·/ · .. · 1 .. .. 1.. .. 1 · · .. 1.. .. 1 .... 1· , .. 1 .. .. / .. .. 1 ·· .. 1.. · ·1 .... / · .. · 1 .. .. /· , .. 1
505 515 525 535 545 55 5 56 5 575 585 59 5

c TC A....AAn :A CAGGc ACAGT CTCCC T A'.:'.:A GCAGCAG'.:AA CCT'::AG'.:AG'.' '.. :AG'.:AT'.:', '1", ' GT',:G<.:T'. 'T -,:',.' '.:AG'.:AGG',:',:G '.:AT AT '." ..'1' . 'A G. " " '. 'AG ' T

r;T :;'N 'AA ":":A r 'AGGr:N ,:AGT r:T ,:;r;r;T N:r:A Gr; AGr;AGr; AA r;r:T r;AG';AGr:: r: AG': AT,;r 'T ' GT r:Gr;T ',T ' :' : r:AGr;AGG';r .'G '''AT AT '; ' T "A G' AG T
: :T: 'A, ,'AA : ', 'A ' :AGG" A." AGT CTC::CT A." CA G, 'AG CAG: 'AA CCTC AG,:AG:' , 'AG: 'AT : :: 'T, ' GT ::G:;T CT ::C , 'AGCAGG: ':'G :'AT AT," T,'A G: ': ', ': 'AG" , T
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osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

os a l a
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

· · ·· 1·· · · 1 · · · ·1 ····1 · · · · 1· · ·· 1 ····1 ··· ·1 · · · · 1· · · · 1 ····1 · ···1 ··· ·1 · · · ·1 · · · ·1 ··· · 1 · · · · 1·· · ·1 .. · · 1·· · · 1
605 615 625 635 645 65 5 665 67 5 68 5 695

CAGCAGTC C:C AG;:AAACTGC CT ATTCCC AG CAGCGCTT;:C ;: TCC ACCA;.'A GGAG;:TTT;:T ;: AAGATT,: AT TTGGGT : 'T :,'A GG: 'AT : ', T . ·A G. .. , T . AA

( 'AG<:AGT('( '1.' AG( 'AAACTG( ' I 'T ATTc c CAG (· AG(.'GI ''1''1'<.<.' (' '1''.'('A' '( 'N 'A GGAGi ''1''1''1'1.''1' i 'AAGATT i 'AT TTGGGT' ·T··A GG ·AT.·· 'T · ·A G -. '. ... . T . 'AA

':AGCAGTl',:c AG':AAA':TG<:' '.. ·T ATT CCl'AG CAG':G',:TT:: ',." ' ."T'."l'A'.'I.'ACA GGAG::TTT':T ': AAGATT ':AT TTGGG T. ·T ·,'A GG:AT: "'T · 'A G . '1' AA

··· ·1·· ··1 ····1 .. .. 1 .. · ·1 .. ··1 · .. ·1 ··· ·1 ·· ·· 1·· ·· 1 .... 1.. .. 1 .... 1····1 ····1 .... 1 .. .. 1·· .. 1 ·· ·· 1·· · · 1
705 715 725 735 745 755 765 775 785 795

TGN::(:T'2C:AG TAAGGGAGGG ',~AAGAAGATA TGAAC:CTGAG T CTT'.::AGTC:A AGGC':;(;TC;C:A G";TTG(; ':;TGA T ,':TGT'::TGGT T '-'AAT :GAT G AT ,'1' . : : :AT

TGA'~'('T" ( 'AG TAAGGGAGGG ':'AA GAAGAT A TGAA'~'('TGAG T"TT "AGT"A AG ':'C': 'T ,:,·:'A G" TTG" ': 'TGA T 'TGT '''TGGT T " 'A T GAT G AT '1' AT
TGACCT CCAG TAAGGGAGGG CAAGAAGAT A TGAAC'C'TGAG T C'TT, 'AGTCA AGm '( 'CT, 'CA G¡"TTG" ( 'TGA T: 'TGT; 'TGGT T : ·AAT. GATG AT T. '· AT

· .. ·1 ····1 · · .. 1.. .. 1 · .. · 1· · .. 1 .. .. 1.. .. 1 · .. · 1.. .. 1 .... 1·.. ·1 .. · ·1 .... 1 · .. · 1.... 1 .. ··1 .... 1 .. · · / .. .. 1
805 815 825 83 5 845 855 865 87 5 885 895

GGGGACAGAA GGAG',:TcTGA GT '.XTGGCGT GAGCA<.,:AT'.. :A GGGATTT',:( 'A G ·AG'. " .:AAGG AGAG'..'AGAG' · AAT',,·'.,·AG.,·T " AGT ' '1', ', '-, '1''1' TT '1' '1' A

GGGGN :AGAA GGAGr;T:;TGA NT r;r;TGGr:'GT GAGr;N ;ATr;A GGGATTTr;r; G
GGGGACAGAA GGAG; :T ; :TGA GTCCTGGCGT GAGCACAT CA GGGATTTC;::A GCAG;:CAAGG AGAGCAGAG;,: AAT.::; :AG.:T , : AGT . T . .,: . .T T TT , .T '1' A

· .. ·1 .. .. 1 .... 1.. .. 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .. .. 1.. .. 1 .... 1.. .. 1 .. .. 1····1 ····1 .. ··1 ·· .. 1.. .. 1 .. .. 1· .. ·1
905 915 925 935 945 955 965 975 985 99 5

Ai '( ·T i."','i 'T i' Ao." 'TGi ·(.'T GG '.'ATe, 'GAGGi ' ( ', ·GT T l.'l '( 'GT l '( .( .( 'TGT TGG i ''1'' ''1'" 'i TG¡',' AGTGT i.'G¡ 'G" AGT i 'T i 'G' 'T · ' AGGA" , ·A . T · ' T · G TG TG

A' ::: '1':;: ', '::'1':: A: " :TG: ;' :TGG ' :AT,:::GAGG': , :¡ :GTT i T : :GT ,' , ::: , 'T GTTGG ': '1', '1'. ', TG , ' " AGTGT, 'G, 'G,' AGT, 'T . 'G T . ' AGGA. A '1' '1' G . TG TG

LOS l~" 0 511·/ Y OSII-¿ Uf' .... 'un

.. .. 1· .. · 1 .. ··1 .. .. 1 .. .. 1.. .. 1 .... 1.... 1 .. .. 1.. .. 1 .. .. 1.. .. 1 .. .. 1.... 1 .... 1.... 1 · · .. 1.... 1 .... 1· · .. 1
1005 1015 1025 103 5 1045 10 55 1065 10 75 10 85 1095

CAGT GCCAGG CAACCAGAT G CCACCT CGGC CACCCAGTGG C( 'AGTC AGA:: AGCAT i 'AT GC AC::CTT: 'CAT GAA: 'CAAT 'A AG: ATTO, " AAOAO OAGOosa l a
Os a 1 A
osa1 AB
osa l b : 'AGTO:,\ 'AGG , 'AA ' 'AGATG , ', ·A:." 'T , 'GG, ' '.' Ao', ·, 'AOTGG " 'AOT AGA ' AG 'AT ATG . A 'TT' 'AT OAA -. 'AA'I' 'A AO AT TO AAGAG GAGO

osal a
Osa 1 A
osa1 AB
osalb

.. ··1 .. .. 1 .. .. 1.... 1 ·· .. 1.... 1 .. .. 1.. .. 1 .... 1.... 1 · · · · 1· .. · 1 .... 1.. .. 1 .... / .... 1 .... 1.. ·· 1 .... 1.. .. 1
1105 1115 1125 11 35 1145 11 55 1165 1175 11 85 1195

TTAT AT GCAG AGGAACT¡:¡:; : AGATGCCCCA GT ACACTT; :; : C¡:T¡:AO;:;:TO 0 . :'1'. 'GG;:C T T AT . :T . :; :N .OT ;:AG;: ; :GT ·: T G GAGGA AGAT G A T 000

TTATATGr;AG AGOAAr;T r;r;r: AGATGr;r;r;r;A GT N :N ;TTr:r; r:r:Tr 'AO" ;~ ,:TO G .T ·GG';r :TT AT ' ,:T '';' 'NGT ·AG·· ..GT '1'0 GAGGA AGAT G A T GOG
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o s ala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

o s a l a
Osa1 A
osa1 AB
o s a l b

. . . · 1· ··· 1 . . . · 1·· · · 1 . . . · 1·· · · 1 ... ·1 ·· ·· 1 ... ·1 · · · ·1 . .. · 1·· ·· 1 ... · 1·· · · 1 . .. · 1· · · ·1 . .. ·/· ···1 . .. ·1 · · · · /
1205 1215 1225 123 5 1245 1255 1265 1275 1285 1295

GTGGGCT::CT ACCAGCAGAA CT::CATGGGG AGCTACGGCC: CC:: AGGGCAG T CAGTATGG:: C: 'ACAAGGAG G: 'TAT, :,TAG G, 'AG, ·,. T AA· TAT AATG , · T

GTGGG'.·T '.'CT AI." ·AG'.'AGAA , 'T :: I.·ATGGGG AG' ·TA'.·GG'." · I..·, ' , 'AGGG:.'AG T '.'AGTATGG:.' ,.', 'A!.'AAGGAG G' ·TAT· ', TAG G 'AG", TAA" TATAATG T

· · · ·1 · ·· · 1 · .. · 1.... 1 · · .. 1.... 1 · .. ·1 .. · · 1 · · .. 1.. ··1 ····1 .. ·· 1 .... 1.. ··1 ·· .. 1.. · · 1 · · ·· 1··· · 1 · ···1 · · ·· 1
13 05 1315 1325 1335 1345 1355 1365 1375 1385 1395

TGe CCAACGC CAACT ACCCC AATGCAGG:;A TGG: ;CGGAAG TATAAA:;CCT ATGGGTGCTG GAGGT; ;AGAT G..:AT GGG· 'AG . ·.. TGGAAT ;, · · ·A · TT A GG

T Gr;r:r:AAr;G,: r:AA r;T Ar:r;r:r; AATGr:AGGr:A TGGr:r;GGAAG TATAAAr;r:r:T ATGGGTG:;TG GAGGTr;AGAT G::ATGGG :AG .... TGGAAT " ATTA GG

····1·· · ·1 · · .. 1.... 1 · .. ·1·· .. 1 ·· .. 1·.. · 1 .. .. 1.. .. 1 · · .. 1··· · 1 · · · · / · .. ·1 · · ··1·· ··/ · · ··1 · ···1 · ·· ·1 ·· · ·1
1405 1415 1425 1435 1445 1455 1465 1475 1485 1495

,,'A'.'Ai.'T' ." .',.'T , ', 'AGGGAGAA TGG'.'T'.'ATG'.' GT, 'TATGGG'.' AA, 'AGG, ', ' , 'T ATGG" ' ·'."TAA TATGG'.." .: AAT ATG '."' 'A,: ,'T AGGT TGGGT ' AGGGATGTGT

':A':A':T'.: ' :r:T ":' :AGGGAGAA TGG' :T r:ATG ": GT' :TATGGG ' AA' :AGG' :' :' :T ATGG :' :' :T AA TATGG' :' :AAT ATG :" A " T . AGGTTGGGT AGGGATGTGT

Los genes I1MI ·' ) ' o.~a-l de ratÓn

· · ·· 1.... 1 · .. ·1· .. ·1 ·· .. / .. ··1 · .. ·1 .. ··1 ·· · ·1 .. · · 1 · .. ·1 .. · · 1 · .. ·1 .. ··1 .. · ·1 .. · · 1 .... 1·· ··1 ·· ·· 1·.. · 1
1505 1515 1525 1535 1545 1555 1565 1575 1585 1595

( ·( ·T r.'CN '<: ·AG GGGGAATGAA ':'AGGAAAA{ 'T '.' AAGAGT C·TG :.'TGTTG·'.'AT G 'ATGTTG"T G" "AA( T 'T A T ··· AAAA 'AG G ' A AGG ' TA AAATAosala
Osa1 A
osa1 AB
osalb '.:',:T '.·'. ·A'..:',:AG GGGGAATGAA '.·AGGAAAA'.:T ' :AAGAGT '.:TG í.·TGTT G'..".:AT G'.·ATGTTG' :T G'.:' ·AN .·T '.. :T A T ·..·, ·AAAA.: AG G' ·'.A · AGG T A AAATA

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
o s a l b

.... 1· .. ·1 ·· .. 1.... 1 .... / .. ··1 · .. · 1.... 1 .. ·· / .. ··1 .... 1.... 1 .. .. 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1· · · ·1 · .. · 1· · ··1
16 05 161 5 1625 163 5 1645 1655 1665 1675 1685 1695

TGAATr;AAGG GGGr;ATGATG GGAAr;TGG N ; r;T r:r:r:T AT GG N :AGGGGAT:: AATAGTATGG r:TGGr:AT GAT r;AA:,'r:: 'T'AG GGA ', " ''' AT AT T ATGGG

TGAAT::AAGG GGGCATGATG GGAACTGGAC C'T ::'CCT ATGG AC'AGGGGATC' AATAGTATGG C'TGG:: ATGAT , 'AA: '( '; 'T , 'AG GGA, '; '. ,, ', 'AT AT . TATGGG

.. · · 1.... 1 · .. ·/ .... 1 · .. · 1.. .. 1 .... 1· · .. 1 .... 1.... 1 ···· 1· .. · 1 .... 1·.. · 1 .. · ·1 .... 1 .. · ·1 · .. · 1 · .. · 1· .. ·1
17 05 1715 1725 1735 1745 1755 1765 1775 1785 1795

c GGAAn:ATG Gn :AA'.:AATT CAGCAGGGAT GGCAGc CAGC (;C AGAGATGA TGGG'..\ :TTGG GGATGTTAAG TTAA'..·T' .."":G · :':N :AAAAAT GAA"AA 'AAG

CGGAACC ATG GCCAACAATT CAGCAGGGAT GGCAG::C:AGC CCAGAGAT GA TGGG: 'CTTGG GGATGTTAAG TTAA: 'T , "' .'; ·G : ':'A: 'AAAAAT GAA : 'AA, 'AAG

.... 1.. ·· 1 .. · · 1.... 1 · · .. 1· · .. 1 ·· .. / .. .. 1 .... 1·· .. 1 · .. · 1.. ··1 .... / · .. · 1 · .. ·1 .. ·· 1 .. · · 1.. ··/ ·· .. 1.. ··1
1805 1815 1825 1835 1845 1855 1865 1875 1885 1895

GCAGATGGGA r.' A('('CAAGAr: AGAATCr:AAA T CTAAGAAAT ':"C'AGTT {' TT 'C: T N 'CN '( 'N "C' AATGAGAAGA T ':'A': '{ '( 'AATT GTATGAGTTG GGTGGTGAG "

G',:AGATGGGA e N ",:',:AAGA',: AGAATCCAAA TcTAAGAAAT U :AGTT ' ·T T '. : TA'..:': A<. ·' ·A', :'.: AATGAGAAGA T'. 'N :'. " 'AATT GTATGAGTTG GGTGGTGAG :
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osala
Osal A
osal AB
osalb

osala
Osal A
osal AB
osalb

····1 · · ··1 · ·· ·1· · · ·1 ·· · · 1···· 1 · ·· · 1·· · · 1 ··· ·1 ····1 · · · · 1· · · · / ····1 ····1 ····1· ·· ·1 .... 1· · ··1 .... 1.. · · 1
1905 1915 1925 1935 1945 1955 1965 19 75 1985 1995

" '-;GAGAGGM GATGTGGGTG GN ;r:GGTAr;r; TGG( 'r;TT' .'N ' AGAGGAGMG G' :'-;ATGGG' ;A TGA'"AAAT' ,:T G" 'TG TGT G GGGAGGAAG T TGGA T

( '('GAGAGGM GATGTGGGTG GM '(,GGTM '( ' TGGi' ( 'TT( 'Ai; AGAGGAGMG Gr.'i 'ATGGGi,'A TGA, 'AAATi 'T G,,',TG, 'TGTG GGGAGGMG, ' , T, TGGA" 'T

·· · · 1·.. ·1 ·· ·· 1· .. ·1 · .. · 1· · · · 1 ····1 .... 1 ····1····1 · · · · 1.. ··1 .. ··1··· ·1 ····1· .. ·1 .... / .... 1 .... 1.. .. 1
2005 2015 2025 2035 2045 2055 2065 2075 2085 20 95

LTAT LGn :TC TATGTGT',:TG TGMGGAGAT TGGTGGGTTG A'.:Tt'AGGT', 'A A':MGM', 'M AAAATGG'. 'GG GM, 'TTG' M "'M ' " T 'AA TGTGGGTA 'A

CTATCGCCTC TATGTGTi:TG TGMGGAGAT TGGTGGGTTG ACT i:AGGTCA ACMGMCM AAAATGGi:GG GM i:TTG 'M i' i' Mi 'i T , 'M TGTGGGTA, 'A

L..os ~rrtf'I 0 5/1·/ ) ' 0311· 2 de nlón

· .. ·1 ····1 ··· · 1··· ·1 .. ·· /.... 1 ·· · ·1·· .. 1 · .. ·1··· · 1 · · ·· 1.... 1 .... 1·· .. 1 · · .. 1.. · ·1 .... 1.. .. 1 .... 1.... 1
2105 2115 2125 2135 2145 2155 2165 21 75 2185 2195

Ti 'M G' 'AGTG ','TG' " 'AG' 'T" A' 'TGAAAAAG " AGTATAT' '( M TGTi 'T ' 'TA TG( '( TTTGAG TG, 'M GAT , 'G AG, GTGGAGA AGA" , ', T GATAT Tosa l a
Osal A
osa1 AB
osalb T, :MG:,:AGTG , :TG:::'AG: 'T ': A' :TGAAAAAG ¡ 'AGTATAT", ' MTGT,:T ' TA TG::: 'TTTGAG TG "M GAT, G AG GTGGAGA AGA, T GATA'!' T

osala
Osal A
osa1 AB
osalb

· · ··1 ····1 · · .. / .. .. 1 ···· 1··· · 1 · ·· · 1· .. · 1 ····1··· ·1 .... 1·.. · 1 · .. · 1· .. ·/ .. .. 1· .. · 1 · .. · 1· .. ·1 · .. ·/ .... 1
2205 2215 2225 2235 2245 2255 226 5 22 75 22 85 2295

Ti:GCAGCTGC TGACT i:CMG MGTCC'C'MC i 'i 'M GAT i '( 'A GCCí.'Ci 'CTi 'T i 'i :TGi 'GGGAT i 'AGGGTi 'TAT G· 'AGGGG , ,'A , 'AM , T ' AT AGT AA AG

T:..'Gl..'AG':TG:: TGA::T~' : 'MG MGT, ·' .." :M, ' :,',: M GAT,: ': A G·.." : :.." :" , 'T, T '.... TG: 'GGGAT ': AGGGT,: TAT G AGGGG A ' 'A,\A T AT , ' AGT AA AG

. . . ·1 ·· · ·1 . .. ·1····1 ... ·1· ···1 . . . ·1· ·· ·1 ... ·1····1 . . . ·1 ,····1 . .. · 1···· 1 ... ·1··· ·1 . . . ·1· ···1 ... · 1····1
2305 2315 2325 2335 2345 2355 2365 2375 2385 2395

;:AGTT;:TATG G,,:AGMGGAG GAGA::: ;TGM G, :, :A;:CM , :T C::AG;:ATi,:;: A ,: A;:::A; :ATAG T, :AAATT, :, :, : ' ' ,' TTA , AG G· ATGGGGAG . M T AGT,osala
Osa1 A
o sa1 AB
osalb " AGTT,"TATG G' 'AGAAGGAG GAGA' " 'TGM G ', A '" 'AA' T ,', 'AG': 'AT " 'A " A" 'A ATAG T AAATT 'ITA AG G ATGGGGAG AAT AGT

osa l a
Osa1 A
o sa l AB
osa l b

o s a la
Osa1 A
o sa1 AB
osa l b

· .. ·1· · .. 1 · · .. 1.. ··1 .. ··1· .. ·1 .. · · 1.. .. 1 .... 1····1 .. ·· / .. ··1 · .. · 1· .. ·1 · .. · / .... 1 .... 1.. .. 1 .. .. 1.. .. 1
2405 2415 2425 243 5 2445 245 5 2465 247 5 248 5 2495

GGMT' :' 'AGG ATG, ': ·TTT. ' C: TGATGGMGT GA: :' ::: ' 'A,'AT T. .'!.'AGM G· 'G GAATT ,' ::ATG AT· ': ·M A· . , TGGGTA A G ' .AGTATG AATA ' T TG

GGM T' :";AGG ATG(.".:TTT,:."': TGATGGMGT GN'/ :' :' :N;AT T,::r;AGMG' ;G GMTT· :' :ATG A' :T · :.: AAA :' : TGGGTAA G "" AGTATG M TAo.' TTG

.. ··1 .... 1 · .. · 1·· .. 1 · .. ·1 · · · ·1 .... 1· · .. 1 ····/ ··· ·1 · .. · 1.... 1 .. · · 1.. ·· 1 · .. ·1 .... 1 · .. ·1 .... 1 ·· .. 1·· .. 1
2505 2515 2525 2535 2545 2555 256 5 2575 25 85 25 95

A': ATGATGGG G·.·G' ·ATGT ' ·C TATGAG· ·· ·M ATMGGAT '" TTATGG "AG ' ATGAGGAAAG ' GAGGMG TGAT TT ATGT T AG GG AGGG

Al. 'ATGATGGG G'G' 'ATGT' :'.: TATGAG'," 'AA ATMGGAT ,:" TT ATGG' 'AG, : ATGAGGAAAG , G" 'AGGAAG TGAT TT ATGT T 'AG GG AGGG
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I

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
os a 1 AB
osalb

osa l a
Osa1 A
os a1 AB
os al b

····1 .. ·· 1 · · ··1 ··· · 1 · ··· 1···· 1 ··· · 1··· ·1 ··· · 1·· · · 1 · · · · 1· · ·· 1 ·· .. 1.. · · 1 ····1 · ·· ·1 · · .. 1·· .. 1 · .. ·1 .. .. 1
2605 2615 2625 2635 2645 2655 2665 2675 26 85 2695

CAA TGGCGGG ATGGGTGAT,: ,; CTACAG,: CG TGCTGCTGGC CCTGGGCT GG GAAGTGTGG ,; GATGGGA;:CA :, GG::AG; 'A;:T AT ; :; :CTATGG AGGT ': TTA .

t,,·AAT GGI,.'GGG ATGGGTGATC ' ·'.'TA<:AGl.'t:G TG:: TGCTGGC IYTGGGI.'TGG GAAGTGTGG , ' GATGGGA,.'t 'A , 'GG':AG' A T AT,.':: ::TATGG AGGT, ', TTA "

· · · · 1· · ·· / · · · ·1· ·· · 1 · · · · 1· · · · 1 · · · · 1· · · · 1 · ·· · 1· · ·· 1 ····1····1 .. · ·1···· 1 · .. · 1.. ··1 · .. · 1.... 1 ·· .. 1.... 1
2705 2715 2725 2735 2745 2755 2765 2775 2785 2795

GACAGAGTGA GGACGGAGCC TGGAATCGGG CCTGAAGGAA ATATGGGAAC TGGAG::CC: :T CAG:::CAAAT; : T ..:ATG; :; :T T ... , :A. :; :CCAGAT T ; :GGGGATGT

GAr:AGAGTGA GGN :GGAGr:r: TGGAATr:GGG r:é:TGAA GGAA ATATGGGAAr: TGGAGr:r:r:r:T r:AGr:r:AAAT"' T ·:ATG ': r:T T ·.' ' :N :r:r:t 'AGAT T 'GGGGATGT

.. ·· / .. .. 1 .. ··1· .. · 1 .. · · 1·· .. 1 .. · · 1.. .. 1 .. · · 1.... 1 .... 1.... 1 .... / .... 1 .... / · .. · 1 .. .. /·· .. 1 ·· .. /· ···1
2805 2815 2825 2835 2845 2855 2865 2875 2885 2895

ATTt:T:." ,·TAG ':t : Gt:TA,',.\ ·,: '." ·G, 'AGI.'AG" AG':AG, 'AA'.'A G::AG, ·AAI.'AG ,'AG:.'AA:: AG:: AA::GA::ATGA '1''1', 't.'TATGG · AAT:.·AATT '1' . 'TA ' AAGG

ATT(:Tr:(:TAG r:t:Gé:T A,,:r:, :r: ,:r;G(;AG'::AG':: AG(:AG'.':AA'·:A Gr:AG,':AA,';AG r:AG':AA';AG'.: AA(:GA~ :ATGA TT' ;( :TATGG : AAT· :AATT .T ' :TA" AAGG

.... 1.... / .... 1.. ··1 · · · · 1· · · · 1 .... / .. ··1 · .. ·1 .... 1 .... /.... 1 .... 1···· 1 · .. · /· .. · 1 .. ·· 1·· .. 1 ·· .. 1· .. · 1
2905 2915 2925 2935 2945 2955 2965 2975 2985 2995

( 'A('C'~ ' r:TT': ' r' AG~ ·AGr ' (" . · r T T C':'r 'r 'AGCCA Gr.'AGACCN .·A ATGTAT" 'AGr ' AG"AG( 'AG 'A GAA TTATAA G AGG" ': 'AA TGG ATGG A 'ATA TGG '1'

, :AU ;CL TT'.:L AG',:AG'.:', :'.:' ·T T '.:'.:c '. ·AG'.:cA GCAGA'.:'. :A'.·A ATGTAT'.. :AG'.: AG',·AG'. 'AG::A G

.. .. 1·.. · 1 .. ··1·· .. 1 .. ·· 1· ·· · 1 · · ··1 .. ··1 .. · · 1·· .. 1 .. ·· /.... 1 .... 1·.. ·1 .... 1.... 1 · .. ·1 · .. · 1 .. ·· / .. · · 1
3005 3015 3025 30 35 3045 3055 3065 3075 3085 309 5

Gr:r:AAG ':GG' : ATGAAGGGGA GATGTN :AGT GTG, :r:GTN:A Gr:Gr:TGGG "A AGG' .:r:AG· ··..T " AA AG·;AG ·. AGTTG ' ." TG AG 'T 'AGT 'AG TG A

· .. · 1.. ··1 .... 1·· .. 1 .. .. 1.... 1 ····1 .... 1 .. ··/ .. .. 1 .. .. 1· .. ·1 ·· .. 1.... 1 .... 1· .. ·1 .. · · 1·· .. 1 ·· .. /· .. ·1
3105 3115 3125 3135 3145 3155 3165 3175 3185 319 5

GL L AGC\ 'ACA AG'.:TG'."-:CAG CCTT '.:',:'. :'.:T '.: AG'.·AGGACGT GTAL AA L "AG TACAG, 'AATG ,. :, TA- ·, " 'TG ' T · ·· ·G,.·' ·A G'.·TG'. ·TA·TG AT .G ' GA
G· · . '1'. ': 'G: " 'A- '.' G;TG, ·T A. TG AT : 'G . GA .

L.osatM1 D:-.· l )' DSII-1 de ntón
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osa1
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AH
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

... ·1· · · ·1 . .. · 1· · · · 1 . . . ·1·· ·· 1 . . . · 1·· ·· 1 . .. ·1 ·· · ·1 . .. ·1· · · ·1 .. . · 1···· / . . . · 1··· ·1 ' " · 1·· · · 1 , .. · 1·,· · 1
320 5 3215 3225 3235 3245 32 55 32 65 3275 3285 3295

AG'~'AGG', 'GG' . ":": ".'AGAN:C MTTT','( 'ATT '.'CAGTTTGG':· ', GAGA':": GAG T'T':'TG , N ." T ' , TGGTT '" AGTG -, AG ' AGM' ATG A A MATG
AGCAGGCGGC C'CCCAGM('C' MTTTC'CATT CCAGTTTG GC CGAGACCGAG T C'Ti?TGC'A;: ;: T; '; 'TGGTT i,'C ' AGTGi '; ';:AG,: AGM;:ATG : ',' A, '; A, 'AAATG

·· · · 1· · · · 1 .... 1.... 1 .... 1.. .. 1 .. .. / · · .. 1 .... 1·.. · 1 .... 1.... 1 .... 1·.. ·1 .... 1.... 1 · .. · 1.... 1 .. · ·/····1
3305 3315 3325 33 35 3345 3355 3365 3375 338 5 3395

ATGGGTGGG, : U'ATAc AGG,: ATeAG cTGAG GTTGCTCAGc AGGGCAl :cAT GTGG', 'AGGGG c GAAATGAi.'A TGN. :'.. :TN.:M TTATG '.", ·M' · AGG 'AGM' 'A
ATGGGTGGGC CCATAC.'AGGC' AT; 'AGCTGAG GTTGCT;:AGC AGGGCAC; 'AT GTGGCAGGGG CGAAATGACA TGA;:;:TA; 'M TTATG;:; 'M, ' AGG, 'AGM: 'A

.... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .. .. 1· .. · 1 .... 1·· .. 1 • .. ·1 .... 1 .... / .... 1 .. .. 1.... 1 .... 1·· .. 1 .... 1.... 1
3405 3415 3425 3435 3445 3455 3465 3475 3485 3495

(' AGGCT CTGC' (: A<.'CC'AGGG" VI 'TG¡:GTATC' ATGGTGTGM CC'GMCAGAT GAAATGiT, ', ' Al 'A( 'AGAT,'A GAGGG: " 'M " , 'ATGM GG, '<. 'ATGG' " TT, '
<:AGG:,:TCTGC CAc:c:e.:AGGG:: c:CTGCGTATC ATGGTGTGM CCGM CAGAT GAAATG,:T¡:: : A,'A ' :AGATCA GAGGG¡:<:M: ' , ATGM GG, , ATGG, ', TT ,

• .. · 1.... / . ... / .. .. / .... 1·· .. 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... / .. .. 1 .. .. 1.... 1 .... 1· .. · 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1
3505 3515 3525 3535 3545 3555 3565 3575 3585 3595

CC'ATGGC'ACA CGCCAGCCTC CGTATGGTCC TT CAGCCCCT GTTCCCCCCA TGACMGGCC CC;: TCCAT;:T M CTAC; 'AG: ' , '; '; ';:A; '; 'M G , 'ATG' ; GMT
n 'ATGG:,:Al 'A '.'G'.": AG,:,'T ,..' ','GTATGGT':': TT':AGl" " ·'..·T GTTI: ,: , ' ,,·,' :..'A TGN .'MGG ." · '.",\ T , ".'AT:,:T M ' TA' ':,:AG' : \",'A',' , 'M G 'ATG GMT

LosRrtlfttt!UI-1 Yqy.] de ralón

GTAT, " 'AG "¡ ""( 'G( 'T ':'( 'C " TCr.,".": "::GG:' ''' '''ATGGAGM '··..GTATT T .', TAG 'M GT ' T · 'ATT ' T G A' T TGGG ATGAAAATG

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

.... 1····1
3605

(:ACATTU;TC
':'N:ATT r.: (' T"

.. .. 1 .... 1
3615

AGGTAT::: :AG
AGGTAT' ( 'AG

.... 1.... 1
3625

cee~ ..:GCT(:CC
(":'( 'CG(' T':'(' ! '

· .. ·1 .... 1 .... 1· .. · ' .... 1.... 1 .... / .... 1 .... 1· .. · 1 · .. · 1.... 1 .... 1· .. ·1
3635 3645 3655 3665 3675 3685 3695

CTi :CCCCGGi; i:CATGGAGM ,:i:GTA,;TT :" T ' :" TAG, 'MGT ,:T,:, :ATT, :, T G :A, :T, ;TGGG ATGMMTG
CT CCi'CCGG(' C( 'ATGGAGM ('¡ 'GTN TT T " : 'TAG "M GT ':'ATT " T G

osala
Osa 1 A
osal AB
os a l b

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

.... 1· .. · 1 .... 1· .. · 1 .... 1.... 1 .. .. 1.. .. 1 .... 1.. .. 1 .. .. 1.. .. 1 .. · · 1.. .. 1 .... 1.... 1 · .. · 1.. .. 1 .... / .... 1
3705 3715 3725 3735 3745 3755 3765 3775 3785 3795

AAAAGG' :GGG T, :, 'A ' :' :GGTG " , :TG: :TT,:G¡: N :ATAGCG' :<: TA::C¡:¡:TGTG ,:AG''' G ,'TA TMTT' :GG¡'G GGATAT. 'A· TT." ·'A T G G T. TGTAGA

AAAAGG',:GGG T ,:' :N:' :GGTG '; ',:TG',:TT'::G": A',:ATAG' :G\." ,: TN :',;<':'.;TGTG ';AG',:- G ; ;TA TMTT :GG :G GGATAT''A' ' TT : :" A' TG G l ' TGT AGA

.... 1.... 1 .... 1· .. · 1 .... 1.. .. 1 .... 1·.. · 1 .... 1.... 1 .... 1·.. · 1 · · .. 1.. .. 1 · · .. 1.. .. 1 .. .. 1.... 1 .... 1.. · · 1
38 05 3815 3825 3835 3845 3855 3865 3875 3885 3895

GGCCACTCAG '~' ( 'TGTGTTGA AG('AGAGMG G"GGCTCACA ATGAAAGN ,'A TTGGM':" " '¡ . GGAGG'.'ATGG ' GGGTMTGA TGT '" " T 'AA GT ' GGG T

GGc e N. 'T ', 'AG ',",,:TGTGTTGA AG'.'AGAGMG G', 'GG, :T '.:N :A ATGAAAGA"A TTGGM " ' " ",' GGAGG 'ATGG GGGTMTGA TGT " ". 'T 'M GT " GGG T
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osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

·· · ·1 · · ··1 ·· · · 1· · ·· 1 ····1·· ··1 ····1·· ··1 ····1····1 · · ·· 1···· / .. .. 1.... 1 · .. ·1· .. ·1 .... 1.. .. 1 · .. ·1 .... 1
3905 3915 3925 3935 3945 3955 3965 3975 398 5 3995

CTGGCAGAGA GCACGTGGGC GTTAGACACC: ATTAACATTC TACTGTATGA TGA,:AACAG:'" ATTATGACCT T, 'AA Ci:T,:AG ,' i'AG ,~:T,' ( '(' A GG ,TTG TAG

<,:TGGt' AGAGA G<.'At,'GTGGG<.' GTTAGACA<o:l ' ATTAA<,,'ATT<.' TACTGTATGA TGA<:AA<,'AG<.' ATTATGA<'I:T T ,:AA',', 'T ':AG ¡,": AG,: T ,: , ...'A GG ,'TTGTAG

.. · ·1 .... 1 .. ··1 .. ··1 .. ··1·· .. 1 .. .. 1.... 1 .. · · 1· .. ·1 · .. ·1····1 ··· ·1·· · ·1 .... 1· .. · 1 · · .. 1····1 · .. · 1.. .. 1
4005 4015 4025 4035 4045 4055 4065 4075 4085 4095

AGCTCCTTGT GGAATATTTC CGTAGATGCC TAATTGAAA'l' CTTTGGCATT TTAAAGGAGT ATGAGGTAGG GGA::CCAGGA ,:AGAGAA< AT TA::TAGA ::: ' :

AGr;Tr;r;TTGT GGAATATTTr; r;GT AGATGr;r; TAATTGAAAT r:TTTGGr;ATT TTAAAGGAGT ATGAGGTAGG GGAr:r 'r:AGGA (' AGAGAAr 'AT TA ',TAGA

····1····1 ·· ··1· .. ·1 ····1····1 ····/ ····1 ··· ·1·· .. 1 · ·· ·/ .... 1 · ···1····1 ····/····1 ·· .. 1·.. ·/ .. · ·1 .. .. 1
4105 4115 4125 4135 4145 4155 4165 4175 4185 4195

TGGGAGATT¡.' A¡,: ¡:AAGGTGT l'T AGT,','AGl ' ¡: I.'ATAl'AGAG GAAGAAGAGG AAGAA::A<'<'T TGAT, '<'TAAA <:TGGAGGAGG AAGAGGAAGA AGGGGTTGGA

TGGGAGATT ':: N :CAAGGTGT r:TAGT 'o: r:AGr: C(;ATN ':AGAG GAAGAAGAGG AAGAA' :N':' :T TGAT":'::TAAA ":TGGAGGAGG AAGAGGAAGA AGGGGTTGGA

·· ··/ ·· .. 1 .. · ·1 .. ··1 ····/····1 .. ··1····1 .. ··/··· ·1 .... 1.... 1 .... /· .. ·1 .... 1.... 1 .. .. 1.. · · 1 · · .. 1.... 1
4205 4215 4225 4235 4245 4255 4265 4275 4285 4295

AATGATGAGG AGATGG" ~TT TTTGGG CAAG GN'AAG~:('A(' ( 'TT'~ 'AGAGAA TAGTGAGGAG AAG' TAGTr 'A GTAAGTTTGA AAGTT ' G GT AAAGAT G

AATGATGAGG AGATGG'.:cTT TTTGGG CAAG GACAAGCCAC CTTCAGAGAA TAGTGAGGAG AAGeTAGTCA GTAAGTTTGA " AAG',:TT'," G GTAAAGATG

· .. · 1· .. ·1 · · ·· 1· ·· · 1 ····1····1 · .. ·1·· ··1 .. · · 1· .. · 1 ····1· .. · 1 · .. ·/·· · ·1 .... 1·.. ·1 .... 1.... 1 .. .. 1.. .. 1
4305 4315 4325 4335 4345 4355 4365 4375 4385 4395

TG' ;AGAGGAA TGN ;r:r;ATTT GTGGTGGN ;T Gr;Tr;AGATAA Gr;TTGGG ' :'Gr:' GTG' ;AGGAGT TTG N :AGTGG { '{ 'TG':TA"A" TGG' GGATTG GTGGTGGGGA

TGe'AGAGGAA TGAC'Ce'ATTT GTGGTGGACT Ge'TC'AGATAA Ge'TTGGGe'GC' GTGi,'AGGAGT TTGAi 'AGTGG e'i TGi.'T A( 'A, ' TGG( 'GGATTG GTGGTGGGGA

.. .. 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1·.. ·1 .... 1·.. ·1 .... 1.. ·· 1 .... 1.. .. 1 .. .. 1.. .. 1 .... 1.. .. 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1
4405 4415 4425 4435 4445 4455 4465 4475 4485 4495

TN:cAcTGAG c AT ATCCAGA cn:ACTTTGA GAGCAAGATA GAGCTGcTG'.: c TTcC e GG',:<': TTATGTG'o:CC TG',:'o",:AA<.'G', ' 'o', :" ".:T " GGAA A"A, " T ,'A 'A

TACCACTGAG CAT ATCCAGA CCCACTTTGA GAGCAAGATA GAGCTGCTGC CTTi:C:CGGCC: TTATGTGCCC: TGi :CCAAi :Gi ' ( ', '(' ,:T ,:GGAA A: 'A: ', 'T , 'A : 'A

Los lttnn D.•• ~I y D.... ·2 de'nt6n
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I

asala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

asala
Osa1 A
osa1 AB
asalb

asala
Osa1 A
osa1 AB
asalb

asala
Osa1 A
osa1 AB
asalb

asala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

asala
Osa1 A
osa1 AB
asalb

· · · · 1.. · · 1 · .. · 1.. .. 1 .. .. / .... 1 .... 1.. .. 1 .... 1.. .. 1 .... 1.... 1 · · .. 1.... 1 .. ··1 .. .. 1 .. .. 1· · .. 1 ····1··· · 1
4505 4515 4525 4535 4545 4555 ' 4565 4575 4585 4595

A' :AGT AGAGG G'.'A" A" "AGG GA':AA'.'GGAG " AGGAGGG" r ' ", ', 'r Gr";' GA TGG " ''1''1'.' 'A GAGAAAAGGA '1' A AG ' 'A' ATGGA TGA ATGTTGT T A

ACAGTAGAGG Ge'ACAC'CAGG GAe'AA e'GGAG CAGGAGGGC( ' i.'('(,CGCC·('GA TGGí.'í.'TT,," 'A GAGAAAAGGA T i.'ACAG,,\ ·Ai,' ,: ATGGATGA, ' ATGTTGT,TA

····1 .. ··1 •.. ·1 .... 1 .. .. 1·.. · / · •.. 1· .. · 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 ····1 .. .. 1 .... 1.... 1 ····1 .. ··1 .. .. 1.. · ·1
4605 4615 4625 4635 4645 4655 4665 4675 4685 4695

CC(:GGT CT AG CACATTGACT GATGAGGGGG CAAAGAGTG::: AGACG;':CACC AAGGAAAG, :A G;::AAGTTT,:C GTTTGGCATT AG,:, :; :AG :A,' AGAG , A , G

r:r:r:GGTr:T AG ':N:ATTGN;T GATGAGGGGG r:AAAGAGTGr: AGA r:Gr:r:N;'r.' AAGGAAAG ' :A G' ;AAGTTT ':r: GTTTGG' .'ATT AG ''''''' AG''A AGAG A G

····1 .... 1 · · · · 1· · .. 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.. .. / .... 1·· .. 1 •.. ·1 · .. · 1 .... 1.... 1 .... 1.. .. 1 .. .. 1·.. ·1
4705 4715 4725 ' 4735 4745 4755 4765 4775 4785 4795

GAA'''AT,''AAA ATTTTAGAGG ATGA<." .',.' ,-' '.'A TAGTAAGGAT GAGA,.',.' , " .'A' · TGTGTA'.,' : ': '1' T ,.'TGGA: TGG " AGGAT .... .. ' TTGTAAG G TGTGT TGT

GAA,':ATr::AAA ATTTTAGAGG ATGN:(:r:r :(:A TAGTAAGGAT GAGN:',:' :<:N ' TGTGTN :' :'T T ' :TGGN,:TGG ,':AGGAT :" ' " TTG 'T AA G G TGTGT 'rGT

· .. ·1·· .. 1 · .. ·1 .. · · 1 · .. ·/ .. · · 1 · .. ·1 .. ··1 .. ··1 .... 1 · .. ·1·· .. 1 ·• .. 1.... 1 .... 1.... 1 · .. ·1· .. ·1 .. .. / .... 1
4805 4815 4825 4835 4845 4855 4865 4875 4885 4895

GT 'T t 'CAATA ';"'AT"('GGAG " " T GT " GTTT GTG';" .·AGG:·A A'GA"TTTGA GATGT·:" 'AAA ':'N "", 'AGGG" TG TG TTAT ' T GGG AAG TGAT T G

GT"T',:( 'AATA ',:" AT I,''.'GGAG (".:TGT \:GTTT GTG' ",' AGG', 'A N 'GA'.:TTTGA GATGT, "'AAA " N:" '. 'AGGG,: TG·TG TTAT '. TGGG 'AAG TGAT TG

.... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .. .. 1.. .. 1 .... 1·· .. 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .. .. 1.... 1 .... 1.... 1
4905 4915 4925 4935 4945 4955 4965 4975 4985 4995

TGr 'A' ; r.:A"AA G' :N :r:' :AGAG r:GGAAGr:AGG r;N :r:N:T AAr; TTATGAGAAG GAGGAGGAA " AGGA''' ' 'AAGG GGTGAG T GT GA AAAG'I'GG AGTGGTGGTG

TG; 'Ai 'C'AI'AA G; 'A i '( 'CAGAG i 'GGAAGi 'AGG ; 'A(" 'A;.'T AA;' TTATGAGAAG GAGGAGGAA, ' AGGA, ', 'AAGG GGTGAG,TGT GAAAAGTGG AGTGGTGGTG

.. .. 1.... 1 .... 1.. ··1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 · .. · 1.. .. 1
5005 5015 5025 5035 5045 5055 5065 5075 5085 5095

GGACTG, 'TTG GAGATG ' :T ·,:' : GAGAAAA'.:AC GCTGGT, :Ac '. ' '..:TeGc ',:AA' 'A T '. 'T , ·GGGG, 'A ATTGGN ".:T A T ',:'. ". ", 'ATAT ' ', TGAGAG AT TG ', T G '1'

GGACTGCTTG GAGATGCTi :C GAGAAAACAC GCTGGT CACC CTCGCCAA i :A T ;:T; 'GGGG;:A ATTGGA; 'CTA T C;:CCATATC ;'TGAGAG; 'AT ' TG " ; 'TG 'T

Los ltMft 0.'41-/ ). 0.",,·2 dt rat6n

98



I '---"-'."'"

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa1 A
osa1 AB
os al b

osala
Osa1 A
osa1 AB
osalb

osala
Os a1 A
osa1 AB
osalb

osala
Osa 1 A
osa1 AB
osalb

... ·1·· · · 1 .. . ·1 · · · · 1 ... ·1 ··· · 1 .. . · 1· · · · 1 . . . · 1··· ·1 . . . · 1· · · · 1 .. . · 1· ·· ·1 .. . ·1 · · ··1 . . . · 1· · · ·1 . . . · 1· ·· · 1
510 5 511 5 5125 5135 5145 5155 5165 5175 51 85 5195

GT :(:TGGN ,:G GN:T ':(:TN 'A ' T GGG 'AGTT TG " " 1'1' 'AG TGAAG " ' A GGA " " ' 1"1' T AA TAG G AA'I'G G1' '1' '1' AGAGAT

GTC'C'TGGACG GAC'TC'CTACA C'TGGGC'AGTT TGC'i.'i.'TTC'AG í.'TGAAGCC·CA GGACi.'i.'C'TT í,' TCAAC'Cí 'TAG Gí 'CC\ 'AATGí.' í GT í 'CTí'T , -: ,' í .. 'í 'AGAGAT

··· · / .. ··1 · · ·· 1·· · · 1 .... 1.... 1 · .. · 1.. .. 1 · .. ·/ .. .. 1 · .. · 1.. .. 1 .. .. 1.. .. 1 .. .. 1.... 1 .... 1·.. · 1 .. .. 1.. .. 1
5205 5215 5225 5235 5245 5255 5265 5275 5285 5295

TGGTCTTGGA AACCCT CAGc AAACT CAGI.:A T n :AGGAcAA ',:AATGTGGAt.: \'T GAT n :TGG CCA',:Tc', ".' c c TTTTAG',:-, :G', ' ', TGGAGAAGT TGTATAGTA '

TGGTCTTGGA AA CCCT CAGC AAACT CAGCA T CCAGGACAA CAAT GTGGAí: í 'TGATí.'CT GG Cí.'Aí.'T í.'í' Cí.'C T TTTAG í 'CGí: ,'T GGAGAAGT TGTATAGTA

.... 1· · .. 1 .... 1.... 1 .. .. 1· .. · / .. .. 1.... 1 .. .. 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... / .... 1.... / .... 1.... 1 .. .. 1.... 1
5305 5315 5325 5335 5345 5355 5365 5375 5385 539 5

, 'ATGGTG( 'G" TT( '( 'T ( 'AGTG A( 'C'GAAAGAA ( ' c ' ( 'AGTGTG,' , 'GGGAGATGG , ', 'GT GGT A' ''1' G, 'TGG' 'AAAT " T GG" ' " 'AGG GGGA, 'AG ''1' GG 'AG " ', GG

I.'ATGGTG¡,:G' : TT¡:CT ¡:AGTG AI: CGAAAGAA C:CCAGTGTG',: I: GGGAGATGG '.:<:GTGGTA:':T Gi :TGG¡ 'AAAT ¡ :TGG, ', :, :AGG GGGA 'AG ' l' GG 'AG ' , GG

.. · ·/ .... 1 .. .. 1.... 1 .... 1.. .. 1 .... 1.. .. / .. .. 1.... 1 · .. ·1 .. .. 1 .. .. 1· .. · 1 .. .. 1.. .. 1 .. .. 1.... / · .. ·1 .. .. 1
5405 5415 5425 5435 5445 5455 5465 5475 5485 5495

Gí :í.'ATTGí.'AG T GCAGAA GGG í: AGCATí:GGC: AACCT CCTGG GTTTí:CTGGA GGACAGí :í :TT G::TGí :CAí :A: ' AGTT í :í 'AG::A GAG: 'í 'AGG: 'A AG: 'í 'T : ': TG '

G',\ 'ATTG é'AG TG':AGAAGGG ',·AG'.'AT ·: GG': AA " ', 'T ': '.'TGG GTTT :: !,.'TGGA GGA':AG',":TT G:TG': ' A .'A',' AGTT,. 'AG 'A GAG 'AGG A AG ,' '1' TG

.. .. 1.... 1 .. .. / .... 1 · .. · 1.... 1 .... 1.. .. 1 .. .. 1.. .. 1 .... 1· .. · 1 .... 1.. .. 1 .. .. 1.. .. 1 .... 1.. .. 1 .. ·· 1.. .. 1
5505 5515 5525 5535 5545 5555 5565 5575 5585 559 5

ATATGCAGAA T ':CACi,:CTTT GAACCAACTA GTGTGGACAT GATG CGT CGG G,:TCC:,: :.:GAG i :Ai:T G;: TT G: : ;:,:T GG. :.:AAG GTGGATGAGA A, :. :A, :T , 'AGA

ATATG':.'AGAA T ': '( 'AC': '( 'TTT GAA': '( 'AA': 'T A GTGTGGN 'AT GATG( 'GT ':'GG G', 'T { '( '( '( 'GAG ( 'N 'T G" TT G':' "" TGG'," 'AAG GTGGATGAGA N " 'A,: '1' 'AGA
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osala
Osa1 A
05a1 AB
osalb

osala
05a1 A
05a1 AB
osala

... . 1. .. . 1 . . . . 1. . . . 1 .. . . \ .. .. 1 .... 1.. .. 1 .. . . \ .. .. 1 .. .. 1· .. · 1 .. .. 1· .. ·1 .... 1.... 1 .. .. 1· .. · 1 . .. ·1 · .. ·1
5605 5615 5625 5635 5645 5655 5665 5675 5685 569 5

GTT ' :N ;Tr;TG TATGAGT' ;N : GG' ;TGTTGGA r;AT';T:;/;GTG T ' :Ar; ' :N ;TGA TGAN ,:T ;ATT GGTTT ' ;N;AA GT 'ATTTGTG ATGTATGTT TTTGATTGG

GTT ( 'AC'TC'TG TATGAGTC'AC' GGC'TGTTGGA CATCTCCGTG Tí.'AC'C'ACTGA TGAA('T; 'ATT GGTTT;'Ai 'AA GT;;ATTTGTG ATGTA,TGTT TTTGATTGG , '

····1· .. ·
5705

\.'AGTCATGA

CAGTCATGA

Los ~tntl O!Ctl·J Ym.·1 de rltón
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APÉNDICE 6
Alineamiento de la sonda osa2-2 con el cDNA de osa-2.

····1····1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 •.. ·1.... 1 •.. .}. .. ·1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... / .... 1.... 1
5 15 25 35 45 55 65 75 85 95

osa2-raton atgggcgctt caggtcctgt gctccagatc ctgcgcaggg attgcggcag cccgatggac ccaatggtga tgaagagacc tcagttgtat gggatggg t a
osa2-2

.... / .... 1 .... 1.... 1 .... / .... 1 .... 1.... / .... 1.... 1 .... 1.... 1 • .. ·1 .... 1 .... 1.... / .... 1.... 1 .... 1.... 1
105 115 125 135 145 155 165 175 185 195

osa2-raton ctcaccccca ctcccagcca cagcagagca gcccataccc aggaggctcc tacggtcccc caggtgcaca gcggtatccc cttggcatgc agggccgggc
osa2-2

.... 1.... / .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1· .. ·1 • .. ·1 .... 1 .... 1.... 1 .... / .... 1 .... 1.... 1 .... l· .. ·' .... 1· .. · /
205 215 225 235 245 255 265 275 285 295

osa2-raton tccaggggcc ctgggaggct tgcagtaccc gcagcagcag atgccaccgc agtacggaca gcaagctgtg agtggctact gccagcaagg ccagcagcca
osa2-2

.... / .... 1 • .. ·1· .. ·' .... / .... , .... / .... / .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .. .. / .. ··1 .... / .... 1 .... 1.... 1
305 315 325 335 345 355 365 375 385 395

osa2-raton t actacaacc agcagccgca gccctcgcac ctcccgcccc aggcacagta cctgcagccg gcggcggcgc agtcccagca gaggtaccag cc ac agcagg
osa2-2

• .. ·'· .. ·1 • .. ·/ .... 1 .... / .... 1 .... 1· .. ·1 .... /· .. ·1 .... / .... 1 • .. ·/ .... 1 .... / .... 1 .... /· .. ·1 .... 1.... 1
405 415 425 435 445 455 465 475 485 495

osa2 -raton acatgtctca agaaggctat ggaactagat ctcagcctcc tctggcccct ggaaaatcca accatgaaga cttgaattta attcaacagg aaagaccatc
osa2-2

.... 1.... 1 .... /· .. ·1 .... 1· .. ·1 .... 1.... / .... / .... 1 .... / .... 1 • .. ·1 .... 1 .... 1.... / • .. ·1 .... 1 .... 1.... 1
505 515 525 535 545 555 565 575 585 595

osa2-raton gagtctacca gacctgtctg gctccatcga tgacctcccc acgggaacag aagcaactct gagctcagca gtcagtgcat ccgggtctac aagcagccag
osa2-2

.... / .... 1 .... 1· .. ·1 .... [, .. · 1 .... 1.... / .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... / .... 1 .... 1.... 1 .... / .... 1 • .. ·1· .. ·1
605 615 625 635 645 655 665 675 685 695

osa2-raton ggagatcaga gcaacccagc gcagtctcct ttctccccac atgcatcacc tcacctctcc agcatccctg gagggccgtc accttctcct gt tggctctc
osa2-2

.... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 • .. ·/ .... 1 .... 1· .. ·1 .... 1.... / .... 1.... 1 .... 1.... 1
705 715 725 735 745 755 765 775 785 795

osa2-raton ctgtgggaag caaccaatcg aggtctggtc cgatctcccc tgcgagtatt ccagccgtgc acgcagcagc atactgcctc tgtggactgt caccactgca
osa2-2

.... / .... 1 • .. ·1 .... 1 .... / .... 1 • .. ·1 .... / .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... / .... 1 .... / .... 1 .... / .... /
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I

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton

805 815 825 835 845 855 865 875 885 895
gccgtgcacg cagcagcata ctgcctctgt ggactgtcac cgctgcagcc gtgcacgcag cagcatactg cctctgtgga ctgtcaccgc tgcagccgtg

····1····1 .... 1.... 1 .... 1.... / .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1·; .. 1' .... 1.... 1 .. .. 1.... / .... 1.... 1 .... 1.. ··1
905 915 925 935 945 955 965 975 985 995

cacgcagcag catactgcct ctgtggactg tcaccgctgc agccgtgcac gcagcagcat ft c t gcc t c t g tggaagggga ggcattgacc tgctgtac tg

.... / .... 1 • .. ·/ .... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... / .... 1.... 1 .... / .... 1 .... / .. .. 1
1005 1015 1025 1035 1045 1055 1065 1075 1085 1095

aggactcgag acgtagccag atgcctccgc aaccacctgg aagccagtca gaatccagtt cccatcctgc c t tgagccag tcaccaatgc cacaggaaag

.... I .... ~ .... / .... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... / .. .. 1 .. .. 1.... 1 .... / .... 1 .... 1.... 1 .... 1.. ··1
1105 1115 1125 1135 1145 1155 1165 1175 1185 1195

aggttttatg acaggcactc agagaaaccc tcagatgtct cagtacggac ctcagcagac aggaccatcc a t gt c gcc t c acccatctcc t gggggccag

.... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... ·1 .... 1 .... 1 .... / .... / .... 1 .... 1.... /
1205 1215 1225 1235 1245 1255 1265 1275 1285 1295

a tgcatcctg ggatcagt aa c tttcagc a g agtaactcaa gtggcacgta cggcccacag atgagccagt a tggacccca aggcaactac t ccagaaccc

.... 1· .. ·1 .... 1.. .. 1 .... 1..... 1 .... 1.... / .... 1.... 1 .... / .... 1 .... / .. .. 1 • .. ·/ .... 1 .... 1.... 1 • .. ·1 .. .. 1
1305 1315 1325 1335 1345 1355 1365 1375 1385 1395

caacatatag cggggtaccc agtgcaagct acagcggccc agggcccggt atgggcatca atgccaacaa ccagatgcat ggacaagggc c agcccagcc

.... 1.... 1 .... 1.... 1 .... / .... 1 .... 1.... 1 .... 1.... / .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... / .... / .... 1 .... / .... 1
1405 1415 1425 1435 1445 1455 1465 1475 1485 1495

atgtggtgct atgcccctgg gacgaatgcc ttcagctggg atgcagaaca gaccatttcc tggaaccatg agcagcgtca cccccagttc tcctggcatg

.... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.. .. 1 .... 1.... 1 .... 1.. .. 1 •.. ·1 .... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1
1505 1515 1525 1535 1545 1555 1565 1575 1585 1595

tctcaacagg gagggccagg aatgggccca ccaatgccca ctgtgaaccg gaaggcccag gaagctgccg c agctgtga t gcaggctgct gc aaactcag

.... 1.. .. 1 .... 1.... 1 .. ··· 1.... 1 .... / .. .. 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... / .... 1 .... 1.... / .... / .... 1 .. .. 1.... /
1605 1615 1625 1635 1645 1655 1665 1675 1685 1695

cacaaagcag gcaaggcagt tttcctggca tgaaccagag tggcctggtg gcctccagct ctccctacag ccagtccatg aacaacaact ccagcctgat
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osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

. .. . , .... , ·· ··1 ····1 ····1····' ····1····' .... , .... , ····'·· ··1 . . . . , .. .. , · ·· ·1····' .... , .... / ····1····'
1705 1715 1725 1735 1745 1755 1765 1775 1785 1795

gagcacccag gcccagccct acagcatgac gcccacaatg gtgaacagct ccacagcatc tatgggtctt gcagatatga tgtctcccag tgagtccaaa

.... ,.... , ... ·1····' .... ,.. .. , .. .. ,.... , ... .].... , ... . ,.... , ...·1····' ... ·'····1 .... ,.... , .... ,.... ,
1805 18 15 1825 1835 1845 1855 1865 1875 1885 1895

ttgtctgtgc ctcttaaagc agatggtaaa gaagaaggcg tgtcccagcc tgagagcaag tcaaaggaca gctatggctc tcagggcatt tcccagcctc

.... , .... / .... , .... , ... ·1····1 ... ·1····' . . . ·1····' ... .¡ .... , ... ·1··· ·' ... ·'··· ·1 ···.¡· ···I .. . ·'· ···1
1905 1915 1925 1935 1945 1955 1965 1975 1985 1995

caaccccagg caacctgcct gtcccttccc caatgtctcc cagctctgcc agcatctcct cctttcatgg agatgagagt gacagcatta gcagcccagg

.. ··'····1 ····1· ···/ ····1····1 .... /.... , .... ,.... , ····'····1 · ···1· · ··1 . ... , .... , .. .. , . ... , ··· ·1. ···1
2005 2015 2025 2035 2045 2055 2065 2075 2085 2095

ctggcccaag acaccatcaa gccctaagtc cagctcttcc tccaccactg gggagaagat cacgaaggtc tatgagctgg ggaatgagcc ggagaggaag

... . ,.... / .... /.... , ····/····1 ····'····1 ····1·· .. , ····'····1 ···· 1····1 ·· ··1···· ' . ···/ ··· ·1 ··· ·1· ···1
2105 2115 2125 2135 2145 2155 2165 2175 2185 2195

ctgtgggtcg accgttacct aacgttcatg gaagagaggg gctccccggt gtccagtctg ccagcagtgg gcaagaagcc cctggacctg ttccgactgt

••• • 1~ •• • , •••• 1 •••• 1 •••• , •••• I •• •• 1•••• 1 •••• , •••• , •••• I •••• I •••• I • • • • I • • • • I •••• 1 •••• 1•••• I •••• 1 •• •• 1

2205 2215 2225 2235 2245 2255 2265 2275 2285 2295
atgtctgcgt caaggagatt ggaggtttgg cgcaggttaa taaaaacaag aagtggcgtg agctggcaac caacctgaac gttggcactt ccagcagcgc

.... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... ' .... ' .... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... / .. .. ! .... 1.. · · 1 .... 1· .. ·1 .... 1.... 1
2305 2315 2325 2335 2345 2355 2365 2375 2385 2395

agccagctct ctgaaaaagc agtatattca gtacctgttc gcctttgagt gcaaaactga gcgcggggag gagcccccac ctgaag t ctt cagcaccggg

.... 1.. .. 1 .... 1.... 1 · · .. 1.... 1 · .. ·1 .... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .. .. 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1·.. ·' .... /.. .. 1
2405 2415 2425 2435 2445 2455 2465 2475 2485 2495

osa2-raton gattcgaaga agcagccaaa gctccagccg ccatctcctg ctaactcagg atccttacaa ggcccacaga ctccacagtc aactgggagc aattcgatgg
osa2-2

.. ··1· .. ·1 .... 1.... 1 .. ··1·· .. 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... / .. .. 1.... 1 .... 1.... 1 .. .. 1.... 1 .. .. , .... ,
2505 2515 2525 2535 2545 2555 2565 2575 2585 2595

osa2-raton cagaggttcc aggtgacctg aagccaccaa ccccagcctc tacccctcat ggacagatga ctcccatgca aagcggaaga agc ag t aca g tcagtgtgca
osa2-2
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08a2-raton
08a2-2

08a2-raton
08a2-2

08a2-raton
08a2-2

osa2-raton
08a2-2

08a2-raton
08a2-2

08a2 -raton
08a2-2

osa2-raton
08a2-2

08a2-raton
08a2-2

····1··· ·1 ····1····1 ··· ·1····1 ····1····1 ····1··· ·1 ····1····1 ····1····1 .. · · 1· · · · 1 ·· ··1····1 · .. ·1····1
2605 2615 2625 2635 2645 2655 2665 2675 2685 2695

tgacccgttc tcagacgtga gtgactcagc gtacccaaaa cggaactcca tgactccaaa cgccccatac cagcagggca tgggcatgcc agacatgatg

····/ .... 1 · · ··1····1 · .. · 1· · · ·1 ···.j····1 ····1 .. ··1 .... 1.. ··1 .. · · 1.. ··1 · · ·· 1· · · · 1 · .. ·1.. ··1 .. ··1· .. ·1
2705 2715 2725 2735 2745 2755 2765 2775 2785 2795

ggcaggatgc cctatgaacc caacaaggac cctttcagtg gaatgagaaa agtgcctgga agtagtgagc cctttatgac acaaggacag gtgcccaaca

.. ··1 .... 1 ····1··· ·1 ····1·· .. 1 ····1····1 ····1····1 ·· .. 1····1 .... 1····1 .. ··/ .. ··1 .. · · / · · .. 1 · .. ·/ .... 1
2805 2815 2825 2835 2845 2855 2865 2875 2885 2895

gcggcatgca ggacatgtac aaccagagcc cctcaggggc catgtccaat ctgggcatgg gacagcggca gcagtttccc tatggaacca gttatgaccg

····1····1 ····1····/ ····/· ···1 .. ··/····1 ··· ·1····1 ····/·· · ·1 · ·· ·/· · · ·1 · · ·· /· · · · 1 ····1 .. ··1 ·· ··1·· .. 1
2905 2915 2925 2935 2945 2955 2965 2975 2985 2995

aaggcatgag gcttacggac agcagtaccc aggccaaggc cctcccacag gacagccacc gtatggagga caccagcctg gcctgtaccc acagcagccg

····/····1 .... 1····1 ····1 ····/ .. ··1····/ ····1 .. ··1 .. ··1 .. ··1 .... 1.... 1 ····1 .. ··1 .. ··1·· .. 1 · .. ·1 .... /
3005 3015 3025 3035 3045 3055 3065 3075 3085 3095

aattacaaac gtcatatgga tggcatgtac gggcctccag ccaagcggca cgagggagac atgtacaaca tgcagtatgg cagccagcag c aggagatgt
CAGCAG CAGGAGATGT

· · .. 1:· .. 1 .. ··1····1 · · · · /· · · · 1 ····/····1 .. ··1····1 · · .. 1·· .. 1 ·· ··1 · · ··1 ·· · ·1····1 .. ··1····1 .. ··/····1
3105 3115 3125 3135 3145 3155 3165 3175 3185 3195

ataaccagta tggaggctcc tactctggcc cggacagaag gcccatccag ggacaatatc cctaccccta caacagagaa aggatgcagg gcccaggcca
TTAACCAGTA TGGAGGCTCC TACTCTGGCC CGGACAGAAG GCCCATCCAG GGACAATATC CCTACCCCTA CAACAGAGAA AGGATGCAGG GCCCAGGCCA

.... 1.... 1 .... 1····1 .. · · 1.. ··1 ·· .. /·· .. 1 · .. ·1····1 · .. ·1·· .. 1 .. ··1 .... 1 · ···1· .. ·1 .... 1.... 1 · .. ·1 · .. ·1
3205 3215 3225 3235 3245 3255 3265 3275 3285 3295

gatgcagcca c acggaa t cc cacctcagat gatggggggc cccatgcagt catcctccag cgaggggcct cagcagaaca tgtgggctac ac gcaacgat
GATGCAGCCA CACGGAATCC CACCTCAGAT GATGGGGGGC CCCATGCAGT CATCCTCCAG CGAGGGGCCT CAGCAGAACA TGTGGGCTAC ACGCAACGAT

.. · ·/· .. · 1 .. ··1· .. ·1 ·· .. 1····1 · · · · 1· · · · 1 ·· · ·1 ·· · ·1 ·· · · 1· · · · 1 · · ··1····1 ····1····1 .. ··1·· .. 1 .. ··/ ·· .. 1
3305 3315 3325 3335 3345 3355 3365 3375 3385 3395

atgccttatc cctaccagag caggcaaggc ccgggcggcc ctgcacaggc ccccccttac ccaggcatga accgcacaga tgatatgatg gtacctgagc
ATGCCTTATC CCTACCAGAG CAGGCAAGGC CCGGGCGGCC CTGCACAGGC CCCCCCTTAC CCAGGCATGA ACCGCACAGA TGATATGATG GTACCTGAGC

.. .. 1·· .. 1 ····1···· 1 .. ··1 .. · · 1 ····1····1 .. ··/· .. ·1 ·· .. 1·· .. 1 .. ··/· .. ·1 .. ··1·· .. 1 . ... /.... / .... 1·.. ·1
3405 3415 3425 3435 3445 3455 3465 3475 3485 3495
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osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

agaggatcaa tcacgagagc cagtggcctt ctcacgtcag ccagcgccag ccttacatgt catcttcggc ctccatgcag cccatcacgc gcccacctca
AGAGGATCAA TCACGAGAGC CAGTGGCCTT CTCACGTCAG CCAGCACCAG CCTTACATGT CATCTTCGGC CTCCATGCAG CCCATCACGC GCCCACCTCA

····1····1 ····1····1 ····1····1 ····1····1 ····1····1 ····1·· · ·1 ····1····1 ····1·· ··1 ····1····1 ·· ··1····1
3505 3515 3525 3535 3545 3555 ' 3565 3575 3585 3595

gtcatcctac cagacgccgc cgtcactgcc aaaccacatc tccagggcac ccagccccgc ctccttccag cgctccctgg agagtcgcat gtctccaagc
GTCATCCTAC CAGACGCCGC CGTCACTGCC AAACCACATC TCCAGGGCAC CCAGCCCCGC CTCCTTCCAG CGCTCCCTGG AGAGTCGCAT GTCTCCAAGC

···-1 ····1 ····1····/ · ···1····/ ····1····1 ····/····1 ····1····1 · :··1····1 ····1····1 ····1····1 ····1·· ··1
3605 3615 3625 3635 3645 3655 3665 3675 3685 3695

aagtctccct tcctgcccac catgaagatg cagaaggtca tgcccacagt ccccacatcc caggtcaccg ggcccccccc acagcctcca ccaatcagaa
AAGTCTCCCT TCCTGCCCAC CATGAAGATG CAGAAGGTCA TGCCCACAGT CCCCACATCC CAGGTCACCG GGCCCCCCCC ACAGCCTCCA CCAATCAGAA

····1 · ···1 ····1····1 ····/····1 · · ··1····1 ·· ··1····1 ··· ·1····/ ····1····1 ····1··· ·1 ·· ··1· ···1 ····1····/
3705 3715 3725 3735 3745 3755 3765 3775 3785 3795

gggagattac ctttcctcct ggctccgtag aagcatcaca gccaatcctg aaacaaaggc gaaagattac ctcaaaagat attgttactc ccgaggcgtg
GGGAGATTAC CTTTCCTCCT GGCTCCGTAG AAGCATCACA GCCAATCCTG AAACAAAGGC GAAAGATTAC CTCAAA

•••• 1•••• 1 •• •• 1•••• I •••• 1•••• I •••• 1•••• 1 •••• / •••• 1 •••• 1•••• I • ••• 1•• • • 1 •• • -1 .... 1 •••• 1... . 1 •••• I.... I
3805 3815 3825 3835 3845 3855 3865 3875 3885 3895

gcgtgtgatg atgtccctta aatcgggtct gttggctgag agcacgtggg ctctggacac catcaatatt ctcctcta tg atgacagcac cgtcgccacc

· · ·· 1· · · · 1 ····1 ····1 ····1··· ·1 ····1····1 ····1····1 ····1··· ·1 ····1····/ ····1····1 ····1····1 ····1····1
3905 3915 3925 3935 3945 3955 3965 3975 3985 3995

ttcaatcttt cccagctgtc tggattcctg gaactattag tagagtactt tcgaaaatgc ctaattgaca ttttcggaat tcttatggaa t a t gaagaga

····1····1 ····1····1 ····1····1 ····1····1 ····1····1 ····1····1 ····1····1 · · · · 1· · · · 1 · · · · 1·· · · 1 ····1····1
4005 4015 4025 4035 4045 4055 4065 4075 4085 4095

cgccaaagca ggccagtaag tttgacaagc tgcccataaa gattgtcaaa aagaacaagc tgtttgtggt ggaccggtcc gacaagctgg gccgagtgca

,
····1····1 ····1····/ ····1····1 ····1····1 ····1· ···1 ····1····1 · ·· ·1· ···1 ·· · · 1·· · · / ····1····1 ··· ·1···· 1

4105 4115 4125 4135 4145 4155 4165 4175 4185 4195
ggagttcagc agcgggctcc tccactggca "gctgggtggt ggcgacacta ccgagcaca t ccagactcac ttcgagagca agatggaga t ccctcctcgc

.... I.... 1 .... 1.... 1 . ... 1.... 1 ".... 1. . . . 1 . ... 1.... 1 .... 1. ... 1 .... 1.. .. 1 .... 1.... 1 .. . . 1. ... I .... 1.... 1
4205 4215 4225 4235 4245 4255 4265 4275 4285 4295

aggcgtccac ctccgcctct aagctccacg ggtaagaaga aagagctgga aggcaaaggt gattctgaag agcagccaga gaaaagtatc atagccacca

····1····1 ····1····1 ····1 ····1 ····1····1 ····1····1 ····1·· ·· 1 · · · · 1·· · · 1 ··· ·1· ···1 ····1····1 ····1····1
4305 4315 4325 4335 4345 4355 4365 4375 4385 4395
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osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton

tcgatgacgt cttgtctgcc cggccagggg ctctgcctga agacaccaac ccaggacccc agaccgacag cggcaagttt ccctttggaa tccagcaggc

•.. ·1 .... 1 ····/····1 .... I.... t •.. ·1.... 1 .... 1·.. ·1 .... 1.... / .... 1.... / .... 1.... 1 .... 1·.. ·1 .... 1.... /
4405 4415 4425 4435 4445 4455 4465 4475 4485 4495

caaaagccac cggaacatca ggctcctgga agacgagccc aggagccgag acgagacgcc gctgtgcacc atcgcgcact ggcaggactc actggccaag

.... / .... 1 .... 1.... 1 .... /·· .. 1 •.. ·1 .... 1 .... 1.... 1 .... 1.. ··1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .. .. 1.... / .... 1.... /
4505 4515 4525 4535 4545 4555 4565 4575 4585 4595

cgctgcatct gtgtgtcgaa catcgtgcgg agcttgtctt tcgtgcctgg caacgacgca gagatgtcca aacacccggg cttggtgctg atcctgggaa

.... ,.... / .... /.... / .... ,.... , ····1····' .. ··1····/ ····'····1· ····1····1 ·· ··1····1 ····1····/ •• ··1····'
4605 4615 4625 4635 4645 4655 4665 4675 4685 4695

agctgattct gctgcatcac gagcatccgg agagaaagcg ggcgccacag acctatgaga aggaggagga cgaggacaag ggggtggcct gcagcaaaga

.... 1.... 1 .... 1.... 1 .. ··1 .... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 •.. ·1.... 1 .... /.... 1 .... 1.... 1 •.. ·1· .. ·'
4705 4715 4725 4735 4745 4755 4765 4775 4785 4795

tgagtggtgg tgggactgcc tcgaggtctt gcgggataac accctggtca cgttggcgaa catttccggg cagctagact tgtctgctta cacagagagc

.... 1.... / .... /.... 1 .... /.... 1 .... 1.... 1 •.. ·1 .... / .... /.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... / .... 1.... 1 .... 1.... 1
4805 4815 4825 4835 4845 4855 4865 4875 4885 4895

atctgcttgc cgatcctgga cggcttgcta cactggatgg tgtgcccgtc cgcagaggct caggacccct ttcccactgt ggggcccaac tcagtcctg t

•.. ·1·· .. 1 •.. ·/ .... 1 .... 1.... ' •.. ·1.... 1 •.. · 1.... 1 .... [, .. ·1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1·.. ·1 .... 1.. ··1
4905 4915 4925 4935 4945 4955 4965 4975 4985 4995

cgccgcagag acttgtgctg gagaccctgt gtaaactcag tatccaggac aacaacgtgg acctgatctt ggccacgcct ccatttagtc gtcaggagaa

.. .. /.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1·.. ·1 •.. .}, .. ·1 .... 1.... 1 .... /.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... /
5005 5015 5025 5035 5045 5055 5065 5075 5085 5095

attttatgct acattagtta ggtacgttgg ggatcgcaaa aatccagtct gtcgagaaat gtccatggcg cttttatcga accttgccca gggggacaca

.... 1.... 1 .... 1.... 1 .... [, .. ·1 .... 1.... 1 .... t .... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... /.... 1
5105 5115 5125 5135 5145 5155 5165 5175 5185 5195

ctggcggcga gggcaatagc tgtgcagaaa ggaagcattg gtaacttgat aagcttccta gaggacgggg tgacgatggc gcagtaccag cagagccagc

.... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 •.. .}. .. ·1 .... 1.... 1 .... 1.... 1 •.. ·1 .... 1 .... 1.... 1 .... 1.... /
5205 5215 5225 5235 5245 5255 5265 5275 5285 5295

ataaccttat gcacatgcag cccccacctc tggaaccccc tagtgtagac atgatgtgcc gggcggccaa agctctgctg gccatggcca gagtggacga

106



osa2 -2

osa2-raton
osa2-2

osa2-raton
osa2-2

.... / •••• , .. .. 1.. .. 1 .... 1·.. ·/ .... /.... 1 .... 1·· .. 1 •• .. 1.... 1 .... 1.... / .... 1.. .. 1 .... 1· .. ·1 .... 1·.. ·1
5305 5315 5325 5335 5345 5355 5365 5375 5385 5395

gaaccgctcg gagttccttt tgcacgaggg tcggttgctg gatatctcaa tatcagctgt cctgaactct ctggttgcat ctgtcatctg tgatgtactg

.... 1.. ··1 •.. ·1 .... 1
5405 5415

tttcagattg ggcagttatg a
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